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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar blendas
poliméricas utilizando os polimeros biodegradaveis e biorreabsorviveis
poli(hidroxibutirato-co-valerato) — PHBV, com 12% de valerato, e poli(e-
caprolactona) - PCL, com a finalidade de tornar o PHBV menos fragil para
aplicagdes tais como dispositivos de osteossintese. Estudou-se a mistura
binaria desses polimeros nas composi¢gdes PHBV/PCL (75/25 e 50/50). As
blendas poliméricas foram preparadas de maneira a simular um processo
industrial em grande escala, por extrusdo seguida de injegdo. Os polimeros
puros e as blendas poliméricas foram avaliados e caracterizados por: indice de
fluidez (MFI), Analises Térmicas (TG, DSC e DMTA), Microscopia optica,
Microscopia eletronica de varredura (MEV), Ensaio térmico de temperatura de
deflexdo ao calor sob carga (HDT), Ensaios mecanicos (impacto, tracdo e
flexdo), Cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), Analise de degradagéao
in vitro e Analise de Citotoxicidade, indireta e direta. Os resultados obtidos
através de diversas técnicas indicaram a imiscibilidade das blendas
PHBV/PCL. Em termos das propriedades mecéanicas, as blendas poliméricas
estudadas apresentaram caracteristicas melhores que o copolimero PHBV,
apresentando comportamento menos fragil. No estudo in vitro, em solugéo
tampao de fosfato salino com pH 7.3, as amostras de PHBV e de PCL
mostraram um comportamento de degradacédo lenta quando comparados a
outros polimeros biorreabsorviveis. Em fungcdo do tempo de degradacé&o os
polimeros tornaram-se mais rigidos, aumentando assim os valores dos
modulos de elasticidade em tracdo. Comprovou-se que, em fungao do tempo
de degradagao, houve uma redugao nos valores das massas molares das
amostras estudadas. Através da analise de citotoxicidade constatou-se que os
polimeros puros e as blendas estudados ndo apresentaram toxicidade indireta.
Porém, os resultados mostraram toxicidade por contato direto com os
polimeros estudados, o que pode estar relacionado as caracteristicas

superficiais dos mesmos.
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BLENDS OF PHBV AND PCL FOR USE IN OSTEOSYNTHESIS DEVICES

ABSTRACT

This study aimed to develop and characterize polymer blends using
biodegradable and bioabsorbable polymers poly (hydroxybutyrate-co-valerate)
— PHBV with 12% valerate, and poly (e-caprolactone) — PCL, in order to make
the PHBV less fragile for applications such as osteosynthesis devices. We
studied the binary mixture of these polymers in the compositions PHBV / PCL
(75/25 and 50/50). The polymer blends were prepared in order to simulate a
large-scale industrial process, by extrusion followed by injection. The pure
polymers and polymer blends were evaluated and characterized by: Melt Flow
Index (MFI), Thermal Analysis (TG, DSC and DMTA), Optical Microscopy,
Scanning Electron Microscopy (SEM), Thermal Test of the Heat Deflection
Temperature (HDT), Mechanical Tests (impact, tensile and flexural), Size
Exclusion Chromatography (SEC), analysis of in vitro degradation and
Cytotoxicity Analysis, direct and indirect. The results obtained through different
techniques indicated the immiscibility of PHBV / PCL blends. In terms of
mechanical properties, the polymer blends analyzed indicated better
characteristics than copolymer PHBV, presenting a less brittle behavior. In the
in vitro study, in phosphate buffered saline solution with pH 7.3, the PHBV and
PCL samples indicated a slow degradation behavior when compared to other
bioabsorbable polymers. Along the degradation period, the polymers became
more rigid, increasing the values of the Tensile Modulus of Elasticity. It was
verified that, depending on the degradation period, there was a reduction in the
values of molar masses of the samples studied. Through the cytotoxicity
analysis, it was found that the pure polymers and the blends studied did not
indicate indirect toxicity. However, the results indicated toxicity through the
direct contact with the polymers studied, which may be related to the superficial

characteristics thereof.
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1 - INTRODUGAO

O avancgo do prego internacional do barril de petréleo, a instabilidade da
situagcdo geopolitica das regides detentoras das grandes reservas mundiais e 0
consenso mundial sobre a necessidade do desenvolvimento de tecnologias de
baixa emissdo de gases de efeito estufa, como o CO,, tém apontado para a
possibilidade real da exploracdo de matérias-primas como fontes renovaveis de
insumo para a biossintese de intermediarios e de produtos quimicos finais. A
experiéncia da utilizagdo do etanol como combustivel e o incentivo atual a
producdo de biodiesel sdo exemplos concretos do uso de matérias-primas
renovaveis em substituicdo a derivados de petroleo [1].

Além do suprimento de necessidades energéticas, a segunda maior
demanda pelo uso de derivados de petroleo como matéria-prima consiste na
producdo de polimeros. E desnecessario salientar os enormes problemas
ambientais e de logistica que as alternativas atuais de incineragéo, aterramento
e reciclagem destes polimeros tém causado as sociedades desenvolvidas e em
desenvolvimento [1].

Polimeros biodegradaveis e biocompativeis tém atraido uma grande
atengdo no mundo inteiro, tanto no ponto de vista cientifico como tecnoldégico.
Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo exemplos desses materiais, 0os quais sao
poliésteres de acidos hidroxi-alcandicos produzidos por uma grande variedade
de microorganismos a partir de fontes de carbono renovaveis, na forma de
materiais de reserva [2].

Os poliésteres sado polimeros biodegradaveis contendo grupos
funcionais ésteres em sua estrutura. A principal razdo é que as estruturas
desses materiais sao facilmente atacadas por fungos através de hidrdlise.
Esses polimeros podem oferecer uma grande variedade de propriedades,
desde polimeros rigidos altamente cristalinos a polimeros ducteis [3].

O poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e os copolimeros do hidroxibutirato com
hidroxivalerato (HV) estdo entre os mais estudados PHAs. Eles sao

extremamente atrativos na preparagdo de dispositivos biomédicos devido as



suas adequadas propriedades de compatibilidade biologica, biodegradabilidade
e termoprocessabilidade [4].

Embora a maioria dos estudos com polimeros biodegradaveis concentre-
se na busca de melhoria de suas propriedades visando o emprego destes
polimeros na area de embalagens, agricultura e outras, a area de biomateriais
vem sendo alvo de pesquisas com tais polimeros, visando o desenvolvimento
de dispositivos implantaveis temporarios.

Uma variedade de materiais poliméricos vem sendo usada em
aplicagbes biomédicas, gragcas as caracteristicas fisico-quimicas dos
polimeros, bem como sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los em
termos de propriedades a cada aplicagao especifica. Dentre os polimeros mais
usados, tém-se aqueles de origem natural ou sintética, assim como aqueles
que sofrem degradacdo ou permanecem estaveis quando expostos ao
ambiente corporeo [5].

Alguns polimeros tornaram-se essenciais na pratica clinica, sendo
utilizados como dispositivos implantaveis, incluindo implantes de quadril, lentes
artificiais, enxerto vascular de grande didmetro, etc. e as pesquisas continuam
otimizando o desempenho destes materiais in vivo. Devido a grande
quantidade de implantes requeridos anualmente no mundo todo, esse tipo de
produto esta se tornando uma necessidade e um grande atrativo para o

mercado.

Polimeros biodegradaveis fazem parte deste campo emergente nas
pesquisas e varios deles vém sendo estudados visando as mais diferentes
aplicagdes. Na area médica, aqueles polimeros que podem ser degradados
pela agédo dos fluidos corpéreos e cujos produtos da degradagao possam ser
facilmente eliminados ou reabsorvidos pelo organismo, vém sendo utilizados
como fio de sutura, dispositivos de fixagao ortopédica (barras, pinos, parafusos)

e outros [6]

Implantes de polimeros biorreabsorviveis tém sido experimentados em
muitos procedimentos cirurgicos, particularmente na area ortopédica, como
dispositivos de osteossintese, em substituicdo aos biomateriais metalicos.

Dentre as vantagens apresentadas pelos polimeros que justificam a



substituicdo dos materiais metalicos podem ser citados: a proximidade dos
valores de modulo elastico em compresséo entre os polimeros e o osso (E = 1
— 30 GPa), enquanto que os metais apresentam valores muito elevados (E =
100 — 200 GPa) [7]; os implantes de polimeros biorreabsorviveis dispensam a
segunda cirurgia, necessaria no caso dos implantes metalicos para a remogao
do mesmo; os implantes metalicos muitas vezes interferem nos resultados de
analises radiograficas ou de ressonancia magnética nuclear enquanto que os

polimeros devido a sua radiolucéncia nédo o fazem [7].

Ocorre, porém, que apesar do avango observado em fungao dos
inumeros estudos que estdo sendo conduzidos nesta area, o uso dos
polimeros biorreabsorviveis para confeccdo de dispositivos de osteossintese
limita-se a dispositivos de pequenas dimensdes, para uso em situacdes em que
0 0sso nao receba grandes solicitagbes mecanicas. Muitas das pesquisas
atuais na area sdo voltadas a busca de polimeros biorreabsorviveis com
propriedades mecanicas e taxa de reabsorgcdo adequadas as diversas

situacoes clinicas [6, 8].

Dentre os diferentes polimeros biorreabsorviveis que podem ser
empregados na confecgcdo de dispositivos de osteossintese encontram-se o
poli(hidroxibutirato) - PHB e o poli(hidroxibutirato-co-valerato) - PHBV. A partir
dos resultados de estudos com tais polimeros, verifica-se que devido ao
comportamento fragil apresentado em consequéncia do elevado grau de
cristalinidade normalmente desenvolvido por estes polimeros, os mesmos
necessitam sofrer modificacbes que resultem na adequacdo de suas
propriedades mecéanicas para viabilizar o emprego na confecgdo de

dispositivos ortopédicos implantaveis.

Além disso, ainda devido ao elevado grau de cristalinidade, estes
polimeros apresentam baixa taxa de degradagao hidrolitica em condigbes de

pH e temperatura fisiolégicas.

Assim sendo, esta Tese de Doutorado teve como objetivo principal
estudar as blendas poliméricas do poli(hidroxibutirato-co-valerato) - PHBV com

a poli(e-caprolactona) - PCL, visando a sua aplicagdo na confecgdo de



dispositivos de osteossintese. O PCL é um polimero biorreabsorvivel ja
utilizado na area médica e cujas propriedades apresentadas podem viabilizar a

melhoria das propriedades do PHBV para aplicagdes como dispositivos de
osteossintese.



2 - FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO DA LITERATURA

2.1 Terminologia

Os termos degradavel, bioabsorvivel, biorreabsorvivel, biodegradavel,
compostavel e oxidegradavel tém sido usados na literatura para qualificar
diferencas nas caracteristicas ou nos mecanismos de degradacédo [9, 10]. Na
pratica, os autores ainda usam estes termos de maneira indiscriminada,
criando bastante confusao.

A fim de evitar tal impasse, a Sociedade Européia de Biomateriais em
uma Conferéncia de Consenso definiu alguns destes termos. A seguir sao
reportadas algumas dessas defini¢des:

Polimero degradavel: Sofre mudancas deletérias nas propriedades
fisicas ou na aparéncia, como resultado de interagdes quimicas, fisicas e
bioldgicas entre 0 meio ambiente vivo ativo e o material. Nesta definicéo, a
escala de tempo nao é considerada [9].

Polimero biodegradavel: A degradacdo € mediada pelo menos
parcialmente por sistema bioldgico, ou seja, pela agdo de microrganismos
presentes no ambiente, tais como, bactérias, fungos e algas. Para serem
considerados biodegradaveis, 80 a 90% do carbono deve ser convertido em
CO2 no prazo maximo de 180 dias [9].

Polimero compostavel: E um polimero que ao sofrer o processo de
biodegradagao produz um composto organico, cujo destino final € o solo, ou
seja, produz humus com qualidade de adubo. Esse composto final deve
atender as legislagdes vigentes no pais [9].

Polimero bioabsorvivel: E reservado para materiais poliméricos sélidos
ou dispositivos médicos que podem se dissolver nos fluidos corpéreos sem
qualquer clivagem da cadeia polimérica ou decréscimo da massa molar [10].

Polimero biorreabsorvivel: Pode ser assimilado por um sistema
bioldgico, ou seja, é definido para polimeros solidos que sofrem degradacao,

principalmente por hidrélise, através da cisdo das ligagdes ésteres, formando



produtos atoxicos, biocompativeis e que depois s&o reabsorvidos pelo
organismo e eliminados por caminhos naturais apds a sua metabolizagdo [10].

Biomaterial: Um material ndo vivo utilizado em um dispositivo médico,
com intengao de interagir com sistemas biolégicos [10].

Biocompatibilidade: A capacidade de um material induzir uma resposta
apropriada do hospedeiro em uma aplicagao especifica [10].

Materiais e artigos implantaveis: S&do os materiais e artigos de uso
médico ou odontoldgico, destinados a serem introduzidos total ou parcialmente
no organismo humano ou em orificio do corpo, ou destinados a substituir uma
superficie epitelial ou superficie do olho, através de intervencdo médica,
permanecendo no corpo apds o procedimento por longo prazo, e podendo ser

removidos unicamente por intervencgao cirurgica [10].

2.2 Poli(hidroxibutirato-co-valerato) - PHBV

A diversidade de polimeros da familia dos PHAs (poli(hidroxialcanoatos))
e 0 seu vasto potencial de aplicagdo dependem da variagdo do comprimento e
da composi¢cdo das cadeias poliméricas. O poli(hidroxibutirato) — PHB ou
P(3HB) é o principal representante dessa familia de PHAs e, juntamente com o
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) — PHBV ou poli(3HB-co-3HV), sdo os
mais estudados [11].

O PHBV, poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato), trata-se de um
copolimero semicristalino de cadeia linear, que apresenta unidades
hidroxibutirato (HB), em maior proporgéo, e unidades hidroxivalerato (HV) em
menor propor¢cao (Figura 2.1). Assim como os demais PHAs, o PHBV é

produzido por um grande numero de bactérias [12].
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Figura 2.1 — Formula estrutural dos comonémeros que formam o

poli(hidroxibutirato-co-valerato) - PHBV

Ha muitos anos o polimero biodegradavel PHB estd presente no
ambiente. Foi identificado primeiro pelo Instituto Pasteur em Paris, em 1925,
onde classificou-se suas propriedades fisicas e suas caracteristicas [11]. O
pesquisador francés do Instituto observou a formacdo do polimero em
granulos, como fonte de energia e de estocagem de carbono, no interior de
microorganismos como na bactéria Alcaligenis Euterophus. A descoberta
cientifica, inicialmente identificada erroneamente como material lipidico
permaneceu arquivada como curiosidade cientifica sem valor pratico até o
redespertar da biotecnologia para alternativas na produgcdo de plasticos
biodegradaveis [11, 13].

A produgao do polimero a partir de carboidratos basicos como a glicose
e frutose, faz parte do mecanismo acumulador de reservas energéticas
promovido pelos microorganismos para garantir a sobrevivéncia em condigdes
adversas, como caréncia alimentar. Assim, como 0s animais armazenam
gordura, estas bactérias armazenam o PHB [14]. Na Figura 2.2 é possivel

observar granulos de PHB no interior da bactéria.



Figura 2.2 — Microorganismo com inclusdes de PHB [11, 15]

Atualmente, a fermentagao bacterial é a principal fonte de producéo do
PHB. O processo constitui-se basicamente de duas etapas: uma etapa
fermentativa na qual os microorganismos sdo alimentados em reatores com
acido butirico ou frutose, onde metabolizam o agucar disponivel e acumulam o
PHB no interior da célula como fonte de reserva; e a etapa de extracéo, onde o
polimero acumulado no interior da célula do microorganismo é removido e
purificado com solventes adequados até a obteng¢ao do produto final sdélido e
seco [16, 17, 18].

O PHBV ¢é copolimero do hidroxibutirato com segmentos aleatérios de
hidroxivalerato, que é produzido em um processo fermentativo similar ao
processo de produgdao do PHB do qual se difere pela utilizagdo de acido
propidnico, juntamente com a glicose, como fonte de carbono. A quantidade de
acido propiénico na alimentacdo da bactéria é responsavel pela concentracéo
de hidroxivalerato (HV) no copolimero, possibilitando a variagdo do tempo de
degradacéao e das propriedades térmicas e mecanicas [16].

O aumento na quantidade de unidades HV pode melhorar a flexibilidade

e a resisténcia ao impacto do material [19]. Assim, suas propriedades podem



ser modificadas, alterando-se a composicdo do copolimero por meio de
variagdes no suprimento fornecido para as bactérias, o que possibilita obter
uma larga extensdo de propriedades no material, segundo o conteudo de
unidades HV no copolimero [20].

Devido a sua biodegradabilidade, compatibilidade biolégica e as
semelhangas com os termoplasticos convencionais, o0 PHBV possui um alto
potencial de aplicacdo na area médica, como matriz de sistemas de liberacao
controlada de drogas, suturas, suporte para crescimento de tecidos, préteses,
na agricultura e na produgao de embalagens [12].

A velocidade de degradacdo do PHBV em meio fisioldgico € menor
quando comparada a outros polimeros biodegradaveis como o poli(acido
lactico) - PLA e o poli(acido lactico-co-glicdlico) - PLGA, sendo portanto
adequado para utilizacdo em implantes que necessitam permanecer maior
tempo no organismo [19].

Apesar de apresentar melhores propriedades em relagdo ao PHB,
principalmente com relagédo a redugao da fragilidade, a aplicabilidade do PHBV
também é limitada em relagao aos polimeros convencionais devido ao seu alto
grau de cristalinidade, baixa resisténcia ao impacto, baixo alongamento,
estreita janela de processamento e custo relativamente alto [12].

Muitos estudos estdo sendo realizados com o intuito de melhorar as
propriedades mecanicas do PHBV e/ou diminuir seu custo, viabilizando assim
sua aplicacédo industrial. Entre muitos trabalhos estdo a adicdo de agentes
plastificantes, a produgdo de blendas, incluindo aqui misturas com outros
polimeros, como poli(e-caprolactona) - PCL, poli(acido-L-lactico) — PLLA, amido
e celulose [12].

A PHB Industrial S/A é a unica empresa da América Latina que produz
poli(hidroxialcanoatos) de fonte renovavel, sendo comercializados com o nome
Biocycle®. Atualmente, a planta ainda trabalha em uma escala piloto, contudo
existe um projeto de uma nova planta comercial com maior capacidade de
producao [11, 21].

O custo de capital no processo de fermentacdo e na tecnologia

associada a extragcdo, bem como em economia de escala, tém auxiliado na
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competitividade do PHB, uma vez que a fonte de carbono é verticalizada
através da producdo de agucar e alcool. Os insumos energéticos (energia e
vapor) sédo obtidos através da queima do bagago da cana-de-agucar em
sistemas de caldeiras, permitindo um grande ganho em custos variaveis. O
sistema de extragao também utiliza um solvente fabricado pelo préprio produtor
do PHB, gerando mais um ganho competitivo [11, 21].

Entre as varias caracteristicas do PHB, tem-se que: € um material que
apresenta compatibilidade biolégica; 100% biodegradavel, pode ser
processado como termoplastico, € hidrofébico, € 100% estereoespecifico,
possui elevada massa molar, é altamente cristalino (55 a 70%), possui boa
resisténcia quimica e as suas propriedades de barreira propiciam aplicacoes
[22, 23, 24].

O PHB pode apresentar trés configuragcbes moleculares diferentes:
isotatica, sindiotatica e atatica, enquanto as demais configuragdes somente sao
possiveis em sinteses em escala de laboratorio. O meio mais comum de
producao do PHB isotatico é a fermentacao bacterial estereosseletiva, onde se
consegue 100% do PHB produzido na configuragdo [R]. Esta configuracao
(isotatico forma [R]) € a unica que permite ao PHB ser totalmente
biodegradavel [18].

Por ser um material sintetizado por bactérias, o PHB possui uma
estrutura regular, tornando-se cristalino e quebradico. Além disso, a
temperatura de cristalizagdo do PHB é relativamente baixa, fazendo com que o
seu grau de cristalinidade aumente apds o processamento [25]. No processo
de cristalizacdo, o PHB e seu copolimero PHBV formam estrutura esferulitica

como mostra a Figura 2.3.
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Figura 2.3 — Estrutura esferulitica do PHBV [26]

Quando um polimero tem uma textura esferulitica, suas propriedades
variam com o tamanho e distribuicdo de tamanhos, e com o numero dos
esferulitos. Isso significa que as propriedades dependem do resfriamento, uma
vez que o resfriamento lento produz esferulitos maiores que um resfriamento
rapido [11, 27]. Quanto maiores os esferulitos, mais fragil € o polimero. As
micrografias da Figura 2.4 (a) e (b) mostram o PHB com esferulitos grandes e
com trincas em torno do centro, que sao os responsaveis pelo comportamento

mecéanico nao satisfatorio.

Figura 2.4 — Micrografia obtida por microscopia é6tica de lua polarizada
apos cristalizagao isotérmica para o PHB (a) 100°C e (b) 90°C [11, 28]
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Estudos mostram um comportamento ductil do PHB quando este é
submetido aos ensaios mecanicos logo apos a inje¢do, porém apos 15 dias de
estocagem, no resultado do ensaio de tragdo, como por exemplo, o valor da
elongacédo diminui 75%. Este fendmeno, denominado envelhecimento fisico,
reflete a fragilidade do material com o passar do tempo [11, 29].

Algumas razdes que contribuem para esse envelhecimento fisico s&o:
cristalizagcao secundaria da fase amorfa na temperatura ambiente; temperatura
de transicdo vitrea proxima a temperatura ambiente, ter baixa densidade de
nucleacdo, o que promove o surgimento de esferulitos “grandes” entre as
lamelas provocando rachaduras inter-esferuliticas, bem como confinamentos
das regides amorfas, com consequente deterioragcdo das propriedades
mecanicas [11, 28, 29].

O PHB homopolimero tém propriedades semelhantes ao polipropileno
(PP). Comparativamente a estes, sdo mais frageis, e possuem baixa
estabilidade térmica e estreita janela de processabilidade, resultando na
degradacgao do fundido durante o processamento [11, 30]. O PHB possui boa
estabilidade térmica a temperaturas abaixo de 160°C, mas acima de 170°C a
degradacéao térmica do PHB ocorre rapidamente, através do processo de cisé&o
de cadeia aleatdria, com consequente diminuigdo da massa molar [11, 22, 31].

A produgao de copolimeros visa diminuir o grau de cristalinidade do PHB
através da introducdo de meros diferentes ao longo das cadeias poliméricas
(HV), permitindo maior flexibilidade e dessa forma ocasionando um aumento na
ductilidade e elasticidade comparado com o homopolimero [11].

O PHBV tém como caracteristicas menor temperatura de fusao
cristalina, menor dureza, menor resisténcia a tracdo e menor taxa de
cristalizacao que o PHB puro [31]. Suas propriedades fisicas e térmicas podem
ser modificadas variando o teor de HV, por exemplo, com o0 aumento de HV a
temperatura de fusao cristalina decresce conforme mostrado na Tabela 2.1
[11,18].
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Tabela 2.1 — Propriedades do PHBV em fungéo da quantidade de HV*

Médulo de Resisténcia | Deformacao Temperatura
HV (%) | elasticidade a Tracao na Ruptura Cristalinidade de fusao
(GPa) (MPa) (%) (%) (°C)
1,0 31 8 53,8 173,5
0,9 28 15 46,0 166,1
12 0,5 23 35 36,4 165,5
*Dados fornecidos pela PHB Industrial S/A
Por serem termoplasticos de fonte renovavel, biodegradaveis,

compostaveis e biocompativeis, o PHB e PHBV s&o de grande interesse na
utilizacdo para a produgao de produtos de uso rapido, como descartaveis e
outras aplicagbes como embalagens para cosmeéticos, alimentos e defensivos
agricolas, produtos de higiene pessoal, como escova de dente e hastes para
cotonetes, materiais para escritério, artefatos médicos de uso humano e

veterinario, produtos para industria automobilistica, etc [11, 32].
2.3 Poli(e-caprolactona) — PCL

A poli(e-caprolactona) ou policaprolactona (PCL) é um polimero
termoplastico biodegradavel, derivado do petréleo. Embora n&o seja produzido
a partir de materiais naturais renovaveis, como o amido, é completamente
biodegradavel, sendo um polimero que possui inumeras aplicagdes. O polimero
€ comercialmente conhecido principalmente como TONE (The Dow Chemical
Company) ou CAPA® (Perstorp UK Limited) [33].

Este tipo de polimero € compativel com uma ampla variedade de
técnicas de processamento de termoplasticos, possui propriedades elétricas e
termogravimétricas desejaveis, estabilidade a luz UV e, diferente da maioria de
outros polimeros comerciais, oferece a propriedade de ser totalmente
biodegradavel durante a compostagem [33].

A poli(e-caprolactona) - PCL, € um polimero da classe dos poliésteres

alifaticos e destaca-se na familia das policaprolactonas. A polimerizagcao por
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abertura de anel da e¢-caprolactona (Figura 2.5) fornece um polimero
semicristalino com ponto de fusdo em torno de 60°C, grau de cristalinidade na

ordem de 50% e temperatura de transigcéo vitrea em torno de -70°C [34].

0 0
"‘{ catalisador r I
<,/° ; 0 -{CH,)—C
aquecimento I. 5 n
g-caprolactona FCL

Figura 2.5 — Polimerizagao da e-caprolactona [34]

A lenta taxa de cristalizagdo ocasiona variagao na cristalinidade com o
decorrer do tempo. Até recentemente o PCL nao era usado em quantidades
significativas para aplicagbes de um polimero biodegradavel devido ao alto
custo. Recentemente estas barreiras de custo foram superadas misturando-se
o PCL com polimeros biodegradaveis e outros produtos como o amido, farinha
de madeira, etc [35].

A poli(e-caprolactona), apesar de apresentar vantagens, como facilidade
de mistura com outros polimeros e biodegrabilidade, possui uma baixa

temperatura de fuséo (T, = 60°C), o que pode dificultar o seu processamento

[34]. Porém, sua facilidade de aumentar a mobilidade molecular de cadeias
poliméricas torna possivel o seu uso como plastificante. A sua compatibilidade
biolégica e a sua degradacdo in vivo (muito mais lenta que de outros
poliésteres), possibilitam também o seu uso no campo médico em sistemas
com longos tempos de uso (1 a 2 anos). Embora ndo seja produzido de
matéria-prima de fontes renovaveis, o PCL é completamente biodegradavel,
puro ou modificado com materiais biodegradaveis. Como o seu ponto de fusao
€ baixo, faz do material puro ou modificado uma solugao para aplicagdes onde
se exige uma temperatura de trabalho menor que 50°C [35].

Pelo fato de possuir baixo ponto de fus&o, o PCL tem sido usado na area

ortopédica onde oferece excelente conformacgao no estado fundido e rigidez no
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estado sdlido. Esta combinagao de propriedades faz com que este material
seja aplicado na imobilizagao de areas do corpo humano ou animal [36].

Varios estudos estao voltados para o PCL, principalmente no contexto
de sistemas de liberagdo de drogas. A blenda polimérica PHBV/PCL permite o
uso nas aplicacbes na area médica, como dispositivo para fixagdo cirurgica
(clips), sistema de liberacdo de drogas, onde uma das propriedades mais
importantes é a porosidade da matriz, e ndo as propriedades fisicas e

degradativas [34]. Devido a sua baixa Tg e habilidade para aumentar a

mobilidade molecular, a PCL tem sido usada como plastificante polimérico [37].
O PCL é biodegradavel em varios meios, tais como: aguas de rios e
lagoas, solo de cultivo e sedimento de tratamento de efluentes. Trabalhos
realizados mostram que a massa molar e a cristalinidade sio fatores
dominantes que afetam a biodegradabilidade do PCL [33]. De acordo com
Eldsater [38], durante a compostagem e degradagdo em sistemas anaerdébicos,
a temperatura tem uma importante influéncia na degradacdo. A compostagem
a altas temperaturas produz mais CO, do que quando ocorre a baixas
temperaturas. Uma extensa populagcdo de macro e microorganismos existentes
podem degradar o PCL, sendo os mais abundantes as bactérias e fungos [33].

A degradacéao abidtica do PCL tem sido estudada em diferentes pHs e
temperaturas. O pH basico e a altas temperaturas favorecem a degradagédo em
meios aquosos [33, 38].

O PCL e outros poliésteres alifaticos podem ser degradados por hidrdlise
enzimatica e/ou quimica. Ao contrario de outros poliésteres, a massa molar do
PCL diminui rapidamente durante a biodegradacao. Esta diminuicdo é também
acompanhada por alargamento na distribuicdo na massa molar e por
aparecimento de picos de baixa massa molar [38]. Também foi verificado por
Armani e Liu [39], que o material tem uma taxa de biodegradagdo menor
quando comparada a de alguns outros polimeros biodegradaveis (naturais e
sintéticos) [33].
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2.4 Blendas Poliméricas

Blenda polimérica € a mistura fisica de dois ou mais polimeros,
preparada a partir da solucdo dos polimeros constituintes em solvente comum,
seguida da evaporagcdao do solvente, ou a partir da mistura mecanica dos
constituintes, seguida da fusdo e posterior resfriamento. Normalmente, as
propriedades resultantes da mistura sao relacionadas com as propriedades dos
polimeros puros, e por isso, normalmente o preparo de uma blenda pode
atender a diferentes propdésitos, tais como associar propriedades apresentadas
por diferentes polimeros ou reduzir custo de um material sem alterar de forma
critica as propriedades de interesse para uma determinada aplicagao [40].

Do ponto de vista do desenvolvimento e aplicagdes comerciais, as
blendas poliméricas representam um crescente segmento da tecnologia de
polimeros. Uma vez que o desenvolvimento de novos polimeros tornou-se um
processo dispendioso e, tendo em vista a vasta gama de homopolimeros e
copolimeros ja existentes, muita atengao tem sido dispensada a preparagao de
blendas poliméricas como técnica para a modificagdo de propriedades de
materiais poliméricos [40].

Normalmente, a escolha de um par polimérico para a constituicdo de
uma blenda deve obedecer aos critérios de custo, processabilidade e
propriedades em questdo. Além destes, € importante que sejam analisados
aspectos relacionados a estrutura molecular, morfologia, sistema de solventes,
condicbes de mistura, processabilidade, equipamentos e necessidade de
aditivos [40].

Blendas poliméricas onde ambos os componentes sao semicristalinos
sao mais complexas e consequentemente, abrem um novo caminho para o
estudo das relagdes entre o comportamento das fases e o desenvolvimento da
estrutura em misturas poliméricas. De interesse particular € a formacao e
morfologia do estado semicristalino/semicristalino visto que envolve a
cristalizacdo de diferentes polimeros, cada qual em uma temperatura

especifica [41, 42].



17

De acordo com Chandra [43], as blendas biodegradaveis podem ser
compostas por polimeros inertes como os polietilenos (PE), por exemplo, e
biopolimeros, como € o caso da blenda de PE/amido. Outra possibilidade € a
formagdo de blendas a base de termoplasticos nao biodegradaveis
(polietilenos, poliestireno, poli (cloreto de vinila) - PVC e biodegradaveis (PCL,
polihidroxialcanoatos), sendo que a taxa de biodegradagdo dessas blendas
pode variar de acordo com a compatibilidade dos componentes e com as
condi¢des do processamento [43].

As blendas a base de polimeros biodegradaveis s&o desenvolvidas com
a finalidade de melhorar as propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e,
principalmente, aumentar a taxa de biodegradagdo. Em algumas formulagdes
obtém-se ainda a reduc¢ao do custo total do material [44].

Do ponto de vista tecnoldgico as blendas sdo normalmente classificadas
em compativeis ou incompativeis. Diz-se que uma blenda € compativel quando
suas propriedades finais apresentam um comportamento favoravel em relacéo
ao objetivo que se pretendia atingir. Ja um sistema incompativel é aquele que
apresenta valores de propriedades inferiores, tratando-se neste caso de efeito
antagbnico. Uma blenda pode ser imiscivel, porém compativel, isto é, apesar
de apresentar segregacao de fases, as propriedades de interesse apresentam
comportamento satisfatério, desejado comercialmente [40].

Quanto ao estado de mistura entre os polimeros envolvidos, as blendas
poliméricas podem ser classificadas como: totalmente misciveis, parcialmente

misciveis ou imisciveis [40].

2.4.1 Miscibilidade em Blendas

Para qualquer sistema de multicomponentes a caracteristica mais
importante € o grau de miscibilidade. Isto porque todas as outras propriedades
do sistema dependem do numero de fases, de sua morfologia e da adeséo
entre elas. O termo miscibilidade esta diretamente relacionado com a

solubilidade. Polimeros misciveis significa que eles se dissolvem mutuamente,
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portanto, os termos misciveis e imisciveis referem-se a um estado
termodinamico [45].

A miscibilidade de uma mistura € influenciada por varios fatores como a
temperatura, a pressdo, a composicao, etc. Misturas de substancias de baixa
massa molar que sdao heterogéneas a temperatura ambiente apresentam a
tendéncia a se tornarem homogéneas com o aumento da temperatura. Ja
misturas envolvendo macromoléculas que s&o homogéneas a temperatura
ambiente, quando aquecidas tendem a separar as fases. Dependendo das
condi¢cdes de aquecimento e da temperatura maxima atingida, o mecanismo de
separacao de fases pode ser diferente: espinodal ou binodal. A separagao de
fases através destes dois mecanismos origina materiais com diferentes
morfologias. O mecanismo binodal em seus primeiros estagios origina uma
morfologia em que a fase descontinua esta dispersa em uma fase continua
(matriz). Ja através do mecanismo espinodal a morfologia resultante é a de
duas fases continuas. A morfologia por sua vez exerce forte influéncia sobre as

propriedades do material [45].

2.4.2 Critérios para avaliar miscibilidade

Os principais critérios para avaliar miscibilidade sao: analises térmicas
(Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Analise Térmica Dinédmico-
Mecanica (DMTA)), com observacdo do numero e da localizagdo das
transigbes térmicas; comportamento 6tico (espalhamento de luz e turbidez)
[46].

O critério de avaliagdo por transi¢des pode ser realizado com base na Ty

(temperatura de transicao vitrea) ou na T, (temperatura de fusao cristalina).
2.4.2.1 Avaliacao pela Temperatura de transicao vitrea, T,
Uma blenda polimérica imiscivel usualmente tera duas Ty, as quais

serdo idénticas as Ty dos componentes individuais. Caso o sistema seja

miscivel, a blenda apresentara uma unica T4 com um valor intermediario as Tgs
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dos componentes individuais. Um sistema parcialmente miscivel também
possuira duas Tg, mas com valores compreendidos entre as Tg dos
componentes puros [47, 48].

Faz-se necessario ressaltar que esta técnica é de aplicacdo pratica
importante, desde que as transigdes vitreas de ambos os polimeros nao sejam
muito proximas, pois neste caso, ndo poderdo ser adequadamente
distinguidas. Também, polimeros altamente cristalinos podem ter a mudancga

de linha base da T4 reduzida tornando dificil detectar esta transi¢édo [48].

2.4.2.2 Avaliagao pela Temperatura de fusao cristalina, Tp,

A temperatura de fusdo cristalina (Tr,) também fornece indicios sobre a
miscibilidade do sistema. Quando a mistura de polimeros cristalinos e amorfos
exibe miscibilidade no estado fundido, a T, do componente cristalino é
reduzida em relagdo a T, do mesmo puro. Isto porque, a presenga da segunda
fase pode dificultar ou mesmo inibir a cristalizacdo do componente cristalino.
Assim, quando é possivel observar uma depressdo na T, com a composigao,

tem-se um indicio de miscibilidade no estado fundido [46, 48].

2.4.3 Blendas poliméricas com PHB e PHBV

Como o PHB e seu copolimero PHBV puros tém seu processamento
industrial restrito, devido as suas propriedades fisicas, encontra-se nas
misturas destes biopolimeros com outros polimeros uma solugdo para a
melhoria de suas caracteristicas de processo e de desempenho. Na literatura
encontra-se estudos de blendas de PHB com poli(éxido de etileno) (PHB/PEO)
[49], blendas de PHB/PVAc (poli-acetato de vinila) [50], estudos de PHB com
poli(fluoreto de vinilideno) — PHB/PVDF [51], blendas de PHB/EPR (borracha
de etileno-propileno) [52], misturas de PHB com poliepicloridrina [53], blendas
de poli(hidroxibutirato) com polipropileno (PHB/PP) [54], blendas de PHB com
copoliésteres Ecoflex® e Estar Bio® [55], estudo de blendas com polidioxanona
[56], blendas de PHB/amido [16], estudo de PHB/PLA [18, 22], blendas de
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PHBV com aditivos [11], estudo da biodegradacédo, degradacao hidrolitica e
cinética de cristalizacdo do PHBV e PHB [26], blendas de PHBV com diversos
materiais para aplicagdo médica [57, 58, 59, 60], estudo da biodegradacao de

PHBV com hidroxiapatita [61] entre outros.

2.4.4 Blendas poliméricas com PCL

Os polimeros biorreabsorviveis como implantes temporarios ganharam
uma importancia crescente na area meédica e odontologica sendo utilizados em
um amplo numero de aplicagdes no corpo humano [62]. Dentre os principais
sao citados o polimero policaprolactona - PCL e blendas com a participagao do
PCL. Na literatura encontram-se hoje varios estudos utilizando o PCL e blendas
com o0 mesmo para aplicagdo biomédica [62, 63, 64, 65, 66]. Para outras
aplicagdes encontra-se estudo de blendas de PCL com poli(n-vinilpirolidona)
[67], blenda de PCL/PEO [68] e blendas de PCL/PMMA [69].

2.4.5 Blendas de PHB ou PHBVY com PCL

Estudos estdo sendo realizados associando o PCL ao PHB e PHBYV,
com intuito de melhorar o desempenho e viabilizar a aplicagcao destes materiais
na area médica, particularmente como dispositivos de osteossintese.

As misturas poliméricas de PHB com PCL apresentam propriedades
caracteristicas que tornam este par polimérico uma interessante alternativa
industrial. Gada e colaboradores [70] estudaram a utilizacdo do PCL como
plastificante do PHB e de seu copolimero com hidroxivalerato (PHBV), obtendo
como resultado materiais com menor rigidez e maior taxa de biodegradacéo.
Blendas de PHB/PCL foram estudadas também por Rosa et al. [71], Cara e
colaboradores [72], Duarte et al. [73], Suave et al. [74], entre outros. Blendas
dos polimeros PHBV/PCL foram estudadas por Chun & Kim [75], Simioni et al.
[4], por Qiu e colaboradores [76], Berenice & Fermin [77] entre outros autores.

O estudo da miscibilidade de filmes de P(3HB)/PCL preparadas por

evaporagao de solventes foi investigada utilizando P(3HB) de baixa [78] e alta
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massa molar [79] visando aplicagbes em embalagens agricolas no transporte
de pequenas mudas. As blendas foram analisadas através das técnicas de
DSC, MEV e Microscopia optica com luz polarizada, os autores concluiram que
as blendas com baixa massa molar mostraram-se completamente imisciveis.
Em contrapartida, as blendas com alta massa molar apresentaram
miscibilidade parcial. Com o acréscimo de PCL a blenda ocorre uma diminui¢cao

gradual da T_ do P(3HB), sendo que com 20% de PCL esta variagéo foi de
10°C [34].

2.5 Polimeros como biomateriais biorreabsorviveis

A utilizacdo dos biomateriais s6 se tornou efetiva apés o conhecimento
de técnicas cirurgicas asseépticas, desenvolvidas por Lister nos anos 1860 [80].
Em procedimentos cirurgicos mais adiantados, os biomateriais geralmente
eram mal sucedidos em consequéncia de infecgdes. A infeccdo tende a ser
agravada na presencga dos biomateriais, desde que o implante possa fornecer
uma regido inacessivel as células competentes do sistema imunoldgico do

corpo [81].

Estudos basicos sobre biomateriais foram iniciados recentemente. Um
dos primeiros estudos foi proposto e patrocinado pelo Instituto Nacional do
Coracao e Pulméo (EUA) na década de 60, com o intuito de obter um material
polimérico compativel com o sangue para ser empregado em coragao artificial.
A partir dai muitas propostas foram feitas a fim de conseguir materiais para
serem utilizados em cirurgias cardiovasculares e membranas de hemodialise

entre outras aplicagdes [81, 82].

Polimeros biorreabsorviveis sdo materiais capazes de degradar in vivo
pela acdo de fluidos corporeos. Sdo empregados para situagdes onde se
deseja que o implante permanecga no local durante um tempo pré-determinado,
de modo a cumprir uma funcdo particular. Seus principais requisitos sdo a
degradacgao seguida de reabsorgéo e a biocompatibilidade [83]. Tais requisitos
reduzem em muito o numero de polimeros candidatos potenciais para

aplicagbes biomédicas. O conceito de biocompatibilidade hoje adotado é
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baseado nas interagdes entre o material e 0 meio biolégico, ou seja, as
interagdes celulares que caracterizam uma resposta inflamatéria, mas também
considera o desempenho do material na funcdo a qual se destina [10],

conforme ja apresentado no item 2.1.

A hidrélise de grupamentos quimicos hidroliticamente instaveis é o
mecanismo prevalecente na degradacdo dos polimeros biorreabsorviveis [81,
84]. Em consequéncia da degradagao, ocorre a perda de resisténcia mecanica
devido ao decréscimo da massa molar. As cadeias poliméricas tornam-se
soluveis no fluido extracelular quando atinge-se baixos valores de massa molar
(em geral abaixo de 7.000 Daltons) e, neste momento o material possui
resisténcia mecanica muito baixa, iniciando o processo de fragmentagao devido

a tensdo mecanica local [81, 85].

Para polimeros semicristalinos a degradacao 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 cadeia menores, e finalmente em fragmentos soluveis.
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 material. Na segunda
fase, ocorre o ataque enzimatico aos fragmentos. A metabolizagdo dos

fragmentos resulta em uma rapida perda de massa molar polimérica [81, 84].

A degradacdo de polimeros in vivo difere da degradacdo in vitro,
principalmente porque in vivo o implante esta submetido a esforgos mecanicos.
Alguns fatores que contribuem para a degradagdo, resultando em gas
carbbnico e agua, representam importante papel tanto na degradagao in vitro
como na in vivo. A taxa de degradacéo do polimero in vitro e in vivo depende
nao somente da composicido quimica, mas também do tamanho, forma, e da
superficie do implante. Estes sdo fatores que podem ser sistematicamente
variados e avaliados nas situacbes de teste in vitro. As propriedades

especificas, tais como, massa molar inicial, distribuicdo de massa molar, grau
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de cristalinidade e taticidade podem ser controladas e avaliadas antes da

implantagc&o ou do teste de degradacdo em solugdo tampao [81, 86].

Os fatores que influenciam na degradagdo e que ndo podem ser
controlados, mas que certamente causam diferencas entre a degradagéao in
vitro e in vivo, sado as respostas do hospedeiro ao material implantado. Num
implante 6sseo, por exemplo, as habilidades de cicatrizacdo de um implante
individual e a capacidade de tamponamento do hospedeiro sdo dois dos muitos
fatores que influenciam os resultados da osteossintese usando implantes
biodegradaveis. Além disso, a biocompatibilidade do fixador da fratura
implantado esta relacionada ao tamanho do implante e ao sistema imunologico
do hospedeiro. Estes mecanismos de defesa diferem em cada espécie e ainda

em cada individuo de uma mesma espécie [81, 86].

Algumas questdes tém levado pesquisadores a investir em estudos para
verificar a viabilidade do uso de materiais poliméricos para a confec¢ao de
dispositivos ortopédicos. Uma das vantagens dos materiais poliméricos € que
estes sao os que apresentam valores de moédulo elastico em compressdo mais
proximos aos valores apresentados pelos ossos. Porém, ainda hoje existe
pouca informacéo disponivel sobre comportamento mecanico dos polimeros in
vivo, sendo necessaria a realizacdo de pesquisas para verificar a viabilidade de
tal uso [87].

Em particular, € grande o interesse pelos polimeros biorreabsorviveis
para uso na confecgdo de dispositivos ortopédicos, ja que estes sao
degradados ao longo do tempo dentro do organismo e os produtos resultantes
da degradacao sao assimilados metabolicamente pelo organismo. No caso dos
dispositivos de osteossintese, o uso de polimeros biorreabsorviveis apresenta
a grande vantagem de dispensar a segunda cirurgia, necessaria para a
remocao do dispositivo apds a reparacao 0ssea. Para tanto, é necessario que o
material apresente biocompatibilidade e desempenho biolégico adequados, isto
€, ndo induza reacdo inflamatéria cronica nos tecidos vizinhos ao implante e
apresente um comportamento biomecanico adequado ao processo de reparo

do osso fraturado [6, 8].
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O desempenho biomecéanico adequado significa apresentar resisténcia
mecénica necessaria a estabilizagdo do osso fraturado e sustentar a carga
aplicada durante os primeiros estagios do processo de reparo. A medida que o
calo 6sseo vai sendo formado, ele necessita receber estimulo mecanico e, para
tanto o polimero que ja teve iniciado o seu processo de degradacao ja néo é
capaz de sustentar a carga total aplicada durante os movimentos e assim
permite a estimulagdo éssea. Ao longo do tempo o dispositivo polimérico deve
desaparecer completamente ndo sendo necessaria a segunda cirurgia para a

retirada do dispositivo.

Para o desenvolvimento de polimeros que atendam a esta condicéo, &
muito importante o conhecimento da relagdo entre a estrutura e o
comportamento mecanico, visto que a estabilidade e o comportamento
mecanico definem a funcionalidade e a durabilidade do material em aplicacées
especificas que desempenham fun¢gdo mecénica de grande importancia para o
organismo [88]. Assim, o desenvolvimento de um biomaterial adequado
pressupde o conhecimento das alteragdes morfolégicas e mecéanicas que o
material sofre ao longo do tempo de degradacdo. Uma avaliagao preliminar de
tais efeitos pode ser feita através de estudos realizados in vitro, onde o material

€ colocado em condi¢gdes que simulem a condi¢do que encontrara in vivo.

Assim sendo, dentre os critérios gerais para selecionar um polimero para
uso como biomaterial biorreabsorvivel estdo suas propriedades mecénicas e o
tempo de degradagéo/reabsor¢ao na condi¢gdo de uso. Um polimero ideal para
uma dada aplicagdo tem que possuir as seguintes propriedades: ndo provocar
uma resposta inflamatéria ou toxica, ser metabolizado no corpo depois de
realizado seu propésito, ndo deixando nenhum rastro; ser processado
facilmente na forma de produto final; ter vida de prateleira aceitavel; ser

facilmente esterilizado; apresentar baixo custo.
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2.6 Avaliacao de Biocompatibilidade

Por aproximadamente dez anos o Comité Técnico 194 da International
Organization for Standardization (ISO) e varios outros grupos desenvolveram
um documento conhecido como ISO 10993, o qual é composto por uma série
de normas e padrdes que regulamentam a avaliagdo bioldgica de dispositivos
meédicos. Esta é dividida em 16 partes, observando-se sua interacédo, desde a
fabricacao, esterilizagdo, caracterizagdo e sua resposta biolégica e sistémica
[89].

O conceito de biocompatibilidade [10] se alterou bastante nas ultimas
décadas. |Inicialmente, biocompativel era considerado aquele material
totalmente inerte ao corpo humano. Ou seja, o organismo nao responderia de
nenhuma maneira a presenga do implante. Dessa forma, o implante seria tao
bem “recebido” pelo organismo que se poderia imaginar a existéncia, para o
organismo, de um tecido complemente homogéneo composto do préprio tecido
mais o biomaterial [3].

Esse conceito de inerticidade de um biomaterial foi deixado de lado a
partir do momento em que se percebeu que qualquer tipo de material sempre
provoca uma resposta do tecido vizinho. Além disso, visualizou-se que, para
certas aplicagdes, havia a necessidade de alguma forma de interagdo entre o
tecido e o material. Assim, para determinados casos, uma integragao tecido-
material seria mais importante para a maximizacdo do desempenho do
biomaterial do que um total desconhecimento deste pelo meio vizinho.
Contudo, além de classificar um material como biocompativel ou nao,
percebeu-se que um mesmo material poderia se mostrar biocompativel para
uma aplicagéo ou para um tipo de paciente e incompativel para outra aplicagao
biomédica ou para pacientes de diferentes origens, faixas etarias, sexo, estado
geral de saude etc. [3].

Dessa forma, ficou claro que a biocompatibilidade de um determinado
material sé poderia ser definida através de um entendimento global sobre as
varias formas de interagdo do organismo com o material, dando-se énfase

especial a interface tecido hospedeiro - biomaterial. Pode-se citar quatro
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aspectos mais importantes com relagao as interagdes entre biomateriais e
tecidos, que definem assim a biocompatibilidade [3]:

- Fenbmenos fisico-quimicos de interface relacionados com os primeiros
instantes de contato entre biomaterial, tecido e ambiente de implantacéo.

- Resposta dos tecidos e meio organico a presenga do material.

- Mudancgas ocorridas nos materiais como resultado da acdo do meio
(tecido, fluidos organicos) sobre o material: degradacgao e corrosao.

- Reacado de alguma parte do organismo, ndo diretamente em contato
com o implante.

A biocompatibilidade de um implante depende de varios fatores,
especialmente do tipo de tecido que sera exposto ao material e da duracéo da
exposicdo. E preciso considerar as variacdes entre espécies animais, suas
semelhangcas e diferencas com o ser humano. A avaliacdo da
biocompatibilidade deve, sobretudo, documentar uma descrigdo geral do
produto, seu uso pretendido, o grau de contato com o tecido, a natureza
quimica do material, a revisao dos dados de toxicidade e biocompatibilidade de
cada componente quimico. A selecdo dos testes depende do uso final do

biomaterial [3].

2.6.1 Testes in vitro

2.6.1.1 Citotoxicidade

A toxicidade de um biomaterial é definida por sua capacidade de liberar
substancias que possam causar danos ou morte celular, direta ou
indiretamente, através da inibicdo de vias metabdlicas [3].

Os testes de citotoxicidade representam a fase inicial do teste de
biocompatibilidade de um material com potencial para aplicagdes meédicas,
sendo utilizados em uma pré-selecdo para detectar se o material em questao
provoca morte das células ou outros efeitos negativos nas funcdes celulares.

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos e padronizados, porém
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dependendo da especificidade do material, algumas adaptagcdes devem ser
feitas para que se possa tirar bons resultados da aplicacéo do teste [90].

Utilizam-se técnicas in vitro para identificar efeitos adversos que
biomateriais ou dispositivos médicos em potencial possam acarretar a células,
de maneira a torna-los impréprios para o uso como tal. Para ser aprovado num
teste de citotoxicidade in vitro, um material ndo deve causar a morte das
células, nem afetar suas funcbes celulares. Assim sendo, com o uso de
técnicas de cultura de células, os testes podem detectar se ocorre a lise das
células, a inibicdo do crescimento celular e outros efeitos que possam ser
causados nas células pelo material e / ou extrato do material [90].

Existem dois tipos de testes in vitro: métodos de contato direto e
métodos de contato indireto. No primeiro, as células sdo colocadas em contato
com o material em teste, sendo normalmente semeadas na forma de uma
suspensao celular sobre o material. Ja os métodos de contato indireto podem
ser divididos em dois tipos: aqueles em que o material a ser testado € separado
das células por uma barreira de difusdo (agar ou agarose) e o segundo tipo no
qual substancias sao extraidas do material a ser testado, através de um
solvente e colocada em contato com as células [90]

A avaliagdo da citotoxicidade pode ser feita através da anadlise da
morfologia celular, da integridade da membrana celular (pela utilizacdo de
métodos com corantes vitais ou nao), da proliferagcado celular, de atividade
biossintética, etc [91].

Existem diferentes protocolos padronizados ja estabelecidos para os
testes de citotoxicidade, dentre ao quais podem ser citados [90]:

- ASTM F-813-83 — Método de contato direto para avaliagcdo de materiais
dispositivos médicos frente a cultura de células;

- ASTM F-895-84 - Método de difusdo em agar de cultura de células
para selecao de materiais por citotoxicidade;

- 1ISO 10993-5 - Avaliagao bioldgica de dispositivos médicos - Parte 5:
testes para citotoxicidade: métodos in vitro.

Além de aspectos referentes ao procedimento, os padrées normalmente

especificam a linhagem celular, o meio de cultura e as técnicas para avaliagéo
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da citotoxicidade. Além disso, todos os protocolos padronizados prevéem a
utilizacado e especificam materiais a serem utilizados como controle positivo e
negativo. Controle positivo € uma substancia que apresenta efeito citotoxico de
maneira reprodutivel e controle negativo € o material ou substancia que nao
produza efeito citotoxico [90].

Os resultados de estudos toxicoldgicos do poli(3HB-co-3HV) em culturas
de células de animais in vitro e em testes in vivo em animais mostram que eles
podem ter reacoes inflamatérias de diferentes intensidades, dependendo do
conteudo de hidroxivalerato no PHA. Porém, esta reagao das células e tecidos
com os PHAs depende ndo somente da composi¢cdo quimica do material, mas
também do grau de pureza, métodos de processamento e molde do produto,

propriedades da superficie € métodos de tratamento [3].

2.6.1.2 Avaliacao da degradacao hidrolitica

A hidrdlise de ésteres é bastante conhecida na quimica organica, como

ilustrado na equacéao 2.1 [92]:

RCCOR’ +H, 0O <> RCOOH +R’OH (2.1)

Os produtos desta reacdo podem atuar como catalisadores, acelerando
a hidrdlise. Além destes produtos, acidos e bases também sao capazes de
catalisar essa reacao. A hidrolise de ésteres catalisada por acidos € o processo
inverso da esterificacdo de Fisher, onde ocorre a reacdo de um acido
carboxilico com um alcool, na presenca de um acido mineral como catalisador.
Se a proporg¢ao alcodlica na degradacao de um poliéster € capaz de formar um
ion carbdnio estavel, podem ocorrer dois mecanismos de hidrélise: substituicdo

nucleofilica (Sn1) e eliminagao (E1), como mostra a Figura 2.6 [92, 93].
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Figura 2.6 — Mecanismo de hidrélise de um poliéster [92]

Este mecanismo de degradacdo pode ser dividido em 5 etapas,
conforme ilustra Figura 2.7 [92].

Etapa 2

Etapa 3

Etapa 4

Etapa 5

Figura 2.7 — llustragao esquematica da progressao do processo de
hidrélise [92]

Etapa 1: Amostra polimérica homogénea [92, 93];
Etapa 2: Difusdo de agua (representado pelos buracos brancos) para o

interior do polimero, promovendo a quebra das ligagdes de éster por hidrodlise.
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A degradacdao pode ser mais rapida na superficie do que no interior do
polimero [92, 93];

Etapa 3: Migracdo reversa do gradiente de acidez; a degradagédo se
torna mais rapida no interior do polimero que em sua superficie, ocorrendo a
migracdo das espécies acidas geradas da hidrélise para a superficie do
polimero [92, 93].

Na medida em que o mecanismo alcangca a etapa 3, ocorre uma
aceleracao da reacao de hidrélise, onde o polimero assume as caracteristicas
ilustradas nas etapas 4 e 5, onde ha uma redu¢do na massa molar do polimero
[92, 93].

A hidrélise diminui tanto o tempo de vida de poliésteres sintéticos como
dos naturais. A Figura 2.8 mostra a hidrélise alcalina do poli(p-hidréxibutirato) —
PHB. O produto da reagéo é frequentemente o acido B-hidroxibutirico. O PHB &
justamente com outros compostos, o combustivel para a respiragdo e

quantitativamente uma importante fonte de energia [13, 92].

0 0
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Figura 2.8 — Mecanismo de hidrélise do PHB [13, 26, 35, 92]
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Nos sistemas in vitro, em que processos hidroliticos abidticos sao
estudados, geralmente sdo baseados em condig¢des fisioldgicas, ou seja,
tampao fosfato isomolar a pH 7,4 e 37°C, enquanto que em sistemas
microbianos essas condi¢cdes sao tanto mais variadas quanto as naturezas do
inéculo. Alguns dados para a taxa de hidrélise de diferentes poliésteres
biodegradaveis sob condi¢des fisiologicas sdo apresentados na literatura e
mostram que a biorreabsor¢do do PHBV é mais lenta quando comparada ao
PLLA e seus copolimeros [3].

Poliésteres, como PLA, PLGA, etc. hidrolisam muito mais rapidamente
que PHAs por um mecanismo de hidrélise praticamente abidtica devido ao seu
carater mais hidrofilico, sendo a taxa de hidrélise abidtica principalmente
controlada pela massa molar, embora tenha sido relatado que a taxa de
qualquer hidrélise enzimatica de poliésteres é principalmente determinada pela
cristalinidade [3].

O processo de biodegradagao e bioreabsorgédo dos poli(a-hidroxi acidos)
€ descrito na literatura como sendo uma sucessao de eventos. Exposto aos
fluidos aquosos do corpo, inicialmente o material sofre hidratacdo. Com a
presenca das moléculas de agua, o processo de degradagao da-se através da
hidrolise das ligacdes ésteres, originando produtos na forma de oligdmeros (ou
mondmeros) soluveis e ndo toxicos. A degradagéo prossegue por um processo
biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolitica passiva, sendo
caracterizada pela perda de massa, diminuicdo de massa molar ponderal
média (Mw) e pela perda das suas propriedades mecanicas [92, 93].

O mecanismo da degradagdo e erosédo in vitro dos polimeros
biorreabsorviveis tem sido avaliado desde a década de 1980 e demonstra ser
um processo heterogéneo na extensao do material. A degradagéo / eroséo é
classificada em dois grupos, denominados de bioerosao superficial (surface
erosion) e bioerosdo interna (bulk erosion) [94]. Na busca por um modelo
tedrico para a degradacéo / erosao in vitro, o grupo de pesquisa em polimeros
biorreabsorviveis da Universidade de Regensburg, Alemanha, descreve que o

processo depende fundamentalmente da capacidade de difusdo da agua no
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material, da concentracao de ligagbes ésteres hidrolisaveis, da velocidade de
hidrolise e também da geometria e morfologia do material [95].

A hidrélise das ligagbes ésteres produz terminais acidos que podem, ou
nao, serem difundidos para o meio de degradagdo. Inicialmente o processo de
degradacéao é considerado homogéneo, gerando oligbmeros soluveis em agua
em toda a extensao do material. Se a difusdo e solubilizacdo desses produtos
forem efetivas, o material sofrera, preferencialmente, uma erosédo superficial.
Se a taxa de difusao dos produtos e subprodutos acidos presentes na matriz é
baixa, ha um acumulo de acidos, fazendo com que estruturas densas tenham
uma erosao inicial na superficie, mas apresentando uma degradacdo mais

acentuada no centro [94, 95]. E o chamado efeito autocatalitico [96].



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Poli(hidroxiburitaro-co-valerato) - PHBV
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O PHBYV da Fermentacédo 133 (FE-133), utilizado na Tese de Doutorado,

foi produzido pela PHB Industrial S/A, sendo que as suas propriedades e

caracteristicas encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Propriedades e Caracteristicas do PHBV FE-133, da PHB

Industrial S.A.

Propriedades/ Valores Propriedades/ Valores

Caracteristicas Caracteristicas
mzzisaa molar ponderal 232.750Da | Temperatura de fusao cristalina, T, 165,5°C
Pureza*® >98,3% | Temperatura de transicdo vitrea, Tg* 1-5°C
Umidade* <0,3% | Temperatura de decomposicéo 250°C
Teor de Nitrogénio* <0,1% | Grau de Cristalinidade A36,4%
Teor de Cinzas 1,1% Cor Pl;mbar )

ranco

Solvente residual* < 2ppm Sr?tzllsht:nma ao impacto Izod, com 24J/m
Densidade 1,22 g/cm® | Médulo de elasticidade em tracdo 1,3GPa
Condutividade térmica* V(\)//:nS"% Resisténcia a tragcao na ruptura 25MPa
Calor especifico (30°C) * J}égzc,% Alongamento na ruptura 4,5%
Teor nominal de 12% |indice de fluidez (190°C / 2.160g) | 18g/10min.

valerato*

*dados fornecidos pelo fabricante; os outros resultados foram obtidos neste trabalho

3.1.2 Poli(e-caprolactona) - PCL

O PCL tipo CAPA 6500, da Perstorp Caprolactones (Perstorp UK

Limited), foi

utiizado no desenvolvimento da Tese de Doutorado. As

propriedades e caracteristicas do PCL CAPA 6500, fornecidas pelo fabricante,

encontram-se na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Propriedades e Caracteristicas do PCL CAPA 6500

(dados fornecidos pelo fabricante)

Propriedades/Caracteristicas Valores
Densidade (ASTM D 792) 1,15g/cm®
indice de fluidez (MFI, 2.160g a 190°C) | 28g/10min.
Temperatura de fusao cristalina, T, 58 - 60°C
Temperatura de Transig&o Vitrea, Tg -60°C
Grau de Cristalinidade 56 %
Alongamento na Ruptura 800%
Massa molar ponderal média 84.500Da

3.2 Metodologia

3.2.1 Processamento dos materiais

Para os polimeros em estudo e suas respectivas blendas, os processos
de transformagdo mais indicados sdo extrusdo e moldagem por injecéo, que
foram utilizados nesta Tese de Doutorado.

Foram preparadas blendas poliméricas com os polimeros
biodegradaveis PHBV/PCL, nas seguintes composi¢des (100/0, 75/25, 50/50,
0/100).

A pré-mistura dos polimeros em péletes foi feita manualmente em sacos
plasticos, antes da extruséo.

A preparagéo inicial dos granulos das blendas poliméricas foi feita por
extrusdo. A moldagem de corpos de prova foi realizada através da moldagem

por injegao.
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3.2.1.1 Processamento por Extrusao
O PHBV puro em po6 foi processado inicialmente em uma extrusora

dupla rosca co-rotacional da Extrusao Brasil, com L/D = 40, e perfil mostrado

na Figura 3.1. As condi¢cdes de extrusado estdo apresentadas na Tabela 3.3.

Figura 3.1 — Perfil de rosca da extrusora

Tabela 3.3 — Condi¢6es do processo de extrusao para o polimero PHBV puro

Varaveis do Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona
processamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Temperaturas no painel (°C) 90 89 121 139 118 119 115 125 123 124 155 28

Temperaturas reais - na

108 108 140 150 130 128 125 123 120 120 155 20

massa (°C)

Torque Motor Extrusora 37
Rotagéo extrusora 139
Rotagéo Dosador 1 2,56

Para a extrusdo das blendas, primeiro foi realizada uma pré-mistura
mecanica dos polimeros nas porcentagens de PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL
(50/50). Apo6s a mistura os materiais foram processados na mesma extrusora
mencionada anteriormente e as condigdes de processamento para os dois

sistemas estao apresentadas nas Tabelas 3.4 e 3.5.

Tabela 3.4 — Condi¢des do processo de extrusao para o sistema PHBV/PCL

(75/25)
Varaveis do Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona
processamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Temperaturas no painel (°C) 94 100 161 180 170 170 114 110 105 100 165 20

Temperaturas reais - na 86 | 101 | 157 | 174 | 169 | 169 | 119 | 105 | 81 98 | 164 | 21

massa (°C)
Torque Motor Extrusora 44
Rotacéo extrusora 153

Rotacédo Dosador 1 2,66
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Tabela 3.5 — Condi¢oes do processo de extrusao para o sistema PHBV/PCL

(50/50)
Varaveis do Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona | Zona
processamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Temperaturas no painel (°C) 94 100 161 180 170 170 135 131 126 130 159 20

Temperaturas reais - na 90 | 102 | 161 | 169 | 171 | 167 | 128 | 121 | 113 | 105 | 154 | 22

massa (°C)

Torque Motor Extrusora 37

Rotagéo extrusora 139
Rotagéo Dosador 1 2,56

3.2.1.2 Moldagem por Injecao

Na injecao dos polimeros puros e suas blendas utilizou-se uma injetora
Arburg Allrounder modelo 270V/300-120, completamente automatizada, com
capacidade de injecéo de 54cm® e diametro de rosca de 25mm.

As condigbes para a injegdo dos corpos de prova dos materiais em
estudo, utilizando o molde para os ensaios de tracdo e impacto segundo as

normas ASTM, estao apresentadas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Condi¢ées do Processamento por Injegcao

Condigoes PHBV PHBV/PCL (75/25) PHBV/PCL (50/50) PCL
Perfil de temperatura (°C) 152 | 154 | 158 | 160 | 158 | 152 | 154 | 158 | 160 | 158 | 152 | 154 | 158 | 160 | 158 | 90| 100 | 105 | 110 | 110
Pressédo de Injegdo (bar) 620 640 570 550
Velocidade de Injecdo (cm/s) 10 10 10 27
Comutagéo (bar) 3,5 3,5 3,5 4
“Holding” (empacotamento / bar) 450 250 250 250
Tempo de “Holding” (seg) 8 6 6 6
Velocidade de dosagem (m/min) 12 12 12 12
Contra-presséo (bar) 40 40 40 40
Tempo de resfriamento (seg) 30 50 60 50
Temperatura do molde (°C) 30 30 30 16
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3.2.2 indice de Fluidez

A medida do indice de fluidez foi efetuada no aparelho DSM na condi¢ao
(190°C/2.160g) sugerida para o polietileno segundo a norma ASTM D 1238-01
[97], com o seguinte procedimento: preenchimento do polimero ou da blenda
no barril do Plastémetro de Extrusdo a 190°C; apds esse preenchimento,
coloca-se a haste e 0 peso normalizado, sendo que ambos fornecem a massa
total de 2.160g; aguarda-se o escoamento do material até que a haste atinja a
regidao recomendada para os cortes; em seguida, utiliza-se o tempo de 10
segundos para efetuar os cortes. Espera-se resfriar e pesa-se. Os resultados
de cada medida foram obtidos da média de 10 cortes.

Para o PCL puro foi pesada a massa entre as marcas da haste, regido
recomendada pela norma, e marcado o tempo total, devido a alta fluidez do
mesmo.

A medida de indice de fluidez foi realizada para os polimeros puros e
para as blendas estudadas, onde foi utilizado o material extrudado em péletes.
A medida foi realizada também com os materiais que sofreram degradacgao
hidrolitica durante 90 e 180 dias. Nesse caso foi utilizada uma parte do corpo
de prova fragmentado. Para fim de comparagao também foi realizada a analise
com os corpos de prova fragmentados dos materiais que nao sofreram

degradacéo.

3.2.3 Analises Térmicas

3.2.3.1 Termogravimetria - TG

As analises termogravimétricas nas amostras foram realizadas utilizando
um equipamento modelo Q-50 da marca TA, nas condigbes de temperatura
ambiente até 1000°C com uma taxa de aquecimento de 20°C/min, em
atmosfera de nitrogénio com uma vazado de 40mL/min para se obter uma
atmosfera inerte, sendo que essas condigbes foram seguidas para todos

materiais.
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3.2.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

As andlises por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foram
realizadas utilizando um equipamento modelo DSC Q100 marca TA, tendo
como referéncia uma panelinha tampada vazia, com uma atmosfera de
nitrogénio. A Tabela 3.7 apresenta as condigdes de analise e os materiais

submetidos a esta caracterizagao.

Tabela 3.7 — Condi¢6es da analise por Calorimetria Exploratéria Diferencial
Faixa de Taxa de Atmosfera

Material
Temperatura | Aquecimento | 50mL/min

PHBV, PHBV/PCL (75/25) e
PHBV/PCL (50/50)
PCL - 80 a 150°C 10°C/min nitrogénio

- 30 a 200°C 10°C/min nitrogénio

3.2.3.3 Analise Térmica Dinamico-Mecanica - DMTA

As andlises térmicas dindmico-mecénicas foram realizadas no
equipamento Dynamic Mechanical Thermal Analyzer Polymer Laboratories. Os
ensaios foram realizados com corpos de prova injetados, com dimensdes
especificadas segundo a norma ASTM D 256-02 [98] para ensaios de impacto.
As analises foram realizadas seguindo a norma ASTM D 4065-95 [99] com uma
faixa de temperatura de -50 a 120°C, com uma frequéncia de 1Hz e taxa de
aquecimento de 3°C/min.

A andlise foi utilizada para caracterizar as blendas PHBV/PCL (75/25) e
PHBV/PCL (50/50), e para os polimeros puros.

3.2.3.4 Temperatura de deflexado ao calor sob carga - HDT

Os ensaios de HDT foram realizados de acordo com a norma ASTM D

648-01 [100] com uma tensdo aplicada de 0,45MPa, taxa de aquecimento de
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120°C/h, com inicio a 25°C e com término do ensaio para a leitura do HDT, a
uma deflexdo de 0,25mm, ou em uma temperatura maxima de 190°C. Os
ensaios foram realizados usando o equipamento CEAST, modelo HDT6VICAT
P/N6921000.

Esta analise foi realizada para os polimeros PHBV e PCL puros e para
as blendas em estudo, sendo que foram ensaiados trés corpos de prova para
cada material. Os corpos de prova foram injetados seguindo as dimensdes
descritas na norma ASTM D 648-01 [100].

3.2.4 Microscopia Optica

As analises por microscopia Optica foram realizadas utilizando-se um
Microscépio Otico Olympus BXSIM, lente ocular de 10x. Foram feitas imagens
das amostras analisadas pelo software Infinity Capture da Lumenera
Corporation, com aumentos de 50x.

Esta analise foi realizada para todos os materiais apds o0 ensaio de
degradacdo in vitro com o objetivo de pré-selecionar regides para

posteriormente realizar a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura.

3.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

Esta analise foi realizada no LCE (Laboratorio de Caracterizagao
Estrutural / DEMa-UFSCar), utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura
Philips XL 30 FEG. Para a analise microscopica da fratura, as amostras foram
fraturadas criogenicamente em nitrogénio liquido e foram metalizadas com
ouro.

A analise foi utilizada para caracterizar a fratura dos polimeros puros e
das blendas PHBV/PCL (75/25), PHBV/PCL (50/50). Foi realizada também
analise da superficie do corpo de prova das amostras submetidas ao teste de
degradacao in vitro. Nesse caso a analise foi feita nos corpos de prova
injetados que ndo foram submetidos ao ensaio de degradagéo, para depois

realizar uma comparagao entre os materiais, € nas amostras degradadas com
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90 e 180 dias. Algumas amostras pré-selecionadas através da analise de
Microscopia Otica também foram analisadas por esta técnica.
Durante a analise por MEV, para algumas amostras, foi realizada uma

microanalise por EDS (Espectroscopia por energia dispersiva de raios X).

3.2.6 Comportamento Mecanico

3.2.6.1 Ensaio de Impacto

Os ensaios de impacto foram realizados para corpos de prova com
entalhe na Maquina de Ensaios de Impacto Izod Ceast code 6545100, com um
péndulo de 2,0J, seguindo a norma ASTM D 256-02 [98]. Foram medidos dez
valores de resisténcia ao impacto de cada amostra, obtendo o resultado da
média destes valores. Os ensaios foram realizados em corpos de prova
injetados para todos os polimeros e blendas estudadas, com dimensdes
especificadas segundo a norma ASTM D 256-02 [98].

3.2.6.2 Ensaio de Tragao

Os ensaios de tracdo foram realizados em uma Maquina Universal de
Ensaios Instron 5500R, segundo a norma ASTM D 638-02 [101], com uma
distancia entre as garras de 115mm, velocidade de 50mm/mim e uma célula de
carga de 50KN. Esses ensaios foram realizados em corpos de prova injetados
com dimensdes especificadas na norma ASTM D 638-02 para corpo de prova
tipo | [101], e foram realizados com todos os polimeros e blendas em estudo,

antes e apos o ensaio de degradagao hidrolitica.
3.2.6.3 Ensaio de Flexao
Os ensaios de flexao foram realizados em uma Maquina Universal de

Ensaios Instron 5500R segundo a norma ASTM D 790 M-02 [102], com uma

distdncia entre apoios (flexdo em trés pontos) de 50mm, velocidade de
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1,3mm/min e uma carga de 12,5N. Os ensaios foram realizados com corpos de
prova injetados com dimensdes especificadas na norma ASTM D 790 M-02
[102]. Foram ensaiados todos os materiais em estudos, puros e as blendas.

Para todos os ensaios foi fixada uma deformagao maxima de 5%.

3.2.7 Cromatografia de exclusao por tamanho — SEC

A distribuicdo de massa molar foi realizada pela PHB Industrial S.A. para
os polimeros puros PHBV e PCL e para as blendas estudadas, antes e apds o
ensaio de degradacao hidrolitica. Para a realizagdo da analise utilizou-se um
Cromatdégrafo de Exclusao por Tamanho (SEC), com sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia e bomba isocratica da marca Waters, modelo 1515
com detector de indice de refragao Waters, modelo 2414.

Para tal determinacéao, primeiramente foram feitos filmes prensados dos
materiais e posteriormente esses filmes foram dissolvidos, utilizando-se como

solvente o cloroférmio.

3.2.8 Degradacgao in vitro

A analise de degradacao in vitro, foi realizada seguindo a norma ASTM
F1635 — 04a [103]. Para a analise utilizou-se solugdo tampao de fosfato salino
com pH 7.3, proveniente da Cromoline Quimica Lina Ltda, adquirida na Cial
Artigos para Laboratério, tubos de ensaio de vidro, tampas de plastico para os
tubos e suporte de tubos de ensaio. Durante o ensaio os corpos de prova em
solugao foram mantidos em uma estufa a 37°C.

Esta analise foi realizada para os polimeros puros e para as blendas
PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50).

Foram preparados seis sistemas diferentes, para 30, 60, 90, 120, 150 e
180 dias, sendo que cada sistema continha 6 amostras de cada composicéo
especificada anteriormente. Foi utilizado o corpo de prova injetado para

ensaios de tragdo seguindo as especificagdes da norma ASTM D 638-02 [101].
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Estas amostras primeiramente foram esterilizadas, na Empresa Acecil,
por Oxido de Etileno (ETO), e posteriormente foram pesadas ainda na
embalagem, como ilustra a Figura 3.2. Em seguida foram pesadas as
embalagens vazias para obter a massa real da amostra antes do ensaio.

Antes de iniciar o ensaio, os tubos e as tampas foram lavados com
detergente neutro, enxaguados com agua cinco vezes com agitagcao e trés
vezes com agua destilada. Depois foram colocados tampados dentro de um
béquer, o mesmo foi selado com papel cartao e elastico e foram autoclavados
durante 1 hora e 30 minutos, em uma temperatura de 121°C e pressao de
1atm, para total esterilizagdo dos tubos.

Os corpos de prova esterilizados e embalados individualmente (Figura
3.2) s6 foram abertos dentro da capela de fluxo laminar e foram retirados da
embalagem por uma pinga também esterilizada. Os mesmos foram colocados
dentro do tubo de ensaio, apds ser esterilizado na autoclave, e a solugéo
tampdo de fosfato salino foi adicionada. Os tubos foram fechados e
identificados, conforme ilustra a Figura 3.3, e posteriormente foram colocados
na estufa a 37°C.

A capela de fluxo laminar utilizada foi submetida a limpeza com alcool e
ficou ligada durante 1 hora com o fluxo e a lampada de U.V. ligada, para total

esterilizacido do ambiente.
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Figura 3.2 — Corpo de prova esterilizado e embalado

Figura 3.3 — Corpos de prova identificados
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Apos cada um dos tempos de seguimento (30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias), os corpos de provas de cada amostra eram retirados do tubo de ensaio,
e submetidos a quantificagdo da perda de massa por gravimetria, verificagéo
de alteragdo nos valores de massa molar, por Cromatografia de Exclusdo por
Tamanho (SEC), analise morfolégica por Microscopia 6tica e Ensaio mecanico
de tracdo. Para os tempos de seguimento de 90 e 180 dias, além das analises
citadas, foram verificados também alteracdes na fluidez através das técnicas
de indice de fluidez, morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
propriedades térmicas por Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC).

Para o célculo de perda de massa, as amostras foram pesadas antes do
inicio e ap6s o ensaio. O calculo foi feito utilizando a massa final do corpo de

prova seco, da seguinte maneira:

% de perda de massa = [(massa final — massa inicial) / massa inicial] * 100

Para avaliar se houve alguma alteragédo nas massas molares médias dos
polimeros e suas misturas foram realizadas medidas de indice de fluidez
(conforme procedimento descrito no item 3.2.2 deste texto) e caracterizagao
por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho, conforme procedimento descrito
no item 3.2.7.

Para verificar alguma alteragdo nas propriedades mecanicas, foram
realizados ensaios de tragdo seguindo o procedimento descrito no item 3.2.6.2.

Para analisar a morfologia das blendas apos o teste, primeiramente os
corpos de prova foram analisados através de Microscopia Otica, para pré-
selecionar regides para realizar a analise por Microscopia Eletrbnica de
Varredura na superficie do mesmo, seguindo o procedimento descrito no item
3.2.5.
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3.2.9 Citotoxicidade

As analises de citotoxicidade foram realizadas no LABIMO — Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da UNICAMP (financiamento CNPq 2007:485870/2007-0), para os
polimeros puros e para as blendas estudadas.

As amostras foram submetidas aos testes recomendados pelas normas
internacionais vigentes (ISO-10993, 1997 [104] e NBRISO-ABNT 10993 (1999)
[105]), utilizando-se células Vero, recomendadas pela ASTM F813-83 [106]
como padrao para avaliagao da citotoxicidade de biomateriais, na presenca dos
polimeros estudados. Utilizou-se células do tipo fibroblasto da linhagem Vero
como modelo experimental. A avaliagdo da toxicidade dos materiais foram

avaliadas de modo indireto e direto.

3.2.9.1 Citotoxicidade Indireta

O teste de citotoxicidade indireta bem como a obtencédo dos extratos
foram feitas de acordo com as recomendagdes internacionais (ISO-10993). Os
extratos dos materiais foram obtidos através da incubacado destes em meio de
cultura Ham F-12 com 10% SFB a 37°C por 48 horas sem agitagao. O meio de
cultura foi entdo recolhido, permitindo desta forma, avaliar o possivel efeito
téxico de substancias liberadas pelos diferentes materiais. Como controle
positivo, foi utilizada uma solucédo de Fenol 1% em meio de cultura. As células
foram inoculadas a uma concentragdo de 1x10°celulas/mL em placas de 24
pocos em meio Ham F-12 com 10% SFB e apds 24 horas, tempo suficiente
para a adesdo celular. O meio de cultura foi trocado pelos extratos e
respectivos controles, e mantidos nas condi¢gdes de cultura por 24 horas.
Também foi feito o método da contagem direta de células, onde 6 campos
foram escolhidos aleatoriamente para cada pocgo e as células foram contadas.
Também foi avaliada a toxicidade pelo método do MTT [107]. Uma suspenséao
de 100pL com 1x10° células/mL foi inoculada em placas de cultura de 96

pocos. Apos 24horas, os meios de cultura foram removidos e os extratos
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adicionados. Apods outras 24horas, as placas foram lavadas em PBS 0,1M
(PBS) em pH 7.4, e receberam 100uL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil
brometo tetrazolium (MTT, Sigma). Apds 4horas foi adicionado DMSO e as
amostras foram lidas em leitor de microplacas Multiskan Bichromatic Version

1.06 no comprimento de onda 540nm.

3.2.9.2 Citotoxicidade Direta

A avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos diferentes materiais foi
efetuada através da utilizagdo do teste de viabilidade celular pelo método da
contagem direta de células, onde 6 campos foram escolhidos aleatoriamente

para cada pogo e as celulas foram contadas.

3.2.9.3 Investigagdo da adesao e morfologia das células Vero por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

ApOs a analise da citotoxicidade as amostras foram avaliadas por MEV,
onde 2x10°células/ml forma inoculadas nos diferentes materiais em meio de
cultura Ham F-10 (Sigma) com 10% SFB (Nutricell). Apos 24horas de
incubacao, as amostras foram fixadas em Paraformaldeido 4% / Glutaraldeido
2.5% (Sigma) em tampao fosfato 0.1M em pH 7.2 por 2horas, pos fixadas com
OsO4 1% (Sigma) for 15 minutos a 4°C. As amostras foram desidratadas em
série crescente de etanol e levadas a ponto critico (Balzers CDT 030) e entéo
recobertas com ouro em sputter (Balzers CDT 050). As imagens foram obtidas

em Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL 300.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Processabilidade dos sistemas em estudo

4.1.1 Processamento por Extrusao

Durante o processo de extrusao do PHBV puro, constatou-se que houve
uma alteracédo na coloracido do polimero, passando da cor amarelada para um
castanho escuro. Segundo Scott e Sharma [108,16] este escurecimento pode
ser resultado de residuos bacteriais ou de solventes de extragdo. Porém,
alguns estudos indicam que os polimeros PHB e PHBV, mesmo purificados e
com remogao total de solventes organicos, apresentam escurecimento. Assim,
sugere-se que este comportamento possa ser resultante de um processo
termodegradativo do polimero, sendo a intensidade de escurecimento
proporcional ao grau de degradagao, relacionado diretamente com a
severidade das condi¢gdes de processamento [18, 35].

O processamento das blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50),
apresentou homogeneidade, produzindo um material com coloragé&o castanha,
sendo um pouco mais clara no caso da blenda PHBV/PCL (50/50). Nos dois
casos houve variacado nas condi¢des de processamento, conforme apresentado
nas Tabelas 3.4 e 3.5, porém bem similares ao perfil do processamento do
PHBYV puro (Tabela 3.3).

4.1.2 Moldagem por Injegcao

A inje¢ao dos corpos de prova dos polimeros puros e de suas misturas
foram satisfatorias, apresentando corpos de prova como um material
homogéneo e com um acabamento superficial excelente.

Apods a injegao os corpos de prova foram condicionados por no minimo
72 horas, antes da realizagdo das caracterizagdes. Este procedimento €

necessario devido aos processos secundarios de cristalizagao [26].
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4.2 indice de Fluidez

Os ensaios de indice de fluidez, de um modo indireto e superficial,
permitem uma analise da massa molar de um polimero sem aditivos. Para
blendas poliméricas e para sistemas poliméricos com aditivos € possivel utilizar
0 ensaio de indice de fluidez como um indicativo de processabilidade [22].

Foram realizadas medidas de indice de fluidez para os polimeros puros,
PHBV e PCL, e suas respectivas blendas, PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL

(50/50). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Valores de indice de fluidez do PHBV, PCL e suas blendas
(190°C/2.1609)

Materiais Indice de Fluidez (g/10min)
PHBV 19,5+ 0,1
PHBV/PCL (75/25) 20,3+ 0,1
PHBV/PCL (50/50) 24,7+ 0,1
PCL 351+14

Observa-se inicialmente que os valores obtidos para as blendas foram
intermediarios aos valores dos polimeros puros, obtendo-se um aumento do

valor de indice fluidez conforme aumenta-se a quantidade de PCL na blenda.

4.3 Analises Térmicas

4.3.1 Termogravimetria— TG

A analise por Termogravimetria foi realizada com o objetivo de verificar
quantitativamente as composicdes das blendas estudadas.

Através da Figura 4.1, pode-se notar que o PHBV comecga a perder
massa por volta dos 290°C, e na Figura 4.2 observa-se que a PCL tem um
inicio de perda de massa préximo a 390°C. Para os dois polimeros, os valores
de perda de massa obtidos estdo préximos dos valores encontrados na
literatura [73, 35].
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Através da caracterizagao por Termogravimetria realizada para a blenda
PHBV/PCL (75/25), representada na Figura 4.3, e para a blenda PHBV/PCL
(50/50), representada na Figura 4.4, pode-se observar que ocorreu uma
primeira perda de massa a aproximadamente 290°C, causada pela
decomposicado do PHBV, e em torno de 390°C ocorreu uma segunda perda de
massa proveniente do PCL. De acordo com esses resultados constatou-se que
as blendas apresentaram comportamento imiscivel. Esta imiscibilidade foi
confirmada também através das analises de DSC e DMTA. Nota-se também
que os polimeros nao sofreram reacdes de transesterificagdo, pois perderam
massa de forma idéntica como se estivessem puros. Isto €, ndo houve a
formacéo de um copolimero que poderia atuar como compatibilizante para esta
blenda polimérica.

Segundo WANG [109], as reagdes de transesterificagdo de poliésteres
sao frequentemente associadas com a deterioracdo das propriedades da
blenda polimérica devido a diminuicdo da massa molar e a ampliacido da

distribuicdo de massa molar.
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Figura 4.3 — Curva TG para a blenda PHBV/PCL (75/25)
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Através das curvas obtidas foi possivel concluir que, para ambas as
blendas, através dos dados da perda de massa de seus componentes, que a
porcentagem real dos componentes nas blendas foi muito préxima da

composi¢cao nominal.
Na Figura 4.5 pode-se visualizar de maneira comparativa, o

comportamento de decomposicdo das blendas em relacdo ao comportamento

dos polimeros puros.
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4.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

A Calorimetria Exploratoria Diferencial é uma técnica util para a
quantificacdo de propriedades térmicas dos materiais. Usualmente, a técnica
permite acompanhar transigcdes associadas aos processos exotérmicos e
endotérmicos, como as entalpias de fusao, de cristalizacdo e de vaporizagao,
como também a temperatura de transigao vitrea, temperatura de cristalizagao e
temperatura de fusdo. Aplicadas aos polimeros, a técnica permite também
determinar o grau de cristalinidade do material, influéncia de aditivos, reag¢des
de polimerizagao e degradagdes oxidativa ou térmica [110].

Foram avaliados nesse trabalho os valores das temperaturas de fusao
(Tm), temperatura de cristalizagdo (T;) e temperatura de transicdo vitrea dos
polimeros (Tg), além da entalpia de fusdo (AHm) e da entalpia de cristalizag&o
(AH.) e o grau de cristalinidade (%C) para o PHBV e para o PCL puros, e para

estes polimeros nas blendas poliméricas estudadas. Para o polimero PCL puro
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nao foi possivel obter o valor da temperatura de transi¢cao vitrea através desta
técnica.

Para polimeros semicristalinos calcula-se o grau de cristalinidade (%C)
com o valor de AH,, da amostra, desde que seja conhecida a AHm100%, tedrico
do polimero hipoteticamente 100% cristalino. Para o calculo do grau de
cristalinidade das amostras estudadas, utilizou-se a equacéo 4.1 [110], sendo
que os valores de AH, e AH; foram obtidos através da curva do 2°
Aquecimento, na qual W é a fragdo em massa do PHBV ou PCL na mistura.
Para o PHBV o valor de AHn00% utilizado foi de 146 J/g [11] e para o PCL foi
136J/g [111].

SBm - SHC o 100% equac&o 4.1

Grau de Cristalinidads (%C) = LEL00R x W

Para o calculo do grau de cristalinidade através dos dados obtidos na

curva do 1°aquecimento das amostras foi utilizado a equagao 4.2.

Grau de Cristalinidads (WC) = Jﬁ x 100% equagao 4.2

Tabela 4.2 — Valores de Tg, T¢c, AHc Tm, AHm e Cristalinidade para o PHBV,
PCL e suas blendas (a linha clara representa os valores do
1°Aquecimento e a escura do 2°Aquecimento)

PHBV PCL
Materiais

Tg (°C) | Tc (°C) | AHc (J/g) | Tm(°C) | AHm (J/g) | %C* [ Tm(°C) | AHm (J/g) | %C*

PHBV - - - 163,5 58,8 40,7 - - -

-0,2 75,8 452 164,1 54,2 6,2 - - -
PHBV/PCL (75/25) - - - 163,7 27,6 25,9 62,6 20,7 62,4
-0,5 78,8 24 1 164,1 43,2 17,9 56,2 19,3 58,0
PHBV/PCL (50/50) - - - 161,9 16,1 22,9 62,1 42 .4 62,8
-1,5 74,9 12,1 163,5 23,5 16,2 55,3 33,5 49,6
- - - - - - 58,0 82,9 62,0
- - - - - - 55,3 68,3 51,1

* grau ou indice de cristalinidade dos polimeros puros ou dos polimeros nas
blendas (normalizados pelos teores experimentais de PHBV e PCL nas blendas

poliméricas).
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As curvas DSC obtidas para as amostras estudadas sao caracteristicas
de um polimero semicristalino, mostrando picos de fusdo, temperatura de
transicao vitrea e pico de cristalizacédo, sendo que para o PHBV puro, o pico de
cristalizagcao aparece no segundo aquecimento em funcdo das condi¢des de
resfriamento, sugerindo que a taxa de resfriamento (10°C/min) permitiu uma
nucleacéo lenta e consequente formagao de cristais do material, Figura 4.7. O
mesmo comportamento foi observado nas blendas PHBV/PCL (75/25) e
PHBV/PCL (50/50) na fase referente ao PHBV.

Através dos resultados obtidos demonstrados na Tabela 4.2 e nas
Figuras 4.6 e 4.7, pode-se notar que as blendas apresentaram dois picos de
fusao distintos, um pico em torno de 164°C referente a fase do PHBV na
blenda e outro em torno de 55°C, caracteristico do PCL. A presenca de dois
picos nestas temperaturas demonstra uma imiscibilidade entre os polimeros,
confirmando os resultados obtidos através da técnica de TG.

Nas curvas obtidas para o polimero puro PHBV pode-se observar que o
material apresentou dois picos de fusdo. Picos de fusdo duplos ou multiplos
podem ser decorrentes de: fusdo parcial, recristalizacao e refusdo durante o
aquecimento; polimorfismo; existéncia de morfologias cristalinas diferentes
(espessura, distribuicdo, perfeicdo ou estabilidade lamelar); envelhecimento
fisico elou relaxagdo da fase amorfa rigida; espécies com massa molar
diferentes, etc [112]. Para o polimero PHBV com porcentagem de Valerato
acima de 5%, a distribuicdo do mesmo nas cadeias poliméricas nao é
homogénea, ocorrendo uma variagdo na massa molar.

Nota-se também que conforme aumenta-se a quantidade de PCL na
blenda o valor da temperatura de fusdao dos polimeros puros na mistura
praticamente nao se altera, tanto no primeiro aquecimento, quanto no segundo.

Em relagdo a cristalinidade observa-se que no primeiro aquecimento a
cristalinidade do PHBV na blenda PHBV/PCL (75/25) reduziu aproximadamente
36% e na blenda PHBV/PCL (50/50) uma reducéo de aproximadamente 44%.
Ao analisar a cristalinidade no segundo aquecimento nota-se que para a blenda
PHBV/PCL (75/25) houve um aumento de 65% na cristalinidade do PHBV e
para a blenda PHBV/PCL (50/50) um aumento de aproximadamente 62%. A
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diferenca entre os valores obtidos no primeiro aquecimento € no segundo
aquecimento pode ser explicada pelo fato do resfriamento ter sido controlado e
pelo fato do primeiro aquecimento ter apagado a historia térmica do material.

Em relagcdo a temperatura de transigdo vitrea (Tg) do PHBV observa-se
que ocorre uma diminuicdo nos valores conforme aumenta-se a porcentagem
de PCL na blenda, sendo que essa redugcdo € mais significativa na blenda
PHBV/PCL (50/50).

Através da curva do segundo aquecimento observa-se que o valor da
temperatura de cristalizacao (T;) do PHBV aumentou para a blenda rica em
PHBV (PHBV/PCL (75/25)) e diminuiu no caso da blenda PHBV/PCL (50/50),
porém essas variagdes nos valores de T, foram pequenas.

As curvas DSC, separadas individualmente para os materiais estudados,
contendo o 1°Aquecimento, o Resfriamento e o 2° Aquecimento, podem ser

visualizadas no Anexo A.

4.3.3 Analise Térmica Dinamico-Mecanica — DMTA

Em relacdo ao DSC, a técnica DMTA €& mais sensivel para a
determinacao das transi¢des térmicas apresentadas pelos polimeros, uma vez
que a amostra além de ser aquecida é solicitada mecanicamente. Através
desta técnica foi possivel verificar os valores da temperatura de transi¢ao vitrea
(Tg) para as amostras em estudo.

Na literatura, ainda ndo ha um consenso sobre qual variavel usar e de
que forma determinar a temperatura de transicdo vitrea, encontrando-se até
cinco métodos possiveis: a temperatura do inicio da queda em E’, do inicio ou
do pico nas curvas de E” ou tan(d) [113], sendo E’ o mddulo de
armazenamento elastico e E” o médulo de dissipacado viscosa ou moédulo de
perda. Neste trabalho foi utilizada a temperatura no pico da curva de tan(d)
para definir a transigao vitrea. Esta escolha se deve a constancia do valor da
temperatura de transicdo vitrea definido por esta variavel, sendo ela obtida
através da relacédo entre os modulos de elasticidade (E”/E’) = tan(d),

denominado amortecimento mecanico ou atrito interno.
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Para a realizacdo da analise por DMTA foi utilizado o método de

solicitagdo mecanica de flexdo em trés pontos, representado pelas curvas das
Figuras 4.8, 4.9,4.10 e 4.11.
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Figura 4.8 — Curva DMTA para o PHBV puro
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Figura 4.9 — Curva DMTA para a blenda PHBV/PCL (75/25)
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Para os dois polimeros puros foram encontrados valores de temperatura
de transicao vitrea proximos a valores encontrados na literatura, sendo para o
PHBV um valor de Tg de aproximadamente 14°C [73, 74] e para o PCL um
valor de Tg igual a -42°C [73, 74]. No caso das blendas, foram detectadas duas
Tg’s, correspondentes ao PHBV e ao PCL, proximas aos valores obtidos para
os polimeros puros, o que caracteriza a imiscibilidade dos polimeros nas
blendas, assim como verificado através das analises de TG e DSC. Os valores

das temperaturas de transicao vitrea estao apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Valores de Tg obtidos através do pico de amortecimento

Tan(8) dos polimeros puros e dos polimeros nas blendas PHBV / PCL

Tg Tg
Materials (PHBV) | (PCL)
PHBV 14°C -

PHBV/PCL (75/25)| 12°C | -43°C
PHBV/PCL (50/50)| 12°C | - 40°C
PCL - |-42°C

4.3.4 Temperatura de deflexao ao calor sob carga — HDT

Na Tabela 4.4 estido representados os resultados dos ensaios de
temperatura de deflexdo ao calor sob carga (HDT) para o polimero PHBV puro

e para as blendas poliméricas.

Tabela 4.4 — Valores da Temperatura de Deflexdao ao Calor sob Carga

Materiais T1(°C) | T2(°C) | T3(°C) | Tmedia (°C)
PHBV 118,4 | 119,7 | 107,6 | 115,2+ 6,6
PHBV/PCL (75/25) | 78,3 83,6 773 | 79,734
PHBV/PCL (50/50) | 58,3 59,3 58,2 | 58,6 0,6

Através dos resultados foi possivel observar que o PHBV apresenta um
valor elevado de HDT. Nota-se que conforme aumenta-se a quantidade de PCL

na blenda diminui-se o valor de HDT. Estes resultados ja eram esperados, pois
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um dos objetivos em formar blendas do PHBV com PCL foi de diminuir a
cristalinidade do PHBV e torna-lo mais flexivel, gerando uma perda no

comportamento avaliado por HDT.

4.4 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Segundo Freitas [33], na pesquisa com blendas poliméricas € essencial
o estudo morfolégico do produto final, ja que a maioria de suas propriedades,
especialmente as propriedades mecanicas, dependem da morfologia resultante
do processo de desenvolvimento das blendas poliméricas. A morfologia de uma
blenda polimérica é controlada por parametros como: a natureza dos polimeros
(energia interfacial e razdo de viscosidades); a composi¢cao da blenda; tempo
de residéncia; intensidade do cisalhamento, bem como das outras variaveis de
processamento [33].

Através da Microscopia Eletrbnica de Varredura foram obtidas
micrografias do PHBV, do PCL e das duas blendas estudadas. Esta avaliagao
se voltou para a fratura criogénica dos materiais, com o objetivo de avaliar os
aspectos morfoldgicos gerais dos sistemas poliméricos estudados.

As Figuras 4.12 (a), (b) e (c) apresentam as micrografias do PHBV, com
uma ampliagao de 1.000x, 5.000x e 10.000x, respectivamente. As Figuras 4.13
(a), (b) e (c) apresentam as micrografias do PCL, com aumentos de (a) 1.000x,
(b) 5.000x e (c)10.000x.

Nas Figuras 4.12 (a), (b) e (c) observa-se que o PHBV apresenta uma
fase Unica continua, com a presengca de microporos distribuidos
homogeneamente e mais visiveis a partir da ampliacdo de 5.000x. Segundo
Pachekoski [18] estes microporos tém origem na evaporacdo de liquidos
residuais (agua, residuos de solvente), que foram eliminados durante o

processo de injegao.
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Nas Figuras 4.13 (a), (b) e (c) nota-se que o PCL apresenta uma fase

continua, com superficie regular, sem microtrincas, fissuras ou microporos.
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(c)
Figura 4.13 — Micrografias de MEV da PCL com ampliagao (a) 1.000x, (b)
5.000x e (c) 10.000x

As Figuras 4.14 (a), (b) e (c) apresentam as micrografias da blenda
PHBV/PCL (75/25), com uma ampliagdo de 1.000x, 5.000x e 10.000x,
respectivamente. As Figuras 4.15 (a), (b) e (c) apresentam as micrografias da
blenda PHBV/PCL (50/50), com uma ampliagao de (a) 1.000x, (b) 5.000x e (c)
10.000x.
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Para a blenda PHBV/PCL (75/25) observa-se uma morfologia de menor
interagc&do entre os polimeros PHBV e PCL, caracterizada pelo formato de gota
das particulas da PCL. E possivel visualizar os microporos caracteristicos do
polimero PHBV, porém em menor quantidade.

Para a blenda PHBV/PCL (50/50) os microporos caracteristicos do
polimero PHBV s6 sao visualizados com ampliagcbes de 10.000x, mas em
quantidades bem reduzidas. E possivel observar uma interagdo maior entre os
dois polimeros puros, sinalizando que a fase continua é rica em PHBV.

Através da analise por Microscopia Eletrénica de Varredura, foi possivel
confirmar o resultado obtido através das analises térmicas de TG, DSC e
DMTA, em relacéo a imiscibilidade entre os dois polimeros estudados, PHBV e
PCL.
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4.5 Comportamento Mecanico

4.5.1 Ensaio de Impacto

Foram realizados ensaios de impacto para os polimeros puros, PHBV e
PCL, assim como para suas misturas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50).

Os resultados s&o apresentados na Tabela 4.5 e na Figura 4.16.

Tabela 4.5 — Valores de Resisténcia ao Impacto lzod, com entalhe para o
PHBV, PCL e suas blendas

Materiais Média (J/m) | Desvio-Padrao (%)
PHBV 28,6 2,0
PHBV/PCL (75/25) 37,4 2,8
PHBV/PCL (50/50) 119,0 3,1
PCL 202,4 4,9
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Figura 4.16 — Resisténcia ao Impacto I1zod com entalhe: comparagéao entre

os materiais estudados
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De acordo com os resultados apresentados, observa-se que o valor de
Resisténcia ao impacto l1zod com entalhe do polimero PHBV puro € muito
inferior ao PCL puro. Considerando que a Tg do PCL é aproximadamente 73
graus abaixo da temperatura ambiente, a sua fase amorfa é totalmente
borrachosa, tornando o material muito flexivel e com alta resisténcia ao
impacto.

Para as blendas estudadas nota-se que a blenda PHBV/PCL (75/25)
obteve um valor de resisténcia ao impacto mais préximo do valor do PHBV
puro, com um aumento de aproximadamente 30%.

Para a mistura PHBV/PCL (50/50) encontrou-se um resultado proximo a

média aritmética dos valores encontrados para o PHBV e PCL.

4.5.2 Ensaio de Tragcao

Foram realizados ensaios mecanicos de tragao para os polimeros puros
PHBV e PCL, e para as blendas estudadas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL
(50/50).

A velocidade do ensaio de tracdo define a taxa de deformacao que sera
aplicada ao polimero. A velocidade deve ser escolhida dentro de um intervalo
de valores fornecidos pelas normas técnicas, de acordo com o comportamento
mecanico do polimero (rigido, semi-rigido ou flexivel) e da geometria do corpo
de prova a ser ensaiado. A norma ASTM D-638 [101] recomenda que, se a
velocidade de ensaio para um determinado polimero ndo estiver especificada,
deve-se utilizar uma velocidade de maneira que o corpo de prova rompa dentro
de um intervalo de tempo de meio e cinco minutos de teste [114].

Para a escolha da velocidade ideal para a realizagédo dos ensaios de
tracdo dos materiais estudados, foram testadas as velocidades de 5 e
50mm/min para todos os materiais, e para o polimero PCL foram testadas
também as velocidades de 100 e 200mm/min.

Devido a diferengca de comportamento mecanico entre os dois polimeros
puros, sendo o PHBV um material muito rigido e o PCL um material altamente

flexivel, a velocidade ideal de ensaio encontrada para cada um deles foi
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diferente, sendo que para o PHBV a velocidade ideal encontrada foi de
5mm/min e para o PCL 200mm/min. Como o objetivo do trabalho € comparar
os resultados mecanicos das blendas dos dois polimeros, optou-se em utilizar
uma velocidade unica e intermediaria para a realizacdo dos ensaios, portanto a
velocidade utilizada em todos os ensaio de tragao foi 50mm/min.

No Anexo B encontram-se os resultados obtidos dos ensaios de tragao
realizados com diferentes velocidades.

A Tabela 4.6 apresenta os resultados obtidos e a Figura 4.17 (a), (b), (c)
e (d) apresenta os graficos com as curvas tensdo de tracdo em fungao da

deformacéo, de cada ensaio, para os quatro materiais estudados.

Tabela 4.6 — Valores de 6., €, E, 6, e & para o PHBV, PCL e suas
blendas sob tragao

= Deformacgao . Tensao na | Deformagao
Tenséo no Moédulo de
. no . . ruptura em | na ruptura
Materiais escoamento Elasticidade = =
(MPa) escoamento (GPa) tracao em tragao
(%) (MPa) (%)
PHBV 29,7+0,1 6,9+0,3 1,210 29,1+11 79+0,7

PHBV/PCL (75/25) 250+1,0 90+04 09+0,1 11,7+6,6 | 28,3+17,3
PHBV/PCL (50/50) 20,1+£0,7 9,6+0,5 0,6+0,1 158+28 | 62,1+38,1
PCL 17,3+0,2 384,2+4,8 0,3+0,0 172+0,2 | 386,5+4,2

Nos ensaios de tragcdo foram avaliados os parametros moédulo de
elasticidade, resisténcia a tracdo no escoamento, tensido na ruptura e
alongamentos no escoamento e na ruptura. Observa-se que o0s
comportamentos mecanicos dos polimeros puros sao bem diferentes. O PHBV
apresenta alta rigidez e fragilidade, caracterizado pela sua baixa deformacéo,
repentina ruptura e alto médulo elastico. Por outro lado o polimero PCL
demonstrou um comportamento bem flexivel, o material ndo rompeu ao longo
do ensaio e apresentou um valor baixo de médulo elastico. Esta diferenca de
comportamento pode ser visualizada também na Figura 4.18, que apresenta
um grafico comparativo com uma curva representativa de cada material

estudado.
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A blenda estudada com 25% de PCL apresentou um comportamento
mecanico mais proximo do PHBV puro, enquanto que a blenda com 50% de
PCL apresentou um comportamento mais proximo do PCL. Nota-se que
conforme aumenta-se a porcentagem de PCL na blenda ocorre uma diminui¢cao
no modulo de elasticidade, na tensdo na ruptura e na resisténcia a tracdo no
escoamento, enquanto que os valores de deformacido tanto no escoamento
quanto na ruptura se elevam, ficando evidente que a presenca do PCL na

blenda reduziu a rigidez do PHBV tornando-o mais flexivel.
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Figura 4.17 — Curvas da Tensao em Tragdo em fun¢ao da Deformacgao:
(a) PHBV, (b) PHBV/PCL (75/25), (c) PHBV/PCL (50/50) e (d) PCL
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Figura 4.18 — Curvas da Tensao em Tragao em fung¢ao da Deformacgao:

comparagao entre os materiais estudados

4.5.3 Ensaio de Flexao

Nos ensaios de flexao foram avaliados os parametros de resisténcia a
flexdo na ruptura e o0 médulo de elasticidade em flexao. Para a realizagdo dos
ensaios foi estipulada uma deformagdo maxima de 5%. Foram realizados cinco
ensaios para cada um dos polimeros e para as blendas. Com os valores
obtidos foram calculadas as médias aritméticas e o desvio-padrao.

Para todos os materiais estudados o ensaio de flexdo foi realizado em
duas velocidades diferentes, com o objetivo de comparar o comportamento
mecanico dos materiais em baixa velocidade (1,3mm/min) e em alta velocidade
(5mm/min).

A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos nas duas velocidades
estudadas. A Figura 4.19 apresenta um grafico comparativo com uma curva

representativa de cada material, nas duas velocidades utilizadas.
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Tabela 4.7 — Valores de Médulo de Elasticidade e Resisténcia a flexao do

PHBYV, PCL e suas blendas, com velocidades de 1,3mm/min e de 5Smm/min

Médulo de Resisténcia
Materiais Elasticidade em | a Flexao
Flexao (GPa) (MPa)

PHBV - (1,3mm/min) 1,4+0,1 40,0+ 1,0
PHBV - (5mm/min) 1,5+0,0 42,2+0,9
PHBV/PCL (75/25) - (1,3mm/min) 1,1+0,0 31,2+0,3
PHBV/PCL (75/25) - (5mm/min) 1,2+0,0 33,2+1,1
PHBV/PCL (50/50) - (1,3mm/min) 0,7+0,0 21,9+0,8
PHBV/PCL (50/50) - (5mm/min) 0,7+0,0 22,5+0,3
PCL - (1,3mm/min) 0,4+0,0 15,8+ 0,2
PCL - (5mm/min) 04+0,0 16,3+ 0,1
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Figura 4.19 — Curvas da Tensao em Flexdao em fungcao da Deformacao:

comparagao entre os materiais e velocidades
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Analisando os resultados obtidos através dos ensaios de flexao,
observa-se uma semelhancga entre os resultados obtidos pelo ensaio de tracdo.
Novamente foi observada a diferenca entre os comportamentos dos polimeros
PHBV e PCL, sendo que o polimero PHBV apresentou um comportamento
rigido e fragil e o PCL um comportamento flexivel. A blenda PHBV/PCL (75/25)
apresentou um comportamento semelhante ao PHBV puro, enquanto que a
blenda PHBV/PCL (50/50) apresentou valores mais proximos do polimero PCL
puro.

Ao comparar as duas velocidades estudadas constata-se que o moédulo
elastico em flexdo ndo se alterou com a velocidade. Esse resultado foi o
mesmo para todos os materiais estudados. Em relacdo aos valores da
resisténcia a flexdo, considerando-se o desvio-padrdo, observa-se que o0s
valores encontrados para cada material sdo praticamente os mesmos nas duas
velocidades.

Através da Figura 4.19, nota-se uma diferenga na inclinagdo das curvas
ao comparar a curva do mesmo material, em velocidade diferente. A diferenca
na inclinacdo €& observada para o PHBV puro e para as duas blendas
estudadas, sendo a diferenga mais nitida para o PHBV. Segundo Canto [114]
este comportamento € resultado da influéncia do tempo na resposta do
polimero a solicitagdo mecanica a ele imposta [114].

Através dos ensaios mecanicos de impacto, de tracao e de flexao, foi
possivel observar que nas blendas estudadas o polimero PCL tornou o PHBV
mais flexivel, ou seja, o PCL agiu como um modificador de impacto para o
PHBV.

4.6 Conclusoes Parciais

Através do estudo realizado, Vverificou-se a viabilidade do
processamento, através de extrusdo e inje¢cdo, dos polimeros puros e das
blendas poliméricas desenvolvidas. Concluiu-se através das analises térmicas

e da caracterizagdo morfoldgica que as mesmas sao imisciveis.
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Conclui-se que o objetivo de desenvolver blendas de PHBV com PCL
com a finalidade de tornar o PHBV mais flexivel, foi atingido, e nesse caso o

PCL age como um modificador de impacto para o PHBV.

4.7 Degradagao in vitro

Tendo em vista a aplicagao potencial dos polimeros puros e blendas em
estudo para a confeccdo de dispositivos de osteossintese, foi avaliado o
comportamento dos mesmos frente a degradacédo in vitro, analisando as
alteracbes sofridas em relacdo a massa, massa molar, bem como alteragdes
morfolégicas e de comportamento mecanico dos polimeros em fungdo do
tempo de contato com solugado tampéo fosfato a 37°C. Tais parametros foram

avaliados para tempos de experimento variando entre zero e 180 dias.

4.7.1 Perda de Massa

A variagdo da massa é comumente utilizada na caracterizagdo da
degradacgéao de polimeros biorreabsorviveis [115, 62].

Para avaliagcdo da variacdo de massa dos polimeros em estudo, os
corpos de prova de cada amostra, apés 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias em
contato com a solugédo tampéao foram recuperados para analise. Apos serem
retirados da solugao tampao os corpos de prova foram lavados com bastante
agua destilada, colocados em uma bandeja e secados durante 168 horas na
temperatura ambiente.

Depois de secados os mesmos foram pesados e o valor percentual da
perda de massa foi calculado conforme descrito no item 3.2.8 deste texto. A
Tabela 4.8 e a Figura 4.20 ilustram os resultados obtidos.

A variacdo da perda de massa (massa normalizada) em funcédo do
tempo de imersdo em solugdo tampao mostrou uma tendéncia de
comportamento distinto entre os dois polimeros estudados, sendo que os dois

polimeros demonstraram serem mais estaveis a degradacgao hidrolitica quando
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comparados a outros polimeros biorreabsorviveis como PLLA [116] e PLGA 50

[62].

Tabela 4.8 — Variagcao percentual da massa das amostras em estudo para

diferentes tempos de imersao em solugao tampao fosfato a 37°C

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
PHBV +0,11+£ 0,04 | +0,24 + 0,04 | +0,04 + 0,03 | +0,10 £ 0,04 | +0,21 £ 0,02 | +0,28 + 0,03
PHBV/PCL (75/25) | -0,07 £+ 0,02 | +0,21 £ 0,10 | +0,04 + 0,01 | +0,11 £ 0,02 | +0,19 £ 0,08 | +0,35 £ 0,02
PHBV/PCL (50/50) | -0,24 £+ 0,02 | -0,12+ 0,02 | -0,31+0,02 | -0,29 + 0,02 | -0,21 + 0,01 | -0,28 + 0,02
PCL -0,53+0,03 | -0,55+0,03 | -0,59+0,08 | -0,51+£0,07 | -0,44 £ 0,04 | -0,41 £ 0,07
0,40%
0,30%
0,20%
$ 0,10% -
g 0,00% - m PHBV
S o010% 300 6o oof 1201 150 1800  mPHBV/PCL(75/25)
E -0,20% PHBV/PCL (50/50)
& -0,30% mPCL
-0,40%
-0,50%
0,60% Tempo (Dias)

Figura 4.20 — Variagao percentual da massa das amostras em estudo para

diferentes tempos de imersao em solugao tampao fosfato a 37°C

Na Tabela 4.8 e na Figura 4.20 os valores de variagdo de massa
negativos indicam diminuigdo da massa e valores positivos indicam ganho de
massa.

Assim, através dos resultados obtidos foi observado que as amostras do
polimero PHBV puro ganharam massa durante o tempo de contato com a
solugdo salina, provavelmente por absorverem agua e nao sofrerem
degradagao com perda significativa de massa ao longo do tempo em estudo.

No caso do polimero PCL puro, foi observado que até 90 dias houve

uma queda gradativa na massa, que atingiu um maximo para 90 dias e para
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tempos maiores embora tenha ocorrido redugdo na massa das amostras em
relacdo a massa inicial, os percentuais foram inferiores ao valor atingido para o
tempo de 90 dias.

Para as blendas foi observado que a blenda PHBV/PCL (75/25) teve um
comportamento semelhante ao do polimero PHBV puro, enquanto a blenda

PHBV/PCL (50/50) teve um comportamento semelhante ao polimero PCL.

4.7.2 Massa Molar — Cromatografia de Exclusao por Tamanho

A avaliacdo da variagdo da massa molar das amostras em estudo foi
acompanhada através da analise por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho
(SEC). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.9. As Figuras
4.21, 4.22 e 4.23 ilustram graficos da porcentagem da perda de massa molar
ponderal média (Mw) do PHBV ao longo do tempo em contato com a solugéo
salina, para os materiais PHBV, PHBV/PCL (75/25), PHBV/PCL (50/50),
respectivamente. A Figura 4.24 apresenta este resultado para o PCL.

Através dos resultados obtidos foi observada uma reducgéo significativa
na massa molar do PHBV puro e do PHBV nas blendas. Para o PCL puro a
massa molar permaneceu constante ao longo do tempo do teste de

degradagao in vitro (hidrolitica).
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Tabela 4.9 — Variagao da Massa Molar do PHBYV (puro e nas blendas

PHBV/PCL (75/25), PHBV/PCL (50/50)) e do PCL ao longo do tempo em

contato com solugao tampao fosfato a 37°C

(Mw/Mn) Médias da Massa Molar (Daltons)
IDENTIFICACAO Polidispersao Mv Mn Mw MP Mz
PHBV - 0 DIAS 1,85 219.416 | 125.794 | 232.750 | 203.166 | 374.879
PHBYV - 30 DIAS 1,83 217.254 | 126.037 | 230.862 186.316 | 384.094
PHBYV - 60 DIAS 1,81 187.153 | 109.243 198.355 168.692 | 318.924
PHBV - 90 DIAS 1,95 174.755 | 95.138 186.174 157.752 | 310.418
PHBV - 120 DIAS 1,75 157.816 | 95.210 166.694 145.509 | 260.563
PHBV - 150 DIAS 2,14 137.847 | 68.386 147.015 128.234 | 243.490
PHBYV - 180 DIAS 2,38 131.141 | 58.977 140.377 127.471 | 238.466
PHBV/PCL (75/25) 30 DIAS 2,19 157.207 | 77.663 170.441 91.858 | 322.208
PHBV/PCL (75/25) 60 DIAS 2,32 152.881 | 71.693 166.449 86.973 | 326.949
PHBV/PCL (75/25) 90 DIAS 2,20 141.273 | 69.540 153.227 88.494 | 293.590
PHBV/PCL (75/25) 120 DIAS 2,23 131.950 | 64.101 143.023 85.387 | 270.032
PHBV/PCL (75/25) 150 DIAS 2,43 122.964 | 54.868 133.639 80.399 | 255.685
PHBV/PCL (75/25) 180 DIAS 2,23 112.537 | 54.485 121.606 85.431 | 222.114
PHBV/PCL (50/50) 30 DIAS 1,94 132.674 | 73.903 143.721 85.621 | 289.159
PHBV/PCL (50/50) 60 DIAS 2,30 124.202 | 59.005 135.962 82.809 | 294.301
PHBV/PCL (50/50) 90 DIAS 2,31 121.706 | 57.563 133.404 81.220 | 290.504
PHBV/PCL (50/50) 120 DIAS 2,27 119.167 | 57.919 131.623 76.039 | 321.484
PHBV/PCL (50/50) 150 DIAS 2,12 111.321 | 57.133 121.282 75.401 | 254.374
PHBV/PCL (50/50) 180 DIAS 2,03 111.407 | 59.644 121.236 73.386 | 252.602
PCL - 0 DIAS 1,42 92.572 | 67.261 95.882 87.721 | 129.419
PCL - 30 DIAS 1,46 92.942 | 65.741 96.399 89.781 | 131.029
PCL - 60 DIAS 1,47 93.423 | 65.726 96.826 89.165 | 130.544
PCL - 90 DIAS 1,48 92.034 | 64.375 95.568 88.152 | 131.346
PCL - 120 DIAS 1,42 92.516 | 66.996 95.746 89.333 | 127.737
PCL - 150 DIAS 1,43 93.621 67.481 96.995 90.276 | 130.867
PCL - 180 DIAS 1,45 93.548 | 66.854 96.957 89.291 | 131.250
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Figura 4.21 — Variagao percentual de perda de massa molar em fungao do

tempo para amostras de PHBV, em contato com solugao tampao fosfato a
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Figura 4.22 — Variagao percentual de perda de massa molar do PHBV em
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Figura 4.23 — Variagao percentual de perda de massa molar do PHBV em
funcao do tempo para amostras da blenda PHBV/PCL (50/50), em contato

com solugao tampao fosfato a 37°C
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Comparando os resultados referentes a perda de massa com os
resultados referentes a variagdo na massa molar, nota-se que o polimero
PHBV nao perde massa ao longo da degradagao hidrolitica, porém apresenta
reducao de cerca de 40% em sua massa molar ponderal média, o que pode ser
explicado pelo fato do PHBV absorver agua durante o contato com a solugao
salina, o que favorece a cisdo hidrolitica das macromoléculas do polimero,
resultando na reducado do valor da massa molar ponderal média. No caso do
polimero PCL puro ocorreu o inverso, sendo que ha uma pequena redugao na
massa das amostras e o polimero ndo apresenta redugdo de massa molar
ponderal média, o que pode ser um indicativo de que a degradag&o ocorra na
superficie da amostra e, por ndo haver absorgédo significativa de agua pelo
polimero, a cisdo das cadeias poliméricas no interior da amostra nao ocorre.
Vale a pena ressaltar que para a realizagao da analise SEC foi coletada uma
pequena porcao do corpo de prova representativo do “bulk” e superficie da
amostra em questdo. Ndo foram encontrados dados na literatura para estes
polimeros, analisados nestas condigdes.

Uma maneira simples de se conhecer quao larga ou estreita € a curva
de distribuicdo de massas molares é através da polidispersao, definida pela
relacdo (Mw/Mn). Este valor é sempre maior ou igual a um. Quando Mw = Mn,
tem-se um polimero monodisperso ideal, ou seja, todas as cadeias tém o
mesmo comprimento [113].

Comparando os valores de polidispersao obtidos por SEC para os
materiais estudados observa-se que o polimero PHBV possui uma cadeia com
tamanhos de moléculas mais variados que o polimero PCL. Essa diferenca se
deve basicamente as diferencas no processo de obtengcdo de ambos os
materiais e as caracteristicas intrinsecas de cada polimero. Observa-se
também que os valores de polidispersdo variam ao longo da degradacao in

vitro (hidrolitica) para todos os materiais estudados.
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4.7.3 indice de Fluidez

Além do mencionado no item 4.2, as variacdes nos valores do indice de
fluidez em funcdo das condicbes de processamento ou das variaveis em
experimentos de envelhecimento fornecem dados tecnoldgicos que possibilitam
avaliagdes da degradacéo e da estabilizagao de polimeros [22].

Neste estudo, para realizar as medidas de indice de fluidez das
amostras ap6s cada tempo de seguimento do ensaio de degradagao hidrolitica,
foi coletada uma pequena porgéao do corpo de prova representativo do “bulk” e
superficie da amostra em questdo, com massa de 2 gramas. Devido ao fato do
polimero PHBV ser altamente susceptivel a degradacdo térmica, para
comparar os resultados obtidos ap6s a degradagao hidrolitica, foi realizada a
medida de indice de fluidez nos corpos de prova injetados dos materiais
estudados que n&o foram submetidos ao contato com a solugdo salina,
seguindo o mesmo procedimento. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Valores de indice de fluidez das amostras em estudo ao

longo do tempo em contato com solugao tampao fosfato a 37°C

Materiais MFI (g/10min)
PHBV - CP 37,4
PHBYV — CP 90 dias 54,9
PHBV — CP 180 dias > 60,0
PHBV/PCL (75/25) — CP 41,1
PHBV/PCL (75/25) — CP 90 dias 62,2
PHBV/PCL (75/25) — CP 180 dias 114,2
PHBV/PCL (50/50) — CP 48,9
PHBV/PCL (50/50) — CP 90 dias 67,5
PHBV/PCL (50/50) — CP 180 dias 68,9
PCL-CP 44,3
PCL — CP 90 dias 37,4

PCL — CP 180 dias 39,0
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Tais resultados confirmam a ocorréncia de degradagao hidrolitica no
caso do polimero PHBV, uma vez que este apresentou aumentos nos valores
de indice de fluidez ao longo do tempo de contato com a solugéo salina. Uma
vez que estes materiais apresentaram reducao nos valores de massa molar
ponderal média era esperado que apresentassem aumento do indice de
fluidez. O comportamento do PHBYV foi determinante nos resultados de indice
de fluidez apresentados pelas blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL
(50/50).

No caso do polimero PCL nao foram observados aumentos nos valores
de indice de fluidez, o que nao significa que o material ndo degradou, pois
conforme discutido no item anterior, a degradagado provavelmente ndo ocorre
de forma homogénea no corpo de prova, mas sim apenas na superficie deste.
Assim, como a analise empregou uma porgao representativa do corpo de prova
incluindo “bulk” e superficie, ndo foi possivel constatar alteragdes significativas
nos valores do indice de fluidez. Neste caso o indicio da degradacé&o sofrida foi
verificado pela reducdo na massa dos corpos de prova e, para confirmar o
comportamento observado foram realizadas outras analises térmicas, ensaio

mecanico de tracdo e MEV, cujos resultados sao descritos a seguir.

4.7.4 Termogravimetria— TG

A Termogravimetria (TG) permite verificar a estabilidade térmica de
materiais poliméricos, bem como a composi¢ao de blendas poliméricas. Assim
sendo, a analise foi realizada com as amostras que foram submetidas ao teste
de degradacao in vitro, para constatar alteracbes sofridas pelas amostras
poliméricas apods diferentes tempos em contato com solugao tampao fosfato, o
que pode auxiliar na compreensao dos mecanismos de degradacgéo envolvidos
quando isto ocorre.

As curvas obtidas pelas analises de TG para as amostras em estudo
antes e apds 90 e 180 dias em solugcdo tampao sdao mostradas nas Figuras
4.25, 4.26, 4.27 e 4.28. A Tabela 4.11 apresenta os valores das temperaturas

iniciais e finais de decomposicao dos materiais estudados.
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Verifica-se através da analise dos resultados obtidos que n&o houve
para nenhum dos materiais estudados, altera¢des significativas nos valores das
temperaturas iniciais e finais de decomposigéao.

Os graficos com as curvas individuais de cada material antes e ap6s 90

e 180 dias em contato com a solugao salina encontram-se no Anexo C.

Tabela 4.11 — Valores da Temperatura de perda de massa inicial (Ti) e final
(Tf) do PHBYV, PCL e suas blendas ao longo do tempo em contato com

solugao tampao salina

Temperatura de Perda de Massa (°C)
Material PHBV PCL

Ti Tf Ti Tf
PHBV CP 304 330 - -
PHBYV CP - 90d 306 332 - -
PHBV CP - 180d 306 332 - -
PHBV/PCL (75/25) C 307 334 406 444
PHBV/PCL (75/25) CP - 90d 305 334 406 444
PHBV/PCL (75/25) CP - 180d 305 334 406 445
PHBV/PCL (50/50) C 309 333 409 448
PHBV/PCL (50/50) CP - 90d 304 333 408 446
PHBV/PCL (50/50) CP - 180d 305 333 410 447
PCL CP - - 412 451
PCL CP - 90d - - 412 451
PCL CP - 180d - - 411 449
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Figura 4.25 — Curvas TG para o PHBV antes e apés 90 e 180 dias em

contato com a solugao tampao fosfato
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Figura 4.26 — Curvas TG para a blenda PHBV/PCL (75/25) antes e apés 90

e 180 dias em contato com a solugao tampao fosfato
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Figura 4.27 — Curvas TG para a blenda PHBV/PCL (50/50) antes e apés 90

e 180 dias em contato com a solugao tampao fosfato

120
PCL CP.001

R PCL CP 90 dias.001
——-  PCL CF 180 dias.001

100

Weight (%)

e e
Temperature (*C)

Figura 4.28 — Curvas TG para o PCL antes e apd6s 90 e 180 dias em contato

com a solugao tampao fosfato.
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4.7.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

Parametros relacionados ao comportamento térmico de polimeros
podem ser associados a sua morfologia e, desta forma a analise foi utilizada
para constatar possiveis alteragdbes morfolégicas sofridas pelos polimeros
submetidos ao teste de degradacgéo in vitro.

As Figuras 4.29, 4.30, 4.31 e 4.32 mostram as curvas obtidas por DSC
das amostras antes e apos 90 e 180 dias em solugao tampé&o. Na Tabela 4.12
€ possivel observar os valores de Tg, T¢, AH;, T, AHy € a porcentagem de
cristalinidade do PHBV e do PCL nas amostras estudadas. As porcentagens de
cristalinidade dos polimeros foram calculadas da mesma maneira descrita no
item 4.3.2.

Os graficos com as curvas individuais do resfriamento e do segundo
aquecimento de cada material, antes e apos 90 e 180 dias em contato com a

solucao salina, encontram-se no Anexo D.
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Figura 4.29 — Curvas DSC para o PHBYV antes e apés 90 e 180 dias em

contato com a solugao salina
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Figura 4.30 — Curvas DSC para a blenda PHBV/PCL (75/25) antes e apés 90

e 180 dias em contato com a solugao salina
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Figura 4.31 — Curvas DSC para a blenda PHBV/PCL (50/50) antes e apés 90

e 180 dias em contato com a solugao salina
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Figura 4.32 — Curvas DSC para o PCL antes e apos 90 e 180 dias em

contato com a solugao salina

Através dos resultados obtidos percebeu-se algumas variagdes nos
resultados ao longo do tempo de degradagéao in vitro, porém n&o houve, para
nenhum dos materiais estudados, alteragdes significativas nos valores da T,
no primeiro aquecimento. Analisando-se o segundo aquecimento também foi
observado que os valores de T, praticamente nio se alteraram.

Em relagdo a Ty observou-se uma redugdo minima nos valores do
polimero PHBV puro e do mesmo na blenda PHBV/PCL (75/25). Para a blenda
PHBV/PCL (50/50) ndo foram observadas variagbes ao longo do tempo de
degradacéo.

Para o polimero PHBV puro foi observado um pequeno aumento no
valor da temperatura de cristalizagéao ao comparar a amostra degradada por 90
dias com a amostra que nao foi degradada. Porém a amostra que permaneceu
180 dias em contato com a solugdo apresentou valor de T, igual a amostra nao
degradada. Para a blenda PHBV/PCL (75/25) observou-se que a T teve uma
pequena reducdo para a amostra degradada por 90 dias e apresentou um
aumento para a amostra degradada por 180 dias. Para a blenda PHBV/PCL

(50/50) notou-se um pequeno aumento de T, da amostra ndo degradada para
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a amostra de 90 dias, sem alteragao posterior para a amostra degradada por
180 dias.

Tabela 4.12 — Valores de Ty, T, AH: Tm, AHn, e Cristalinidade para o PHBV,
PCL e suas blendas ao longo do tempo de degradagao in vitro (a linha
clara representa os valores do 1°Aquecimento e a escura do
2°Aquecimento)

PHBV PCL
Materiais Tg Tc AHc Tm | AHm %C Tm | AHm %C
(°C) | (°C) | (Jlg) | (°C) | (J/g) (°C) | (Jl9)
] - - | 1632 | 588 | 409 | - ; -
PHBV - CP 03 | 7641 | 519 | 1636 | 570 | 35 | - : -
. i - _ | 1640 | 652 | 453 | - ; -
PHBV - CP - 90 dias 02 | 782 | 49.7 | 1643 | 543 | 32 | - ; -
. : - - | 1642 | 562 | 390 | - } -
PHBV - CP - 1 ’ ’ :
CP - 180 dias 205 | 760 | 504 | 1632 | 57.8 | 51 | - ; -
PHBVIPCL (75125) - P i - - | 1623 | 30,8 | 289 | 597 | 209 | 59,2
04 | 727 | 176 | 1637 | 409 | 218 | 562 | 230 | 651
PHBV/PCL (75/25) - CP - 90 dias  |———————|———— 1026 403 | 37.8 } 91 | 212 | 601
05 | 715 | 201 | 1636 | 41,0 | 196 | 56,4 | 250 | 706
PHBV/PCL (75/25) - CP - 180 dias - - - 1640 | 46,5 | 436 | 603 | 21,1 | 59,7
08 | 741 | 246 | 1636 | 390 | 136 | 56,8 | 205 | 580
- ) -~ | 1601 | 29,6 | 42,0 | 60,5 | 42,7 | 61,7
PHBV/PCL (50/50) - CP 14 | 740 | 134 | 1636 | 23,8 | 148 | 55,5 | 284 | 41,0
, } ) ~ | 1624 | 246 | 348 | 61,9 | 439 | 634
PHBV/PCL (50/50) - CP - 90 dias =0 o= 4537 [ 25.6 [ 165 | 566 | 348 | 50.2
. ] - - | 162,6 | 23,2 | 32,9 | 60,6 | 425 | 61,4
PHBV/PCL (50/50) - CP - 180 dias |0 62's [ 240 | 200 | 558 | 350 | 506
) i i ) ; ~ | 565 | 551 | 41.1
PCL-CP _ . ; ; . ~ 566 | 552 | 41,2
, 3 ; ; ; ) ~ | 566 | 604 | 450
PCL - CP - 90 dias - : : i i § 56,6 | 551 | 41.1
_ ) 3 . ; ) ~ | 566 | 585 | 437
PCL - CP - 180 dias i i i i i i 566 56.3 42.0

* grau ou indice de cristalinidade dos polimeros puros ou dos polimeros nas
blendas (normalizados pelos teores experimentais de PHBV e PCL nas blendas

poliméricas).

Segundo a literatura pode ocorrer um aumento na cristalinidade dos
materiais biorreabsorviveis semicristalinos durante o processo de degradagao
hidrolitica [41, 62]. Para o PHBV puro foi observado comportamentos diferentes
entre o primeiro e 0 segundo aquecimento, sendo que no 1° aquecimento a

porcentagem de cristalinidade da amostra degradada por 90 dias apresentou
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um aumento em relacdo a amostra ndo degradada, porém a amostra
degradada por 180 dias apresentou um valor de %C inferior ao valor da
amostra ndo degradada. No segundo aquecimento ocorreu o inverso, a
amostra degradada por 90 dias apresentou valor menor do que a amostra nao
degradada, enquanto que a amostra de 180 dias apresentou um aumento. Para
as blendas também foram observados resultados inversos, a blenda
PHBV/PCL (75/25) apresentou um aumento no valor de %C no primeiro
aquecimento e uma reducgao de %C no segundo aquecimento. Ao contrario da
blenda 75/25 a blenda PHBV/PCL (50/50) apresentou uma reducéo no valor de
%C no primeiro aquecimento e um aumento de %C no segundo aquecimento.
Para o PCL puro observou-se que nao houve alteracdo no valor de %C ao
longo de 180 dias de degradacéao, sendo este resultado semelhante ao que foi
relatado por Barbanti [62].

Os resultados obtidos indicam que a cinética de cristalizagdo das
blendas muda conforme se altera as porcentagens dos polimeros puros na
mistura. Em relagdo ao tempo de degradacgio hidrolitica, nota-se que ocorre
uma mudanga na cinética apds 90 dias em contato com a solugao salina.

Mais uma vez vale a pena ressaltar que para a realizacdo das analises
térmicas (TG e DSC) nas amostras submetidas ao teste de degradagao
hidrolitica, foram utilizados pequenos pedacgos (+x8mg) dos corpos de prova, e,
como a degradagao provavelmente ndo ocorre de forma homogénea no corpo
de prova, nao é possivel avaliar a degradagcdo somente através destas analises

térmicas.

4.7.6 Ensaio Mecanico de Tracgao

O comportamento mecanico de materiais poliméricos é
significativamente influenciado pela massa molar média, distribuicdo de massa
molar, bem como pela morfologia do material. Assim sendo, ensaios mecanicos
tém sido empregados para avaliacdo indireta da degradacédo sofrida por

materiais poliméricos [26].
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Neste estudo foram empregados os diagramas tensdo de tracdo x
deformacéo sob tracdo para verificar possiveis alteragdes no comportamento
mecanico das amostras submetidas ao teste de degradacéo in vitro.

Ap0ds os corpos de prova serem removidos da solugao salina e secados,
foram submetidos ao ensaio mecanico de tragao e os resultados obtidos estdo
apresentados nas Tabelas 4.13, 4.14, 4.15 e 4.16. As Figuras 4.33, 4.34, 4.35
e 4.36 mostram as curvas de tensao de tracdo em funcédo da deformacéo para
os materiais PHBV, PHBV/PCL (75/25), PHBV/PCL (50/50) e PCL,
respectivamente, através de uma curva representativa de cada tempo de
experimento do teste de degradagao in vitro.

Através dos resultados obtidos pode-se observar que ao comparar os
valores obtidos de Mddulo de Elasticidade em Tragao dos polimeros estudados
e de suas blendas, antes e apds contato com a solugao salina, verifica-se um
aumento no Modulo de Elasticidade em tragdo ao longo do tempo. Observa-se
também que houve um aumento na tensédo na ruptura em tragao para o PHBV
puro e para as blendas. Na analise do PCL nota-se que os valores
praticamente nao se alteraram. Em relagdo a deformagcao na ruptura houve
uma diminuicdo nos valores, no caso do PHBV chegando a uma redugéo de
44% nas amostras degradadas por 180 dias.

Os resultados obtidos sao coerentes com os resultados fornecidos por
SEC, sendo que conforme ocorre a diminuicdo das massas molares o polimero
PHBV se torna mais rigido, aumentando assim os valores de modulo e da

tensado na ruptura e diminuindo o valor de deformacéo.
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Tabela 4.13 — Valores de G, &, E, G, e & para o PHBV sob tragao, antes e

apos o contato com a solugao salina

= Deformacao . Tensdo na | Deformacéao
Tenséo no Médulo de
- no . . rupturaem | na ruptura
Materiais escoamento Elasticidade = ~
(Mpa) escoamento (Gpa) tracao em tragao
P (%) P (MPa) (%)

PHBYV - 0 dias 29,7+10 | 6,9+0,3 1,2+0,1 | 29,1+ 1,1 79+0,7

PHBYV - 30 dias 31,1+06 | 51+05 1,7+0,1 | 31,0+ 0,6 53+0,7

PHBYV - 60 dias 31,6+0,7 | 51+0,5 1,7+0,0 | 31,1+0,9 52+0,6

PHBYV - 90 dias 31,6+0,7 | 52+0,3 1,7+0,1 | 31,4+0,7 52+04

PHBV -120dias | 31,9+0,7 | 4804 1,8+0,1 | 31,8+0,7 48+0,5

PHBV -150dias | 32,2+04 | 48+0,3 1,7+0,0 | 321+04 49+0,5

PHBV -180dias | 29,8+15 | 45+0,7 1,7+01 | 29,7+1,5 44+0,7

35
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——~ 0 dias
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Figura 4.33 — Curvas Tensao em Tracao em fung¢ao da Deformacgao para
PHBYV puro antes e apos diferentes tempos em contato com a solugao

salina
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Tabela 4.14 — Valores de G, &, E, &, e & para o PHBV/PCL (75/25) sob

tracao antes e apds o contato com a solugao salina

Deformacgao Tensdo Deformacgao
Tensao no Modulo de na
. . no . na ruptura
Materiais escoamento Elasticidade | ruptura .
escoamento = em tragcao
(Mpa) (%) (GPa) em tragao (%)
(MPa)
PHBV/PCL (75/25) - 0 dias 250+1,0 9,0+04 0,9+0,1 11,7+6,6 | 28,3+17,3
PHBV/PCL (75/25) - 30 dias 27,8+0,5 58+04 14+00 |27,7+06| 5906
PHBV/PCL (75/25) - 60 dias 271+£1,0 52+0,6 1,4 +0,1 271+10| 51106
PHBV/PCL (75/25) - 90 dias 26,9+0,3 4,7+0,5 1,4+0,1 268+0,3| 46+04
PHBV/PCL (75/25) - 120 dias | 26,8 £ 0,5 3,9+0,3 1,5+0,0 |26,7+05| 3,9+0,3
PHBV/PCL (75/25) - 150 dias | 25,2 +0,9 3,5+0,2 1,5+0,1 251+09| 34+0,2
PHBV/PCL (75/25) - 180 dias | 25,4 +0,8 3,5+0,3 1,6 £ 0,1 253+0,8| 34+0,3
30
Al
25
— d
o /
S 20
(o)
AT
& 157
= —0dias
o 104 —— 30 dias
3 60 dias
= —— 90 dias
= 59 —— 120 dias
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Deformacéo (%)

Figura 4.34 — Curvas Tensao em Tragao em fung¢ao da Deformacao para a

blenda PHBV/PCL (75/25) antes e apods diferentes tempos em contato com

a solucgao salina
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Tabela 4.15 — Valores de G, €, E, & e & para o PHBV/PCL (50/50) sob

tracao antes e apd6s o contato com a solugao salina.

x Deformacao . Tensao na | Deformagao
Tensao no Modulo de
o no . ruptura na ruptura
Materiais escoamento t Elasticidade tracs tracs
(MPa) escoamento (GPa) em tragdo | em tragao
(%) (MPa) (%)
PHBV/PCL (50/50) - 0 dias 20,1+0,7 96+0,5 0,6 +0,1 15,8 +2,8 | 62,1 + 38,1
PHBV/PCL (50/50) - 30 dias 23,8+0,5 76+0,6 0,8+0,0 23,7+0,5 8,1+1,1
PHBV/PCL (50/50) - 60 dias 23,5+0,5 6,3+0,5 0,9+0,0 234 +0,5 6,1+0,4
PHBV/PCL (50/50) - 90 dias 22,7+0,8 54+0,6 1,0+£0,0 22,6+0,8 54+05
PHBV/PCL (50/50) - 120 dias | 22,4+ 1,8 46+0,9 1,0+£0,1 22,3+1,8 46+0,9
PHBV/PCL (50/50) - 150 dias| 19,5+ 1,0 35204 1,1+£0,0 19,4 +1,1 3,56+05
PHBV/PCL (50/50) - 180 dias | 18,5+ 0,7 3,2+0,3 1,1+£0,0 18,4 + 0,6 3,2+0,3
30
—— 0 dias
o5 —— 30 dias
] i 60 dias
< ——90 dias
CEL 20 —— 120 dias
< /1 150 dias
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Figura 4.35 — Curvas Tensao em Tragcao em fungao da Deformacgao para a

blenda PHBV/PCL (50/50) antes e apds diferentes tempos em contato com

a solugao salina
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Tabela 4.16 — Valores de G, €, E, G, e & para o PCL sob tragao antes e

apos o contato com a solugao salina

T = Deformacgao . Tensao na =
ensao no no Médulo de ruptura em Deformacgao
Materiais escoamento escoamento Elasticidade tragdo na ruptura em
(MPa) (%) (GPa) (MPa) tracao (%)
PCL - 0 dias 17,3£0,2 | 384,2+48| 0,3+0,0 17,2+0,2 | 386,5+4,2
PCL - 30 dias 20,0+ 0,1 11,2+£0,2 0,4+0,0 17,3+1,5 | 366,1 £ 16,3
PCL - 60 dias 201+0,2 | 11,2+0,3 0,4+£0,0 16,8 +1,5 | 364,4 +29,8
PCL - 90 dias 21,0+£04 | 11,204 0,4+£0,0 15,9+0,3 | 230,8 +70,4
PCL - 120 dias | 21,2+ 0,1 11,2+0,2 0,5+£0,0 17,2+1,2 | 296,5+ 87,6
PCL - 150 dias | 21,5+ 0,1 11,5+£0,2 0,5+0,0 16,4 +0,4 | 300,6 £10,9
PCL - 180 dias | 21,7 £ 0,1 11,5+£0,2 0,5+0,0 16,3+ 0,7 | 289,6 £ 74,6
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Figura 4.36 — Curvas Tensao em Tragao em fung¢ao da Deformacgao para a

PCL ao antes e apés diferentes tempos em contato com a solugao salina
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4.7.7 Analise de Microscopia Otica

A analise de microscopia otica foi realizada com o objetivo de pré-
selecionar amostras para a realizacdo da analise de microscopia eletronica de
varredura. Para isso a superficie de todos os corpos de prova apdés a remocao
da solugao salina, lavagem e secagem, foi analisada para comparagdo com a
superficie dos corpos de prova injetados que ndo foram submetidos ao teste de
degradacgao.

De uma maneira geral a superficie dos corpos de prova dos materiais
estudados estavam semelhantes. Foi observado que todos os corpos de prova
apresentavam riscos superficiais, provenientes do processo de injegdo dos
mesmos.

Nas Figuras 4.37, 4.38, 4.39 e 4.40, estdo ilustradas algumas
micrografias obtidas durante a realizagdo da analise por microscopia otica.

Em alguns dos corpos de prova foi notada a presengca de algumas
manchas com pontos brilhantes, provavelmente residuos da solucao utilizada
no teste de degradacao in vitro. Durante a realizagdo da analise por MEV foi
realizada uma analise de EDS, que confirmou a presenca dos elementos de Na
e K, provenientes da solugao.

Nao foi possivel observar nenhum ponto de inicio de degradacéo,

erosdes ou micro-trincas, pela analise de microscopia 6tica.
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(a) (b)

(c) (d)
(e) (f)
Figura 4.37 — Micrografia é6tica da superficie dos corpos de prova do

PHBV (a) 0 dias (b) 60 dias (c) 90 dias (d) 120 dias (e) 150 dias e (f) 180

dias em contato com a solugao tampao fosfato
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(e) ()
Figura 4.38 — Micrografia 6tica da superficie dos corpos de prova da
blenda PHBV/PCL (75/25) (a) 0 dias (b) 60 dias (c) 90 dias (d) 120 dias (e)

150 dias e (f) 180 dias em contato com a solugao tampao fosfato
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
Figura 4.39 — Micrografia 6tica da superficie dos corpos de prova da
blenda PHBV/PCL (50/50) (a) 0 dias (b) 60 dias (c) 90 dias (d) 120 dias (e)

150 dias e (f) 180 dias em contato com a solugao tampao fosfato
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f
Figura 4.40 — Micrografia 6tica da superficie dos corpos de prova do PCL
(a) 0 dias (b) 60 dias (c) 90 dias (d) 120 dias (e) 150 dias e (f) 180 dias em

contato com a solugao tampao fosfato



100

4.7.8 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Analises da superficie dos corpos de prova dos materiais estudados
foram realizadas por MEV. Foram analisadas amostras que nao foram
submetidas ao teste e aquelas que permaneceram 90 e 180 dias em contato
com a solugao salina. Foram também analisados alguns corpos de provas de
outros periodos do ensaio de degradagao in vitro, que foram pré-selecionados
através da analise de microscopia dtica.

Durante a realizacdo da analise de MEV foi também realizada analise
por EDS (Espectroscopia por energia dispersiva de raios X) em um corpo de
prova de cada material em estudo. As Figuras 4.41 e 4.42 mostram os graficos
obtidos para o polimero PHBV e para a blenda PHBV/PCL (75/25). Os
resultados obtidos para a blenda PHBV/PCL (50/50) e o polimero PCL foram
semelhantes ao da blenda PHBV/PCL (75/25).

Através dos graficos ilustrados nas Figuras 4.41 e 4.42 nota-se a
presenca de Silicio, proveniente do desmoldante utilizado durante o processo
de injecdo. Observa-se também a presencga dos elementos potassio e sddio,
que sao provenientes da solugdo tampao fosfato utilizada durante o ensaio de

degradacgao in vitro.
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Figura 4.41 — Resultado da analise de EDS para o PHBV
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Figura 4.42 — Resultado da analise de EDS para a blenda PHBV/PCL
(75/25)

As Figuras 4.43, 4.44, 4.45 e 4.46 ilustram as micrografias obtidas
através da analise por Microscopia Eletrénica de Varredura realizada na
superficie dos corpos de prova para os materiais PHBV, PHBV/PCL (75/25),
PHBV/PCL (50/50) e PCL, respectivamente.

Na Figura 4.43 pode-se observar alteragdes ao longo do tempo no caso
do polimero PHBV puro. Comparando as amostras resultantes do tempo de
seguimento 60 e 90 dias (Figura 4.43 (b) e (c)) com as que nao foram
submetidas ao teste (Figura 4.43 (a)) observa-se uma superficie com erosoes,
que se intensifica na amostra resultante do seguimento de 180 dias (Figura
4.43(f)). Observa-se na amostra de 150 dias (Figura 4.43 (e)) uma regido
bastante degradada.

Na blenda PHBV/PCL (75/25) observou-se que a superficie da amostra
resultante do tempo de seguimento 90 dias (Figura 4.44 (c)) apresenta mais
erosbes do que as amostras ndo submetidas ao teste (Figura 4.44 (a)) e
resultante do tempo de seguimento 180 dias (Figura 4.44 (d)). Como a analise
foi realizada somente em uma pequena amostra coletada de um dos corpos de
prova de cada material estudado, pode-se concluir que a degradagdao nao

ocorreu de forma homogénea e, segundo Barbanti e colaboradores [62] o
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mecanismo da degradacao in vitro dos polimeros biorreabsorviveis tem sido
avaliado nos ultimos anos e demonstra ser um processo heterogéneo ao longo
da extenséao superficial do material.

Através da morfologia da superficie da blenda PHBV/PCL (50/50)
verificada por MEV e ilustrada nas Figuras 4.45 (a), (b) e (c), observa-se que
nao ha muita diferenca na superficie entre as amostras resultantes do tempo
de seguimento 90 dias (Figura 4.45 (b)) e a amostra resultante do tempo de
seguimento 180 dias (Figura 4.45 (c)). Esse comportamento foi semelhante ao
observado nas amostras do polimero PCL puro, ilustrado nas Figuras 4.46 (a),
(b) e (c).
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Figura 4.43 — Micrografia (a) PHBV 0 dias (b) PHBV 60 dias (c) PHBV 90
dias (d) PHBV 120 dias (e) PHBV 150 dias (f) PHBV 180 dias em contato

com solugao tampao fosfato
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Figura 4.44 — Micrografia (a) PHBV/PCL (75/25) 0 dias (b) PHBV/PCL
(75/25) 60 dias (c) PHBV/PCL (75/25) 90 dias (d) PHBV/PCL (75/25) 180 dias
em contato com solugao tampao fosfato
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Figura 4.45 — Micrografia (a) PHBV/PCL (50/50) 0 dias (b) PHBV/PCL
(50/50) 90 dias (c) PHBV/PCL (50/50) 180 dias em contato com soluc¢ao
tampao fosfato
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Figura 4.46 — Micrografia (a) PCL 0 dias (b) PCL 90 dias (c) PCL 180 dias

em contato com solugao tampao fosfato
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Assim foi possivel confirmar as conclusées preliminares obtidas a partir
dos resultados de alteragdo de massa e variagdo da massa molar média dos
polimeros em estudo durante o teste de degradacédo in vitro. O PHBV
apresentou degradacao hidrolitica evidenciada pela alteragdo da morfologia
superficial dos corpos de prova ao longo do tempo e cisdo das cadeias no
interior do polimero devido a migragao de solugéo para o interior do polimero.
O PCL aparentemente ndo sofreu alteragdo na morfologia superficial, embora
tenha apresentado pequena reducdo nas massas dos corpos de prova no
periodo de 180 dias. E as blendas destes polimeros sofreram degradacao cujo
comportamento variou em fungcdo da composicdo das blendas. O aumento da
concentragdo do PCL na blenda aumentou a estabilidade a degradacéo

hidrolitica da mesma.

4.8 Conclusoes parciais

O teste de degradagao in vitro permitiu concluir que:

e O PHBV e o PCL sofreram degradagao hidrolitica quando em contato
com solugdo tampado fosfato a 37°C, implicando em alteragbes de suas
propriedades mecanicas ao longo de 180 dias;

e Os resultados indicam uma provavel diferengca quanto ao mecanismo de
degradacéo sofrida pelo PHBV e PCL.

4.9 Citotoxicidade

4.9.1 Citotoxicidade Indireta

Para ftoxicidade indireta foram analisados os materiais por dois

procedimentos diferentes, a contagem direta e o ensaio pelo 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo tetrazolium (MTT).
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Na avaliagao da toxicidade indireta por contagem direta dos polimeros
puros PHBV e PCL e para as duas blendas estudadas, foi observado que em
contato com os extratos dos polimeros, a contagem de células foi semelhante
estatisticamente a observada no controle negativo e bastante diferente do
controle positivo (Figura 4.47). Assim, caracterizou-se que os polimeros
estudados nao apresentam toxicidade indireta. Resultados semelhantes foram
obtidos pelo MTT que mostrou que os resultados referentes a todas as

amostras eram estatisticamente diferentes do controle positivo (Figura 4.48).
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Figura 4.47 — Toxicidade indireta dos polimeros avaliados por contagem

direta (nivel de significancia de 0,01)
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Figura 4.48 — Toxicidade indireta dos polimeros avaliados pelo MTT (nivel

de significancia de 0,01)

4.9.2 Citotoxicidade Direta

Por outro lado, quando foi realizado o teste para toxicidade direta, os
polimeros PHBV, PCL e as blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50),
mostraram resultados semelhantes ao controle positivo (Figura 4.49). Estes

dados indicam toxicidade por contato com os polimeros testados.
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Figura 4.49 — Toxicidade direta dos polimeros avaliados por contagem

direta (nivel de significancia de 0,01)
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4.9.3 Investigagcdo da adesao e morfologia das células Vero por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A partir das imagens obtidas por meio da MEV foi possivel observar a
adesao, morfologia e padrdao de crescimento das células Vero sobre os
materiais poliméricos.

As Figuras 4.50, 4.51, 4.52 e 4.53 apresentam as imagens de MEV dos
materiais poliméricos onde € possivel observar a adesao e espalhamento das
células Vero sobre a superficie dos polimeros, PHBV e PCL, e nas blendas
PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50). Foi observado o mesmo aspecto
fibroblastéide das células Vero sobre as blendas PHBV/PCL (75/25) e
PHBV/PCL (50/50).

Sobre o PHBV (Figura 4.50) foram encontradas células bem achatadas e
de morfologia irregular. Nao foram observados prolongamentos
citoplasmaticos, vesiculas e/ou microvilosidades sobre as células. Os mesmos
resultados se aplicam ao PCL (Figura 4.51). Por outro lado, alteragdes na
morfologia celular puderam ser vistas nas células que cresceram sobre as
blendas desses polimeros. Nas amostras de PHBV e PCL foram observadas
poucas células aderidas e estas quando localizadas encontravam-se isoladas

sem sinal de interacao célula-célula.
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(d)

Figura 4.50 — Microscopia Eletrénica de Varredura das células Vero
cultivadas por 24 h sobre o PHBYV, (a) e (b) aumento de 500x e (c) e (d)
aumento de 2.000x
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(d)

Figura 4.51 — Microscopia Eletronica de Varredura das células Vero
cultivadas por 24 h sobre a PCL, (a) e (b) aumento de 500x e (c) e (d)
aumento de 2.000x

Na blenda PHBV/PCL (50/50) (Figura 4.52) foram observadas células
mais alongadas que os polimeros puros. Também foi observada uma grande
quantidade de vesiculas e/ou microvilosidades sobre a superficie dessas
células. Prolongamentos celulares finos também foram identificados.
Resultados diferentes foram observados com a blenda PHBV/PCL (75/25)
(Figura 4.53), onde as células encontravam-se mais retraidas, ora com alguns

prolongamentos emitidos.
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(a) (b)

(d)
Figura 4.52 — Microscopia Eletréonica de Varredura das células Vero

cultivadas por 24 h sobre a blenda PHBV/PCL (50/50), (a) e (b) aumento de
500x e (c) e (d) aumento de 2.000x
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.53 — Microscopia Eletronica de Varredura das células Vero
cultivadas por 24 h sobre a blenda PHBV/PCL (75/25), (a) e (b) aumento de
500x e (c) e (d) aumento de 2.000x

As Figuras 4.54, 4.55, 4.56 e 4.57 apresentam as imagens obtidas por
MEV das laminulas onde as células Vero foram inoculadas e cultivadas junto

com os materiais poliméricos.

As células que cresceram sobre as laminulas de vidro, ao lado dos
polimeros, também mostraram certo padrao morfolégico entre as diferentes
amostras. As células que cresceram proximo ao PHBV (Figura 4.54) e o PCL
(Figura 4.55) mostraram-se alongadas e bastante achatadas, lembrando a
morfologia fibroblastica tipica. Por outro lado, algumas vezes foram

encontrados também com longos prolongamentos citoplasmaticos. Na blenda
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de PHBV/PCL (50/50) (Figura 4.56) foram observadas células em
espalhamento, possivelmente apds passarem por divisdo celular. Ja na blenda
PHBV/PCL (75/25) (Figura 4.57) observa-se a borda da camada celular com

células bem achatadas e em estado de confluéncia. Algumas células unidas

por prolongamentos celulares foram observadas.

Z25kV XZ, 888 18mm

(@) (b)
Figura 4.54 — Microscopia Eletronica de Varredura da superficie das
laminulas nas quais células Vero foram cultivadas em contato com o
PHBYV, (a) aumento de 500x e (b) aumento de 2.000x

X588 SB8Mm

(b)

Figura 4.55 — Microscopia Eletronica de Varredura da superficie das

laminulas nas quais células Vero foram cultivadas em contato com a PCL,

(a) aumento de 500x e (b) aumento de 2.000x
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(b)
Figura 4.56 — Microscopia Eletronica de Varredura da superficie das
laminulas nas quais células Vero foram cultivadas em contato com a
blenda PHBV/PCL (50/50), (a) aumento de 500x e (b) aumento de 2.000x
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(b)

Figura 4.57 — Microscopia Eletronica de Varredura da superficie das

laminulas nas quais células Vero foram cultivadas em contato com a
blenda PHBV/PCL (75/25), (a) aumento de 500x e (b) aumento de 2.000x

A morfologia € uma expressao da diferenciacédo da célula. Em cultura
celular, a morfologia esta diretamente relacionada com a interagédo, com a
adesdo, espalhamento e estabelecimento do fendtipo. Por sua vez, esses
parametros sao dependentes de condigdes como o meio de cultura,
(normalmente horménios e/ou fatores de crescimento) adicionados ao meio,
condicbes de temperatura e pressdo de O,/CO, e o substrato de crescimento
[117]. Nesse trabalho, a unica condigdo que variou nas culturas foi o substrato

de crescimento, ou seja, os polimeros e blendas estudados. Portanto, pode se
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interpretar as modificagdbes morfolégicas encontradas nas células como uma
alteracao no padrao de diferenciacao celular, que é bastante labil em condi¢des
de cultura [117, 118 e 119].

As células Vero, quando crescendo em superficies inertes como
laminulas de vidro ou placas de cultura, exibem uma morfologia irregular,
ligeiramente alongada, tipica de células fibroblasticas. Normalmente, podem
ser observados prolongamentos celulares de forma discreta, bem como
expansdes citoplasmaticas em pequeno numero. Vesiculas e/ou

microvilosidades podem ser observados na superficie da célula [120].

Sobre o PHBV as células n&o exibiram prolongamentos citoplasmaticos,
vesiculas e/ou microvilosidades em sua superficie. Alguns estudos do
comportamento de células cultivadas sobre blendas de PHBV/PLLA, bem como
os polimeros puros mostraram que a propor¢ao dos polimeros influencia
drasticamente o padrdo morfolégico da célula. Porém, em geral todos os
substratos apresentavam uma morfologia mais condizente com o status
secretor das células, ou seja, vesiculas e/ou microvilosidades na superficie e,
algumas vezes, elementos fibrosos que sao condizentes com a secregao de
matriz extracelular [121, 118]. Dentre as amostras aqui estudadas, as que
apresentaram um padrdo morfolégico celular compativel com o esperado foi a
blenda PHBV/PCL (50/50).

Células Vero com superficie lisa, quase sem irregularidades, seja com a
morfologia retraida ou alongada, ndo sdo comuns ao contato com biomateriais.
Prolongamentos nas superficies e expansdes citoplasmaticas sdo comuns ao
contato com diferentes polimeros biorreabsorviveis. Células Vero com a
superficie quase isenta de protuberancia foram descritas por MEV apenas em

ligas metalicas tendo titdnio como elemento basico [122].

A analise de MEV sugere que as blendas PHBV/PCL (75/25) e
PHBV/PCL (50/50) sejam no maximo citostaticos e ndo téxicos como indica o
primeiro teste de contagem direta. Provavelmente a citotoxicidade apresentada
por estes materiais esteja relacionada as caracteristicas superficiais dos

materiais, como por exemplo a impregnacdo do desmoldante empregado na
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injecao dos corpos de prova. Convém ressaltar a contaminagao da superficie
dos corpos de prova com tracos de silicio conforme constatado pela analise de
EDS (item 4.7.8).

4.10 Conclusoées parciais

Os polimeros PHBV e PCL ndo apresentam efeitos citotoxicos, porém
em se tratando de preparo de dispositivos biomédicos € importante avaliar
também os parametros de processo, bem como os aditivos utilizados tais como

o desmoldante empregado nos processos de injegao.
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5 — CONCLUSOES

A Tese de Doutorado, desenvolvida com o objetivo principal de estudar
as blendas poliméricas do poli(hidroxibutirato-co-valerato) - PHBV com a poli(e-
caprolactona) — PCL visando a sua aplicagdo na confecgao de dispositivos de
osteossintese, constatou que é viavel o processamento dos polimeros PHBYV,
PCL e das blendas PHBV/PCL, através de extrusdo e de injecédo. Entretanto,
observou-se durante o processamento do PHBV (com 12% de Valerato), que
este copolimero nado apresenta uma estabilidade térmica satisfatéria. Foi
possivel a constatacdo visual da degradagdo termooxidativa do PHBV,
caracterizada pela acentuada alteracéo de cor apds o processamento.

Concluiu-se através das analises térmicas e da caracterizacao
morfolégica que as blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50) foram
imisciveis, nas condigbes empregadas neste trabalho.

Os resultados dos ensaios mecanicos demonstraram que as blendas do
PHBV com PCL foram mais flexiveis que o PHBV, sendo que o PCL age como
um modificador de impacto para o PHBV.

Através dos testes de degradacao in vitro pode-se concluir que o PHBV
e o PCL sofreram degradacdo hidrolitica quando em contato com solug&o
tampao fosfato a 37°C, implicando em alteracbes de suas propriedades
mecanicas ao longo de 180 dias. As blendas de PHBV e PCL apresentaram um
comportamento intermediario aos dos polimeros puros, variando de acordo
com a composigao.

Foi observado que os polimeros PHBV e PCL nao apresentam efeitos
citotdoxicos, poréem em se tratando de preparo de dispositivos biomédicos é
importante avaliar também os parametros de processo, bem como os aditivos
utilizados tais como o desmoldante empregado nos processos de injegao.

A mistura do PCL ao PHBYV viabiliza a melhoria das propriedades do

PHBYV para aplicagdes como dispositivos de osteossintese.
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6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Analisar a possibilidade da estabilizagdo térmica dos polimeros PHBV,
PCL e das blendas PHBV/PCL, com o emprego de estabilizantes
atéxicos e avaliar o comportamento resultante desta estabilizagado por

aditivagao;

» Incluir estudos do comportamento reolégico na preparagdo e na

interpretacdo da morfologia da blenda PHBV/PCL;

» Aprimorar as caracterizagdes de massa molar e de viscosidade de
solugdes diluidas dos polimeros da blenda PHBV/PCL,;

» Realizar caracterizacdo de massa molar considerando a retirada de

amostras em diferentes posi¢des dos corpos de prova;

» Realizar estudo da degradagéo in vitro em tempos superiores a 180 dias;

» Fazer analise de microscopia eletronica de varredura da fratura das

amostras apos a degradacéo in vitro;

» Estudar a degradacao in vitro do PHBV, PCL e suas blendas em outros

meios, como por exemplo, solugcées de NaOH.

> Realizar ensaios de citotoxicidade com filmes dos materiais em estudo;

> Realizar ensaios in vivo dos materiais em estudo.
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ANEXO A

As curvas do primeiro aquecimento, resfriamento e segundo
aquecimento obtidas via DSC para os polimeros puros PHBV e PCL e para as
blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50) encontram-se nas Figuras A1,
A2, A3 e A4.
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Figura A2 — Curvas DSC para a blenda PHBV/PCL (75/25)
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ANEXO

B

resultados dos ensaios preliminares de tracao,

143

utilizando a

velocidade de 5mm/min para a realizagdo dos ensaios, para o polimero puro
PHBV e para as blendas PHBV/PCL (75/25) e PHBV/PCL (50/50) encontram-

se na Tabela B1. E os resultados dos ensaios preliminares de tragcdo do

polimero puro PCL, variando a velocidade do ensaio, encontra-se na Tabela

B2.

Tabela B1 — Resultados do ensaio de tragao, velocidade de 5mm/min

= Deformagao . Tensao na | Deformacao
Tensao no Médulo de
. no . ruptura na ruptura
Materiais escoamento Elasticidade = =
(MPa) escoamento (GPa) em tragdo | em tracao
(%) (MPa) (%)
PHBV 26,6 +0,8 6,8+0,4 1,1+ 0,1 26,4+0,9 76+0,9
PHBV/PCL (75/25)| 23,5+0,9 89+1,0 0,8+0,1 179+£53 | 26,2+ 11,1
PHBV/PCL (50/50)| 20,1+1,6 |262,4+143,5| 0,5+0,0 19,5+2,5 [289,2+77,9

Tabela B2 — Resultados do ensaio de tragdo para a PCL, variando a
velocidade do ensaio

= Deformacgao . Tensao na | Deformacgao
Tensao no Médulo de
.. no . . ruptura em | na ruptura
Materiais escoamento Elasticidade = =
(MPa) escoamento (GPa) tracao em tragao
(%) (MPa) (%)

PCL (5mm/min)* 18,2 390,5 0,3 18,0 379,8
PCL (50mm/min) 17,3£0,2 384,2+4,8 0,34+£0,0 17,2+0,2 386,56 +4,2
PCL (100mm/min) 17,2+ 0,2 3896+14 0,2+0,2 17,1+01 383,9+8,6
PCL (200mm/min) 16,3+0,2 200,9+0,0 0,4+0,0 15,9+0,1 383,1+4,9

* Para a velocidade 5mm/min ndo tem desvio-padrdo porque o ensaio foi

realizado com somente um corpo de prova, devido ao longo tempo de duragao

do ensaio.




144



145

ANEXO C

As curvas TG obtidas para o PHBV, para as blendas PHBV/PCL (75/25)
e PHBV/PCL (50/50) e para o PCL, realizadas com os corpos de provas dos
materiais antes da degradacao in vitro encontram-se nas Figuras C1, C4, C7 e
C10, respectivamente. As curvas realizadas apés 90 dias de degradagéo in
vitro encontram-se nas Figuras C2, C5, C8 e C11. E as curvas realizadas apés

180 dias de degradacéo in vitro encontram-se nas Figuras C3, C6, C9 e C12.
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ANEXO D
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Figura D6 — Curva DSC para a blenda PHBV/PCL (75/25) apés 180 dias de
degradacao in vitro
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Figura D7 — Curva DSC para a blenda PHBV/PCL (50/50)
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Figura D8 — Curva DSC para a blenda PHBV/PCL (50/50) apés 90 dias de
degradacao in vitro
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Figura D9 — Curva DSC para a blenda PHBV/PCL (50/50) apés 180 dias de

degradacgao in vitro
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Figura D10 — Curva DSC para a PCL
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Figura D11 — Curva DSC para a PCL apés 90 dias de degradacgao in vitro
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Figura D12 — Curva DSC para a PCL apé6s 180 dias de degradagao in vitro





