Estudo da Degradacao “/n Vitro” de Blendas de
Poli(B-Hidroxibutirato) (PHB) / Poli(L-Acido Latico)
(PLLA) na Forma de Filmes

Mirela Vanin, Cesar C. Santana
Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP

iris L. Torriani
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron e Instituto de Fisica GW, UNICAMP

Tomas Privelic
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron

Eliana A. R. Duek
Faculdade de Engenharia Mecanica, UNICAMP

Resumo: Neste trabalho foi realizado um estudo de avaliagdo da degradagdo “in vitro” da blenda biorreabsorvivel poli(B-
hidroxibutirato) (PHB) / poli(L-4acido latico) (PLLA). As blendas PHB/PLLA na forma de filmes, nas composi¢des 0/100,
30/70, 50/50, 70/30 e 100/0 (% em massa), foram obtidas pelo método de evaporacao do solvente. Os filmes obtidos foram
imersos em solugao tampao fosfato salino, PBS, (pH 7,4) por 12 meses em banho termostatizado a 37 °C. As amostras foram
caracterizadas por MDSC, TG, DMA, SEM, WAXS e SAXS, antes e apds o processo de degradagdo. Os resultados mostra-
ram que a blenda PHB/PLLA ¢ imiscivel em todas as composic¢des estudadas, apresentando morfologia com separagao de
fases. Observou-se que o PLLA perdeu propriedades mecanicas de tragdo mais rapidamente que o PHB, durante o processo
de degradagdo, tornando-se mais quebradico. Verificou-se também aumento no grau de cristalinidade e na espessura do
periodo longo das cadeias poliméricas nas blendas em fungdo da degradagdo, sugerindo aumento da lamela cristalina.

Palavras-chave: Blendas, polimeros biorreabsorviveis, biomateriais, poli(B-hidroxibutirato) (PHB), poli(L-dcido lético)
(PLLA).

In Vitro Study of Degradation of Poly(B-Hydroxybutyrate) (PHB) / Poly(L-Lactic Acid) (PLLA) Blends in the Form of
Films

Abstract: In this work, “in vitro” degradation of poly(B-hydroxybutyrate) (PHB) / poly(L-lactic acid) (PLLA) blends was
evaluated. Films of PHB/PLLA blends, in the compositions 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 and 100/0 (% weight), were
fabricated by casting. The films obtained were immersed in a phosphate buffer solution, PBS (pH 7.4) for 12 months. The
samples were characterized by MDSC, TG, DMA, SEM, WAXS and SAXS, before and after the degradation process.
The results showed that the PHB/PLLA blends are immiscible and present phase separation as indicated by microscopy.
The PLLA loses mechanical properties faster than PHB, during the degradation process. It was observed that the blends
increased their crystallinity degree and long period thickness as a function of degradation time.

Keywords: Blends, bioreabsorbable polymers, biomaterials, poly(B-hydroxybutyrate) (PHB) and poly(L-lactic acid) (PLLA).

Introdugao

Ao longo das ultimas décadas, implantes biorreabsor-
viveis tém sido experimentados e utilizados em muitos
procedimentos cirdrgicos, como por exemplo, fixagao de
fraturas, substituigdo Ossea, reparo de cartilagem, entre
outros. Dependendo dos componentes do polimero, esses
materiais s3o modelados a fim de apresentar propriedades
funcionais adequadas para cada utilizagdo, sendo que as

propriedades do polimero resultam da associagdo de fato-
res mecanicos, térmicos e viscoeldsticos!!.

O entendimento e o controle do processo de degradagio
destes polimeros, bem como o efeito de seus produtos de
degradacdo no organismo vivo ¢ de fundamental impor-
tancial?!.

A degradagio destes materiais pode ocorrer por meio de
varias reacdes: oxidagao, reducdo, eliminagio, isomerizacao,
e outras, por agdo de enzimas ou ndo. A biorreabsorgao de
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polimeros ¢ dividida em dois estagios: decomposi¢ido e
absorcdo. Somente polimeros constituidos por ligagdes meta-
bolicas ou seus andlogos com ligagdes hidrolisaveis sdao
biorreabsorviveistl.

Atualmente, os poli(o-hidroxiacidos) que sdao poliéste-
res alifaticos derivados de acido glicdlico, D,L- e L-acido
lactico, B-hidroxibutirato e e-caprolactana, sdo os polimeros
que mais tém encontrado aplicagdes na area biomédica como
polimeros biorreabsorviveis para protese e liberacdo contro-
lada de farmacos. A melhoria em algumas propriedades
destes materiais, como permeabilidade, taxa de biodegradagao,
propriedades de tensdo, tém sido alcancadas por copoli-
merizagdo de poliésteres e poli(éter-éster)es*°l.

A hidrdlise quimica de cadeias instaveis ¢ o principal
mecanismo na degradagio polimérical'’l. O primeiro evento
mensuravel na degradacdo dos poli(o-hidroxi ésteres) é a
perda de resisténcia mecanica devido ao decréscimo da mas-
sa molar. As cadeias poliméricas sdo soluveis no fluido
extracelular quando a massa molar esta abaixo de 7000
daltons. Neste momento, o material possui resisténcia meca-
nica muito baixa e o polimero comega a fragmentar-se devi-
do a tensdo mecanica local!l,

Para polimeros semicristalinos a degradag@o hidrolilica
ocorre em duas fases. Na primeira fase, a d4gua penetra na
superficie do dispositivo, atacando preferencialmente as ca-
deias quimicas da fase amorfa, convertendo longas cadeias
poliméricas em cadeias menores, e finalmente em fragmen-
tos solaveis. Devido a isso, ocorre inicialmente uma redugao
na massa molar da fase amorfa sem a perda das propriedades
fisicas. Em seguida, inicia-se a perda das propriedades fisi-
cas e a agua comega a fragmentar o dispositivo. Na segunda
fase, ocorre o ataque enzimatico dos fragmentos. A
metabolizagao aos fragmentos resulta em uma rapida perda
de massa polimérical!®,

A degradagio de polimeros “in vivo” difere da degradacgao
“in vitro”, principalmente porque “in vivo” o implante esta
submetido aos esforgos mecanicos. Alguns fatores que con-
tribuem para a degradagdo, resultando em gas carbonico e
agua, representam importante papel tanto na degradacdo “in
vitro” como na “in vivo”. A taxa de degradacao do polimero
“in vitro” e “in vivo” depende ndo somente da composi¢ao
quimica, mas também do tamanho, forma, e da superficie
do implante. Estes sdo fatores que podem ser sistematicamente
variados e avaliados nas situagdes de teste “in vitro”. As pro-
priedades especificas, tais como, massa molar inicial, distri-
buigdo de massa molar, grau de cristalinidade e taticidade
podem ser controladas e avaliadas antes da implantagdo ou
do teste de degradagio em solugdo tampaol®l.

As respostas do hospedeiro ao material implantado sdo
fatores que influenciam na degradagao, porém ndo podem ser
controlados. Sendo que, estes fatores causam diferengas entre
a degradaco “in vitro” e “in vivo”. Num implante 6sseo, por
exemplo, a capacidade de cicatrizagdao de um implante indivi-
dual e de tamponamento do hospedeiro sdo dois dos muitos
fatores que influenciam os resultados da osteosintese usando
implantes biodegradaveis. Além disso, a biocompatibilidade

188

do fixador da fratura implantado esta relacionada ao tama-
nho do implante e ao sistema imunolégico do hospedeiro. Es-
tes mecanismos de defesa diferem em cada espécie e ainda
em cada individuo de uma mesma espéciel®.

Dentro do contexto apresentado, os polimeros biorreabsor-
viveis PHB e PLLA representam bons candidatos para utiliza-
¢ao como implantes temporarios na area médica. Dentre as
propriedades discutidas e tidas como importantes para tal utili-
zagao, verifica-se que o PHB possui propriedades mecanicas
inferiores as do PLLA, porém o PHB mantém tais proprie-
dades por mais tempo durante o processo de degradagao, suge-
rindo que a blenda PHB/PLLA pode vir a apresentar melhores
propriedades mecénicas do que o PLLA puro. Assim, o desen-
volvimento de um novo biomaterial, a blenda PHB/PLLA,
representa possibilidade de aplicagdo na area médica, contri-
buindo para o avango da tecnologia de implantes temporarios
e melhorando a qualidade de vida de futuros pacientes.

Com base neste estudo bibliografico, o presente trabalho
buscou avaliar o processo de degradagao “in vitro” das blendas
PHB/PLLA em diferentes composicdes, através das técni-
cas de analise MDSC, TG, DMA, SEM, WAXS e SAXS; a
fim de analisar seu comportamento durante o processo de
degradagao hidrolitica.

Experimental

Materiais

Os polimeros empregados na preparagio da blenda poli(B-
hidroxibutirato) (PHB)/ poli(L-acido latico) (PLLA) nas
composicdes 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 e 100/0 foram: PHB
da Aldrich e PLLA da PURAC, ambos de grau analitico. O
solvente usado foi o hexafluorisopropanol (HFIP) da Aldrich,
grau analitico.

A solugdo tampao fosfato salino, PBS, pH 7.4, utilizada,
foi preparada a partir de reagentes de grau analitico obtidos
da Merck e agua milli-Q, deionizada.

Métodos
Preparagdo das blendas PHB/PLLA

As blendas foram preparadas empregando-se a técnica
de solubilizagdo seguida de evaporagao do solvente, “casting”.
Os polimeros foram solubilizados em HFIP, em frasco
fechado sob agitagdo magnética por 2 horas, obtendo-se uma
solucdo polimérica a 7% (m/v). Apos a solubilizacao dos
polimeros no solvente, a solu¢ao polimérica foi vertida numa
placa de vidro, que era colocada em uma cuba de vidro total-
mente fechada para a lenta evaporagdo do solvente, por 48
horas. O filme obtido foi seco em estufa a vacuo a 60 °C por
8 horas, e depois armazenado em embalagem plastica no
dessecador por 3 semanas para estabilizagdo do processo de
cristalizagdo das amostras.

Ensaio de degradagdo “in vitro” e caracterizagdo

Para o ensaio de degradagdo “in vitro”, os filmes foram
colocados em tubos fechados, com 20 mL de solugao tampao
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fosfato salino pH 7,4 em um banho termostatizado a 37 °C. A
solucdo PBS era trocada periodicamente, ¢ amostras das
blendas eram retiradas do banho a cada dois meses até um
maximo de doze meses de ensaio de degradagdo. As amos-
tras retiradas do banho eram lavadas com agua milli-Q e
com etanol PA, e secas em estufa a vacuo a 60 °C por 8
horas. As amostras degradadas e secas foram caracterizadas
para acompanhar o processo de degradagao, através das téc-
nicas: calorimetria diferencial de varredura modulada
(MDSC), termogravimetria (TG), analise dindmico mecanica
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(DMA), microscopia eletronica de varredura (SEM), difracao
de raios-X (WAXS) e espalhamento de raios-X a baixos
angulos (SAXS).

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra alguns termogramas de fluxo de calor
irreversivel do primeiro ¢ segundo aquecimento. A Tabela 1
apresenta alguns dados de temperatura de transigdo vitrea (Tg),
de cristalizagdo (Tc), de fusdo (Tm), entalpias de cristalizagdo
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Figura 1. Curvas de MDSC obtidas para blendas de PHB/PLLA, em diferentes tempos de degradagéo: (A, C, E) 1°aquecimento ¢ (B, D, F) 2° aquecimento.
As anélises foram feitas sob atmosfera de N, e nas condigdes: 1° aquecimento: de 25 a 210° C com rampa de 10° C/min. e modulagdo de +/-0,5 °C/min.; 2°
aquecimento: de -30 a 210 °C com rampa de 1 °C/min. ¢ modulac@o de +/- 0,5 °C/min.
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Tabela 1. Dados de temperatura de transigao vitrea (Tg), de cristalizagdo (Tc), de fusdo (Tm), entalpias de cristalizagdo (AHc), de fusdo (AHf) e grau de

cristalizagdo (yc), obtidos da analise de MDSC, para blendas de PHB/PLLA.

Filmes Tg Tc AHc ™m AHf xc Xc
(°C) (°C) (J/g) (°C) (J/g) (%) (%)
PHB/PLLA  Aquecimento PHB  PLLA PHB  PLLA PHB  PLLA PHB PLLA TOTAL PLLA PHB
1° — — — — — — — 176 40 43 —
0/100
0 meses
20 — 56 — 88 — 25 — 177 44 — —
1° — — — — — — — 169 84 90 —
0/100
12 meses
20 — 51 — 81 — 38 — 161 54 — —
1° — — — — — — 177 57 30 20
50/50
0 meses
20 -1 51 33 71 10 13 165 177 58 — —
10 — — — — — — 175 76 41 26
50/50
12 meses
20 — 53 — 71 — 13 172 177 71 — —
10 — — — — — — 175 — 89 — 61
100/0
0 meses
2° -1 — 31 — 13 — 168 — 97 — —
1° — — — — — — 175 — 99 — 68
100/0
12 meses
20 1 — 34 — 15 — 171 — 100 — —

(AHc), de fusdo (AHf) e grau de cristalizagao (c), da analise
de MDSC.

Mesmo usando o DSC com temperatura modulada, nao foi
possivel observar as Tg’s no 1° aquecimento, possivelmente
porque o método de preparagdo das amostras, “casting” propor-
cionou maior cristaliza¢do das amostras. Tal afirmacgao se baseia
em resultados diferentes destes, obtidos pelos autores num estu-
do paralelo com amostras preparadas por mistura fisica no esta-
do fundido. Além disso, no caso das blendas, a presenca do
PHB que ¢ altamente cristalino também contribuiu para tal
processo. Assim, a porgao amorfa ficou muito pequena dificul-
tando a detecc@o da Tg no 1° aquecimento, pelo equipamento.

Através dos resultados do 2° aquecimento, verificou-se que
as blendas sdo imisciveis, apresentando duas Tg’s. Ainda no
2° aquecimento, o PLLA puro apresentou decréscimo na Tg
em fungio da degradacdo, de 56 para 51° C, conforme Tabela 1.
Para as blendas PHB/PLLA observou-se aumento nas Tg’s
devido a alta cristalinidade dificultando a mobilidade das
cadeias amorfas. Enquanto que, o PHB nfo apresentou
mudangas significativas nos valores da Tg. O PLLA puro (2°
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aquecimento) apresentou decréscimo na Tc e aumento no AHc
em fungdo da degradagdo. O decréscimo na Tc pode ser atri-
buido a rapida relaxacdo de cadeias com menor massa
molecular relacionada a degradagdo hidrolitica. Tais cadeias
cristalizam-se mais facilmente necessitando de menores tempe-
raturas de cristalizagdo. O aumento do AHc e da cristalinidade,
em fungdo da degradagdo, verificados aqui, tem sido consta-
tado e discutido por outros autores!>’'?], Neste estudo, acre-
dita-se que houve um rearranjo de cadeias menores geradas
pelo proprio processo de degradacao com a conseqiiénte forma-
¢ao de novos cristais. A Tm do PLLA puro decresce tanto no 1°
como no 2° aquecimento, porque o processo de degradacao, ou
diminui¢do da massa molar, do PLLA promove a formagao de
novos cristais, de menor massa molar, os quais podem ser fun-
didos com menores energias e temperaturas. As Tm’s para as
blendas e para o PHB puro permanecem constantes. O AHf
para todas as amostras aumenta em fungio da degradacao, assim
como o grau de cristalinidade.

A Figura 2 e Tabela 2 apresentam alguns resultados obtidos
da termogravimetria (TG). As curvas de TG (Figura 2) mostram
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Figura 2. Curvas de perda de massa (%) em fungdo da temperatura da ana-
lise de TG para blendas de PHB/PLLA, em diferentes tempos de degrada-
¢do. As analises foram realizadas sob atmosfera de N,, e com uma taxa de
aquecimento de 10° C/min.
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Tabela 2. Valores das temperaturas de inicio (T on set) e maxima
velocidade (T peak) de perda de massa e % de perda de massa para blendas
de PHB/PLLA, em diferentes tempos de degradacao “in vitro”.

PHB/

T

Perda de massa

PLLA ‘) ‘) (%)
000 PHB PLLA PHB PLLA PHB PLLA
0. — 8 — 35 — 8
4 — 34— 3 — 89
6 — 34 — 36 — 8
0 — 36 — 35 — o4
12— 205 — 39 — 9
3070 PHB PLLA PHB PLLA PHB PLLA
O 26 3 281 363 28 62
4 266 338 280 360 30 64
10 268 338 284 360 29 67
12 270 388 282 360 32 62
50550 PHB PLLA PHB PLLA PHB PLLA
0. 38 32 280 32 49 47
4 265 333 278 32 51 50
10 270 33 281 258 52 46
12 270 333 280 357 52 45
70030 PHB PLLA PHB PLLA PHB PLLA
m;&s 268 324 276 344 63 29
4 264 324 278 344 69 30
10 266 326 280 347 70 27
12 267 325 277 45 69 27
1000 PHB PLLA PHB PLLA PHB PLLA
0. w4 — . — 97—
4 267 — w1 — 98 —
6 26 — 277 — w0 —
10 266 — 216 — 99 —
12 265 — 2758 — 100 —

on set

peak

= temperatura de inicio de perda da massa
T = temperatura de maxima de perda de massa

191



Vanin, M. et al. - Estudo da degradacéo “In Vitro” de blendas de PHB/PLLA na forma de filmes

um Unico estagio de perda de massa para os homopolimeros e
dois para as blendas, relativos a perda de massa do PHB e do
PLLA, respectivamente, que também variam de acordo com a
porcentagem em massa de cada componente da blenda.

Analisando os resultados apresentados na Figura 2 e na Tabela
2, verifica-se que o PLLA puro sofreu degradagio parcial no
periodo de 12 meses de ensaio, apresentando decréscimos de
51 €36 °C para T, g € Tpeu» Tespectivamente. O decréscimo
nas temperaturas foi mais significativo apds 10 meses de degra-
dagao. Esse fato também foi observado nas analises de MDSC,
DMA e SEM. Ainda para o PLLA puro, verifica-se um acrésci-
mo na porcentagem de perda de massa em torno de 11% duran-
te a degradagdo. Para as misturas ndo se verifica variagao
significativa nos valores das temperaturas analisadas, T, . €
Tpeak que permanecem constantes durante o periodo de degra-
dacdo. O mesmo pode ser observado para o PHB puro.

Analisando a Tabela 3 relativa a analise de DMA, obser-
va-se que os homopolimeros apresentam uma Tg, enquanto
as blendas apresentam duas, indicando imiscibilidade, con-
cordante com o resultado de MDSC.

Pode-se observar também através da Tabela 3 que as Tg’s
aumentam em fungdo da degradagao, possivelmente devido
ao aumento da cristalinidade das amostras durante tal pro-
cesso. Além disso, pdde-se notar perda de propriedades meca-
nicas do PLLA puro e das blendas PHB/PLLA 30/70 e 50/50.
Nao foi possivel fazer a analise de DMA para tais amostras
apods periodos de 6 e/ou 10 meses, ja que as amostras fica-
ram quebradicas, devido a degradagao.

As amostras apresentaram-se esbranquicadas apds um perio-
do de dois meses de ensaio de degradagao hidrolitica. Analisan-
do as amostras macroscopicamente, observou-se que os filmes
degradaram, pois as amostras comegaram a se quebrar, perden-
do propriedades mecanicas como ja discutido na analise de
DMA, sobretudo o PLLA puro e as misturas 30/70 e 50/50.
Ferreiral'” também observou na mistura PLLA/PHBV que o
PLLA apresentou-se quebradi¢o com a degradagao hidrolitica.

Tabela 3. Temperaturas de transigéo vitrea (Tg), das curvas de modulo de
perda (E”) e damping (tan §) para as blendas PHB/PLLA, obtidas por DMA.

Tempo de Tg (°C)do E" Tg (°C) da Tand
PHB/ =
PLLA degradacéo
(meses) PHB PLLA PHB PLLA
0 — 47 — 67
0/100 4 — 45 — 54
6 — 49 — 72
0 6 68 10 71
50/50
6 12 66 12 66
0 6 — 13 —
100/0 6 13 — 20 —
12 17 — 23 —
192
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Figura 3. Micrografias da analise de SEM: (a) superficie PLLA puro (0
més aumento 1000x); (b) superficie PLLA puro (10 meses aumento 200x);
(c) superficie da fratura 50/50 (4 meses aumento de 5000x); (d) superficie
da fratura 50/50 (6 meses aumento de 5000x).
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Tabela 4: Resultados das analises de WAXS (grau de cristalinidade) e
SAXS (periodo longo) das blendas PHB/PLLA durante a degradagao
hidrolitica.

Periodo longo

Tempo de Grau de
FT LEX degradacéo L&) Cristalinidade
(meses) PHB PLLA x (%)

0 — 205 76
0/100

4 — *447 82

0 69 137 71
50/50

4 69 *447 84

0 71 — 82
100/0

4 70 — 84

Analisando a Figura 3, referente a analise de SEM, veri-
fica-se que apos 10 meses de ensaio de degradagio, as amos-
tras de PLLA puro apresentam trincas caracterizando a
ocorréncia de degradagao durante tal periodo. Com relagao as
blendas, verificou-se que a blenda que apresentou maior evi-
déncia de degradagao foi a 50/50, pois no tempo zero obser-
vou-se nitida separacdo de fases, e com a degradagdo foi
possivel verificar que uma das fases vai degradando. Com
seis meses tem-se a amostra totalmente porosa e com 12 meses
sO se observa uma fase, como se a outra tivesse sido retirada,
no caso degradada. Sugere-se que a fase que degradou foi a
do PLLA, ja que através das micrografias e das analises
de MDSC e DMA, o PLLA apresenta maior varia¢gdo em suas
propriedades térmicas e mecanicas, caracterizando sua degra-
dacdo. O PHB aparentemente ndo apresenta mudancas
morfoldgicas que caracterizem um processo de degradagao.

Resultados similares foram observados por Koyamal'3! que
estudou a degradagao hidrolitica da mistura P(R)-3-HB/P(R,
S)LA, o autor concluiu que o P(R, S)LA acelera o processo
de cisdo das cadeias de P(R)-3-HB, devido ao efeito catalitico
dos oligdmeros de P(R, S)LA na matriz de P(R)-3-HB.

As analises de WAXS confirmaram o aumento do grau de
cristalinidade em funcédo da degradagdo que pode ser verificado
através da Tabela 4. A largura a meia altura dos picos caracte-
risticos da cristalizagdo diminuiram com a degradagio; saben-
do que, o tamanho dos cristalitos é inversamente proporcional
a largura a meia altura dos picos de difragdo, pode-se sugerir
que os cristalitos crescem em funcao da degradagao.

Através das analises de SAXS pode-se obter valores de
q" (pico de interferéncia) e pela equagdo de Bragg (d,=2m/q")
consegue-se obter valores referentes ao periodo longo (d,)
que caracteriza I (lamela cristalina) + 1, (lamela amorfa). O
menor valor de q" detectavel pelo equipamento é de 0,015
A Portanto, pode-se inferir que o maior periodo longo obser-
vado pelo equipamento é de 447A.

As analises de SAXS mostraram que a espessura do pe-
riodo longo (espessura da camada amorfa + espessura da
camada cristalina) das amostras cresce em funcdo da degra-
dagdo (vide Tabela 4). O pico de interferéncia caracteristico
do PLLA puro ou na blenda desaparece, provavelmente por
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estar num valor de q* abaixo do limite detectavel pelo equi-
pamento. Assim, pode haver uma inter-relagdo entre aumen-
to da espessura do periodo longo e crescimento dos cristalitos,
sugerindo aumento da espessura da camada cristalina, con-
cordando com o aumento da cristalinidade em fungio da degra-
dagdo observado pelas analises de MDSC e DMA.

Conclusoes

Através da caracterizagdo das amostras degradadas con-
cluiu-se que o PLLA degrada-se mais rapidamente que o PHB,
e que durante a degradagao tém-se um aumento da cristali-
nidade das amostras. Verificou-se que, apesar do PHB apre-
sentar propriedades mecanicas inferiores as do PLLA, o PHB
consegue manté-las por mais tempo, enquanto que o PLLA
apresenta-se quebradico em poucos meses de ensaio. Pode-
se sugerir entdo que as blendas apresentam vantagens em rela-
¢do ao tempo de degradacio e propriedades mecanicas quando
comparadas ao PLLA puro.
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