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RESUMO

Biomaterial pode ser definido como sendo materiais naturais ou sintéticos destinados
a interagir com sistemas biologicos para avaliar, tratar, ampliar ou substituir qualquer
tecido, 6rgado ou funcdo do corpo. O critério geral utilizado para a selecdo de
materiais poliméricos utilizados em dispositivos meédicos incluem propriedades
mecanicas e tempo de degradacdo apropriado para a aplicagdo. Esses materiais
também ndo devem causar respostas imunes ou toxicas, além de serem
metabolizados pelo organismo ap6s o cumprimento de suas fun¢des. Tanto o PLGA
guanto o PHB séo polimeros reabsorviveis onde as ligacdes ésteres sofrem hidrolise
podendo originar cadeias menores (oligbmeros até monémeros), com terminacdes
acidas com o decorrer de sua degradacdo. Os seus produtos de degradacdo séo
reabsorvidos e excretados e, portanto, ndo acumulam no organismo. A obtencao de
blendas ou misturas mecéanicas entre dois polimeros biodegradaveis pode ser
utilizada de forma eficaz para modificar as propriedades fisicas e mecéanicas dos
polimeros individuais. O objetivo desse trabalho foi produzir, caracterizar fisico
guimicamente e avaliar a citotoxicidade dos filmes poliméricos obtidos a partir de
blendas de PLGA e PHB. Tanto os filmes quanto as blendas foram produzidos
através da técnica de solvent casting. Apos a obtencéo dos filmes poliméricos, estes
foram caracterizados através das técnicas de MEV, FTIR, DRX, DSC, TGA e ensaio
de trac&do. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada utilizando o ensaio in vitro do
MTT. Os resultados sugeriram que as blendas formadas pelo PLGA e PHB podem
ser imisciveis independente da proporcdo dos polimeros e que seriam necessarios
mais ensaios para avaliar essa hipotese. Utilizando a proporgéo 90:10 foi possivel
observar uma pequena melhora nas propriedades mecanicas. No ensaio de
citotoxicidade observou-se ainda que as blendas s&o aparentemente menos
citotoOxicas que seus componentes puros. Conclui-se que o0s materiais aqui
estudados apresentam caracteristicas mecanicas e bioldgicas que os habilitam para

possivel utilizagdo como biomateriais.

PALAVRAS-CHAVE: blendas, PLGA, PHB, biodegradavel, citotoxicidade.



ABSTRACT

Biomaterial can be defined as material natural or synthetic designed to interact with
biological systems to evaluate, treat, augment or replace any tissue or organ function
of the body. The general criteria used for the selection of polymeric materials used in
medical devices include mechanical properties and degradation time appropriate for
the application. These materials also should not cause toxic or immune responses,
and are metabolized by the body after fulfilling its functions. Both PLGA and the PHB
are resorbable polymers where the ester bonds undergo hydrolysis may yield smaller
chains (oligomers to monomers), with sour endings in the course of their degradation.
Their degradation products are reabsorbed and excreted, and therefore does not
accumulate in the body. Obtaining mechanical mixtures or blends of two
biodegradable polymers can be utilized effectively to modify the physical and
mechanical properties of the individual polymers. The aim of this work was to
produce, characterize physico-chemically and evaluate the cytotoxicity of the polymer
films obtained from blends of PLGA and PHB. Both films as the blends were
produced by solvent casting technique. After obtaining the polymer films, these were
characterized by the techniques of SEM, FTIR, XRD, DSC, TGA and tensile testing.
The cytotoxicity in vitro assay was performed using the MTT. The results suggested
that the blends formed by PLGA and PHB can be immiscible, independent of the
proportion of polymers and that more trials are needed to evaluate this hypothesis.
Using the ratio 90:10 was possible to observe a slight improvement in the mechanical
properties. In the cytotoxicity assay was observed that the blends are apparently less
cytotoxic than their pure components. It is concluded that the materials studied here
have mechanical and biological characteristics that enable them to be used as

biomaterials.

KEY-WORDS: Blends, PLGA, PHB, biodegradable, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Um biomaterial pode ser definido como sendo um material destinado a interagir com
sistemas biolégicos para avaliar, tratar, ampliar ou substituir qualquer tecido, 6rgao
ou fungcdo do corpo (WILLIAMS, D.F. 1999). Os biomateriais desempenham um
importante papel na saude humana, sendo 0s polimeros como, por exemplo, o
silicone, o poliuretano, os poliésteres alifaticos e os polihidroxialcanoatos, o0s
principais materiais desse grupo. De acordo com suas propriedades de degradacéo,
0s polimeros utilizados como biomateriais podem ser classificados como

biodegradaveis ou ndo biodegradaveis (TIAN, H. et al., 2012).

A utilizacdo de biomateriais bioreabsorviveis na area médica tem aumentado a cada
ano. Dentre estes biomateriais destacam-se 0s polimeros a base do poli (L-acido
lactico-co-acido glicélico), PLGA e do poli (3-hidroxibutirato), PHB, cujas principais
caracteristicas sao apresentar curto tempo de degradacao e por isso, sdo aplicados
em dispositivos para liberacdo controlada de medicamentos, suturas, e/ou na
regeneracao guiada de tecido, dentre outros. Em sistemas ndo degradaveis existe a
necessidade da retirada do dispositivo do organismo, enquanto 0s sistemas
degradaveis sdo convertidos em substancias biologicamente compativeis que
excluem a necessidade de um procedimento cirdrgico para a retirada desse
dispositivo. E de grande importancia que os polimeros, bem como os seus produtos
de degradacdo sejam biocompativeis e ndo toxicos. A utilizacdo de sistemas
biodegradaveis, para aplicacdes temporarias, sdo 0s mais indicados, pois evitam
implicagBes indesejadas como o alto custo referente aos procedimentos cirurgicos,
aumento do risco de infeccbes e um menor tempo de observacdo que sao

relacionadas quando ha retirada de um implante (VOOREN, 2012).

O estudo de materiais poliméricos sintéticos (artificiais) biodegradaveis tem sido
focado no desenvolvimento de dispositivos terapéuticos como proteses temporarias,
scaffolds tridimensionais porosos para engenharia de tecidos bem como para
aplicacdes farmacologicas, como liberacdo controlada de farmacos. Algumas

aplicacbes atuais dos polimeros biodegradaveis incluem (1) grandes implantes,
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como parafusos 0sseos, placas Osseas e reservatérios de contraceptivos, (2)
implantes pequenos, como grampos, linhas de sutura e nano ou micro veiculos de
liberacdo de farmacos, (3) membranas finas ou filmes para guiar a regeneracao de
tecidos e (4) malhas multiflamentosas ou estruturas porosas para engenharia de
tecidos (VERT, M. 2005).

O critério geral aplicado para a selecdo de materiais poliméricos utilizados em
dispositivos médicos incluem propriedades mecéanicas e tempo de degradacao
apropriado para o propoésito médico. Esses materiais também ndo devem causar
respostas imunes ou toxicas, além de serem metabolizados pelo organismo apdés o
cumprimento de suas fungdes. O conhecimento sobre as propriedades dos materiais
€ essencial por causa de sua influéncia sobre o resultado bioldgico,
biocompatibilidade e toxicidade do dispositivo. Existe hoje uma grande variedade de
polimeros, sintéticos e naturais, que estdo sendo utilizados para fins médicos
(BARBANTI et al., 2005; TIAN, H. et al., 2012; GHANBARZADEH, 2013).

Recentemente, 0s avancos na engenharia de tecidos, medicina regenerativa, terapia
génica e liberacdo controlada de farmacos aumentaram a necessidade do
aprimoramento das propriedades dos biomateriais. Cada tipo diferente de aplicacao
desses materiais requer propriedades especificas, como por exemplo, os scaffolds
gue devem possuir uma boa biocompatibilidade, favorecer a adeséo celular além de
possuir uma degradacao controlada, ou seja, controle do tempo e produtos gerados

nesse processo (TIAN, H. et al , 2012).

O PLGA ((poli L-acido lactico-co-acido glicdlico)), obtido por meio da
copolimerizacdo aleatéria de PLA e PGA, é bastante investigado para aplicacdes
biomédicas e vem sendo utilizado em dispositivos carreadores e com liberagcéao
controlada de farmacos, engenharia de tecidos, scaffolds e implantes em geral
(MIDDLETON, J.C., TIPTON, A.J. 1998; PORJAZOSKA et al., 2004; BARBANTI et
al., 2005). Uma vantagem particular é que, pelo fato de o PLA e PGA possuirem
propriedades muito diferentes, a escolha cuidadosa da composi¢cdo do copolimero
permite a otimizacdo do PLGA para as aplicacfes previstas, ou seja, de acordo com

as diferentes composicdes e a aplicacdo desejada pode-se variar tempo de
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degradacéao e as propriedades mecanicas. Por exemplo, um aumento na proporcéo
da quantidade de PGA em relacéo ao PLA pode acelerar o tempo de degradacédo do
PLGA (KOTSAR, A. et al., 2008; GHANBARZADEH, 2013). A importancia ainda de
se estudar esses materiais se justifica pelo fato de que o processo de degradacéo
por hidrélise geram produtos metabdlicos que sdo absorvidos pelo organismo, tais
como o acido lactico e acido glicélico. Dessa forma, o PLGA se apresenta em geral
altamente biocompativel e atdxico com varios tecidos, além de ser facilmente

processado em diferentes dispositivos (MANO et al., 2004).

Os poli-hidroxialcanoatos sdo poliésteres biodegradaveis, que podem ser produzidos
por duas vias: as sintéticas e as bacterianas. No caso, a via bacteriana foi utilizada
para obtencdo do polimero mais comum dessa familia o poli (3-hidroxibutirato) (ou
PHB). A biossintese desse polimero por fermentacéo aerébica (bactéria do género
alcaligeno) seguida de extracdo e purificacdo gera um polimero isotético e
semicristalino. Neste trabalho optou-se pelo uso do polimero bioldgico (pureza de
99%), com processamento através de solvente natural (vide instrucdo de uso no
apéndice - PHB Industrial - Biocycle®) devido sua biocompatibilidade, facilidade de
processamento e a degradacdo que tornam o PHB um excelente candidato também

para o uso em engenharia de tecidos (ULERY, et al., 2011).

Tanto o PLGA quanto o PHB sao polimeros reabsorviveis e produzem acidos com o
decorrer de sua degradacdo. Os seus produtos de degradacdo sao reabsorvidos e
excretados e, portanto, ndo acumulam no organismo (VOOREN, 2012,
SIONKOWSKA et al., 2011).

A obtencé&o de blendas ou misturas mecéanicas entre dois polimeros biodegradaveis
pode ser utilizada de forma eficaz na modificacdo das propriedades fisicas e
mecanicas desses (FWU-LONG, M., et al.,, 2002). Nesse trabalho obtiveram-se
filmes a partir de blendas de PHB e PLGA, estes filmes foram caracterizados fisico-
guimicamente, e ainda foram avaliadas suas caracteristicas bioldgicas e

biocompatibilidade.
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Com tais controles das propriedades, as aplicacdes clinicas do PLGA, PHB ou suas
blendas tém aumentado expressivamente nos ultimos anos, em especial no campo
da ortopedia como dispositivos para fixacao de fraturas na regido cranio-maxilofacial,
suportes diversos para crescimento celular e dispositivo para liberacdo controlada de
medicamentos. Além destas aplicacdes das blendas de PLGA/PHB, em especial na
forma de membranas, também tem indicagdo em stents urolégicos e na regeneragao
guiada de tecido osteocondrais ou tecidos epidérmicos (Jain et al., 2000; QUENTAL
et al., 2010).

Os objetivos deste trabalho foram produzir, caracterizar e estudar a resposta
citologica dos filmes puros e blendas destes materiais. A técnica de processamento
secagem do solvente permitiu sintetizar filmes puros de PLGA e PHB, além das
blendas (50:50, 70:30 e 90:10, respectivamente). A estrutura e topografia desses
materiais foram confirmadas através analise de microscopia eletrénica de varredura
(MEV), difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia de infravermelho (FTIR). As
propriedades térmicas foram estudadas por DSC, sendo ratificado também através
do estudo "in vitro" (ensaio de MTT) das membranas que todos 0os materiais ndo sao

citotoxicos.
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OBJETIVOS: GERAL E ESPECIFICOS

Objetivo geral

Produzir, caracterizar fisicoquimicamente e avaliar a biocompatibilidade de filmes

poliméricos obtidos a partir de blendas de PLGA e PHB.

2.2.

Objetivos especificos

Obter filmes puros de PLGA e PHB e suas blendas com diferentes
concentracfes dos polimeros através da técnica de solvent casting ou

evaporacao de solvente.

Caracterizar a composicdo quimica e estrutural dos filmes obtidos mediante

as técnicas:

-microscopia eletronica de varredura (MEV),

-espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),

-difracdo de raios X (DRX),

Avaliar o comportamento térmico através da analise termogravimétrica (TGA)

e da calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Avaliar as propriedades mecéanicas através do ensaio de tracéo dos filmes

Avaliar a citotoxicidade in vitro, por contato direto, utilizando o ensaio

colorimétrico de reducdo do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomateriais

No campo cientifico das areas relacionadas a engenharia de tecidos e medicina
regenerativa, um biomaterial é definido como sendo uma substancia ou material que
foi projetado para assumir uma forma que, tanto sozinho ou como parte de um
sistema complexo, € utilizado para direcionar, pelo controle das interacbes com o0s
componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer sistema terapéutico ou de
diagndéstico. Em outras palavras, um biomaterial € utilizado para substituir ou auxiliar
na funcdo do tecido enquanto em contato com ele, quer internamente, quer
externamente (CHEN, Q. et al, 2013; WILLIAMS, D.F. 1999).

A utilizacdo dos biomateriais em determinados tecidos exige um estudo minucioso
que vai desde o local do organismo onde sera utilizado, o tipo de material a ser
utilizado em sua confeccgéo, a tecnologia de obtencdo do material e o processo de
confeccdo do produto final (GHANBARZADEH, 2013). Esses fatores podem alterar
requisitos imprescindiveis a um biomaterial, uma vez que este é desenvolvido para
ser utilizado em contato intimo com o tecido vivo e € essencial que o material
implantado ndo cause qualquer efeito prejudicial aos tecidos do hospedeiro e
orgaos. O maior desses requisitos € sem duvida a biocompatibilidade do mesmo
com o tecido a ser implantado, ou seja, ele deve permitir o crescimento das células e
sua adesao bem como seu funcionamento normal e produzir com iSSO uma resposta
imunologica insignificante (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006; O'BRIEN, 2011;
CHEN, Q. et al, 2013).

Com o intuito de atender as necessidades da comunidade biomédica, materiais
metalicos, ceramicos e poliméricos tém sido pesquisados. Entre eles, os polimeros
possuem um grande potencial principalmente pela flexibilidade existente na quimica
gue possibilita através da sintese desses materiais uma grande diversidade de
propriedades fisicas e mecanicas. Polimeros degradaveis sdo os de maior interesse,
pois esses biomateriais sdo capazes de ser degradados e excretados ou

reabsorvidos sem remocao ou revisdo cirargica (ULERY, 2011).
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Algumas das propriedades mais importantes que sdo esperadas em biomateriais
biodegradaveis sdo (1) o material ndo deve causar uma resposta toxica ou
inflamatoria quando implantado no corpo; (2) deve ter uma duracéo aceitavel, sendo
essa variavel de acordo com a aplicacéo; (3) seu tempo de duracao funcional deve
ser compativel com o processo de cura ou de regeneracdo; (4) deve ter
propriedades mecanicas apropriadas para a aplicacdo indicada e a variacdo dessas
propriedades ao longo da degradacdo do material deve ser compativel com o
processo de cura ou regeneracao; (5) os produtos da degradacdo devem ser nao
toxicos, metabolizaveis pelo organismo e de facil excrecdo e (6) deve apresentar a
permeabilidade e processabilidade adequadas a aplicacdo intencionada (LLOYD,
A.W. 2002).

3.2. Polimeros biodegradaveis e biomateriais

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados de acordo com sua
composicdo quimica, origem e método de sintese, método de processamento,
importancia econbmica, aplicacdo, etc. A classificacdo esquematica dos polimeros
de base biolégica baseada em suas origens e aos métodos de producdo, esta
representada na Figura 1 (GHANBARZADEH, B., ALMASI, H., 2013).



Figura 1 - A classificacdo esquemética dos polimeros de base biologica
baseada em suas origens e aos métodos de producao.
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Fonte: GHANBARZADEH, B., ALMASI, H., 2013. Os retangulos vermelhos evidenciam os polimeros

utilizados nesse trabalho.

Os biomateriais desempenham um importante papel na area da saude, sendo o0s
polimeros, tanto sintéticos como naturais, 0s principais materiais desse grupo. De
acordo com suas propriedades de degradacdo, os polimeros utilizados como
biomateriais podem ser classificados como biodegradaveis ou ndo biodegradaveis
(NAIR, L.S., LAURENCIN, C.T. 2007).

Os polimeros biodegradaveis séo utilizados principalmente como grandes implantes
(parafusos 0sseos e placas Osseas), linhas de sutura, veiculos de liberacdo de
farmacos, membranas finas ou filmes para a regeneracdo de tecidos e também na
engenharia de tecidos. Os estudos desenvolvidos com esses polimeros
biodegradaveis tém sido focados no desenvolvimento de dispositivos como proteses

temporarias, scaffolds tridimensionais para engenharia de tecidos bem como para



21

aplicacdoes farmacolégicas, como liberacdo controlada de farmacos (VERT, M.
2005).

Atualmente, os avancos na engenharia de tecidos, medicina regenerativa, terapia
génica e liberacdo controlada de farmacos promoveram a necessidade de novas
propriedades de biomateriais como a biodegradabilidade. Os polimeros biologicos e
0s sintéticos tém atraido atencdo dos pesquisadores, porém, para aplicacbes
meédicas, 0s sintéticos tornaram-se uma alternativa atrativa, pois, apesar da maioria
dos polimeros de origem bioldgica apresentar uma boa biocompatibilidade, algumas
podem desencadear uma resposta imunologica no corpo humano. Essa resposta
pode ser minimizada através da utilizacdo de um biomaterial polimérico sintético
apropriado (TIAN, H. et al., 2012).

O critério geral para a escolha dos materiais poliméricos utilizados em dispositivos
médicos incluem propriedades mecanicas adequadas ao tipo de aplicacdo e tempo
de degradacdo apropriado para o propésito médico. Esses materiais também ndo
devem causar respostas imunes ou toxicas, além de serem metabolizados pelo
organismo apos o cumprimento de suas funcdes. Apesar de existirem muitos
polimeros que tém sido desenvolvidos e utilizados para fins médicos, o grupo dos
polimeros alifaticos e dos polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo ainda muito explorados
por causa das propriedades encontradas em seus componentes, dentre esses
polimeros encontram-se o PLGA e o PHB. O grande interesse na utilizacdo desses
esta no fato de que os seus produtos de degradacao sao reabsorvidos e excretados
e, portanto, ndo acumulam no organismo (VOOREN, 2012; TIAN, H. et al., 2012).

3.3. Poli (3-hidroxibutirato) - PHB

O poli (3-hidroxibutirato), figura 2, € o polimero mais comum da familia dos poli-
hidroxialcanoatos (PHAS) (ULERY et al., 2011). Os PHAs séo poliésteres produzidos
naturalmente por uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias gram-
negativas e gram-positivas, ocorre geralmente sob condi¢gbes de limitagdo de
nutrientes. (CHEN, Q. et al, 2013).
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Figura 2 - Estrutura do PHB.

Fonte: FURUKAWA, T. et al., 2005.

Esse poliéster linear é sintetizado e catabolizado por numerosos organismos e por
esse motivo, ndo surpreende o fato de ser biodegradavel. O PHB é acumulado por
varias bactérias, onde serve como reserva intracelular de carbono e fonte de energia
em casos onde ha escassez externa de carbono. A producdo do PHB pode ser
realizada através de um processo biossintético (Figura 3) que é baseado na
fermentacdo de acUcares por bactérias Alcaligenes eutrophus. O PHB, como a
maioria dos outros PHAs, é altamente cristalino, quebradico e relativamente
hidrofébico (QUENTAL, et al., 2010; PHB INDUSTRIAL, 2014, FURUKAWA, T. et al.,
2005).
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Figura 3: Fluxograma de producé&o do PHB.
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Fonte: PHB Industrial, 2014.

E sdo suas propriedades fisicas e mecanicas alguns dos fatores que limitam a
utilizacdo do PHB, pois séo consideradas inferiores as de seus copolimeros. O
polimero tem uma polidisperséo estreita e um grau de cristalinidade, da ordem de
50%. Este elevado grau de cristalinidade torna o polimero muito fragil. PHB tem a Tg
em torno de 5°C e a temperatura de fusdo depende de sua composicao, podendo
variar de 160°C a 180°C. (GHANBARZADEH, B., ALMASI, H., 2013; QUENTAL, et
al., 2010; PHB INDUSTRIAL, 2014).
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Por causa das suas propriedades, estudos como a producdo de filmes com
orientacdo das cadeias poliméricas e até mesmo a producao do PHB com estruturas
nao convencionais a fim de gerar novas propriedades (resisténcia mecanica e
controle de degradacao) em aplicacdes clinicas diversas. Apesar disso sabe-se que
filmes produzidos pela metodologia de evaporacdo do solvente, muito utilizada, séo
geralmente bastante frageis e a orientacdo das cadeias poliméricas sdo dificeis de
ser reproduzida de forma consistente. A alta cristalinidade do PHB é também um
obstaculo a sua aplicacdo na area médica, uma vez que ela diminui a sua taxa de
absorcéo pelo organismo (QUENTAL, et al., 2010; LUTKE-EVERSLOH, et al., 2001;
GHANBARZADEH, B., ALMASI, H., 2013).

O principal produto de sua degradacdo € o é&cido 3-hidroxibutirico que ocorre
naturalmente no corpo humano, o que torna a utilizacdo desse polimero como
biomaterial favoravel (VOOREN, 2012). E por causa disso o PHB possui uma baixa
toxicidade e tem sido estudado para a utilizacdo em valvulas cardiacas, pele
artificial, dispositivos com liberacdo controlada de drogas, implantes, entre outros. Ja
foram estudadas ou estdo em desenvolvimento a aplicacdo dos filmes de PHB em
remendos gastrointestinais e neurais para cobrir grandes lesfes abertas e também
na cobertura de feridas (SODIAN et al., 2000; GHANBARZADEH, B., ALMASI, H.,
2013; CHEN, Q. 2013).

3.4. PLGA

O PLGA (poli L-acido lactico-co-acido glicolico), obtido a partir da copolimerizacao
aleatéria do PLA (acido poli-latico) e PGA (acido poli-glicélico) (Figura 4), € o
polimero biodegradavel mais investigado para aplicacbes biomédicas e tem sido
utilizados em suturas, dispositivos para liberacdo de farmacos e engenharia de
tecidos (ULERY, 2011).
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Figura 4 - Sintese de poli (L-acido lactico-co-acido glicolico), (PLGA).
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Fonte: MIDDLETON, J.C. (2000).

Diferentes formas de PLGA podem ser obtidas de acordo com as proporcdes dos
mondmeros constituintes, por exemplo, o PLGA 80:20 é composto de 80% de &cido
latico e 20% de acido glicélico. Devido a existéncia de diferentes copolimeros, estes
podem possuir diferentes niveis de amorfismo e/ou baixa cristalinidade. O tempo de
degradacédo esta relacionado com propor¢cédo das unidades de PLA e PGA. Quanto
maior a quantidade de PGA, menor o tempo requerido para a degradagdo. A
degradacdo do PLGA ocorre através da hidrdlise de suas ligacdes éster e ttm como
produto os monémeros de acido lactico e acido glicélico, estes podem ser eliminados

do organismo através de vias metabdlicas (VOOREN, 2012).

Além da degradacao, a resisténcia mecanica, o comportamento de inchamento, a
capacidade de se submeter a hidrélise do polimero também sdo diretamente
influenciados pelo grau de cristalinidade do PLGA, que é dependente do tipo e da
razdo molar dos componentes de mondmero na cadeia de copolimero (ULERY,
2011; MAKADIA, et al., 2011).

3.5. Blendas

A fim de ajustar as propriedades dos biopolimeros para a aplicacdo desejada, uma
ampla variedade de procedimentos é utilizada para a modificacdo, tal como a

utilizacdo de plastificantes, a incorporacdo de cargas e reforcos de mistura e de
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modificacdo de impacto. O objetivo da mistura pode ser a melhoria ou ajuste de
propriedades para uma determinada aplicacdo. Os objetivos mais comuns s&o: a
reducdo de custos, a melhoria das propriedades mecénicas em geral ou a
diminuicdo da sensibilidade a agua. As misturas de polimeros podem formar
sistemas misciveis, imisciveis ou parcialmente misciveis, dependendo da
segregacdo de fase e as interagBes entre os componentes poliméricos. Uma boa
miscibilidade pode levar a uma mistura de polimeros uniforme, com propriedades
fisicas desejadas ou melhoradas (TANADCHANGSAENG, N., YU, J. 2013; IMRE,
2013).

Os termos relacionados a miscibilidade (miscivel e imiscivel) referem-se as
propriedades intrinsecas do par polimérico, formando sistemas homogéneos ou néo.
Ja os termos referentes a compatibilidade (compativel e incompativel) referem-se as
caracteristicas de desempenho do material, ndo importando a sua morfologia. Se a
combinacdo das propriedades é vantajosa e corresponde a expectativa, a
compatibilidade dos polimeros em questao é boa, e eles sao incompativeis quando
as propriedades ndo sdo aceitdveis. A compatibilidade pode ser modificada,
enquanto a miscibilidade n&o, pois essa é uma propriedade termodinamica
intrinseca do sistema (AKCELRUD, L. 2007).

Similarmente aos polimeros de engenharia e de mercadorias, a maior parte das
combinac¢Bes de biopolimeros é apenas parcialmente miscivel, formando misturas
com estrutura heterogénea. As propriedades de todos os sistemas poliméricos
heterogéneos, incluindo particulas de polimeros preenchidos, compaésitos reforcados
com fibras e misturas sdo determinados por quatro fatores: propriedades dos
componentes, composi¢ao, estrutura e interagdes. As interacdes quimicas sdo muito
importantes em blendas do que em outros materiais poliméricos heterogéneos, uma
vez que elas determinam a solubilidade reciproca das fases, a espessura e as
propriedades da interfase formada durante a mistura e a estrutura da mistura
(SANTOS, 2009; IMRE, 2013).

De acordo com Sionkowska (2011), a miscibilidade dos componentes é um aspecto

importante na determinacdo das propriedades das blendas e existem técnicas
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simples, rapidas e de baixo custo para o estudo e avaliacdo da miscibilidade. Entre
essas técnicas estao a utilizacdo da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) para
a determinacdo dos numeros de temperaturas de transicdo vitrea (Tg), a
viscosimetria e também a espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR.)

Apesar da pouca literatura sobre blendas entre PLGA e PHB, é possivel encontrar
varios estudos sobre blendas de PLA e PHB. A partir desses artigos foi possivel
desenvolver uma matriz de experimentos para processamento e avaliacdo das

propriedades fisico-quimica e biologica dessas blendas.

3.6. Biocompatibilidade e ensaios de citotoxicidade

De acordo com WILLIAMS, D.F. 1999, biocompatibilidade € a propriedade que um
material possui de estabelecer uma resposta adequada no hospedeiro em
determinada aplicacdo. Em alguns trabalhos a biocompatibilidade do biomaterial é
classificada de acordo com a sua capacidade de induzir: uma morte celular ou de
tecidos (citotoxicidade); a formacéo de cancer (carcinogenicidade); danos aos genes
(mutagenicidade); respostas imunes (pirogenicidade e alergenicidade) ou induzir a

coagulacao sanguinea (trombogenicidade) (CHEN, Q. et al, 2013).

A andlise da biocompatibilidade consiste em uma sequéncia de ensaios e inclui
testes “in vitro” (usando células e tecidos), testes “ex vivo” (quando necessario),
modelos animais e estudos clinicas (3 fases distintas). Varias diretrizes e
procedimentos foram criados para esta finalidade, por exemplo: organizacdes
padrées nacionais e internacionais (como a Sociedade Americana para Testes de
Materiais, da sigla em inglés ASTM), organiza¢bes internacionais (como a
Organizacgao Internacional para Padronizacéo, da sigla em inglés ISO), e agéncias
federais internacionais (como a FDA e Instituto Nacional de Saude, da sigla em
inglés NIH). Os ensaios “in vitro” utilizando cultura de células foram utilizados com
sucesso para avaliar a citotoxicidade de biomateriais. O modelo celular “in vitro”

proporcionou uma alta versatilidade para analisar os aspectos primordiais da
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biocompatibilidade de biomateriais. Certamente, este modelo é muito Util para se
estudar fungdes (e/ou mecanismos pertinentes) de uma linhagem celular por um
periodo de tempo; contudo, tal procedimento proporciona uma visdo limitada da
complexa relacdo celular, biomacromoléculas no meio fisiolégico. As células
utilizadas sdo de culturas permanentes de linhagens provenientes de bancos de
células (L-929, SaoS-2, HOB, CHO-K1, Vero, etc). Geralmente sdo preferiveis
linhagens celulares permanentes na realizagdo de crescimento “in vitro”, devido a
sua maior reprodutibilidade e menor variabilidade nos resultados, no entanto, cultura
de células primaria também sdo utilizadas, apesar de apresentarem uma menor
reprodutibilidade, eficiéncia e em alguns casos, disponibilidade limitada. As
linhagens de fibroblasto de camundongo (L929) sdo muito utilizadas em ensaios de
biomateriais, devido a sua facil manutencédo de cultura e produziu resultados que
possuem alta correlacdo com os sistemas biolégicos reais. Além disso, 0s
fibroblastos sdo escolhidos por ser células que estdo presentes em ferimentos e o

principal tipo celular presente na regeneragéo tecidual.

Os 3 (trés) principais ensaios com célula séo utilizados para analisar a citotoxicidade
(indicios de biocompatibilidade): contato direto, difusdo em agar e extracdo celular.
Estes ensaios diferem na maneira com 0 que 0S materiais SA40 expostos ou
colocados em contato direto com as células. Para padronizar estes ensaios e
comparar os resultados, as variaveis tais como taxa de crescimento celular, tipo de
célula, duracdo do ensaio, tamanho da amostra para ensaio ou area superficial de
ensaio devem ser cuidadosamente controlados. A escolha das linhagens celulares
se baseia no tipo de analise que sera realizada (viabilidade, atividade enzimatica,
receptores especificos, etc). Para validacdo dos ensaios sdo necessarios controles
positivos e negativos. A metodologia para ensaios com cultura de células primaria
sdo descritos pela U.S. Pharmacopeia, padronizado pela ASTM (Sociedade
Americana para Testes de Materiais), ISO (Organizacdo Internacional para

Padronizacao) e pelo Instituto Padronizacao Inglesa (do inglés BSI).

O termo citotoxicidade significa causa de efeitos toxicos (morte, alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, inibicdo enzimatica, etc) a nivel celular.

Sobretudo o teste de viabilidade celular “in vitro” é utilizado para verificar



29

citotoxicidade aguda tais como: o LDH (lactato desidrogenase) um marcador de
membrana integra e o MTT este ultimo foi utilizado neste trabalho, sendo também
diversos outros ensaios utilizados para este fim. Estes ensaios sao baseados em
absorcdo Optica e analise da diminuicdo da funcéo celular, detectavel por produtos
de enzimas especificas que determinam atividades vitais. Os ensaios de
citotoxicidade sdo o0s ensaios inicialmente utilizados para a avaliagdo da
biocompatibilidade e os ensaios que sao utilizados com maior frequéncia estao
presentes na ISO 10993 - 5 que descreve as metodologias incluindo as de contato
direto das células e / ou indireta que podem ser escolhidas, dependendo da natureza
e da duracado do contato do dispositivo com o corpo. Entre esses, estdo disponiveis
opcOes para a andlise quantitativa e qualitativa da citotoxicidade. A escolha de uma
ou mais dessas categorias depende da natureza da amostra avaliada, o local de
aplicacdo e a natureza de seu uso. Esta escolha determina entdo a preparacéo das
amostras a serem testadas, a preparacao de células de cultura, e a forma em que as

células s@o expostas as amostras ou aos seus extratos (ISO 10993 - 5, 2009).

Esses ensaios sdo utilizados como a avaliacdo inicial, pois oferecem uma
possibilidade, com um custo reduzido, de avaliar novos materiais desenvolvendo um
protocolo eficaz, capaz de diminuir assim a probabilidade de insucessos quando dos
ensaios in vivo em animais e/ou estudos clinicos realizados posteriormente. Outra
vantagem da realizacdo desses ensaios € que sao relativamente de rapida
realizacdo, porém também por esse motivo, sdo capazes de medir apenas os efeitos
limitados do material sobre as células durante as primeiras 12-24 horas apos a

exposicao a substancias toxicas (HANKS, C.T. et al. 1996).

O ensaio de MTT é um método desenvolvido para avaliar a viabilidade celular
verificando a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase.
Trata-se de um ensaio colorimétrico, baseado no uso de sal, o brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2il]-2,5- difeniltetraz6lio (MTT), em que este é reduzido apenas por
atividade das mitocondrias em células viaveis. A reducdo do MTT, da cor amarelada,
para a azul de formazana ocorre com padrbées comparacdes com 0s controles em
funcdo dos niveis de células viaveis na amostra, sendo sua densidade diretamente

proporcional ao numero de células presentes.
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4. METODOLOGIA

4.1. Fluxograma

Neste trabalho de pesquisa buscou-se desenvolver uma rota de sintese de blendas
de PLGA e PHB e avaliar o seu potencial uso na area de saude. Para esta
finalidade, foi proposta uma matriz dos experimentos visando otimizar a producéo
dos filmes e a posterior caracterizacdo desse material. Etapas destes procedimentos

experimentais podem ser observadas no fluxograma da Figura 5 abaixo.

Figura 5 - Fluxograma das etapas do trabalho.
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Legenda: MEV: microscopia eletronica de varredura; DSC: Calorimetria exploratéria diferencial; TGA:
andlise termogravimétrica; DRX: difracao de raios x; FTIR: espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier.
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4.2. Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas atravées da média e desvio padréo.
Utilizaram-se as ferramentas ANOVA One Way para comparacao entre 0S grupos.
Os resultados foram apresentados em graficos e tabelas. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (< 0,05).

4.3. Materiais

4.3.1. O (poli L-acido lactico-co-acido glicélico) ou PLGA foi adquirido na empresa
PURAC Biochem by Gorinchem (Holanda, 2010). A propor¢do entre 0s
mondmeros constituintes do polimero utilizado é 80:20 (80% de &cido latico e
20% de &cido glicdlico). Os dados fisico-quimicos deste material particulado

fornecidos pela empresa encontram-se no anexo 1.

4.3.2. Poli (3-hidroxibutirato) ou PHB foi fornecido pelo Departamento de Quimica
do CEFET-MG. Esse polimero, na forma de material particulado, foi fabricado
pela empresa PHB Industrial através de uma rota de sintese utilizando a
fermentacdo seguida de purificagcdes do produto e tem como nome comercial
Biocycle (Brasil, 2011). Os dados fisico-quimicos deste material encontram-se

Nno anexo 2.

4.3.3. Cloroférmio P.A. produzido pela empresa Synth® (Brasil, 2013), foi utilizado
como solvente para a dissolucédo dos polimeros para a producéo dos filmes e
blendas. Os dados fisico-quimicos deste solvente fornecidos pela empresa

encontram-se no anexo 3 .

4.4. Preparo dos filmes

Foram produzidos filmes finos (com espessura menor que 400 pm) tanto com o0s
polimeros puros de PLGA e PHB quanto de suas blendas obtidas através da técnica
de evaporacdo de solvente (ou solvent casting). A identificacdo desses filmes

poliméricos foi realizada de acordo com 3 (trés) proporcdes relativas de massas dos
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materiais utilizados em sua producéo, sendo identificadas estas misturas na Tabela
1.

Tabela 1: Identificacédo dos filmes produzidos e a quantidade de materiais

utilizada em sua producao.

Blendas Massa utilizada
Identificagcéo Concentragdes PLGA/g PHB/g
A PLGA 100% 1,0 -
B PHB 100% - 1,0
C 50%PLGA — 50%PHB (50:50) 1,0 1,0
D 70%PLGA — 30%PHB (70:30) 1,4 0,6
E 90%PLGA — 10%PHB (90:10) 1,8 0,2

4.4.1. Filmes puros de PLGA

Os filmes de PLGA puro foram obtidos a partir da dissolucdo de 1g de PLGA 80:20
em 100 mL de cloroférmio sob agitacdo magnética a temperatura ambiente até a
completa solubilizacdo (aproximadamente 3 horas). Em seguida, para acelerar o
processo de evaporacdo do solvente, a solucdo foi aquecida a 40°C no proprio
agitador até a reducado pela metade do volume inicial. Em seguida o aquecimento foi
interrompido e a solugdo mantida no béquer para a lenta evaporacdo do solvente.
Durante esse processo de secagem o recipiente foi coberto com uma folha de papel
aluminio com pequenos furos, a fim de manter um controle da atmosfera com altos
gradientes do solvente promovendo uma uniformizagéo do processo de formagéo da
pelicula além de evitar a contaminacdo com sujeiras presentes no ar. Com a
evaporacao do solvente, o filme ja formado foi desmoldado e mantido em estufa a

60°C por 24 horas para a completa remocéao do solvente residual.
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4.4.2. Filmes puros de PHB

Os filmes de PHB puro foram obtidos utilizando o mesmo procedimento para a
producao dos filmes puros de PLGA, exceto pelo fato de que a solucéo polimérica foi
vertida em uma placa de petri e ndo um béquer. Um grama, 1g, do PHB foi
dissolvido em 100 mL de cloroférmio sob agitacdo magnética a 40°C até a completa
solubilizac&o do polimero. A solucéo foi vertida em placa de petri para a formacao do
filme e esse sistema (placa de petri mais solucédo polimérica) foi colocado em um
recipiente coberto com uma folha de papel aluminio com pequenos furos. Apos a
evaporacao do solvente, o filme foi e mantido em estufa a 60°C por 24 horas para a

completa remocéao do solvente residual.

4.4.3. Blendas PLGA e PHB

Para a obtencdo das blendas, as concentracdes por massa foram pré-determinadas,
juntamente com a massa a ser pesada de cada polimero, quadro 1. Inicialmente as
solucBes dos polimeros puros foram produzidas separadamente. Apds a completa
solubilizacdo, as duas solucdes foram misturadas e mantidas sobre agitacdo
magnética por mais 12 horas. ApGs esse periodo a solucdo foi vertida em placa de
petri para a evaporacdo do solvente e formacao do filme. ApGs a evaporacdo do
solvente, o filme foi e mantido em estufa a 60°C por 24 horas para a completa

remocao do solvente residual.
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Quadro 1 - Procedimentos para obtencéo das blendas

Material | Composicao das solu¢gdes | Procedimentos (lguais paratodas as
iniciais blendas)
1,09 de PLGA em 100mL de @ Solubilizagdo do PLGA em cloroférmio
c cloroférmio. sob agitacdo magnética;
Solubilizacdo do PBH em cloroférmio
Blenda | 1,0 de PHB em 100mL de | sob agitacdo magnética constante e
50:50 | cloroformio. agquecimento (40°C);
Apos completa solubilizacdo dos
1,4g de PLGA em 140mL de | polimeros, as solu¢cbes foram
D cloroférmio. misturadas;
Agitacdo magnética por mais 12 horas
Blenda O,6g de PHB em 100mL de (Sem aquecimento);
70:30 | cloroformio. Para acelerar o processo de
evaporacao do solvente, a solugao foi
1,8g de PLGA em 180mL de | aquecida a 40°C no préprio agitador
E cloroférmio. até a reducéo pela metade do volume
inicial.
Blenda | 0,2g de PHB em 100mL de |, sojucso vertida em placa de petri para
90:10 | cloroformio. finalizar a evaporacao do cloroférmio
Secagem em estufa a 60°C por 24
horas para a completa remocdo do
solvente residual.
4.5. Caracterizacao fisico - quimica dos filmes

4.5.1. Analise morfolégica dos filmes

A analise morfologica dos filmes foi realizada através da microscopia eletrénica de
varredura (MEV), no equipamento SHIMADZU SSX-550 através da leitura dos

elétrons secundarios com uma tenséo de aceleracdo de 15kV, distancia de trabalho

de 17mm e magnitude de 500 vezes. Para a andlise da superficie do filme e da

fratura criogénica da seccao transversal (empregando o nitrogénio liquido) por MEV,

as amostras foram cobertas com uma fina camada de ouro por pulverizacdo catédica

ou sputtering.
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4.5.2. Analise dos parametros de cristalinidade dos filmes por difracdo de
raios X (DRX)

Para a determinacdo das fases cristalinas e do grau de cristalinidade dos filmes, as
amostras foram analisadas por difracédo de raios — X (DRX). A andlise dos filmes foi
realizada no equipamento SHIMADZU XRD 7000. Os angulos de varredura
utilizados foram de 10° a 70°. O comprimento de onda utilizado foi de 1,5405A
referente a radiacdo Cu Ka. A velocidade de varredura foi de 2°/min com leitura
continua. Os parametros de geragdo dos raios-X foram: corrente excitacao de 30 mA
e a tensao de aceleracéo de 40KV.

A analise do grau de cristalinidade foi realizada a partir das areas do difratograma
com respectiva identificagdo da fragao cristalina (AC) e da fragdo amorfa (AA) e
calculadas utilizando o programa Microcal Origin® 7.0. O grau de cristalinidade (GC)
foi determinado a partir da Equacgéo 1.

GC = (AC+aA) * 100 Equagao 1

4.5.3. Analise dos grupos quimicos funcionais dos filmes (FTIR)

A caracterizagcdo dos grupos quimicos funcionais foi realizada através de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), em
equipamento SHIMADZU IR Prestige-21. Para tal analise foi utilizado o modo de
transmitancia e o modo de reflexao total atenuada na faixa compreendida entre 400 -

4000 cm™, sendo realizadas essas caracterizacdes por FTIR em triplicatas.

4.5.4. Caracterizacdo do comportamento térmico dos filmes

Para a realizagdo do estudo de comportamental térmico do filme foi realizada a
analise termogravimétrica (TGA) da perda de massa e a calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) com medicdo das entalpias de reacfes, sendo realizados ambos

ensaios em triplicatas.
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Os ensaios de termogravimetria (TGA) foram realizados em um equipamento Sl
EXSTAR, modelo TG/DTA7200, em atmosfera de nitrogénio (N2) com vazao de
90mL/min e taxa de aquecimento 10°C/min. As amostras foram depositadas em um
cadinho de aluminio e aquecidas na faixa de temperatura compreendida entre 30°C
a 400°C.

Nesta andlise termogravimétrica o percentual de perda de massa encontrado foi
calculado por meio do uso da equacédo 4, onde MI é a massa inicial de cada etapa,

MF é a massa final de cada etapa e MO € a massa inicial da amostra.

% de perda de massa = Ml — MF x 100

MO (4)

Os ensaios de DSC foram realizados de acordo com os parametros utilizados por
Loo, S. C. J. et al., 2005 onde as amostras, apés depositadas cadinho de aluminio,
foram aquecidas a uma razdo de 10°C.min™, partindo de 30°C até 200°C, em

atmosfera dinamica N, com uma vazao de 50mL.min>.

Nestes ensaios de DSC as fragcbes dos filmes puros e das blendas foram
transferidas para um cadinho de aluminio com tampa furada no centro em inseridas

em um equipamento Shimadzu DSC-60.

4.5.5. Caracterizacdo das propriedades mecanicas dos filmes (Ensaio de
tracao)

Para avaliagdo das propriedades mecanicas dos diferentes filmes obtidos, foi
realizado o ensaio de tragdo no qual a tensdo maxima de tragcédo (o), modulo de
elasticidade (E) foram obtidos em uma maquina de teste universal Shimadzu AG-X
10kN, de acordo com as especificacbes da ASTM D882/02. Neste ensaio os filmes
sob a forma de gravata borboleta com razdo minima de 8 entre largura e espessura,
receberam uma tracdo de 50N com velocidade de ensaio em 5mm/min. A andlise foi

realizada utilizando 6 amostras de cada filme e calculada suas médias e desvio
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padrdo. A analise estatistica utilizada nessa caracterizacdo foi a analise de variancia
(ANOVA).

A tensdo maxima de tragéo (o) foi calculada de acordo com a equacéao 5, onde F é a

forca de tracdo aplicada e A € a area da secéo transversal da amostra.

o=F/A (5)

O alongamento percentual (AL) é a porcentagem de deformacao plastica na fratura e
foi calculado através da equacdo 7, onde () é o comprimento da amostra no

momento da fratura e (lo) € o comprimento original da amostra.

AL (%) = (Ii- 1o x 100 (6)
lo

4.6. Ensaio Bioldgico

Todas as amostras submetidas ao ensaio de citotoxicidade foram previamente
esterilizadas por vapor saturado de Oxido de etileno (ETO). Os ensaios de
caracterizacéo bioldgica foram realizados no Servi¢co de Biologia Celular da Diretoria
de Pesquisa e Desenvolvimento da FUNED. Serdo seguidas as normas referentes,
em especial a ISO 10993-5, e respectivamente as melhores técnicas in vitro

preconizadas para investigacdo deste biomaterial degradavel.

4.6.1. Analise daviabilidade celular por MTT

A andlise da viabilidade celular foi realizada através da reducdo do sal de brometo
de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoélio (ou seja, ensaio de MTT). Este
ensaio proporciona um modelo simples e eficaz para detectar células vivas sem o
uso de elementos radioativos. Foi utilizada para esses ensaios a linhagem celular
WI-26 VA4 de fibroblasto de pulm&o humano (ATCC CCL-95.1 - células epiteliais
pulmonares — Homo sapiens). Estas células sdo do tipo SV40 transformado, com

morfologia epitelial e caracteristicas de cultura celular aderente.
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Em placas de poliestireno de 96 pogos os 5 materiais analisados foram incubados
(quintuplicadas) com meio minimo essencial de Eagle — EMEM (suplementado com
10% de soro fetal bovino) por 24 horas a temperatura aproximada de 37°C em
atmosfera umida contendo 5% de dioxido de carbono (CO,). ApOs esse periodo
foram adicionadas um total aproximado de 50.000 (5 X 10%) células a cada poco
sendo que destes, uma série de pocos nao receberam adicdo de amostras do
material sendo o grupo controle celular positivo (C.P) e outra série, além de nao
terem amostras do material testado, receberam a adi¢cdo de peroxido de hidrogénio

(H20,), sendo portanto o controle negativo (C.N.).

As placas foram novamente mantidas a temperatura de 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO,. Passadas as 24 horas o meio é retirado da placa e lavado
com PBS 1X (100 upl/poco). O MTT (5mg/mL), adicionado logo em seguida, foi
primeiramente diluido (1mL) em 9 mL de meio EMEM com 1% de soro fetal bovino
(SFB) e 100ul dessa solucdo foram distribuidos em cada poc¢o. As placas serao
incubadas por 3 horas a 37°C. Apds a retirada das placas da estufa, as mesmas
foram centrifugadas a 1000rpm por 10 minutos para a precipitacdo do formazan. O
meio com MTT foi aspirado e adicionou-se 50ul de DMSO para a solubilizacdo do
formazan. Para avaliacdo da viabilidade celular as absorbancias dos po¢cos com os
cristais de formazan ja diluidos foram mensuradas (550nm), com um leitor de
microplacas Espectramax M5e (Molecular Devices, USA) e a viabilidade calculada

através da seguinte equacéao 8.

% Viabilidade celular = Absorbanciassonm dos pocos de células tratadas (7)
Absorbéanciassonm do controle de vida
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacéo fisico-quimica dos filmes

As analises fisico-quimicas estdo representadas abaixo e referem-se aos filmes

puros dos materiais e as blendas estudadas.

5.1.1. Analise morfolégica dos filmes

Estdo evidenciadas na figura 6 as secc¢fes da fratura por resfriamento em N liquido
do filme puro de PLGA e da fratura mecéanica do filme puro de PHB. E possivel
observar que o filme de PLGA possui uma aparéncia mais lisa e homogénea,
caracteristica de um material ductil enquanto a fratura do PHB possui uma aparéncia

mais heterogénea, quebradica, caracteristica de materiais mais frageis.

Figura 6 — Morfologia das fraturas dos filmes de PLGA e PHB

\ - 100um
e Mg WD Det —— 100um AccY  Probe Mag WD. Det |/'_'_1
100k¥ 50 x100 20 SE CEFET-MG - DEMAT 120k¥ 50 x100 WSE ¥ CEFET-MG - DEMAT

A: Seccédo da fratura no filme puro de PLGA com aumento de 100X; B: Seccdo da fratura no filme
puro de PHB com aumento de 100X. Os retdngulos em vermelho estdo evidenciando as fraturas dos
filmes.

Na Figura 7 estdo mostrados aspectos da superficie de uma das blendas produzidas
e também da sec¢éo fratura por resfriamento em N, liquido. Nota-se a presenca de
uma topografia com uma macroestrutura formada por anéis irregulares e repetitivos,

possivelmente oriundos do processamento por secagem do solvente. Ensaios de
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rugosidade revelam uma rugosidade meédia aritmética (Ra) com valores
relativamente baixos mostrando ainda uma pequena variagdo ao longo da amostra

(0,24 £ 0,08) pm.

Figura 7 - Morfologia da blenda 50:50.

AoV Probs . Mag WD Dat’ 1 T00um
150k " 4074100 2 S CEFET-MG-DEMAT

f,

Pobe Mag WD Det F—— 2um Acey Pno&a_ Meg WD Det 1 10um !
CEFETHG - DEMAT "%

AccV .
15.0kV 40 %500 17 SE CEFET-MG - DEMAT A5.0kY 40 e{mo 17 SE x ™
-

A: Superficie da blenda 50:50 com aumento de 100X; B: Superficie da blenda 50:50 com aumento de

500X; C: Seccédo da fratura da blenda 50:50 com aumento de 500X; D: Seccado da fratura da blenda
50:50 com aumento de 1000X.

E possivel observar que, comparativamente aos filmes puros, a blenda 50:50 (figura
7 A e B) apresenta uma estrutura intermediaria (figura 6 A e B), ou seja, € em
termos da microestrutura compativel, uma mistura ndo homogénea ou irregular dos
filmes de PLGA e PHB e consequentemente pode-se dizer que houve também uma
alteracdo da morfologia da ductilidade observada nos materiais puros. N&o foi
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possivel observar através do MEV aspectos morfolégicos que evidenciassem

regides especificas com presenca de duas fases distintamente ou segregacoes.

5.1.2. Analise dos parametros de cristalinidade dos filmes por difracdo de
raios X (DRX)

Na figura 8 estdo representados os picos obtidos através do DRX das amostras
estudadas. O difratograma do filme de PHB mostra presenca de 2 picos
caracteristicos (evidenciados pelas setas) o primeiro a 13,55° e 0 segundo a 16,90°
e estdo de acordo com o encontrado na literatura (FURUKAWA,T. et al, 2007). O
filme de PLGA puro apresenta um perfil 100% amorfo (alo amorfo) e esta de acordo
com o que foi citado por Loo, S.C.J., et al (2005). O filme de PHB possui um grau de
cristalinidade de cerca de 40%.

Figura 8 - Curvas de DRX dos filmes.
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Setas evidenciam os picos caracteristicos do PHB (primeira, o pico de 13,55° e segunda o
pico 16,90°).
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Os dados obtidos para as blendas mostram que o pico pertencente ao PHB,
(posicdo 13,55°, referente ao plano (020)), estd presente em todas as amostras,
assim como o perfil amorfo do PLGA, indicando a imiscibilidade dos polimeros em
todas as proporcOes estudadas. Os graus de cristalinidade das amostras estédo
representados na tabela abaixo (Tabela 2) e esta claro que o aumento da
guantidade de PLGA na blenda ocasiona na diminuicdo do grau de cristalinidade das
mesmas. Foi observado que o grau de cristalinidade dos polimeros puros é inferior
ao observado na literatura. Acredita-se que isso ocorreu devido as condicBes de
contorno experimentais, ou seja, dos dois principais parametros de processamento:

a velocidade e temperatura de secagem do solvente.

Tabela 2 - Grau de cristalinidade dos filmes e suas blendas.

AMOSTRA GRAU DE CRISTALINIDADE
A PLGA 100% Amorfo
B PHB 100% 40%
C 50:50 18%
D 70:30 13%
E 90:10 5%

5.1.3. Analise dos grupos quimicos funcionais dos filmes (FTIR)

O espectro de infravermelho do filme puro de PLGA esta representado na figura 10.
Ele foi segmentado em 5 grupos para a identificacdo das bandas e seus compostos

quimicos (Tabela 3).

As principais bandas observadas foram em 2998 e 2946cm™ referentes a
estiramentos de C-H nos grupos CH, e CHs, a banda a 1747cm™ é referente ao
estiramento de C=0, as bandas entre 1455 a 1360cm™ referem-se a vibragdes
simétricas e assimeétricas de deformacdo de C-H nos grupos CHs e CH,. A faixa de
1270 a 1042cm™ sdo bandas referentes a estiramentos de C-O e C-O-C e a faixa de
920 a 845cm™ a vibracées de flexdo de C-H dos grupos CHs e CH,. (PAMULA, E. et
al, 2001; KROK, M. 2011).
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Tabela 3 - Bandas na regido do infravermelho para o PLGA e seus respectivos

grupos quimicos.

Grupo Bandas (cm™) Atribuicéao
2998 Estiramento de C-H dos
2946 grupos CH;, e CH3
1747 Estiramento C=0
[l
1455 Vibracbes simétricas e
1425 assimétricas de C-H nos
[ 1382 grupos CHs e CH,
1360
1270 Estiramento de C-O e
\Y, 1130 C-0-C
1080
1042
845 Vibracdes de flexao de
\% 870 C-H nos grupos CH, e CH3

920
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Figura 9: Espectro de infravermelho do PLGA.
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Para o PHB (Figura 11) as bandas (Tabela 4) foram observadas e identificadas e
estdo de acordo com Furukawa et al. (2005) e lzumi, C.M.S (2010). No caso do
PHB, as diferengcas que poderiam se encontradas entre nos resultados, quando
comparadas a bibliografia podem estar relacionadas a diferentes graus de
cristalinidades das amostras estudadas, que podem variar de acordo com o

processamento utilizado, tratamento térmico (1ZUMI, C.M.S. 2010).



45

Tabela 4 - Bandas naregido do infravermelho para o PHB e seus respectivos

grupos quimicos.

Bandas (cm™)

Grupos

2975
2930
2847
1718
1458

1380
1276
1256

1225
1175
1133
1098
1053
1043
980
953
936
909
895
839
825
698
677

Estiramento simétrico de CH3
Estiramento simétrico de CH2
Estiramento de CH

Estiramento de C=0

Deformacdes simétricas e assimétricas
de C-H nos grupos CH3 e CH,
Deformacéo simétrica de CH3
Estiramento de C-O-C

Estiramento de C-O-C e deformacéo de
CH

Estiramento de C-O-C

Estiramento de C-O-C

Translacdo ou vibracdo do CHjs
Estiramento de C-O-C

Estiramento de C-O

Estiramento de CHs3

Estiramento de CHs3

*
*
*

*

Estiramento de C-COO
Estiramento de C=0
Estiramento de C=0

Estiramento de C=0

* Bandas também identificadas como pertencentes ao PHB por [ZUMI, C.M.S.

(2010), porem sem atribuicbes das mesmas,
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Figura 10: Espectro de infravermelho do PHB.
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No espectro das blendas de PLGA/PHB, figura 12, todas as bandas observadas
para o PLGA e para o PHB séo visiveis, sugerindo que ndo ocorreu nenhuma
reacdo quimica aparente entre 0s materiais. Estdo marcados (retangulos
pontilhados) alguns exemplos em que € possivel perceber a presenca clara dos
filmes puros nas blendas. Podemos perceber que quando ha uma aumento da
intensidade das bandas de PLGA, como no caso da blenda 90:10, este esta
relacionado provavelmente ao aumento da sua quantidade. Pode-se dizer através da

FTIR que as blendas produzidas séo imisciveis.
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Figura 11: Espectro de infravermelho dos filmes obtidos.
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Os retangulos | e Il evidenciam regides em que € possivel observar que bandas
pertencentes somente ao PHB estdo presentes também nas blendas.

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é
uma das varias técnicas que tém sido utilizadas para investigar as ligacdes
moleculares especificas nas blendas poliméricas. Quando dois polimeros estdo em
fases separadas e distintas (sistemas completamente imisciveis), assume-se que 0s
dois componentes nédo interagem (exceto, talvez, na interface das duas fases) e
nesse caso, 0 espectro da blenda (mistura) reflete a adicdo adequada do espectro

de infravermelho dos dois componentes individuais (SIONKOWSKA, A. 2009).
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5.1.4. Caracterizacdo do comportamento térmico dos filmes

Segundo Abdelwahab, M.A. et al (2012) as temperaturas correspondentes ao inicio
de decomposicao (Tonset) para um polimero sdo essenciais para avaliar as suas
estabilidades térmicas e estdo apresentadas na tabela 5. De acordo com as Tonset
encontradas, o PLGA é mais estavel termicamente que o PHB. Todas as blendas
apresentaram duas Tonset, sugerindo a imiscibilidades entre os dois componentes.
Esses resultados corroboram com os outros ja apresentados que também sugeriram
a imiscibilidade do PLGA e PHB na formacdo das blendas e consequentemente a
formacéo de duas fases distintas.

Tabela 5: Tonset das amostras estudadas.

Amostra Tonset (°C)
A PLGA 100% 300
B PHB 100% 250
C 50:50 250/291,5
D 70:30 275/316,5
E 90:10 277/312,5

Na figura 13 é possivel observar a curva de TGA dos diferentes filmes obtidos. Trés
eventos térmicos ocorrem, o0 primeiro relativo a desidratacdo, o segundo a
decomposicdo e o terceiro a carbonizacdo dos filmes analisados. Os dados
enfatizados foram a desidratacdo e a decomposicdo. Nas blendas foi possivel
observar que ha sempre duas quedas de perda de massa, indicando uma possivel

imiscibilidade dos componentes (Tabela 6).
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Figura 12: Curvas da TGA dos filmes obtidos.
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Tabela 6 — Resultado da TGA para analise do comportamento térmico

50

(desidratacdo e decomposicéo) das amostras dos diferentes filmes obtidos.

Amostra/ Evento térmico

Temperatura (°C)

Perda de Massa (%)

PLGA

Desidratagao 60-145 10
Decomposigéo 264-360 82
PHB

Desidratacao - -
Decomposicgéo 235-294 91
50:50

Desidratacao 98-159 2
Decomposigéo 270-382 97
70:30

Desidratacao 113-154 2,5
Decomposicéo 239-372 97
90:10

Desidratacao 104-163 5,5
Decomposicao 256-375 94

ApOs a realizacao do primeiro DSC das amostras, foi realizada outra analise (Figura

14) com a matéria—prima pura (antes do processamento) para verificar a ocorréncia

de alguma alteracé@o devido a técnica de casting ou a presenca de impurezas. Foi

possivel observar que as temperaturas encontradas sao similares as encontradas na

literatura (Tabela 7).
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Figura 13 - Curvas de DSC dos polimeros, PLGA e PHB, puros.
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Tabela 7: Resultados do DSC para o PLGA e PHB (matérias-primas e literatura)

Amostra Tg(°C) Tm(°C)
PLGA (matéria-prima) 54 143
PLGA literatura* 54-56 128.8-144,5
PHB (matéria-prima) N&o observado 158/165
PHB literatura** 4-5 165-180

Fonte: * MOTTA, A.C. 2006; LOO, J.S.C. 2004, PURAC, 2006.
* PHB INDUSTRIAL, 2013; QUENTAL, et al. 2010.

A Figura 15 mostra o perfil comparativo da analise térmica diferencial dos filmes

puros de PHB e PLGA e de sua blenda 50:50. E possivel observar que os perfis

encontrados nos filmes puros estdo presentes no perfil da blenda. A analise
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comparativa entre a blenda de 50:50 com os filmes puros foi mais um indicativo da

possivel imiscibilidade dos componentes dessa mistura. As temperaturas

encontradas para as amostras nessa andlise estdo apresentadas na Tabela 8.

Figura 14 - Curvas de DSC dos filmes de PLGA, PHB e blenda 50:50.
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Tabela 8: Resultados do Dsegl%%r%ugalgl? A, PHB e blenda 50:50.
Amostra Tg(°C) Tm(°C)
PLGA 57 -
PHB - 149/163
Blenda 50:50 57 148/160

5.2. Caracterizacdo das propriedades mecéanicas dos filmes (Ensaio de

tracao)

Os resultados dos ensaios de tracdo para os filmes puros e blendas sdo mostrados

na Tabela 9.
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Tabela 9 - Tensdo méaxima de tracédo e percentual de alongamento dos filmes.

Tensdo maxima de tracdo (MPa) Percentual de alongamento (%)
A PLGA 100% 27,0+4,2 69,0+0,9
B PHB 100% 21,0+4,2 3,0+0,1
C 50:50 24,0+ 6,6 7,0%+0,1
D 70:30 28 +£11 143,0+1,3
E 90:10 30,0+ 84 207 +1

De acordo com esses resultados, tanto as blendas quanto o filme de PLGA
apresentam a maior resisténcia a tracdo do que o filme de PHB. Nas blendas, a
elevacdo da proporcao relativa da quantidade de PLGA acarretou um aumento
também da resisténcia a tracdo para as misturas com maior quantidade de PLGA.
Em relacdo ao percentual de alongamento, o PLGA possui um alongamento maior
que o PHB e quanto maior a quantidade de PLGA nas blendas, maior o
alongamento, e, portanto mais ductil parece ser o material. Comparativamente a
blenda com 90:10 é a que apresenta as melhores propriedades mecanicas quando

comparada com os demais materiais processados neste estudo.

O resultado da andlise estatistica de variancia (ANOVA) utilizada nessa
caracterizacdo mecanica apresentou valores significativos com p<0,05. Esta analise
estatistica revelou que os aumentos de PLGA nas blendas influenciam
significativamente somente na tensdo maxima de tracdo e no percentual de

alongamento.

A tensdo maxima de tracdo (ou tensdo no limite de resisténcia) foi aparentemente
influenciada pelo grau de cristalinidade, tendo reflexo qualitativo na tenacidade
destas amostras, como também observado na literatura (ABDELWAHAB, M.A. et al,
2012) .Como o alongamento percentual € uma maneira quantitativa de expressar a
ductilidade, observou-se que as blendas 70:30, 90:10 e o filme PLGA apresentam
um elevado valor de deformacéo plastica que o revela sua expressiva ductilidade em
comparacdo com os demais filmes. Quando essa deformacédo é pequena classifica-

se 0 material como fragil (e.g. PHB e 50:50) e o contrario com ductil (e.g. o filme de
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PLGA e as blendas com 70:30 e 90:10), quando a deformacéo sofrida pelo material
é grande (CALLISTER, W.D, 2008; CANEVAROLO, 2002).

5.3. Ensaio Bioldgico

5.3.1. Analise da viabilidade celular por MTT

Apos a realizacdo do ensaio de viabilidade celular por MTT, a leitura do resultado foi
realizada e os valores de viabilidade celular plotados em um gréfico, figura 16. Foi
possivel observar que os materiais puros (PLGA e PHB) apresentaram uma maior
citotoxicidade quando comparada as blendas. Yang, X. et al (2002) realizou um
estudo com filmes puros de PHB e PLA onde a viabilidade apresentada pelas
blendas desse polimeros apresentou um relativo ganho quando comparada com 0s
filmes puros. Os graficos da viabilidade das células demonstram que porcentagem
de viabilidade das células WI-26 VA4 variou de 63,8% a 92,4%, utilizando como
comparacao o controle de células das culturas, células cultivadas no meio sem o
material, como 100% de viabilidade respectivamente e o controle negativo, células
postas no meio de cultura com adicdo de peroxido de hidrogénio, substancia
citotéxica. Com esses resultados podemos dizer que os filmes produzidos sao
biocompativeis, uma vez que a toxicidade somente é determinada quando a
viabilidade celular € menor que 50%. Esses dados indicam que as blendas tem

potencial para utilizacdo como biomateriais.
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Figura 15 — Viabilidade de células WI-26 VA4 analisadas com a metodologia de
MTT.

140,00%

120,00% T

%

-[ 10P%
100,00%

81,40%

80,00% | 72.80% 7;[%

63,50%

60,00%

40,00%

Viabilidade de células W1 - 26 VA4

20,00%

6%
0,00% T T T ﬁ_

PLGA PHB Blenda 50-50Blenda 70-30 Blenda 90-10 Controle de Controle de
vida morte




56

6. CONCLUSOES

Foram obtidos filmes de PLGA e PHB e de suas blendas com diferentes proporcdes
em massa desses polimeros. O método de processamento por evaporacao de
solvente para a obtengdo dos filmes puros de PLGA e PHB e suas blendas se

mostrou viavel para a sintese de filmes com espessuras de até 400 um.

A caracterizacdo morfologica das amostras mostrou que os filmes puros de PLGA
sao relativamente mais homogéneos (caracteristico de materiais mais ducteis) dos
que os demais filmes produzidos e apresentam uma superficie mais lisa quando
comparado ao PHB, que apresenta caracteristicas de materiais mais fragéis. A
blenda, na proporcdo 50:50, apresentou caracteristicas intermediarias a de seus
componentes (compativel com regra da mistura para materiais imisciveis, e talvez
com a formacdo de uma fase intermediaria de ligacdo). Na analise da fratura da
blenda, ndo foi possivel observar a distingao entre as fases poliméricas presentes.

Através da difracdo de raios-X foi possivel confirmar que enquanto o PLGA é
amorfo, o PHB possui alto grau de cristalinidade e como possivel consequéncia
disso, quanto maior a quantidade de PLGA nas blendas, menor o grau de
cristalinidade das mesmas. Foi possivel observar também a presenca de picos do
PHB em todas as blendas, o que indica que o PLGA e o PHB sdao imisciveis e nao

ocorreu a formacéo de uma nova fase.

Os resultados de espectroscopia de infravermelho corroboraram com os resultados
do DRX e foi possivel observar nas blendas as bandas dos componentes puros,

indicando a imiscibilidade destes.

O comportamento térmico mostrou a presenca de dois platds em todas as blendas,

sendo mais um fator que indica a imiscibilidade do PLGA e do PHB.

A blenda com 90:10 é a que apresenta as melhores propriedades mecéanicas quando

comparada com os demais materiais processados neste estudo. A tensdo maxima
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de tracdo (ou tensdo no limite de resisténcia) foi aparentemente influenciada pelo

grau de cristalinidade, tendo reflexo qualitativo na tenacidade destas amostras.

Os ensaios de MTT para a avaliacdo da citotoxicidade mostraram que os filmes
obtidos ndo sdo citotoxicos. Os filmes puros apresentam uma menor viabilidade
celular quando comparados aos controles e/ou com as blendas, o que, no entanto
ndo é um indicativo citotoxicidade dos mesmos. Pode-se afirmar que todos possuem

potencial para aplicacdo com biomaterial.

As blendas nas propor¢cbes aqui estudadas apresentam, portanto, um enorme
potencial de aplicacao clinica devido ao espectro de novas propriedades mecanicas
e ou biolégicas obtidas com a mistura, possivel controle de degradacdo no meio
fisiol6gico também em funcéo das razdes PLGA/PHB agora selecionaveis em fungéo
deste estudo, além da razoavel biocompatibilidade (aumento viabilidade celular nos
resultados dos ensaios citotoxicidade) desses filmes ou blendas. Apesar da baixa
miscibilidade na técnica de processamento empregada na obtencdo dos mesmos, a
metodologia de caracterizacdo utilizada permitiu verificar as principais caracteristicas
estruturais, morfolégicas e mecanicas, revelando aspectos poucos explorados na
literatura para estes materiais, tais como mudancgas na cristalinidade avaliadas por
(DRX, FTIR e MEV), parametros mecanicos (ensaio tracao) e térmicos (ensaio de
DSC) dos filmes, todos agora fortemente previsiveis e influenciados pela regra da

mistura.

Apesar de os resultados indicarem certa imiscibilidade entre os componentes das
blendas (PLGA e PHB), acredita-se que mais testes devem ser realizados para
confirmar essa hipétese, pois em algumas avaliacdes como no teste de tragdo com a
melhora do percentual de alongamento e em alguns deslocamentos nas
temperaturas da TGA ainda deixam duvidas e uma possibilidade de haver certa

miscibilidade parcial entre os materiais.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Primeiramente, seria de grande importancia melhorar o processo de producéo
das blendas, criando um ambiente mais controlado em que a secagem possa

ocorrer de maneira homogénea,

e As caracterizacbes do comportamento térmico, principalmente o DSC devem
ser realizados em todas as blendas para uma melhor avaliagdo dos
deslocamentos de temperatura observados nos ensaios realizados nesse

trabalho e que indicam uma miscibilidade parcial;

e Os ensaios de tracdo devem ser realizados com um numero maior de
amostras, a fim de avaliar melhor o percentual de alongamento,

principalmente a melhora observadas nas blendas de 70:30 e 90:10;

e Realizar testes de degradacdo para avaliar o tempo desta e também o

produto da degradacéo das blendas;

¢ Realizar mais ensaios para a avaliagcdo da biocompatibilidade, incluindo os

ensaios de citotoxicidade indireto (agar) e genotoxicidade;

e Se possivel, avaliar essa blenda em outro processo de produc¢do que nao

envolva a utilizacao de solventes, como a extrusao.
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ANEXO 1 - Dados fisicos do PLGA 80:20

Production Date
Retest Date

PUIMaC

2 January 27. 2010 Acc. Nr. 47.22.15.248
: January 26, 2013

Purac Biochem bv
Arkelsedijk 46

P.O. Box 21

4200 AA Gorinchem
The Netherlands

P +31183 695695

F +31 183 695 600
http://www.puracbiomaterials.com
RBS N.V. Amsterdam

VAT Nr.  NL003253235B01

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Brand name
Product name
Batch number

Appearance

Identity (by FTIR)

Comonomer ratio, L-lactide
Comonomer ratio, Glycolide
Inherent viscosity

(chloroform, 25°C, ¢ = 0.1 g/dl)
Specific rotation (chloroform, 20°C)
Melting range (DSC, 10°C/min)
Water content (by coulometry)
Tin content (by AAS)

Residual solvent

Residual monomer (by GC)
Heavy metals

This batch complies with the
specifications set for this product.

Purac Biochem bv
Marc-Anton Kruft, Ph.D M.Sc
Manager Quality/R&D Biomaterials

Date : February 02, 2012

: PURASORB PLG 8055
: 80/20 L-lactide/Glycolide copolymer (molar ratio)
: 0910003164

: white to light tan granules
: conforms to reference

: 79 mol%

: 21 mol%

:5.24 dl/g

:-142.8 °

:128.8-144.5 °C

: max. 0.5 %

: max. 50 ppm

:max. 0.1 %

:max. 0.2 %

: will comply with USP if tested (10 ppm limit test)
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ANEXO 2 - Dados fisicos do PHB

@
BI®OCYCLE
@

BIOCYCLE 18BC-1 - Propriedades

ASTM ISO

Método
Propriedades Fisicas

Densidade 1,30g/cm3 D792 1,30g/cm3 1183
16g/10min D1238 (190°C, 2,16kg) 16g/10min 1133(190°C, 2,16kg)

indice de Fluidez

Propri(_zdades

Mecanicas

Resisténcia a tracao 25MPa D638 24MPa 527
Alongamento na Ruptura 2,2% D638 2,0% 527,
Médulo de Flexao 2.400MPa D790 2.450MPa 178
Resisténcia ao Impacto 203/m D256 193/m 180,1/A

Izod com entalhe
Propriedades Térmicas

Temperatura de fuséo 165-170°C et i I =
cristalina

Temperatura de 117°C D648 (0,45MPa) 117°C 75, B
Distorcdo ao Calor - HDT 65°C D648 (1,8MPa) —— 75 A
Temperatura de 135°C D1525 135°C 306, A120

Amolecimento Vicat

Aplicacoes:
Injecao, Extrusao,
Termoformagem

PHB INDUSTRIAL S/ A
Fazenda da Pedra, s/n — C. Postal 02 - CEP 14150-000 - Serrana — Sao Paulo - Brasil
Tel: 55 16 3987-9000 - Fax: 55 16 3987-9019 - email: biocycle@biocycle.com.br
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ANEXO 3 - Dados fisico-quimicos do cloroférmio

3 IS0
E:pi:msa Certificada:
l__,_/‘
] '*'\ ‘/ﬁ ’F/H / RN
.& -' ~ .f,.' £F) /LL_J'_,,P
.»--.J — -
DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE FAB.: 14/02/2013
REAGENTE ANALITICO VAL.: 14/02/2016
BOLETIM TECNICO Origem
PRODUTO Lote Fabricante
CLOROFORMIO P.A. f A.C.5. 102 ed. f ESTABILIZADO COM ETANOL @ ([———————
LOTE FORMULR P.M. CHAVE AUTENTICIDADE
164136 CHC1 3 119,38 |EXEPO-GSERL-PNUEV-LWTIC
TESTES LIMITES RESULTADCOS
01 CARACTERISTICAS Lig. limpido, incolor, odor proprio de acordo
02 ACETOMZ / ALDEIDODS Passa o teste P.T.
03 ACIDDS E CLORETOS Passa o teste P.T.
04 CHUMBO max. 0,05ppm < 0,05ppm
05 CLOROD LIVEE Passa o teste P.T.
06 COR (AFPHA) max. 10 < 10
07 RESIDUO DE EVAPORAGAD max. 0,001% < 0,001%
D8 SUBST. ESCURECIDAS p/ H2S5D4 Passa o teste P.T.

03 TEOR min. 99,8% 100,0%



