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COBO, Fernanda Nardo. Obtencdo de filmes estruturados de polimeros
biodegradéaveis e suas blendas: aplicacdo como suporte para crescimento celular.
2021. 103 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021

RESUMO

Filmes poliméricos que apresentam estruturas porosas apresentam potencial para
aplicacao diversas areas como a producdo de suportes para crescimento de células.
Entre os materiais mais utilizados encontra-se o poli (acido latico) — PLA, um polimero
biodegradavel, biocompativel e ndo téxico para o organismo humano. No entanto, um
anico material pode ndo apresentar as caracteristicas necessarias para satisfazer as
propriedades finais do produto. Desta forma, neste trabalho foi avaliado a utilizacédo
de blendas poliméricas de PLA e polibutileno tereftalato - PBAT na producéo de filmes
porosos e de nanofibras eletrofiadas para a utilizacdo como suportes para crescimento
de células. Inicialmente foram produzidos filmes compactos de PLA, PBAT e blendas
PLA/PBAT (70/30, 90/10 e 95/5 m/v), para investigar o efeito do PBAT na miscibilidade
das blendas PLA/PBAT. A adicao de PBAT contribuiu para a reducgéo da rigidez dos
flmes e a blenda 95/5 apresentou miscibilidade parcial. Considerando estas
informagbes foram produzidas blendas de PLA/PBAT nas proporcdes definidas
inicialmente na forma de filmes microporosos via breath figure (BF) por meio do
processo convencional, semidireto e de imersdo em uma mistura de solvente/néao
solvente e nanofibras eletrofiadas (CHCI3/DMF - 85:15, v/v). Os filmes e as nanofibras
produzidas foram avaliados como suporte para crescimento celular de células da
linhagem HaCaT por meio do ensaio de viabilidade celular de resazurina. A proporgao
de PBAT nas blendas poliméricas e o tipo de processo utilizado interferiu no diametro
dos poros dos filmes. Pelo método convencional observou-se poros com diametro de
1,5 - 7,0 um, dependente da propor¢cao de PBAT; pelo método semidireto observou-
se poros apenas nos filmes de PLA, que apresentaram diametro de 1,27 + 0,41 ym;
para os filmes obtidos pelo método de imersdo em cloroférmio/metanol observou-se
poros com diametros de 5,0 -7,0 um nos filmes de PLA puro e blendas 90/10 e 95/5.
As nanofibras de PLA puro e PLA/PBAT com composi¢cdo- 95/5, 90/10 e 70/30
produzidas utilizando a mistura de solventes CHCI3/DMF (85:15, v/v) apresentaram
espessura de aproximadamente 1200 nm e poucos defeitos (beads) foram
observados. Os resultados de viabilidade de células epiteliais HaCaT indicaram que a
morfologia influéncia na adesédo e no crescimento das células. Os filmes com poros
interligados produzidos pelo método BF convencional, semidireto e por eletrofiacéo
apresentaram os melhores resultados de crescimento de celular.

Palavras-chave: poli (acido latico); blendas; breath figure; nanofibras; crescimento
celular.



COBO, Fernanda Nardo. Obtaining structured films of biodegradable polymers
and their blends: application as a support for cell growth. 103 p Thesis (PhD in
Chemistry) - Londrina State University, Londrina, 2021

ABSTRACT

Polymeric films that present porous and ordered structures have the potential to be
applied in several areas, such as the production of supports for cell growth. Among the
most used materials is poly (lactic acid) - PLA, a biodegradable, biocompatible and
non-toxic polymer for the human organism. However, a single material may not have
the characteristics necessary to satisfy the final properties of the product. Thus, in this
work, the use of polymeric blends of PLA and polybutylene terephthalate - PBAT was
evaluated in the production of porous films and electrospun nanofibers for use as
supports for cell growth. Initial analysis of compact PLA, PBAT films and PLA / PBAT
blends (70/30, 90/10 and 95/5 w / v) were investigate and the results indicated that
addition of PBAT contributed to the reduction of the stiffness of the films and the blend
95/5 showed partial miscibility. Considering this information, PLA / PBAT blends were
produced in the proportions initially defined in the form of microporous films via breath
figure (BF) through the conventional, semidirect process and immersion in a mixture
of solvent / non-solvent and electrospun nanofibers (CHCI3 / DMF - 85:15, v/ v). The
films and nanofibers produced were evaluated as support for cell growth of cells of the
HaCaT lineage through the cell viability assay of resazurin. The proportion of PBAT in
the polymer blends and the type of process used interfered with the pore diameter of
the films. By the conventional method, pores with a diameter of 1.5 - 7.0 um were
observed, depending on the proportion of PBAT; through the semidirect method, pores
were observed only in the PLA films, which presented a diameter of 1.27 £ 0.41 pm,;
for the films obtained by the chloroform / methanol immersion method, pores with
diameters of 5.0 -7.0 um were observed in the pure PLA films and blends 90/10 and
95/5. The nanofibers of pure PLA and PLA / PBAT with composition-95/5, 90/10 and
70/30 produced using the solvent mixture CHCI3 / DMF (85:15, v / v) had a thickness
of approximately 1200 nm and few defects (beads) were observed. The viability of
HaCaT epithelial cells results indicated that morphology influences cell adhesion and
growth. The films with interconnected pores produced by the conventional BF method,
semidirect and by electrospinning showed the best cell growth results.

Key-words: poly (lactic acid); blends; breath figure; nanofibers; cell growth.
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1 INTRODUCAO

Filmes poliméricos porosos possuem diversas aplicacdes, entre as
quais: templates para a sintese de outros materiais com estruturas porosas e
ordenadas, membranas de separacdo, superficies super hidrofébicas, sensores,
dispositivos Opticos, catalisadores e suportes para a cultura de células (RODRIGUEZ-
HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020; YABU 2018).

Na presente tese foram produzidos materiais biodegradaveis
estruturados (filmes porosos e nanofibras) de PLA e blendas PLA/PBAT pela técnica
de automontagem denominada breath figure e por eletrofiacdo. Os materiais obtidos
foram aplicados como suportes na cultura de células da linhagem HaCaT a fim de
avaliar o efeito das estruturas porosas na adesao, crescimento e proliferacdo das
células HaCaT. Dessa forma, o trabalho apresenta a seguinte organizacao:

No capitulo 3 encontra-se a revisao da literatura sobre os polimeros
biodegradaveis PLA, PBAT e blendas PLA/PBAT. O capitulo 3 também aborda sobre
0s principios da técnica de eletrofiacéo e breath figure.

O capitulo 4 apresenta o estudo sobre a miscibilidade e as
propriedades térmicas, mecanicas e morfolégicas de blendas compactas de
PLA/PBAT, com composicao 95/5, 70/30, 30/70 e 5/95, preparadas pelo método de
evaporacao de solvente.

O capitulo 5 se refere ao estudo prévio sobre a obtencéo de filmes
porosos de PLA e blendas PLA/PBAT (composicdo 95/5 e 70/30) pela técnica breath
figure convencional. Nesse capitulo foram investigados o efeito do solvente, da
concentracdo das solugcdes poliméricas, da estrutura quimica dos polimeros e da
adicao de PBAT na formacéao dos poros.

O capitulo 6 apresenta a obtencao e a caracterizacdo morfologica por
MEV das nanofibras de PLA e blendas PLA/PBAT (composicdo 95/5 e 70/30)
preparadas por eletrofiagdo, assim como dos filmes porosos preparados pelas
técnicas breath figure convencional, breath figure semidireto e breath figure por
imersdo em uma mistura de solvente/ndo solvente. No capitulo 6 também sé&o
apresentados os resultados obtidos na aplicacao dos filmes compactos e estruturados
no ensaio de viabilidade celular utilizando as células epiteliais HaCaT.

Por fim, no capitulo 7 sdo apresentadas as consideracdes finais do

presente trabalho em relacdo a miscibilidade e propriedades térmicas, mecanicas e
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morfologicas das blendas PLA/PBAT compactas, 0 uso da técnica de eletrofiacdo e
breath figure na producédo de nanofibras e filmes porosos de PLA puro e blendas
PLA/PBAT, respectivamente, e a aplicagdo dos materiais estruturados produzidos

como suportes biodegradaveis na cultura de células HaCaT.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo produzir filmes compactos e
estruturados (porosos e nanofibras) de PLA e blendas PLA/PBAT para avaliar seus
potenciais usos como suportes (scaffolds) biodegradaveis para adeséo e crescimento
de células da linhagem HaCaT.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo descrito acima foram produzidos filmes
compactos de PLA, PBAT e de blendas PLA/PBAT pelo método de evaporacédo de
solvente. Pela técnica breath figure foram produzidos filmes microporosos de PLA e
blendas PLA/PBAT. Por meio da técnica de eletrofiagdo foram produzidas nanofibras
de PLA e blendas PLA/PBAT.

O estudo baseou-se nas seguintes questdes cientificas:

- Quais os efeitos da adicdo de PBAT nas propriedades térmicas,
morfolégicas, mecanicas, reoldgicas e na matriz compacta de PLA?

- Quais os efeitos do solvente, da concentracdo polimérica, da adicédo
de PBAT e das diferentes condi¢des de casting na producéo dos filmes microporosos?

- O desempenho dos filmes compactos e estruturados de PLA e
blendas PLA/PBAT na adesao e no crescimento das células é influenciado por sua

morfologia?
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, 0 consumo de
materiais plasticos aumentou significativamente ao longo dos anos, assim como, a
geracdo de residuos plasticos. Estima-se que entre 1950 e 2015 foram acumulados
cerca de 6300 milhdes de toneladas de residuos plasticos no mundo. Deste total,
apenas 9% foi reciclado, 12% incinerado e 60% foi descartado em aterros sanitarios
ou em ambientes naturais (GEYER, JAMBECK, LAM, 2017).

A busca por materiais mais sustentaveis e que contribuam para a
conservacdo do ambiente tem despertado crescente interesse no uso polimeros
biodegradaveis. De acordo com a Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada
(2008), os polimeros biodegradaveis sédo definidos como materiais poliméricos
susceptiveis a degradacdo por atividade biolégica, acompanhada da perda de sua
massa. Outra definicdo bastante comum estabelece como plasticos biodegradaveis,
0s materiais completamente degradados em dioxido de carbono, dgua e biomassa
pela acdo de microrganismos de ocorréncia natural, como bactérias, fungos e algas
(GU, 2021).

A degradacdo quimica das cadeias poliméricas pela acdo de
microrganismos € denominada biodegradacdo. Em geral, o processo de
biodegradacéao se inicia com a coloniza¢do do microrganismo no material, seguido da
producdo de enzimas extracelulares especificas capazes de quebrar algumas das
ligacdes quimicas da cadeia principal do polimero, levando a formacao de oligbmeros,
dimeros ou mondémeros. As moléculas de baixa massa molecular formadas séo
transportadas para o interior das células, onde sdo bioassimiladas pelos
microrganismos e entdo mineralizadas. Os produtos da biodegradacéo de polimeros,
em condi¢des aerodbicas, sdo: H20, CO2z e biomassa. Sob condi¢gdes anaerdbicas sao
produzidos CO2, H20, CHa4 e biomassa (HAIDER et al., 2020). Para que ocorra a
biodegradacdo € necessério ter condicdes adequadas para 0 crescimento e a
proliferagdo dos microrganismos, tais como, temperatura, umidade, pH e presenca ou
auséncia de oxigénio no ambiente onde o material sera degradado (SILVA et al.,
2020).

Os polimeros biodegradaveis tém se destacado significativamente na
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producdo de biomateriais para area biomédica, em especial pela boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioabsorbilidade no organismo humano
apresentada por alguns polimeros biodegradaveis. As principais aplicagfes na area
biomédica envolvem a producao de implantes temporarios (placas 6sseas, parafusos,
grampos, suturas), estruturas porosas tridimensionais usadas como suportes para
crescimento de células e em sistemas para liberacao de farmacos (MANAVITEHRANI
et al.,, 2017; RATNER, 2019). Outra promissora aplicagcédo inclui a producao de
embalagens alimenticias biodegradaveis (KHALIL et al., 2018). Na agricultura, os
polimeros biodegradaveis sdo empregados na producédo de embalagens para mudas,
em sistemas de liberacdo controlada de defensivos agricolas, em filmes para
recobrimento de plantacdes e no encapsulamento de sementes (BILCK et al., 2014,
SINTIM et al., 2020).

Atualmente, existe uma grande variedade de polimeros
biodegradaveis disponiveis no mercado. Ha os polimeros de origem agricola
(exemplos: amido, celulose, quitosana, colageno), os obtidos pela fermentacéo
microbiana da biomassa (PHA- polihidroxialcanoatos e PHB-polihidroxibutirato) ou
pela sintese de mondmeros obtidos da biomassa (PLA- poli (acido latico)) e os de
origem petroquimica (PCL- policaprolactonas, PBAT- poli (butileno adipato-co-
tereftalato), PBS- polibutileno succinato) (YIN et al., 2020). Entre os polimeros
biodegradaveis, o PLA é considerado um dos polimeros mais promissores da
atualidade, principalmente por suas propriedades singulares, como facil
processabilidade, boa disponibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
bioabsorvidade e propriedades mecéanicas superiores a outros polimeros
biodegradaveis (FARAH, ANDERSON, LANGER, 2016).

3.2 PoLl (ACIDO LATICO)

O poli (acido latico) - PLA € um poliéster termoplastico alifatico,
biodegradavel e renovavel, constituido por unidades de acido latico. O &cido latico
(acido 2-hidroxipropandico) é produzido majoritariamente pela fermentacéo
bacteriana de agucares simples, como a glicose e a maltose do milho, a sacarose da
cana-de-acucar e a lactose do leite. Por ser uma molécula quiral, ele existe como dois
enantibmeros, o L e o D-acido latico. A sintese quimica leva a uma mistura racémica

de D e L- &cido latico. Enquanto, no processo de fermentacéo bacteriana, a producao
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de D ou L- &cido latico depende da cepa selecionada (CASTRO-AGUIRRE et al.,
2016).

O PLA de baixa massa molecular foi sintetizado primeiramente em
1932 por Willian Carothers por meio do aquecimento do &cido latico sob vacuo.
Somente em 1954, o PLA de alta massa molecular foi produzido e patenteado por
DuPont. As principais rotas sintéticas usadas na producdo do PLA de alta massa
molecular (100.000 Daltons) sdo a polimerizacdo por condensacdo direta, a
polimerizacdo por desidratagdo azeotropica e a polimerizacdo pela abertura do anel
do lactideo, método atual para a obtencdo do poli (acido latico) (PRETULA,
SOLMKOWSKI, PENCZEK, 2016).

Como o acido latico apresenta dois enantibmeros (L e D- acido latico),
o poli (acido latico) possui trés estereoisdbmeros, o poli (acido L-latico) - PLLA, o
poli (acido D-latico) - PDLA e o poli (acido DL-latico) — PDLLA, Figura 1. A
estereoquimica do PLA tem influéncia direta sobre a cristalinidade do PLA. O PDLLA

€ amorfo, enquanto o PLLA puro e PDLA puro sao semicristalinos (SU et al., 2019).

Figura 1: Estereoisbmeros do &cido latico e do poli (acido latico).

Ha THs
HOOC\I ! /COOH
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L- Acido latico D- Acido latico

CHy o CH,

HO

0o

PLLA PDLLA PDLA
Fonte: RIVERO et al., 2017.

O PLA apresenta boas propriedades mecanicas, especialmente
modulo de Young, resisténcia a tracao e resisténcia a flexdo, em comparagdo com os
polimeros convencionais PP, PS e PE (HAMAD et al., 2015). Em relacdo as
propriedades de barreiras do PLA, os coeficientes de permeabilidade de CO2, Oz, N2




20

e H20 sado inferiores aos do PS e comparaveis aos do PET. As principais
desvantagens do PLA séo atribuidas a elevada rigidez e fragilidade, com menos de
10% de deformacao na ruptura e a baixa tenacidade (FARAH, ANDERSON, LANGER,
2016)

Devido as propriedades de biocompatibilidade e bioabsorvidade no
corpo humano, o PLA vem sendo empregado com sucesso ha producdo de
biomateriais para area médica, tais como, materiais implantaveis e reabsorviveis
(placas, parafusos, suturas), scaffolds para crescimento de células e regeneracéo de
tecidos, além da aplicacdo em sistemas para liberacdo de farmacos (TYLER, et al.,
2016). Outra importante aplicacdo do PLA refere-se a producdo de embalagens
biodegradaveis, inclusive embalagens alimenticias com contato direto com o0s
alimentos (VELAZQUEZ et al., 2019).

Para potencializar ainda mais as aplicacfes do PLA, diversas blendas
poliméricas de PLA com outros polimeros tem sido proposta, como por exemplo as
blendas PLA/PBAT. Entre as vantagens destaca-se o custo, a facil processabilidade
e a efetividade no melhoramento das propriedades (ZHAO et al., 2020).

3.3 POLI (BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO)

O poli (butileno adipato-co-tereftalato) - PBAT €& um copoliéster
alifatico aromatico, biodegradavel e de origem féssil, sintetizado pela reacdo de
policondensacédo entre o 1,4 butanodiol (BDO) e os &cidos adipico (AA) e tereftalico
(PTA). A sintese quimica requer longo tempo de reacao, alto vacuo e temperatura
superior a 190°C (JIAN, XIANGBIN, XIANBO, 2020).

O PBAT apresenta estrutura quimica linear e aleatoria. Os segmentos
mais rigidos da cadeia sdo compostos por unidades de butileno tereftalato- BT
(constituidas por 1,4 butanodiol e monémeros do acido tereftélico), enquanto os
segmentos mais flexiveis sédo constituidos por unidades de butileno adipato- BA

(compostos por 1,4 butanodiol e mondmeros de acido adipico) (ARRUDA et al., 2015).



21

Figura 2- Férmula estrutural do PBAT e seus componentes.
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Fonte: JIAN, XIANGBIN, XIANDO, 2020.

As propriedades mecéanicas do PBAT dependem da porcdo de
butileno tereftalato no polimero. Herrera e colaboradores (2002) revelaram que o
moédulo de Young se eleva com o aumento das unidades de butileno tereftalato,
enquanto o alongamento na ruptura diminui. O PBAT apresenta médulo de Young de
aproximadamente 20 a 35 Mpa, resisténcia a tracao de 32 a 36 Mpa e deformacao na
ruptura superior a outros polimeros biodegradaveis, como o PLA e o PBS (FERREIRA
et al., 2019).

As aplicacoes do PBAT abrangem principalmente a producdo de
filmes e embalagens biodegradaveis para o setor alimenticio e agricultura. (SOUZA et
al., 2020; MOUSTAFA et al., 2017; PIETROSANTO et al., 2020). O PBAT também
vem sendo investigado na producdo de biomateriais para area médica. WEI e
colaboradores (2016) produziram filmes antimicrobianos de PBAT que podem ser
usados na prevencdo de infec¢cdes hospitalares. Bheemanenia, Saravanab e
Kandaswamy (2018) prepararam biocompdsitos de PBAT com wollastonite (material
inorganico de cerdmica a base de silicato de célcio) com potencial para area
biomédica.

Atualmente, o alto custo de producdo do PBAT € um dos principais
obstaculos para o uso do PBAT em escala industrial. Uma interessante alternativa

para reduzir o preco final dos materiais derivados do PBAT tem sido a producgao de
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blendas poliméricas de PBAT com outros polimeros de menor custo. Além disso, as
blendas poliméricas podem possibilitar o melhoramento das propriedades do PBAT
(BAl et al., 2021).

3.4 BLENDAS POLIMERICAS

Blendas poliméricas s@o definidas como misturas fisicas de dois ou
mais polimeros que sdo combinados com a intengdo de criar um material novo e com
propriedades fisicas diferentes dos polimeros individuais (COUBROUGH et al., 2020).
A primeira blenda polimérica foi produzida por Thomas Hancock em meados do século
XIX, a blenda era composta por borracha natural e guta-percha. Nas ultimas décadas,
as blendas poliméricas tém atraido grande atencdo por serem uma alternativa
econbmica para a producdo de materiais novos, se comparadas ao desenvolvimento
e a comercializacdo de novos polimeros que geralmente requerem anos de pesquisas
e alto custo (PARAMESWARANPILLAI, THOMAS, GROHENS, 2015).

Os principais métodos empregados na producdo de blendas
poliméricas séo:

I. Método de evaporacédo de solvente (casting) - O método envolve
basicamente trés etapas: a dissolu¢cdo dos polimeros da mistura em um solvente
comum, a mistura mecanica dos componentes da blenda e evaporacao do solvente
(WANG, RHIM, HONG, 2016).

II. Mistura mecéanica de polimeros no estado fundido (melt blending)-
As blendas sdo obtidas pela mistura dos polimeros em seu estado fundido ou
amolecido. Esse processo € de grande importancia, pois permite producao de blendas
poliméricas em escala industrial (ZHU et al., 2018).

[ll. IPN- Reticulado polimérico interpenetrante- Neste método, os
componentes poliméricos estdo na forma de reticulados que se interpenetram e
formam um dnico reticulado, sem que haja reacdo quimica entre os polimeros
(GARCIA, MENDOZA, BARRIOS, 2016).

O desempenho das blendas poliméricas depende fortemente da
miscibilidade, da compatibilidade e da morfologia das blendas poliméricas. A
miscibilidade das blendas poliméricas esta associada aos aspectos termodinamicos
da mistura e descreve as interacdes entre os componentes poliméricos. Em uma

blenda miscivel, os componentes da mistura sdo homogéneos e a blenda apresenta
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apenas uma fase ao nivel molecular, resultando no melhoramento das propriedades
do material. Blendas parcialmente misciveis mostram algum grau de homogeneidade,
de modo que pequenas por¢des de cada polimero da blenda podem se dissolver no
segundo polimero, isso leva a uma morfologia em que o polimero em menor
quantidade fica distribuido homogeneamente na matriz polimérica. Essa morfologia
leva frequentemente a propriedades satisfatorias. Por outro lado, blendas imisciveis
apresentam separagao de fases e morfologia heterogénea e complexa, com pobre
adeséao entre as fases (PARAMESWARANPILLAI, THOMAS, GROHENS, 2015).

3.4.1 Determinacdo da Miscibilidade de Blendas Poliméricas por Critérios

Termodinamicos e por Diferentes Técnicas Experimentais

O estudo tedrico sobre a miscibilidade de blendas poliméricas pode
ser realizado por meio da termodinamica classica. Para que determinada blenda seja
considerada completamente miscivel é necessario atender a dois critérios
termodinamicos (ZHANG, 2016).

O primeiro critério esta relacionado com a energia livre de Gibbs de
mistura (AGm), descrito na Equacéao 1.

AGm = AHm — TASm Equacéao 1

Onde: T é a temperatura absoluta, AGm é a variacao de energia livre
de mistura, AHm- a variagdo molar de entalpia de mistura e ASm- a variagdo molar de
entropia de mistura.

Para que os componentes da mistura sejam misciveis a uma dada
temperatura, AGm deve ser negativa (AGm < 0). Embora essa condicdo seja
necessaria, ela ndo é suficiente para que a miscibilidade termodinamica seja

alcancada. Sendo assim, um segundo critério deve ser obedecido (Equacao 2).

2
(a a(:fzm))” >0 Equagéo 2

Onde: AGm é a variacdo de energia livre de mistura e ¢ a fracdo
volumétrica do polimero “i” na mistura.

Se o processo de mistura resulta em AGm < 0 e a condi¢éo dada pela
Equacdo 2 é satisfeita para toda a faixa de composicdo, entdo a blenda é
completamente miscivel e apresenta uma uUnica fase. Se o segundo critério for

satisfeito somente para algumas composicoes, a blenda é considerada parcialmente
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miscivel. Por fim, para AGm > 0 para toda a faixa de composicdo a uma dada
temperatura, os dois polimeros da mistura se separaram e o sistema € imiscivel e
heterogéneo (XAVIER, RAO, BOSE, 2016).

A maioria das blendas poliméricas produzidas sé@o imisciveis, pois
guando dois polimeros de alta massa molecular sdo misturados a probabilidade de
rearranjos € muito pequena, portanto, a ASm é quase nula. Dessa forma, a
miscibilidade de blendas poliméricas de alta massa molecular é altamente dependente
da variagdo de entalpia de mistura (AHm). Blendas misciveis requerem
preferencialmente valores negativos de AHm. O termo entéalpico € negativo quando ha
interacOes atrativas entre os componentes da blenda polimérica, como ligacdes de
hidrogénio, dipolo-dipolo e interag¢des idnicas (MUZATA, JAGADESHVARAN, BOSE,
2020).

A Figura 3 apresenta o diagrama de fases (temperatura X
concentracdo) para uma blenda polimérica binaria. O diagrama apresenta trés regifes
de diferentes graus de miscibilidade: (i) uma regido miscivel (Unica fase) entre duas
regides binodal, (ii) quatro regides fragmentadas entre as regides binodal e espinodal,
(i) duas fases separadas, na regido espinodal. A regido binodal separa o estado
estavel (uma fase) do estado metaestavel, enquanto a espinodal indica a transicao da
regido instavel para a metaestavel. O ponto LCST, temperatura critica inferior da
solucdo, é comum para blendas de polimeros com alta massa molar, devido a baixa
entropia de mistura, enquanto o ponto UCST, temperatura critica superior da solucao
€ caracteristico de cadeias pequenas (XAVIER, RAO, BOSE, 2016).

Figura 3- Diagrama de fases para blendas poliméricas com ilustracédo da temperatura
critica inferior da solucéo (LCST) e da temperatura critica superior da solu¢do (UCST).
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Fonte: XAVIER, RAO, BOSE, 2016.
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A separacado de fases ocorre quando uma mudanca na temperatura,
composicao ou pressao, forca a entrada na regido metaestavel ou na regido instavel.
Na regido metaestavel, o mecanismo de nucleacdo e crescimento governa o
desenvolvimento da separacédo de fases da mistura. Nessa regido, a fase descontinua
esta dispersa em uma fase continua, sendo caracterizada pela morfologia de goticulas
na matriz (Figura 4-a). Por outro lado, na regido espinodal, as fases se separam
espontaneamente (decomposicéo espinodal), resultando na formacao de duas fases
continuas simultaneamente (Figura 4-b) (CHEN et al., 2017)

Figura 4: Regido metaestavel do diagrama de fase- Nucleacdo e crescimento (a).
Decomposigéo espinodal (b).

(a) Nucleagao e crescimento

ok

Fonte: XUE, ZHANG, HAN, 2012.

A miscibilidade de blendas poliméricas também pode ser investigada
por meio de diferentes técnicas experimentais. A determinacdo da temperatura de
transicdo vitrea (Tg) é a técnica experimental mais empregada para a avaliar a
miscibilidade. Quando um polimero A, com determinado valor de Tg, e um polimero
B, com outro valor de Tg se misturam, eles podem formar uma mistura imiscivel,
parcialmente miscivel ou totalmente miscivel. No primeiro caso, as cadeias dos
polimeros A e B ndo interagem entre si e sdo formados dominios separados. Portanto,
sdo observados dois valores de Tg que correspondem as Tg’s dos polimeros A e B
puros. No segundo caso, as cadeias dos polimeros A e B apresentam alguma
afinidade entre si, de tal forma que existe alguma interpenetracdo de cadeias do

polimero A nos dominios do polimero B e vice-versa. Isso resulta na observacao de
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duas Tg’'s em temperaturas situadas entre os valores de Tg dos homopolimeros A e
B puros. Em uma blenda miscivel, as cadeias dos polimeros A e B se interpenetram
como se tivessem a mesma estrutura, formando um sistema que vai adquirir
mobilidade de uma s6 vez, e apenas uma temperatura intermediaria as Tg’s dos
homopolimeros puros € observada (SANGRONIZ, et al., 2018). O efeito da
miscibilidade nas Tg's de blendas poliméricas esta representado na Figura 5. A Tg de
um material é facilmente determinada pela técnica de DSC- Calorimetria Diferencial
de Varredura (AID et al., 2017).

Figura 5- Efeito da miscibilidade nas temperaturas de transi¢cao vitrea de misturas
poliméricas.
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Fonte: LUCAS, SOARES, MONTEIRO, 2001.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
também pode ser utilizada no estudo da miscibilidade de blendas poliméricas. Quando
a blenda polimérica é completamente imiscivel, os polimeros se encontram em fases
distintas, sendo assim, o espectro FT-IR da blenda polimérica refletira a adicdo do
espectro dos polimeros individuais. No caso de uma blenda miscivel ou parcialmente
miscivel, o espectro de FT-IR da blenda pode mostrar a formacdo de novas bandas
e/ou o desaparecimento de algumas bandas dos componentes (TIKISH et al., 2018).
Outras importantes técnicas utilizadas extensivamente na caracterizagdo blendas
poliméricas para investigar as separacdes de fases sdo MEV, TEM, AFM e
microscopia optica (UGARTEMENDIA et al., 2018; CHEN et al., 2020; SANCHEZ-
REXACH et al., 2018).
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3.4.2 Blendas Poliméricas PLA/PBAT

O PBAT é considerado um bom candidato para produzir blendas
poliméricas com o PLA. Diversos estudos tém reportado que a adi¢cdo de PBAT pode
melhorar algumas propriedades mecanicas do PLA, como a dureza, a deformacéo na
ruptura e a tenacidade (Lu et al., 2017)

Yeh e colaboradores (2010) estudaram a miscibilidade, a
cristalinidade e as propriedades térmicas de blendas PLA/PBAT com diferentes
propor¢cdes produzidas pela mistura mecanica dos polimeros no estado fundido. O
estudo revelou que apos a mistura dos polimeros, a porcentagem de cristalinidade, a
temperatura de fuséo e a temperatura de onset para as blendas PLA/PBAT reduziram
gradualmente com o aumento da propor¢do de PBAT na mistura. Analises
morfologicas revelaram a miscibilidade das blendas PLA/PBAT somente para a blenda
contendo 2,5% (m/m) de PBAT.

Kumar, Moshenty, Nayak e Parvaiz (2010) investigaram o efeito da
adicdo do compatibilizante glicidil metacrilato (GMA) e de nanoargilas nas
propriedades térmicas, mecéanicas e morfologicas de blendas PLA/PBAT. A adicao de
GMA e nanoargila aumentou a resisténcia ao impacto das blendas PLA/PBAT e
melhorou a adeséo interfacial e as propriedades térmicas. Outro compatibilizante
utilizado com sucesso em blendas PLA/PBAT é o extensor de cadeia Joncryl ADR-
4368 (epoxido multifuncional). Al-ltry, Lamnawar e Maazouz (2014) empregaram este
extensor por extrusao reativa na producao de blendas PLA/PBAT. De acordo com 0s
autores, houve melhorias nas propriedades mecanicas e na degradacao térmica das
blendas PLA/PBAT.

Wang, Rhim e Hong (2016) produziram blendas de PLA/PBAT atraves
do método casting, utilizando cloroférmio como solvente comum. A blenda com PBAT
reduziu a fragilidade e melhorou a flexibilidade do PLA. Resultados de teste de
embalagem mostraram que os filmes obtidos pela mistura de PLA e PBAT tém
potencial para a aplicagcdo em embalagens alimenticias de frutas e legumes frescos.

Embora as blendas PLA/PBAT sejam extensivamente estudadas, a
maioria dos trabalhos publicados na literatura envolvem blendas compactas, com
aplicacdo na area de embalagens biodegradaveis (PIETROSANTO et al.,, 2020;
SRISAA, HARNKARNSUJARIT, 2020). Para outras aplicacbes, como na producéo de

scaffolds para engenharia de tecidos, outras morfologias sao requeridas, como, por
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exemplo, estruturas microporosas ou nanofibras (IRANI et al., 2020; DUBEY et al.,
2021). No entanto, ainda ha poucos estudos na literatura sobre blendas PLA/PBAT
estruturadas.

Recentemente, Kang e colaboradores (2018) reportaram a producao
de blendas porosas de PLA/PBAT pelo método NIPS (separacéo de fases induzidas
por um ndo solvente). Segundo os autores, a adicdo de PBAT diminuiu o diametro
dos poros e melhora a resisténcia a tragao e a deformacéao na ruptura dos materiais.
Os materiais produzidos apresentaram grande potencial para uso como scaffolds para
crescimento de células. Pela técnica de eletrofiacdo, Khatsee e colaboradores (2018)
produziram pela primeira vez nanofibras de blendas PLA/PBAT. Foram investigados
o efeito de varios parametros experimentais na producdo das nanofibras, incluindo o

solvente, a concentracdo e a propor¢cdo dos polimeros nas blendas.

3.5 ELETROFIAGAO

A eletrofiacdo € uma técnica promissora e versatil empregada na
producao de fibras poliméricas continuas e ultrafinas, com diametros no intervalo de
10 nm a 10 um. Na eletrofiacéo, as fibras sédo produzidas pela aplicacdo de um campo
elétrico forte na solucéo polimérica (MOON, GIL, LEE, 2017).

Em 1934, Formahals patenteou a técnica de eletrofiagdo e descreveu
as principais etapas experimentais para a producdo de fibras poliméricas usando
cargas elétricas. Basicamente, 0s aparatos experimentais necessarios para a
eletrofiacdo sdo: uma fonte de alta tensdo, um capilar (hormalmente, uma seringa com
agulha) e um coletor metalico (placa ou um cilindro de rotacdo) (MIN et al., 2019).

O processo de eletrofiagdo consiste na aplicacdo de um campo
elétrico pelo uso de uma fonte de alta tenséo, sobre o fluxo de uma solug&o polimérica
ejetado de uma seringa. A seringa pode se encontrar na posi¢éo vertical ou horizontal,
como mostra a Figura 6. Inicialmente, a solucédo € mantida pela sua tensao superficial
na extremidade do capilar na forma de gota, porém com o aumento da tenséo elétrica
a superficie da gota adquire um formato cénico, conhecido como cone de Taylor.
Quando as forgas eletrostaticas de agdo repulsiva superam a tensédo superficial de
acao coesiva, um jato carregado da solucdo na extremidade do cone é ejetado e
atraido ao coletor. Devido a grande area superficial dos jatos, o solvente é

rapidamente evaporado, deixando o polimero em forma de uma fibra sélida fina e
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alongada, sobre o coletor (PATIL et al., 2017; LI et al., 2016).

Figura 6: Aparatos da eletrofiacdo na posicao horizontal e vertical.
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! Agulha \ L g — e
lli g SaahLans Agulha
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Fonte: Adaptado de PATIL et al., 2017.

A morfologia e o diametro das fibras produzidas por eletrofiacdo sao
frequentemente afetados pelos parametros de solugcdo (concentracdo, massa
molecular, viscosidade, tensdo superficial, condutividade), parametros de
processamento (tensdo aplicada, taxa de fluxo, distancia do coletor) e parametros
ambientais (umidade e temperatura) (PELIPENKO, KOCBEK, KRISTL, 2017,
MOTAMEDI et al., 2017). O Quadro 1 apresenta o efeito de alguns parametros de

solucéo, processamento e ambiente.

Quadro 1- Parametros que afetam a morfologia e diametro das nanofibras.

Parametros Consequéncias
Tenséao aplicada No processo de eletrofiacdo sdo aplicadas altas tensdes
(5- 40 kV). Tensbes mais elevadas causam o0 aumento
das forcas eletrostaticas repulsivas, que levam a um
maior alongamento do jato de eletrofiacdo, resultando
em fibras mais finas. Quando a tensdao € muito alta, a
probabilidade de formacéo de beads (defeitos) aumenta
devido a instabilidade do Cone de Taylor.
Distancia entre a ponta | Uma distancia minima €& requerida para formar fibras
do capilar e o coletor uniformes. Se a distancia for muito curta, o jato ndo se
solidifica antes de chegar ao coletor e da origem a um
filme e ndo fibras.
Taxa de fluxo A diminuigcdo da taxa de fluxo da solug&o, diminui o
diametro das fibras. Em geral, altas taxas de fluxo
resultam em fibras com beads devido a indisponibilidade
de tempo de secagem adequado, antes de chegar ao
coletor.
Concentragao da | O aumento da concentracdo tem resultado no aumento
solucéo polimérica do didametro das fibras.
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Tenséo superficial Em geral, a baixa tenséo superficial resulta na formacéao
de fibras sem beads. A alta tens&o superficial resulta na
instabilidade dos jatos.

Viscosidade Para baixas viscosidades h& a formacéo de beads, alta
viscosidade aumenta o diametro das fibras e as beads
desaparecem.

Massa molecular O aumento da massa molecular, reduz no niumero de
beads e goticulas.

Condutividade O aumento da condutividade diminui o diametro das
fibras.

Umidade Alta umidade resulta em poros circulares sobre as fibras.

Temperatura Aumento da temperatura resulta na diminuicdo do
didametro das fibras.

Fonte: PELIPENKO, KOCBEK, KRISTL, 2017; MOTAMEDI et al., 2017; SUBBIAH et al., 2015.

Existe uma variedade de polimeros capazes de formar fibras com
diametro em escala nano ou micrométrica pela técnica de eletrofiacdo. Como por
exemplo, os polimeros sintéticos, os polimeros biodegradaveis de origem renovavel
(quitosana, colageno, celulose, PHA, PHB, PLA), os polimeros biodegradaveis de
origem petroquimica (PCL, PBAT), além de diversas blendas poliméricas (KHATSEE
et al., 2018; SILVA, et al., 2020; AKANBI, JAYASINGHE, WOJCIK, 2021). A grande
diversidade de polimeros empregados na preparacao das nanofibras, somada a suas
caracteristicas singulares, como alta porosidade, elevada area superficial e o diametro
das fibras, tem possibilitado a aplicacdo das nanofibras em diferentes areas, tais
como, na producdo de scaffolds na engenharia de tecidos (SINGH et al., 2020) em
sistemas de filtracdo (AL-HUSAINI et al., 2021), liberacédo de farmacos (GUIDOTTI et
al., 2020) e biosensores (ZHANG et al., 2017).

3.6 TECNICA BREATH FIGURE

A técnica breath figure tem atraido grande atencéo na producao de
filmes poliméricos com micro ou nanoporos ordenados, principalmente por sua
versatilidade, efetividade, simplicidade e custo reduzido quando comparada a outras
técnicas de automontagem (WU et al., 2018).

O termo “breath figure” foi inicialmente atribuido a matriz de goticulas
de agua formada quando o vapor de agua entra em contato com uma superficie fria.
Esse fenbmeno foi investigado primeiramente por John Aitken (1895) e Rayleigh

(1911). No entanto, foi considerado apenas um fendmeno natural sem aplicacdes
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praticas (RODRIGUEZ-HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020). Apés algumas
décadas, Widawski, Rawiso e Francois (1994) descobriram a formacéo de um filme
polimérico microporoso, quando uma gota de solugdo de poliestireno (PS) com
arquitetura estrelada e do copolimero em bloco poliestireno-poliparafenileno (PS-PPP)
preparada em solvente volatil foi exposta a um fluxo de ar imido. De acordo Widawski
e colaboradores, a rapida evaporacdo do solvente volatil induziu o resfriamento da
superficie da solucdo e a condensacdo do vapor de agua sobre a solucdo. As
pequenas goticulas de 4gua formadas se auto-organizavam em um arranjo altamente
ordenado e ao se evaporarem deixavam uma matriz de poros regulares no filme
polimérico. A relacdo entre os trabalhos de Rayleigh e Widawski foi logo reconhecida,
e a técnica foi denominada breath figure (BF).

No BF convencional, uma gota da solu¢éo polimérica (preparada em
solvente volatil) € depositada sobre um substrato, em ambiente umido (UR > 50%).
ApoOs a evaporacdo completa do solvente e das goticulas de agua, um filme polimérico
poroso é formado sobre o substrato. Dependendo de como a umidade é estabelecida
no ambiente, o processo pode ser classificado como dindmico ou estatico. No método
dindmico, a umidade é fornecida pelo fluxo de gas umido sobre o substrato (YIN, et
al., 2019). Enquanto no estético, o substrato € colocado em um recipiente fechado
com vapor de agua saturado (WANG et al., 2018). Recentemente, o BF tem sido
combinado a outras técnicas, como o dip-coating (DONG et al.; 2019), o spin-coating
(COBO et al., 2017) e NIPS (BUI, KOB, CHOI, et al., 2014).

Apesar da técnica BF ser bastante simples em relacdo as etapas
experimentais, o mecanismo de formacdo dos filmes porosos é considerado
complexo, uma vez que o processo é controlado por transferéncias de massa e calor
gue dependem de varios parametros, incluindo temperatura, umidade, velocidade do
fluxo de gas (processo dindmico), propriedades fisicas do solvente, concentracdo da
solucéo e arquitetura dos polimeros (BORMASHENKO, 2017).

O mecanismo mais aceito para a producao dos filmes microporosos
pelo método breath figure esta representado na Figura 7 e pode ser descrito pelas
seguintes etapas:

() Resfriamento da solucdo e nucleagdo de goticulas de agua- O
resfriamento da solucéo € a etapa inicial e essencial para a formacao das goticulas
de agua, pois o breath figure exige uma superficie fria. Nesse contexto, fria indica uma

temperatura significativamente menor que o ponto de orvalho da atmosfera, assim o
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vapor de agua pode se condensar sobre a superficie da solucdo espontaneamente.
No BF, o resfriamento da superficie da solucdo é obtido pela rapida evaporacéo do
solvente e por isso, 0 uso de solventes volateis é altamente recomendado. O
resfriamento da superficie ocasiona a nucleagédo das goticulas de agua na interface
solucdo/vapor. Nessa primeira etapa, as goticulas de agua sao pequenas e
desordenadas (RODRIGUEZ-HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020; YABU, 2018).

(ii) Crescimento e auto-organizacao das goticulas de agua, formando
um padrdo ordenado- Estudos tém demostrado que o raio das goticulas de agua
cresce com o0 aumento da umidade relativa, com a diferenca de temperatura durante
o resfriamento e com o tempo (DOU et al., 2015). Durante o processo de crescimento,
as goticulas flutuam na superficie da solucdo e se auto-organizam formando uma
matriz ordenada. Acredita-se que a convencdo de Marangoni seja responsavel por
conduzir a auto-organizacdo das goticulas de agua. A conveccdo de Marangoni (ou
conveccao termocapilar) esta associada a transferéncia de massa ao longo de uma
interface entre dois fluidos devido a um gradiente de tensao superficial. Para uma gota
de solucdo polimérica sobre um substrato, as taxas de evaporacdo do solvente
préximas a linha de contato do substrato e ao centro da gota séo diferentes. Assim,
havera um gradiente de temperatura na superficie da solugcdo causado pelo
resfriamento por evaporacdo. Como a tensao superficial dependente da temperatura,
o gradiente de temperatura levara a um gradiente de tenséo superficial e a convecc¢ao
de Marangoni. A conveccdo de Marangoni também pode atrair as goticulas de agua
para interior da solucéo e produzir filmes microporosos com multicamadas de poros
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020)

(iii) Evaporacéo do solvente e das goticulas de 4gua levando a uma
matriz de poros ordenados sobre a superficie do substrato- Com a evaporacao
crescente do solvente, a viscosidade da solugdo aumenta e o movimento das
goticulas de agua torna-se limitado. Quando a temperatura da solugcédo atinge uma
temperatura acima do ponto de orvalho, as goticulas param de crescer e comecam a
se evaporar com 0 aumento da temperatura. ApOs a evaporagcdo completa das

goticulas de agua o filme poroso é obtido (ZHANG, LI, 2018).
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Figura 7- Representacdo do mecanismo de formacéao dos filmes poliméricos porosos
pelo método breath figure: (a) evaporacdo do solvente, (b) nucleacao de goticulas de
agua, (c) crescimento e auto-organizacao das goticulas de agua; (d)- Evaporacao do
solvente e das goticulas de agua.
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Fonte: préprio autor.

O Quadro 2 apresenta 0s principais fatores experimentais que

influenciam a morfologia e o diametro dos poros nos filmes produzidos por BF.

Quadro 2- Alguns fatores experimentais que afetam a formacao dos poros em filmes
poliméricos preparados pelo breath figure.

Fator experimental

Consequéncias

Umidade

O aumento da umidade relativa leva a um aumento no
tamanho dos poros.

Concentracao
solucéo

da

Menor concentracdo da solucao resulta em poros com
didmetros maiores.

Solvente

Recomenda-se o0 uso de solventes volateis e com baixa
solubilidade em agua. Solventes com alta volatilidade
produzem poros menores. Menor volatilidade permite a
condensacdo do vapor de agua por mais tempo, entdo
as goticulas crescem por um periodo maior, logo, poros
com tamanhos maiores séo obtidos.

Uma fina camada de polimeros pode ser formada na
superficie das goticulas somente para bons solventes.
Essa camada diminui a tensdo superficial entre o
solvente e goticulas de agua, impedindo sua
coalescéncia e contribuindo para a formacdo de poros
ordenados.

Temperatura

A reducdo na diferenca de temperatura da solucéo,
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diminui a taxa de evaporacdo do solvente,
consequentemente o tempo de evaporacao aumenta, as

goticulas crescem mais e poros maiores sdo obtidos.
Fonte: FERRARI et al., 2011; DOU et al., 2015; CHEN et al., 2016.

Nas ultimas duas décadas varios tipos de polimeros com diferentes
arquiteturas tém sido usados no preparo de filmes porosos pelo BF, incluindo
copolimeros em bloco linear, polimeros estrela ou ramificados, homopolimeros
lineares, polimeros anfifilicos, polimeros biodegradaveis e misturas de polimeros
(YEH et al., 2019; YUAN et al., 2020; YABU, 2018).

3.7 SUPORTES PARA CRESCIMENTO DE CELULAS- SCAFFOLDS

Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais porosas que
desempenham um papel importante na engenharia de tecidos, principalmente no uso
como suportes para a regeneracao de tecidos, fornecendo um ambiente que permita
a proliferacdo das células e a formacao do tecido novo em trés dimensées (WUBNEH
et al., 2018).

Para que os scaffolds desempenhem suas fun¢des na regeneracao
de tecidos, alguns fatores sdo importantes, como:

(i) Possuir estrutura porosa (50-90% de porosidade) e com poros
interconectados, facilitando o transporte de gases, nutrientes e fatores regulatorios
gue possibilitem a sobrevivéncia, a proliferacdo e a diferenciacdo celular;

(i) Apresentar propriedades mecanicas correspondentes ao tecido
hospedeiro;

(i) Ser biocompativel com o organismo, permitindo que as células se
adiram a superficie e promover a interacdo celular, a viabilidade e a deposi¢cao
extracelular, com o minimo de inflamac&o e toxicidade;

(iv) Biodegradar-se a uma taxa controlavel que se aproxima da taxa
de regeneracéo do tecido de interesse (NIKOLAVA, CHAVALI, 2019).

Entre as técnicas convencionais usadas na preparacédo de scaffolds
com porosidade controlada, destaca-se o casting com lixiviagdo de particulas, a
separacao de fase induzida termicamente (TIPS) e a liofilizagdo. Recentemente, as
técnicas de eletrofiacéo, impresséo 3D e métodos de automontagem também tém sido

empregados com sucesso na producao de scaffolds (ZHAO, et al., 2018).
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Os biomateriais empregados na producédo dos scaffolds podem ser
classificados em metais, ceramicos, polimeros naturais ou sintéticos e compositos
(DONNALOJA et al., 2020). Entre os polimeros sintéticos destacam-se o PLA, o0 PGA
e o copolimero PLGA (YAN et al., 2020; ZHANG, KING, 2020). Apesar do PLA estar
entre os principais polimeros biodegradaveis empregados na producdo de scaffolds
destinados ao crescimento de células, o PLA apresenta algumas desvantagens,
como: elevada hidrofobicidade, baixo alongamento na ruptura e fraca resisténcia ao
calor. Como resultado, modificacdes tém sido propostas para a producgéo de scaffolds
de PLA, tais como, a copolimerizacdo e a producdo de nanocompdésitos, além da
producao de blendas poliméricas (WANG et al., 2019; APALANGYA et al., 2019).
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4. ESTUDO DA MISCIBILIDADE DE BLENDAS DE POLI (ACIDO
LATICO)/ POLI (BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) PREPARADAS PELO
METODO DE EVAPORACAO DE SOLVENTE

Resumo

A producao de blendas de PLA/ PBAT tem por objetivo superar as desvantagens que
cada polimero possui individualmente, como fragilidade, limitacbes de
processabilidade e custo. Neste estudo, investigamos a miscibilidade e as
propriedades de filmes biodegradaveis de PLA - Poli (acido latico), PBAT- Poli
(butileno adipato-co-tereftalato) e de suas blendas com propor¢des de 95/5, 70/30,
30/70 e 5/95 de PLA/PBAT, respectivamente, produzidos pelo método de evaporacgao
de solvente. As blendas produzidas foram caracterizadas pelas técnicas de
espectroscopia Raman, calorimetria exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria
(TGA), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), viscosimetria de solu¢@es diluidas
e ensaio mecanico de tracdo. A andlise dos espectros Raman, temperatura de
transicdo vitrea (Tg), e TGA indicaram imiscibilidade dos polimeros em todas as
composicdes estudadas. As analises mecanicas apontaram para diminuicdo da
rigidez das blendas com a adicdo do PBAT. Os valores dos parametros de interacao
obtido pela analise de viscosimetria de solucdes diluidas, sugerem miscibilidade
parcial da blenda contendo 5% de PBAT. O estudo da miscibilidade e das
propriedades das blendas de PLA/PBAT, obtidas por evaporacdo de solvente,
possibilitardo a producdo de novos materiais por diferentes técnicas visando novas
aplicacao para este material.

Palavras-chave: Poli (acido latico). Poli (butileno adipato-co-tereftalato). Blendas.
Misicibilidade. Viscosidade. Espectroscopia Raman.

Abstract

The production of PLA / PBAT blends aims to overcome the disadvantages that each
polymer had individually, such as fragility, process ability and cost limitations. In this
study, we investigated the miscibility and properties of biodegradable films of PLA -
Poli (lactic acid), PBAT-Poli (butylene adipate-co-terephthalate) and their blends with
proportions of 95/5, 70/30, 30/70 and 5/95 PLA / PBAT, respectively, produced by the
casting method. The blends produced were characterized by the techniques of Raman
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TGA),
scanning electron microscopy (SEM), diluted solutions viscosimetry and mechanical
tensile testing. The Raman spectra of the PLA / PBAT blends indicated that the
polymers do not show favorable molecular interactions. The analysis of the glass
transition temperature (Tg) of the materials, the SEM images and the interaction
parameters, obtained by viscosimetry analysis of diluted solutions, confirmed the
immiscibility of the PLA / PBAT blends. Mechanical analyzes point to a decrease in the
stiffness of the blend with the addition of PBAT. The study of the miscibility and
properties of the PLA / PBAT blends obtained by solvent evaporation will enable the
production of new materials by different techniques aiming at new applications for this
material.

Keywords: Poly (lactic acid). Poly (butylene adipate-co-terephthalate). Blends.
Misicibility. Viscosity. Raman spectroscopy.
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4.1 INTRODUCAO

Os plasticos sintéticos oriundos do petrdleo tornaram-se materiais
preciosos para a vida moderna, com ampla gama de aplica¢cdes. A producéo anual de
plasticos aumentou de 1,5 milhdes de toneladas em 1950 para aproximadamente 359
milhdes de toneladas em 2018 (PLASTICS EUROPEAN, 2019). O sucesso dos
plasticos é atribuido principalmente a grande versatilidade, durabilidade, resisténcia a
corrosdo e processabilidade. Contudo, o descarte inadequado desses materiais na
natureza tem ocasionado sérios problemas ambientais, visto que eles se acumulam
no ambiente por décadas (HAIDER, VOLKER, KRAMM, 2019).

Visando reduzir os impactos ambientais, grandes esforgos tém sido
realizados para produzir materiais poliméricos biodegradaveis que apresentem
propriedades fisico-quimicas similares as dos plasticos convencionais. O poli (acido
latico) - PLA é um poliéster termoplastico, biodegradavel e renovavel que tem se
destacado por sua boa processabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
(CASTRO-AGUIRRE, et al., 2016; FARAH, ANDERSON, LANGER, 2016). O PLA é
extensivamente utilizado na area biomédica, como na producdo de implantes
bioabsorviveis, suturas cirtrgicas, scaffolds para engenharia de tecidos e em sistemas
de liberagéo de farmacos (NOFAR et al., 2019). Outra promissora aplicagdo do PLA é
na producdo de embalagens biodegradaveis (WANG, RHIM, HONG, 2016). Apesar
de suas potencialidades, o PLA possui algumas desvantagens, como a baixa
flexibilidade, ductilidade e tenacidade (KUCIEL, MAZUR, HEBDA, 2020).

Um dos caminhos para melhorar as propriedades mecanicas do PLA
e expandir suas aplicacbes é através da producao de blendas poliméricas. Um dos
polimeros mais promissores para a producdo de blendas poliméricas com o PLA é o
poli (butileno adipato-co-tereftalato) — PBAT, principalmente por sua capacidade de
melhorar a flexibilidade do PLA, sem prejudicar a biodegradabilidade do mesmo
(WANG, et al., 2019).

Neste estudo, as blendas poliméricas PLA/PBAT foram produzidas
pelo método de evaporacao de solvente, também conhecido por casting. A utilizacao
desse método pode promover a obtencdo de filmes com diferentes morfologias,
guando associada a outras técnicas experimentais, como, por exemplo, a técnica de
spin coating, a eletrofiacdo e a lixiviagdo de particulas, o que amplia as aplica¢cdes dos
filmes (KANG et al., 2018; ROSENBERGER et al., 2020; TIPDUANGTA et al., 2016).
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Neste sentido, o presente trabalho tem por objetivo estudar a miscibilidade e as
propriedades térmicas, mecanicas e morfolégicas de blendas PLA/PBAT preparadas
pelo método de evaporacdo de solvente, tendo como diferencial a utilizagdo das
técnicas viscosimetria de soluc¢des diluidas e a espectroscopia Raman.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Poli (&cido latico), PLA Ingeo™ 4043D, com massa molecular média
de 200 KDa adquirido da NatureWorks LLC (Blair, Nebraska, USA) e Poli (butileno
adipato-co-tereftalo), PBAT, sob o nome comercial de Ecoflex® F BLEND C1200
(BASF, 2013), fornecido pela empresa BASF (Germany) foram utilizados para
producédo das blendas. Cloroférmio (Biotec- Brasil) foi utilizado como solvente.

Os filmes de PLA, PBAT e das blendas PLA/PBAT foram produzidas
pelo método de evaporacédo de solvente (WANG, RHIM, HONG, 2016). As blendas
PLA/PBAT foram preparadas nas propor¢oes 95/5, 70/30, 30/70 e 5/95 de PLA/PBAT
a partir de solucdes de 4% (massa/volume) dos polimeros dissolvidos em cloroférmio.
As solucbes foram agitadas por 6 horas e posteriormente vertidas em placas de vidro
e secas a temperatura ambiente por 24 horas. As amostras dos filmes produzidos
foram denominadas PLA, PLAgs/PBATs, PLA70/PBAT30, PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s
e PBAT.

Os espectros Raman das amostras foram obtidos através do
equipamento Microscépio Raman Confocal, marca Witec, modelo Alpha300 R, com
laser de 532 nm e resolucdo espectral de 4 cm™. A faixa de nimero de onda foi de
150 a 4000 cm. Imagens Raman foram obtidas com o auxilio de um microscopio

confocal em diferentes espessuras da amostra e associadas com o0 espectro Raman.

Analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas no equipamento
Perkin Elmer TGA 4000, sob fluxo de nitrogénio com vazdo de 20 cm3.min?. As
amostras foram aquecidas no intervalo de temperatura de 30 - 800 °C, com taxa de

aquecimento de 20 °C.min.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada em um
equipamento da Shimdzu, modelo DSC-60. As amostras dos filmes foram colocadas
em panelas de aluminio e aquecidas de 30 a 200 °C. A velocidade de aquecimento foi

de 10 °C. min't, sob uma atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min"t. Para
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uma melhor visualizagcdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg) das amostras

realizou-se uma segunda varredura no intervalo de 30 a 100 °C.

Os testes de resisténcia a tracédo foram realizados em uma maquina
universal de ensaio (marca Emic, modelo DL2000 e célula de carga de 50 N), segundo
as especificagdes da norma ASTM D-638. Foi analisada a tensdo na forca méxima, a

deformacé&o na ruptura e o modulo eléstico.

A analise morfolégica foi realizada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) utilizando um equipamento da marca Philips, modelo FEI Quanta
200 com voltagem de aceleracdo de 8.6 kV. As amostras foram fraturadas em
nitrogénio liquido para a observacao da superficie de fratura. As superficies de fratura
foram previamente cobertas com uma fina camada de ouro e a magnitude de

observacéo foi de 2400 e 5000 vezes.

Um viscosimetro do tipo Cannon Fenske (marca Paragon Scientific
Ltd-CFR 150) foi empregado para determinar a viscosidade relativa dos polimeros
puros e das blendas PLA/PBAT. O intervalo de concentracado investigado foi de 0,1 a
2,0 g.dL™1, utilizando cloroférmio como solvente comum. Todos os experimentos foram
conduzidos a temperatura constante de 23,0 + 0,5 °C. Para quantificar a miscibilidade
de blendas poliméricas, Chee (1990) propds uma expressdo do parametro de
interacao, AB, quando os polimeros sdo misturados nas fracbes de peso w1 e wz,

(Equacéo 3).

__ (b=0)
AB = wiw2)

Equacéo 3

Onde: c= wibi1 + wzb22, no qual bi1 e b2z sdo os paréametros de
interacOes individuais obtidos pela inclinacdo da reta das curvas de viscosidade
reduzida versus concentracdo das solucdes do polimero 1 e 2.

O coeficiente b esta relacionado com o coeficiente de Huggins, Kh,
Equacéo 4.

b = Kh.[n]? Equagéo 4

Onde [n] corresponde a viscosidade intrinseca da solugéo polimérica.

Em sistemas ternarios, o coeficiente b é dado pela Equacdo 5. O
parametro de interacdo bai2 é obtido pela inclinacdo da reta das curvas de viscosidade

das solucdes das blendas poliméricas.
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b = W12b11 + W22b22 + 2W1W2b12 Equa@ﬁo 5

Usando os valores de AB, Chee (1990) definiu outro parametro de
interagéo, W, dado pela Equacéao 6:

w = AB/{[n], - [n],}? Equacéo 6

Onde: [n]1 e [n]2 correspondem a viscosidade para solugbes dos
polimeros puros.
Para py = 0, a blenda polimérica é classificada como miscivel. Porém,

se U < 0 a blenda polimérica é classificada como imiscivel (WOLF, 2018).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estabilidade e a decomposicdo térmica dos filmes PLA,
PLAos/PBATs, PLA7/PBAT30, PLA30/PBAT70, PLAs/PBATes e PBAT foram
investigadas por TGA. Os dados correspondentes a T90 (temperatura observada em
10% de perda de massa) e a Tmax (temperatura maxima de degradacéo, observados
nas curvas de DTG) estéo registrados na Tabela 1. Pelos valores de T90, observa-se
gue a estabilidade térmica da amostra de PLA é inferior a amostra de PBAT. A
diferenga na estabilidade térmica dos materiais esta relacionada provavelmente as
diferencas estruturais das cadeias poliméricas, em especial a presenca dos anéis

aromaticos (LI et al., 2018).

Tabela 1- Valores de T90 e Tmax das amostras PLA, PLAgs/PBATs, PLA70/PBAT30,
PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s e PBAT.

Composicéao dos filmes T90 (°C) Tmax (°C)

PLA 377 404

PLA9s/PBATs 373 405

PLA70/PBAT30 380 403/ 444

PLA30/PBAT70 391 397/ 445

PLAs/PBAT9s 406 443

PBAT 419 446
T90- Temperatura na qual ha 10% de perda de massa do material; Tmax-Temperatura maxima de
degradacéo.

Fonte: préprio autor.

O PLA e PBAT apresentaram um Unico evento de degradacdo,

observados nas curvas de TG e DTG (Figura 8). O mesmo comportamento térmico foi
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observado na curva de DTG para as blendas PLAgs/PBATs e PLAs/PBATgs, 0 que
pode ser explicado pela pequena quantidade da fase dispersa, considerando que na
curva de TG é possivel visualizar a decomposi¢do dos dois materiais em temperaturas
diferentes. Para as blendas PLA70/PBAT30 e PLA3/PBAT70 observou-se, tanto na
curva de TGA como na curva de DTG, dois eventos de degradacéo: o primeiro em
aproximadamente 400 °C corresponde a degradacao térmica do PLA e o segundo em
torno de 443°C refere-se a degradacao térmica do PBAT. O fato dos valores de Tmax
nao apresentarem deslocamentos expressivos com relagdo aos valores de Tmax
observados para os polimeros puros sugere a imiscibilidade das blendas com
composicao 70/30 e 30/70.

Figura 8- (a) Curvas de perda de massa em funcdo da temperatura das amostras
PLA, PLAgs/PBATs, PLA7/PBAT30, PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s e PBAT, (b) Curvas
da primeira derivada da perda de massa (DTG). Taxa de aquecimento de 20 °C.mint
e vazao de N2 de 20 mL.mint.
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Fonte: préprio autor.

O comportamento térmico dos filmes PLA, PLAgs/PBATS,
PLA70/PBAT30, PLA3/PBAT70, PLAs/PBATes € PBAT também foi investigado pela
técnica de DSC. As Figuras 9(a) e 2(b) apresentam as curvas de DSC do primeiro (30-
200 °C - taxa de 10°C. min') e do segundo aquecimento (30-100 °C - taxa de 10°C.

mint), respectivamente.
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Figura 9- (a) Curvas de DSC do primeiro aguecimento (30-200 °C - taxa de 10°C. min
! e vazdo de N2 de 50 mL.minl) para as amostras de PLA, PLAgs/PBATS,
PLA70/PBAT30, PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s e PBAT. (b) Curvas de DSC do segundo
aquecimento (30-100 °C - taxa de 10°C.min! e vazdo de N2 de 50 mL.min!) para os
filmes de PLA, PLAss/PBATs, PLA70/PBAT30, PLA3/PBAT70, PLAs/PBATos € PBAT.
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Fonte: préprio autor.

A Figura 9(a) revela que a amostra PLA apresenta um pico
endotérmico bem definido em aproximadamente 154 ©°C correspondente a
temperatura de fuséo cristalina (Tm) e a amostra PBAT apresenta um pico muito
discreto de fuséo cristalina em torno de 127 °C. De acordo com a literatura, o PBAT
apresenta uma estrutura quimica aleatéria composta por unidades rigidas de butileno
tereftalato e unidades flexiveis de butileno adipato, a substituicAo de unidades
aromaticas rigidas por unidades alifaticas flexiveis ocasiona uma perturbacao,
resultando em uma cristalinidade relativamente baixa (JIAN, XIANGBIN, XIANBO,
2020). A Figura 9(a) também mostra que independente da propor¢do de PBAT nas
blendas poliméricas, todas apresentaram um comportamento térmico semelhante ao
PLA. Sendo assim, o pico endotérmico de fusao cristalina das blendas PLA/ PBAT
esta associado a cristalizacdo de PLA e a adicdo de PBAT ndao teve efeito sobre a
cristalinidade do PLA.

Com o objetivo de remover a historia térmica anterior e tornar a
temperatura de transicao vitrea (Tg) evidente, uma segunda curva de aquecimento de
30 a 100 °C foi realizada para cada amostra. A Tg € um dos parametros mais eficientes
no estudo da miscibilidade de blendas poliméricas. Pela analise da Tg dos materiais
poliméricos, as blendas podem ser classificadas em misciveis, imisciveis ou

parcialmente misciveis. Blendas misciveis apresentam uma unica Tg, intermediaria
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aos valores dos polimeros puros. Em contrapartida, as blendas imisciveis apresentam
dois valores de Tg, nas mesmas temperaturas que os polimeros puros. Por fim, as
blendas parcialmente misciveis apresentam mais de uma transicdo vitrea, em
temperaturas intermediarias as Tgs dos polimeros puros (ZHAO et al., 2020).

A Figura 9(b) apresenta as curvas de DSC para o segundo
aguecimento. Nesta analise ndo foi possivel observar a Tg do PBAT, pois a
temperatura de aquecimento foi acima da Tg do material que é aproximadamente —
30 °C (WANG, RHIM, HONG, 2016). Por outro lado, é possivel observar a Tg do PLA
em aproximadamente 58 °C. Analisando as curvas de aquecimento das blendas
PLA/PBAT para as diferentes composicfes estudadas verifica-se que os valores da
Tg das amostras PLAgs/PBATs e PLA70/PBATs0 se apresentaram proximos dos
valores da Tg do PLA, o que indica que as blendas produzidas sé&o
termodinamicamente imisciveis. Para as blendas PLAs/PBATes e PLA30/PBAT70 ndo
foi possivel observar a Tg, comportamento semelhante ao observado na literatura
(CHIU et al., 2013; YEH et al., 2010).

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) da
superficie de fratura em nitrogénio liquido dos filmes PLA, PBAT e das quatro

composicdes de blendas investigadas estdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10- Imagens de Microscopia Eletrbnica de Varredura da superficie da
criofratura das amostras dos filmes (a) PLA- aumento de 2400x, (b) PBAT, (c)
PLA9s/PBATs, (d) PLA70/PBATs0, (€) PLA30/PBAT70 e (f) PLAs/PBATes- aumento de
5000 x.

ag WD
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VacMode Mag WD

igh vacuum 5000x 10.2 mm

Fonte: préprio autor.
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As imagens de MEV dos filmes PLA e PBAT podem ser observadas
nas Figuras 10 (a) e (b), respectivamente. A imagens da superficie das fraturas das
amostras mostram a relacdo entre a morfologia e o comportamento mecanico dos
materiais. Para o PLA observa-se uma superficie de fratura lisa, caracteristica de
fratura fragil. Para o PBAT a superficie de fratura se apresenta rugosa e com aspecto
mais arredondado, indicando que, apesar da fratura ser fragil (ocorrer abaixo da Tg
do material), a elasticidade do material é responsavel por maior deformacéo (CHIU et
al., 2013). Estas caracteristicas se refletem nos maiores valores de Médulo de Young,
tensdo na forca maxima e menor valor de deformacé&o na ruptura do PLA comparados
aos valores apresentados pelo PBAT (Tabela 2).

Nas imagens (c), (d), (e) e (f) da Figura 10 pode-se observar que as
blendas PLAgss/PBATs, PLA7/PBAT30, PLA30/PBAT70 e PLAs/PBATes exibem
morfologia tipica de sistemas imisciveis, apresentando separacfes de fases nitidas.
Para as blendas PLAgss/PBATs e PLA70/PBAT30 observa-se o PBAT disperso na fase
de PLA. Na imagem da Figura 10 (c), PLAgs/PBATSs, é possivel observar cavidades
ovais nas regides onde o PBAT apresenta descolamento da matriz (pull out) (setas
vermelhas), com auséncia de adeséao interfacial e regides onde o PBAT permaneceu
aderido na matriz de PLA (setas verdes). O tamanho médio das particulas de PBAT
disperso no PLA na blenda PLAgs/PBATs foi de aproximadamente 2,4 £ 0,5 um. A
dispersdo e a adesdo de parte do PBAT na matriz de PLA contribui para a
transferéncia de tensédo entre as fases, resultando em um material que apresentou
valores de modulo de Young e de tensao na forca maxima superiores aos valores do
PLA (Tabela 2). Para blenda PLA7/PBAT30 (Figura 10d) o tamanho médio das
particulas de PBAT dispersas na matriz de PLA foi de aproximadamente 5,8 + 1,6
micrometros, indicando que o PBAT se encontra mais aglomerado que na blenda
PLA9s/PBATs. A aglomeracéo do PBAT contribui para a reducgéo da area interfacial e
se reflete na reducdo do Mdodulo de Young e da tensdo na forca maxima (WANG et
al., 2020; OGUZ et al., 2019).

As blendas PLA30/PBAT70 e PLAs/PBAT9s apresentam inversao das
fases, sendo que o PLA se encontra disperso na matriz de PBAT (Figuras 10e e 10f).
A dispersdo do PLA ocorre de maneira ndo homogénea e nota-se que a adesao
interfacial entre os dois polimeros ndo é boa, observando-se cavidades ovais e vazios
nas interfaces devido ao descolamento do PLA da matriz de PBAT (setas brancas).

Também é possivel observar que as superficies da fratura destas amostras se
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apresentam mais irregulares e com trincas (setas amarelas). Ndo se observam
regides de interacdo entre as fases, diferente do verificado para amostras onde o
PBAT é a fase dispersa (Figuras 10c e 10d). A falta de adeséo entre as fases nestas
amostras é responsavel pela maior reducédo do Mddulo de Young e da tensao na forca

maxima com o aumento da fracdo de PBAT.

Tabela 2- Propriedades mecénicas obtidas no ensaio mecéanico de tracao para os
filmes de PLA, PBAT e suas blendas.

Composicéao Modulo Elastico | Tensao Forca Deformacéo na
Maxima Ruptura
PLA 771,732+ 69,26 29,982+ 3,72 5,61°+ 1,78
95/5 606,79 + 86,68 25,082+ 7,52 4,97°+ 2 57
70/30 459,85 + 68,96 16,77°+ 2,87 3,28°+ 0,46
30/70 331,829+ 33,41 7,35°+ 0,93 6,977+ 1,56
5/95 132,58¢+ 13,58 6,82° +1,14 79,542+ 51,91
PBAT 121,30+ 10,42 6,52°+ 1,14 58,542+ 29,47

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente a um
nivel de significAncia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: préprio autor.

O PLA é um material fragil a temperatura ambiente, com baixa
elongacéo na ruptura e alto médulo elastico. O filme de PLA puro apresentou tensédo
maxima de 29,98 (+ 6,53) Mpa, deformacéo na ruptura de 5,61 + 1,78 % e mddulo
elastico de 657,04 £ 65,12 MPa. Ao adicionar o PBAT ao PLA observa-se uma
tendéncia de reducéo da tensdo na forca maxima e no modulo elastico e um aumento
da % de deformacdo na ruptura, indicando que o material se tornou menos fragil e
mais flexivel (AL-ITRY, LAMNAWAR, MAAZOUZ, 2014). O aumento na elongacao
com o aumento da fracdo de PBAT é reflexo do aumento de ductilidade das blendas
devido as propriedades elasticas do PBAT (OGUZ et al., 2019; GIGANTEA et al.,
2019).

PLAgs/PBATs, PLA70/PBAT30,
PLA30/PBAT70 e PLAs/PBATgs foi avaliada por viscosimetria de solugdes diluidas. Os

A miscibilidade das blendas
valores de [n] e de b (bi1, b22 e bi2) que correspondem a valores de interacdes
encontram-se registrados na Tabela 3. Pelas equacfes 3 e 6 determinou-se o
parametro AB e p, respectivamente, para os sistemas compostos pela mistura de
PLA/PBAT nas propor¢des 95/5, 70/30, 30/70 e 5/95.
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Tabela 3- Valores de viscosidade intrinseca [n], coeficientes de interacéo bii, b1z, b2z,

AB e p.
gg?ﬁﬁ:lgao [n] L/g b11 b1z b22 AB K
PLA 0,72454 | 0,43656 - - - -
PLA9s/PBATs | 0,66372 - 0,42068 - 0,1394 | 1,4450
PLA70/PBAT30 | 0,54704 - 0,31861 - -0,1365 | -0,6367
PLA30/PBAT70 | 0,43745 - 0,13365 - - 0,0620 | -0,2893
PLAs/PBATes | 0,35087 - 0,10985 - -0,1715 | -0,8002
PBAT 0,26160 - - 0,12596 - -

Fonte: préprio autor.

Como observado na Tabela 3 as blendas PLA7/PBATz3o,
PLA3/PBAT70 e PLAs/PBATes apresentaram valores de g < 0, indicando a
imiscibilidade das blendas para estas trés composicfes. No entanto, a blenda
PLA9s/PBATs apresentou g > 0, sugerindo interacao entre os componentes da mistura.

A diferenca de viscosidade dos dois polimeros pode contribuir para a
auséncia de interagcao entre as fases, como visto nas imagens de MEV. Entretanto, a
blenda PLAgss/PBATSs apresentou os coeficientes AB e p positivos, indicando que nesta
composicdo podem estar ocorrendo interacdes entre os grupos carbonilas do PLA e
do PBAT, favorecendo a miscibilidade parcial dos polimeros quando o PBAT se
encontra em pequenas quantidades (PIVSA-ART et al., 2011). Esta observacdo é um
indicio de que a técnica de viscosidade pode ser util quando outras técnicas nao sao
adequadas para avaliar a miscibilidade de sistemas poliméricos.

A espectroscopia Raman foi utilizada para verificar as caracteristicas
quimicas dos materiais e as possiveis interacdes entre o PLA e o PBAT nas blendas
poliméricas. Os espectros Raman dos filmes PLA, PLAgs/PBATs, PLA70/PBATzo,
PLA30/PBAT70, PLAs/PBATgs e PBAT estéo representados na Figura 11.
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Figura 11- Espectros Raman para as amostras dos filmes PLA, PLAgs/PBATS,
PLA70/PBATz0, PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s € PBAT.
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Fonte: préprio autor.

Analisando o espectro Raman do filme PLA foi possivel observar as
principais bandas caracteristicas do poli (acido latico). As bandas associadas ao
estiramento das ligagées C-H dos grupos CHs apareceram entre 3100 e 2800 cm™,
em 1779 cm observa-se a banda correspondente ao estiramento da carbonila (C=0)
(VANO-HERRERA, MISIUNB, VOGTA, 2015). As deformacdes C-H assimétricas e
simétricas de grupos CHs apareceram em 1464 e 1396 cm™, respectivamente. Em
1309 cm* tem-se a deformacédo da ligacdo C-H, em 1136 cm™* a deformacéo angular
assimétrica no plano de grupos CHs, 1102 cm™ o estiramento da ligagdo C-O-C, 1055
cm? o estiramento da ligacéo C-C, por fim a intensa banda em 882 cm corresponde
ao estiramento C-COO (JARMELO et al., 2012).

Para o filme PBAT as principais bandas do espectro Raman podem
ser observadas em: 3088 cm™ correspondente ao estiramento da ligagdo C-H de anéis
aromaticos, 2938 cm™ estiramento da ligacdo C-H de grupos CH2, 1727 cm
estiramento da carbonila (C=0), uma intensa banda em 1624 cm atribuida a ligacédo
C=C de anéis aromaticos, 1288 cm estiramento C-C, 1115 cm™ estiramento C-O e
640 cm vibragdo do anel aromatico (CAIl, LV, FENG, 2013; CAl et al., 2012).

Na Figura 11 observa-se que as blendas PLA/PBAT apresentaram a

banda de vibragdo da carbonila de ambos os polimeros, sendo que, a intensidade
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dessas bandas variou de acordo com a propor¢cdo de cada polimero na blenda
polimérica. Esse mesmo comportamento foi observado para as outras bandas de
vibragdo que aparecem nos espectros Raman das blendas PLA/PBAT, tais como, a
banda em 1624 e 640 cm™, ambas caracteristicas do PBAT.

Uma andlise mais detalhada das interacdes entre os componentes da
mistura foi realizada utilizando a obtencdo de espectros em diferentes pontos e
profundidades da amostra. A Figura 12 (a) apresenta os espectros Raman obtidos
para a blenda PLAgs/PBATs. Cada espectro corresponde a uma regiao indicada pelas
letras A-E nas imagens apresentadas na Figura 12 (b) e (c), obtidas simultaneamente
com os espectros Raman. Para as outras blendas os espectros e as imagens obtidas

sdo semelhantes.

Figura 12- (a) Espectro Raman da blenda PLA95/PBAT5 em diferentes profundidades
da amostra, (b) Imagem da regido favoravel ao PLA obtida por microscopia confocal
e (c) Imagem da regido favoravel ao PBAT obtida por microscopia confocal. As letras
indicadas nas imagens de microscopia confocal correspondem aos espectros de
mesma letra na figura (a).
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Fonte: proprio autor.

Os pontos A, B e C observados na Figura 12 (b) correspondem a
regides em que o PLA existe predominantemente (regido favoravel ao PLA). Para
estas regifes observa-se no espectro Raman a presenca da banda caracteristica da
carbonila do PLA (1778 cm) e a banda da carbonila do PBAT nédo é observada.
Entretanto é possivel observar a presenca discreta da banda em 1622 cm atribuida

a ligagdo C=C de anéis arométicos presente no PBAT. Nos espectros referentes as
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regides assinaladas como D, E e F, Figura 12 (c), € possivel visualizar a banda C=0
do PLA e do PBAT, localizadas em 1779 cm™ e 1727 cm?, respectivamente. A razédo
da intensidade das bandas em 1779 e 1727 cm™ é funcéo da composicéo das blendas.
N&o foram detectadas alteracdes nas posicoes das bandas da carbonila para as
misturas. Nao é surpresa, uma vez que os valores do parametro de interacdo
(Tabela 3), assim como os resultados de DSC, MEV e TGA encontrados para essas
misturas indicaram imiscibilidade e/ou interacdes fracas entre o PLA e o PBAT
(WARD, MI, 1999; REISE et al., 2018; DONG, OZAKI, 1997).

4.4 CONCLUSAO

Misturas de PLA e PBAT em diferentes composi¢coes foram
analisadas com relacdo a miscibilidade utilizando as técnicas de DSC, TGA,
viscosidade de solucbes diluidas, MEV e espectroscopia Raman. As analises de
TGA/DTG revelaram que as blendas possuem estabilidade térmica intermediarias aos
valores observados para os polimeros puros. Entre as técnicas utilizadas apenas a
viscosimetria de solucbes diluidas foi capaz de detectar as interagdes na blenda
PLA9s/PBATs que exibiram valores dos coeficientes de interagdo AB e y positivos.
Estas interacdes foram confirmadas pelo elevado valor de Médulo de Young e de
tensdo na forca maxima e pela melhor dispersdo da fase PBAT na fase PLA
observadas nas imagens de MEV, indicando miscibilidade parcial nesta composigao.
Estas observacdes demonstram a utilidade da viscosimetria de solucdes diluidas para
avaliar a miscibilidade de polimeros e auxiliar na investigacdo de misturas poliméricas
obtidas a partir de solugcdes. Para as demais blendas PLA/PBAT analisadas
(PLA70/PBAT30, PLA30/PBAT70, PLAs/PBAT9s) ndo foram detectadas interacfes
moleculares que contribuissem para a miscibilidade por nenhuma das técnicas
utilizadas. Pela analise de DSC observou-se que ndo houve deslocamento da Tg do
PLA nas blendas poliméricas PLA/PBAT. As curvas de TGA/DTG revelaram que as
blendas possuem estabilidade térmica intermediarias aos valores observados para os
polimeros puros. As imagens de MEV apresentaram morfologia tipica de sistemas
imisciveis, com separagfes de fases entre a matriz e a fase dispersa. Os valores
negativos de AB e de u obtidos pela analise de viscosimetria de solugdes diluidas, os
espectros Raman e as imagens de microscopia confocal confirmaram auséncia de

interacdes entre os polimeros. Consequentemente esta auséncia de interacdo se
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reflete no comportamento mecanico destas blendas, que exibem menores valores de

Mdédulo de Young e de tensao na forca maxima.
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5 ESTUDO SOBRE A FORMACAO DE MICROPOROS EM FILMES DE PLA E EM
BLENDAS PLA/PBAT PELA TECNICA BREATH FIGURE

Resumo

Filmes microporosos de PLA puro e de blendas PLA/PBAT com composicao 95/5 e
70/30 foram preparados pela técnica de automontagem denominada breath figure.
Nesta técnica, a solucdo polimérica é preparada em um solvente altamente volatil. A
rapida evaporacdo do solvente, em ambiente Umido (> 50% UR), ocasiona o
resfriamento da superficie da solucéo polimérica e a condensacéo do vapor de agua,
formando pequenas goticulas de agua que agem como template para a formacgéo dos
poros. Diferentes fatores influenciam a formacéo dos poros na técnica breath figure,
entre eles foram investigados o efeito do solvente (CH2Cl> e CHCIs), da concentracéo
(1, 2, 4 e 5% m/v) e da proporcdo de PBAT (5 e 30%) nas blendas PLA/PBAT. Os
filmes microporosos produzidos foram caracterizados pela técnica de microscopia
optica (MO). As imagens de MO mostraram que o diclorometano é o melhor solvente
para obter poros com tamanhos mais regulares nos filmes de PLA puro e nas blendas
com composicdo 95/5. O aumento da concentragao da solucéo resultou na diminuicédo
do didmetro médio dos poros para os filmes de PLA pura. Blendas contendo 5 e 30%
de PBAT apresentaram poros com tamanhos mais regulares para as solucdes
poliméricas preparadas com concentracdes de 1 e 2% (m/v). Para todas as
composicdes estudadas, constatou-se que a estrutura quimica linear dos polimeros
PLA e PBAT néo contribuiu para a estabilizar as goticulas de 4gua e evitar a coalescia
entre elas, o que resulta em poros com tamanhos e distribuicdo aleatorios.

Palavras-chave: Superficies porosas, breath figures, blendas.

Abstract

Microporous films of PLA and PLA/PBAT blends with composition 95/5 and 70/30 were
prepared by the self-assembly technique called breath figure. In this technique, the
polymer solution is prepared in a highly volatile solvent. The rapid evaporation of the
solvent, in a humid environment (> 50% RH), causes the cooling of the polymer
solution surface and the condensation of water vapor, forming small water droplets that
act as a template for the formation of pores. Different influence the formation of pores
in the breath figure technique, among them the effect of the solvent (CH2Cl2> and
CHClgs), the concentration (1, 2, 4 and 5% m/v) and the proportion of PBAT (5 and
30%) were investigated in PLA/PBAT blends. The microporous films obtained were
characterized by optical microscopy technique (OM). The OM images induced that
dichloromethane is the best solvent to obtain pores with more regular sizes in pure
PLA films and in blends with composition 95/5. Increasing the concentration of the
solution resulted in a decrease in the mean pore diameter for PLA films. Blends
containing 5 and 30% PBAT showed pores more regular for polymeric solutions
prepared with concentration of 1 and 2% (m/v). For all studied compositions, it was
found that the linear chemical structure of PLA and PBAT polymers did not contribute
to stabilize the water droplets and prevent them from coalescing, resulting in pores with
random sizes and distribution.

Keywords: Porous surfaces, breath figures, blends.
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5.1 INTRODUGAO

Filmes poliméricos com estruturas microporosas tém atraido
consideravel atencdo em diversas areas devido as suas promissoras aplicagdes,
como na producao de superficies super hidrofobicas, substratos para cultura celular,
membranas de separacdo, sensores e templates (LIU et al., 2019; HUANG et al.,
2019; ZHANG et al., 2014; YABU, 2018; COLOMBO et al., 2015).

A técnica de automontagem denominada Breath Figure (BF) permite
a producéo de centenas de poros com tamanhos controlados em poucos minutos. No
BF, uma pequena quantidade da solucdo polimérica (preparada em solvente
altamente volatil, como CHCIs, CH2Cl2 e CSy) é depositada sobre um substrato, sob
condi¢cdes Umidas. A rapida evaporacao do solvente volatil ocasiona o resfriamento
da superficie da solucdo e a condensacdo de goticulas de agua na interface
vapor/solucdo. As goticulas de agua condensadas crescem e se auto organizam em
uma matriz ordenada. Apds a evaporacdo completa do solvente e das goticulas de
agua, um filme poroso é obtido (WU et al., 2017).

O PLA é um polimero biodegradavel de grande relevancia para a area
de biomateriais, especialmente por sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e
bioabsorvidade no organismo humano. Uma de suas aplicacbes em potencial
consiste na producédo de scaffolds porosos empregados na medicina regenerativa,
visando a restauracéo de tecidos danificados, sendo assim, a producao de estruturas
porosas de PLA tem atraido interesse na comunidade cientifica (Sanz-Horta et al.,
2020; TYLER et al., 2016).

Pela técnica breath figure, Abe, Hirai e Yabu (2016) produziram filmes
porosos de PLLA, PDLA e da blenda PLLA/PDLA (1:1). De acordo com os autores, 0s
filmes de PDLA apresentaram poros mais uniformes e arranjo hexagonal de poros
ordenados. Preuksarattanawut e colaboradores (2019) estudaram o efeito da
concentracdo, da umidade relativa e do solvente na producédo de filmes porosos de
PLA por BF. Embora os filmes de PLA obtidos ndo tenham apresentados poros
altamente organizados, em nenhuma das condi¢cdes experimentais testadas, uma
grande quantidade de poros foi produzida na superficie.

Mais recentemente, Akoumeh e colaboradores (2020) produziram
blendas porosas de PLA/PCL pela técnica BF. De acordo com os autores, os filmes

produzidos apresentaram bom desempenho na adesao e proliferacéo de células.



64

No presente estudo foram produzidas blendas porosas de PLA/PBAT
pela técnica BF, com o objetivo de investigar o efeito do solvente, da concentracéo
das solugBes poliméricas e da natureza dos polimeros PLA e PBAT na formacéo de
poros em blendas PLA/PBAT, para uma futura aplicacdo desses materiais na cultura

de células.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

Poli (acido latico), PLA Ingeo™ 4043D, com massa molecular média
de 200 KDa adquirido da NatureWorks LLC (Blair, Nebraska, USA). Poli (butileno
adipato-co-tereftalo), PBAT, sob o nome comercial de Ecoflex® fornecido pela
empresa BASF (Germany). Os solventes, cloroféormio (CHCIs) e diclorometano

(CH2Cl2) foram adquiridos da empresa Biotec- Brasil.

5.2.2 Preparo dos Filmes Microporosos

Para a producéo dos filmes porosos preparou-se solu¢des poliméricas
com concentracfes de 1, 2, 4 e 6% (m/v), dissolvendo-se PLA puro e a mistura dos
polimeros PLA/PBAT nas propor¢des 95/5 e 70/30 respectivamente, em CHCIs ou
CH2Cl2, sob agitacdo magnética por 6 horas. Posteriormente, depositou-se 100 uL de
cada solucao polimérica, individualmente, sobre laminulas de vidro (20 x 20 mm)
acondicionadas em um sistema fechado, a temperatura ambiente e com umidade
relativa de 80%, até a secagem completa dos filmes. A umidade do sistema foi obtida
previamente através do borbulhamento de ar em um tubo com agua destilada,

originando desta maneira o ar imido no interior do sistema.

5.2.3 Preparo dos Filmes Compactos

Pelo método de evaporagdo de solvente foram preparados filmes
compactos dos polimeros puros PLA e PBAT, e de blendas PLA/PBAT com
proporcdes 95/5 e 70/30, respectivamente. As solugbes foram preparadas com
concentracdo de 4% (m/v) através da dissolucdo dos polimeros em CHCls, em
agitacdo magneética por 6 horas. Posteriormente, as solucfes foram vertidas em

placas de vidro e secas a temperatura ambiente por 24 horas.
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5.2.4 Caracterizacéo dos Filmes Microporosos e Compactos

A andlise morfologica dos filmes porosos de PLA e das blendas
PLA/PBAT foi realizada por Microscopia Optica (MO), utilizando o Microscépio
Fotonico Axio Zeiss.

Os filmes compactos foram caracterizados por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) utilizando um equipamento da marca Philips, modelo FEI Quanta
200 com voltagem de aceleracdo de 8.6 kV. As amostras foram fraturadas em
nitrogénio liquido para a observacao da superficie de fratura. As superficies de fratura
foram previamente cobertas com uma fina camada de ouro e a magnitude de

observacao foi de 2400 vezes.

5.3 RESULTADOS E DiscussAo

No breath figure, a morfologia, a dimensdo, a quantidade e a
regularidade dos poros sao afetadas por alguns fatores experimentais. Neste estudo
foram investigadoso efeito do solvente, da concentracdo das solu¢cdes poliméricas e

da natureza dos polimeros PLA e PBAT na obtencéo poros.

5. 3.1 Efeito do Solvente

Algumas propriedades do solvente séo pré-requisitos para a formacéao
das estruturas porosas pelo método BF. De acordo com a literatura, a escolha do
solvente deve ser conduzida pela combinacdo das seguintes caracteristicas: alta
pressdo de vapor, baixa temperatura de ebulicio e pouca solubilidade em agua
(ESCALE et al., 2012). Além disso, a alta afinidade termodinamica entre o polimero
e o solvente tem sido recomendada (FERRARI, FABBRI, PILATI, 2011). Com base
nessas caracteristicas, o cloroférmio e o diclorometano foram selecionados para
investigar o efeito do solvente na formacao das estruturas microporosas. A Tabela 4

apresenta as propriedades fisicas do CHClz e CH2Cl-.
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Tabela 4- Propriedades fisicas dos solventes CHCI3 e CH2Cl-.

Propriedades CHCIs CH2Cl2
Presséo de Vapor (KPa) 21,3 46,5
Solubilidade em agua (g/L) 8,2 20
Temperatura de ebulicéo (°C) 61 39
Densidade- 20°C (g/cm?3) 1,48 1,32

Fonte: LIDE, 1999.

As Figuras 13, 14 e 15 apresentam as imagens de microscopia 6ptica (MO)
da superficie dos filmes porosos de PLA puro e das blendas porosas PLA/PBAT com
composicao 95/5 e 70/30, preparadas com concentracoes de 4 e 6% (m/v) em CHCl3
ou CH2Cl2.

Figura 13: Imagens de microscopia o6ptica dos filmes de PLA preparados com
concentracoes de: (a) 4% em CHCIs (b) 6% em CHCls, (c) 4% em CH2Clz e (d) 6% em
CH2Cl2.

Fonte: préprio autor.

Figura 14: Imagens de microscopia Optica das blendas porosas 95/5 (PLA/PBAT)
preparadas com concentracdes de: (a) 4% em CHCIs (b) 6% em CHCIs, (c) 4% em
CH2Clz e (d) 6% em CH2Cl2.

Fonte: préprio autor.
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Figura 15: Imagens de microscopia Optica das blendas porosas 70/30 (PLA/PBAT)
preparadas com concentragdes de: (a) 4% em CHCIs (b) 6% em CHCIs, (c) 4% em
CH2Clz2 e (d) 6% em CH2Cl2.

Fonte: préprio autor.

As imagens de MO mostram uma grande quantidade de poros nos
filmes de PLA puro e nas blendas PLA/PBAT (95/5 e 70/30) preparadas com
concentracdes de 4 e 6% (m/v) em cloroférmio ou diclorometano. Desse modo, pode-
se afirmar que ambos solventes empregados contribuiram para a producdo de
superficies porosas.

Os filmes de PLA puro e das blendas PLA/PBAT com composi¢ao
95/5 preparadas em CH2Clz, apresentaram poros com tamanhos mais regulares e
ligeiramente inferiores aos respectivos filmes preparados em CHCIs, como mostra a
Figura 16. Resultado semelhante foi obtido por Preuksarattanawut, Nisaratanaporn e
Siralertmukul (2019) para filmes porosos de PLA puro. Analisando as propriedades
fisicas dos solventes descritas na Tabela 4, verifica-se que o CHCIs apresenta menor
volatilidade do que o CH2Clz, logo, o CHCIs se evapora mais lentamente. Segundo o
mecanismo de formacéao de breath figures, a rapida evaporacao do solvente ocasiona
o resfriamento da superficie da solugdo e a nucleacdo de goticulas de agua na
superficie da solucédo. Nesse estagio inicial de crescimento, o diametro das goticulas
aumenta com o tempo de evaporacdo do solvente (SRINIVASARAO et al., 2001).
Sendo assim, como a evaporacdo do CHCIs € mais lenta, as goticulas de agua tém
mais tempo para crescer e formar poros maiores. Por outro lado, nas solucdes
preparadas em CH2Cl2, 0 solvente se evapora mais rapidamente e as goticulas de

agua tém menos tempo para crescer, consequentemente poros menores sao obtidos.
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Figura 16: Efeito dos solventes cloroférmio e diclorometano no diametro médio dos
poros dos filmes de PLA puro e das blendas PLA/PBAT com composigao 95/5 e 70/30.
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Fonte: préprio autor.

As blendas 70/30 preparadas com concentracbes de 4% (m/v)
apresentaram poros com tamanhos bastante heterogéneos para ambos solventes
investigados. Quando a concentracao das solucdes foi aumentada para 6% (m/v), 0s
filmes apresentaram poros com tamanhos mais regulares e com menos espacos
vazios entre os poros. Portanto, para a blenda 70/30 o fator concentragdo pode ter

afetado mais a formacéo dos poros do que o solvente.

5.3.2 Efeito da Concentracao

O efeito da concentracdo na formacado dos poros nos filmes de PLA
puro e nas blendas 95/5 e 70/30 foi investigado utilizando-se solucdes poliméricas
com concentracfes de 1, 2, 4 e 6 % (m/v) preparadas em CH2Clz. As Figuras 17, 18
e 19 apresentam as imagens de MO da superficie dos filmes porosos produzidos e 0s
respectivos graficos das medidas do diametro médio dos poros versus as
concentracfes das solucdes poliméricas.

As imagens revelam (Figura 17) que os filmes de PLA puro
apresentam poros com morfologia arredondada, distribuidos heterogeneamente sobre
a superficie dos filmes para todas as concentragdes investigadas. Os filmes
preparados com concentracdo de 6 e 4% (m/v) apresentaram poros com diametros
médio similares (2,39 + 0,8 um e 2,52 + 0,8 um, respectivamente). Quando a
concentracéo foi reduzida para 2 ou 1% (m/v) os poros aumentaram de tamanho e
apresentaram maior disperséo nas medidas de diametro (6,47 + 6,6 um e 10,98 + 4,2

pUm, respectivamente).
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Figura 17 — Imagens de microscopia oOptica dos filmes de PLA preparados com

concentracéo de (a) 6%, (b) 4%, (c) 2% e (d) 1% (m/v) em CH2Cl2; (e) Medidas do
diametro médio dos poros X concentragao.
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Fonte: préprio autor.

Analisando a Figura 17 (e) é possivel ver com clareza o efeito da
concentracdo no diametro médio dos poros dos filmes de PLA preparados com
concentracbes de 1, 2, 4 e 6% (m/v). Os poros obtidos mostram a tendéncia de ficarem
menores e mais regulares quando a concentracdo da solucdo polimérica é aumentada
para 4 ou 6% (m/v). Para explicar essa tendéncia, DOU e colaboradores (2015)
recorreram a Lei de Henry, Equacéo 7.

P=Po (1- Xs) Equacéo 7
Onde: P é pressao de vapor do solvente na solucéo, Po presséo de vapor do solvente
puro e Xg € a fragdo molar do soluto.

De acordo com a Lei de Henry, quando a solu¢éo € mais concentrada,
a pressao de vapor do solvente é menor e, portanto, a evaporacao do solvente é mais
lenta. No método BF, o aumento do raio das goticulas de agua é proporcional a
variagao de temperatura, AT, da superficie da solugdo (Equacao 8). Na solu¢cdo mais
concentrada ha menor variacdo de temperatura, pois a reducao na temperatura da
sua superficie € menor devido a evaporacdo mais lenta do solvente. Considerando
que o tempo de nucleacdo é muito rapido, a nucleagéo e o crescimento das goticulas
serdo menores para as solugdes mais concentradas, dessa maneira 0S poros sao
menores (DOU et al., 2015).
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AT=Ta-Ts Equacéo 8
Onde: AT- variacao de temperatura, Ta- temperatura atmosférica, Ts- temperatura da

superficie da solucéo.

A Figura 17 (e) também mostra que para as concentracoes de 1 e 2%
(m/v) ha uma ampla dispersdo nas medidas dos diametros dos poros. STENZEL,
KOWOLLEK e DAVIS (2006) propuseram uma explicacédo para essa irregularidade no
tamanho dos poros. De acordo com os autores, no estagio inicial de crescimento as
goticulas de agua crescem como objetos isolados, sem interacdo entre elas, porém
no estagio final de crescimento pode ocorrer a coalescéncia das goticulas levando a
uma grande dispersdo de tamanho. A ndo coalescéncia das goticulas de agua
depende da capacidade do polimero em estabilizar a grande area superficial das
goticulas de agua, por meio da precipitacao ao redor das goticulas, encapsulando-as.
Se a quantidade ou o tipo do polimero ndo sao suficientes para estabilizar as goticulas
de agua, elas tém a oportunidade de coalescer e resultar em uma ampla distribuicéo
de tamanho. Provavelmente, para as concentracdes de 1 e 2% (m/v), a quantidade de
polimero ndo foi suficiente para estabilizar as goticulas de agua e impedir a
coalescéncia entre elas.

O efeito da concentracdo da solucdo polimérica também foi
investigado para as blendas porosas com composi¢cdo 95/5. Analisando as imagens
de MO apresentadas na Figura 18 (a), (b), (c) e (d) observou-se a presenca de poros
para as quatros concentracdes investigadas. Pelas medidas do diametro médio
registradas na Figura 18 (e), verifica-se que a concentracdo nao teve um efeito
significativo no tamanho dos poros, pois os filmes preparados com concentracéo de
6, 4 e 1% apresentaram diametros relativamente proximos (0,88 + 0,3 um; 1,08 £ 0,3
pm; e 0,84 + 0,3 um, respectivamente). O filme com concentracao de 2% apresentou
diametro médio ligeiramente maior (1,70 = 0,8 um), porém também apresentou a

maior dispersdo no tamanho dos poros.
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Figura 18 — Imagens de microscopia 6ptica das blendas porosas PLA/PBAT com
composicao 95/5, preparadas em com concentracdo de (a) 6%, (b) 4%, (c) 2% e (d)
1% (m/v) em CHzCl2; (e) Medidas do didametro médio dos poros X concentragao.

(e) ®  Filmes Porosos 95/5|

oK % !

T T T T T T
1 2 3 4 5 6
Concentragéo (%)

£
2
0
e
5]
a
@
o
©
p=l
]
@
£
2
k3]
£
<
oS
o
°
P
]
h=]
S
5]
=
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A Figura 19 (a), (b), (c) e (d) apresenta as imagens de MO para as
blendas porosas com composi¢do 70/30 preparadas com concentracdo de 6, 4, 2 e
1% (m/v), respectivamente. Os filmes preparados com concentracéo de 1 e 2% (m/v)
apresentaram didmetro médio semelhantes (4,22 + 2,7 pym e 4,27 = 2,3 um,
respectivamente), assim como os filmes preparados com concentracdo de 4 e 6%
(m/v) (6,53 = 3,2 um e 5,66 = 1,9 um). A solucdo mais concentrada apresentou a

menor dispersdo no tamanho dos poros.
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Figura 19 — Imagens de microscopia optica das blendas porosas PLA/PBAT com
composicao 70/30, preparadas em com concentracdo de (a) 6%, (b) 4%, (c) 2% e (d)
1% (m/v) em CHzCl2; (e) Medidas do didametro médio dos poros X concentragao.
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5.3.3 Efeito da Composicao das Blendas PLA/PBAT e da Natureza dos Polimeros na

Formacéao das Estruturas Microporosas

Para o estudo do efeito da composi¢cado das blendas PLA/PBAT na
formacéo dos poros, investigou-se inicialmente a miscibilidade de blendas compactas
PLA/PBAT preparadas por casting, por meio da analise de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) da superficie de fratura dos filmes.

As imagens de MEV apresentadas na Figura 20 revelam que as
blendas 95/5 e 70/30 apresentam pequenas esferas e cavidade ovais distribuidas
aleatoriamente na matriz de PLA. Aumentando-se a porcentagem de PBAT nas
blendas poliméricas de 5 para 30%, verificou-se que o diametro médio das esferas e
das cavidades aumentou de 2,08 + 0,64 um para 3,02 + 1,42 um e observou-se o
aparecimento de grandes buracos que reforcam os indicios de separacédo de fases de
PLA e PBAT na blenda polimérica (SU, DUHME, KOPITZKY, 2020).
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Figura 20: Imagens de Microscopia Eletrdnica de Varredura da superficie da
criofratura com aumento de 2400 x dos filmes compactos de: (a) PLA puro, (b) PBAT
puro, (c) blenda 95/5 e (d) blenda 70/30.

Fonte: préprio autor.

A existéncia de separacdo de fases entre os polimeros PLA e PBAT
nas blendas poliméricas leva a formacdo de fases ricas em PLA e outras ricas em
PBAT, principalmente na blenda 70/30 onde a separacao de fases foi mais evidente
pela andlise de MEV. Portanto, as goticulas de &agua formadas podem ser
estabilizadas mais por um polimero do que pelo outro, mesmo que o PLA esteja em
maior quantidade na composi¢cao quimica das blendas 95/5 e 70/30.

O PLA e o PBAT, sao poliésteres alifaticos, lineares e hidrofébicos
(JIAN, XIANGBIN, XIANBO, 2020; FARAH, ANDERSON, LANGER, 2016). Segundo
a literatura, embora a arquitetura do polimero ndo seja um pré-requisito para a
formacao de estruturas porosas, estruturas mais complexas tém apresentado melhor
habilidade na formagdo de poros altamente ordenados, em comparagdo aos
polimeros hidrofébicos lineares, sob condices similares de casting (ESCALE et al.,
2012). No presente estudo, observou-se que a presenca de PBAT nas blendas
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poliméricas 95/5 e 70/30 ndo contribuiram para a formacédo de poros altamente
organizados. Alias, tanto no filme de PLA puro, quanto nas blendas 95/5 e 70/30 os
poros encontram-se distribuidos aleatoriamente sobre a superficie dos filmes.
Provavelmente, isso se deve a estrutura quimica linear dos polimeros e a cadeia
hidrofébica podem néo ter contribuido para estabilizar as grandes goticulas de agua
e impedir sua coalescéncia.

Embora a adi¢cdo do PBAT néo tenha contribuido para a formacéo de
um padréo altamente organizado de poros, observou-se que para as menores
concentracdes investigadas (1 e 2% (m/v)), a adicdo de 5 e 30% PBAT contribuiu para
a formacdo de poros com menor dispersdo nas medidas de diametro, quando
comparados aos filmes de PLA puro preparados nas mesmas condicoes

experimentais.

5.4 CONCLUSAO

No presente trabalho foi demonstrado que € possivel obter poros com
escala micrométrica, em filmes de PLA puro e em blendas PLA/PBAT com
composicdo 95/5 e 70/30 empregando o método de automontagem breath figure.
Através das imagens de MO da superficie dos filmes, constatou-se que ambos
solventes investigados, CHCIs e CH2Clz, favoreceram a nucleacdo de goticulas de
agua e consequentemente, a formacado de micro poros na superficie dos filmes. No
entanto, o solvente CH2Clz foi mais efetivo na obtenc&o de poros com tamanhos mais
regulares para os filmes de PLA puro e blendas 95/5. Neste estudo nao foram obtidos
poros altamente ordenados, mas poros distribuidos aleatoriamente, fato atribuido
provavelmente as cadeias lineares e hidrofébicas do PLA e do PBAT que nao foram
capazes de estabilizar as goticulas de agua. Para o filme de PLA puro, observou-se
gue o aumento da concentragéo da solugéo tende a produzir poros menores, resultado
do aumento da eficiéncia da precipitacdo do PLA ao redor das goticulas de agua. Com
a adicdo de 5% e 30% de PBAT na composicao das blendas PLA/PBAT, verificou-se
que para as concentragbes de 1 e 2% (m/v) houve uma melhora em relacéo a
regularidade do tamanho dos poros em comparacéo aos filmes de PLA puro. Devido
as caracteristicas dos filmes produzidos, como a alta porosidade e elevada area
superficial, os filmes porosos de PLA puro e de PLA/PBAT serdo aplicados como

scaffolds para crescimento de células.
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6. APLICACAO DOS FILMES ESTRUTURADOS E COMPACTOS COMO
SUPORTES PARA CRESCIMENTO DE CELULAS DA LINHAGEM HaCaT

Resumo

Filmes compactos, microporosos e nanofibras de PLA e blendas PLA/PBAT com
composicdo 95/5, 90/10 e 70/30 foram produzidos pelo método de evaporacédo de
solvente e pelas técnicas do breath figure e de eletrofiacdo, respectivamente. A
morfologia dos filmes produzidos foi caracterizada MEV. As nanofibras apresentaram
espessura de aproximadamente 1200 nm e poucos defeitos (beads) foram
observados. Os filmes microporosos foram produzidos via breath figure por meio do
processo convencional, semidireto e de imersdo em uma mistura de solvente/ndo
solvente. No processo convencional, o diametro dos poros variou de 1,5 — 7,0 um,
dependendo da propor¢cdo de PBAT nas blendas poliméricas. Para o filme preparado
pelo método semidireto s6 foi possivel observar a formagédo de poros na amostra de
PLA puro, o diametro médio foi inferior (1,27 = 0,41 um) ao método convencional (7,05
+ 1,41 pm). Os filmes microporosos preparados por imersdo em uma mistura de
solvente/ndo solvente apresentaram poros na faixa de 5,0 -7,0 um. A viabilidade de
células epiteliais HaCaT nos filmes compactos e estruturais foi investigada pelo ensaio
de resazurina. Os resultados indicaram que a morfologia dos filmes influencia na
adesd@o e no crescimento das células. Os filmes compactos apresentaram o pior
desempenho no crescimento das células.

Palavras-chave: Breath figure. Crescimento celular. Nanofibras. Microporos.

Abstract

Compact, microporous films and nanofibers PLA and PLA / PBAT blends with 95/5,
90/10 and 70/30 composition were obtained by the solvent evaporation method and by
the breath figure and electrospinning techniques, respectively. The morphology of the
films obtained was characterized by SEM. As nanofibers of thickness of approximately
1200 nm and few defects were observed. Microporous films were obtained via breath
figure using the conventional, semi-direct and immersion process in a solvent / non-
solvent mixture. In the conventional process, the pore diameter varies from 1.5 - 7.0
um, depending on the proportion of PBAT in the polymer blends. For the film prepared
by the semidirect method it was only possible to observe the formation of pores in the
sample of pure PLA, the average diameter was lower (1.27 + 0.41 um) to the
conventional method (7.05 + 1.41 pum). Microporous films prepared by immersion in a
solvent/ non-solvent dissipated pore in the range of 5.0 -7.0 um. The viability of HaCaT
epithelial cells in compact and resource films was investigated by the resazurin assay.
The results indicated that the morphology of the films influences cell adhesion and
growth. The compact films dissipate the worst performance in cell growth.

Keywords: Breath figure. Cell growth. Nanofibers. Micropores.
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6.1 INTRODUGAO

Nas duas ultimas décadas, a engenharia de tecidos tem se dedicado
a regeneracdo e a reconstrucao de tecidos danificados, como cartilagens, 0Ssos,
peles, nervos e muitos outros. Uma das estratégias empregadas no reparo dos tecidos
envolve o uso de suportes artificiais para a cultura de células, denominados scaffolds.
Os scaffolds atuam como microambientes tridimensionais porosos que promovem a
interacao entre os biomateriais e as células, levando a adeséo celular, a proliferacao,
a diferenciacao celular (GREGOR et al., 2017). Para que os scaffolds desempenhem
suas funcdes, algumas caracteristicas sdo desejaveis para esses biomateriais, tais
como, alta porosidade, biocompatibilidade, ndo ser tdxico ou carcinogénico,
apresentar estabilidade quimica e superficie quimica adequada, além de propriedades
mecanicas adequadas (PINA et al., 2019).

Atualmente, o PLA é um dos polimeros sintéticos mais utilizados na
producdo de scaffolds destinados a cultura de células (BHASKAR et al., 2018;
POLONIO-ALCALA et al., 2018). O PLA é um polimero biodegradavel, biocompativel
e gue se degrada no organismo humano para formar o &cido latico que esta presente
no corpo humano (ALIPPILAKKOTTE, SREEJITH, 2018). Porém, a elevada
hidrofobicidade, o baixo alongamento na ruptura e a fraca resisténcia ao calor sao
algumas das desvantagens do PLA em scaffolds. Como resultado, a producéo de
scaffolds de PLA tem sido realizada a partir de modificagbes quimicas no PLA ou na
producao de blendas poliméricas (WANG et al., 2019; APALANGYA et al., 2019).

YAO e colaboradores (2017) produziram pela técnica de eletrofiacao,
scaffolds de blendas PCL/PLA de alta porosidade (95,8%). A adicdo de PCL contribui
para melhores propriedades mecéanicas dos scaffolds, aumentando substancialmente
a viabilidade celular de hMSCs (células tronco mesenquimais) in vitro.

Scafforo, Lopresti, Botta, Rigogliuso e Ghersi (2016) prepararam
scaffolds microporosos de blendas PLA/PEG. Segundo os autores, houve melhoras
em relacéo as propriedades hidrofilicas do biomaterial, devido a presenc¢a dos grupos
hidrofilicos da molécula de PEG.

KANG e colaboradores (2018) preparam scaffolds porosos de sc-
PLA/PBAT pelo método de separacdo de fases induzida por um néo solvente. A
adicdo de PBAT teve efeito sobre as propriedades mecanicas dos scaffolds,

especialmente sobre o alongamento na ruptura.
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No presente estudo também foram produzidas blendas de PLA/PBAT,
porém empregando outras técnicas e/ou métodos para a obtencao dos scaffolds. Pelo
método de evaporacao de solvente foram produzidos filmes compactos, pela técnica
breath figure foram obtidos filmes microporosos e por eletrofiagdo obteve-se as
nanofibras de PLA e blendas PLA/PBAT. As proporcdes de PLA/PBAT foram 95/5 e
90/10 e 70/30. Os biomateriais produzidos com diferentes morfologias foram
submetidos ao ensaio de viabilidade celular empregando-se células epiteliais da
linhagem HaCaT.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Materiais

Poli (acido latico), PLA Ingeo™ 4043D, com massa molecular média
de aproximadamente 200 KDa adquirido da NatureWorks LLC (Blair, Nebraska, USA).
Poli (butileno adipato-co-tereftalo), PBAT, sob o nome comercial de Ecoflex®fornecido
pela empresa BASF (Germany). Os reagentes, cloroférmio (CHCI3) e diclorometano
(CH2Cl2) foram adquiridos da empresa Biotec- Brasil. A N, N dimetilformamida (DMF)
(99,8%) e metanol (CH3OH) foram adquiridos da Synth.

6.2.2 Preparo de Filmes Compactos

Filmes compactos de PLA puro e de blendas PLA/PBAT com
composicao 95/5, 90/10 e 70/30 foram produzidas pelo método de evaporacdo de
solvente. As solucdes poliméricas foram preparadas com concentragdo de 4% (m/v),
dissolvendo-se os polimeros em CHCIs, sob agitagdo magnética por 6 horas. ApGs a
agitacdo, as solucdes foram vertidas em placas de vidro (15 cm de diametro) e
aguardou-se a secagem dos filmes por 24 horas, a temperatura ambiente (WANG,
RHIM, HONG, 2016).

6.2.3 Preparo de Filmes Microporosos pelo Método Breath Figure

O preparo de filmes microporosos de PLA puro e de PLA/PBAT com
composicdo 95/5, 90/10 e 70/30 foi realizado empregando:
6.2.3.1 Breath Figure convencional (drop-casting) - Preparou-se solu¢des poliméricas
com concentracdo de 5% (m/v) em CH2Clz, sob agitagdo magnética por 6 horas. Com

o auxilio de uma micro pipeta depositou-se 100 pL de cada solucdo polimérica,
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individualmente, sobre substratos de vidro, sob atmosfera umida (UR: 75 £ 5%) e
aguardou-se a secagem completa da solucdo (HUANG et al., 2014).

6.2.3.2 Breath Figure semidireto- Inicialmente foram produzidos filmes compactos de
PLA e de blendas PLA/PBAT pelo método de evaporacdo de solvente, com
concentracdo de 5% (m/v) em CH2Cl.. Apés a formacdo dos filmes compactos,
depositou-se sobre a superficie dos filmes uma gota de CHCls, em ambiente com
umidade relativa de 75 + 5%, e aguardou-se a secagem completa do solvente
(HUANG et al., 2014).

6.2.3.3 Breath Figure por imersdo em uma mistura de solvente/ndo solvente-
Preparou-se filmes compactos de PLA puro e de blendas PLA/PBAT, como descrito
no tépico 6.2.2. Os filmes compactos foram cortados em pedacos menores e imersos
por 5 segundos na mistura CHCIs/CH3OH (85:15). Posteriormente, os filmes foram
deixados sob condi¢cdes ambientes (T: 20°C e UR: 65 + 5%) até a evaporacédo
completa dos solventes (Adaptado de BUI, KOB, CHOI, 2014).

6.2.4 Preparo de Nanofibras de PLA e PLA/PBAT

Para a definicdo das condi¢cdes experimentais foram realizados
inicialmente, alguns ensaios de eletrofiacio com as blendas PLA/PBAT. As
propor¢cdes de PLA/PBAT nas nanofibras foram 95/5, 90/10 e 70/30, respectivamente.
As solucdes poliméricas foram preparadas com concentracdo de 16% (m/v)
dissolvendo-se os polimeros PLA e PBAT na mistura de solvente CHCIs/DMF ou
CH2Cl2/DMF, sob agitacdo magnética por 24 horas. As proporc¢des de CHCIs/DMF ou
CH2Cl2/DMF (solvente/ ndo solvente) foram de 85:15 e 60:40 (v/v).

A eletrofiacdo das solugcbes foi realizada em um equipamento
homemade (Figura 21). Cada solucdo foi adicionada a uma seringa de 10 mL
conectada a uma agulha de metal com diametro interno de 0,45 mm, a qual foi
posteriormente acoplada ao equipamento. Os ensaios de eletrofiagdo foram
conduzidos pela aplicacdo de um potencial elétrico de 11,5 kV entre a agulha e o
coletor. A vazdo das solucdes foi de 0,5 mL.h-!. As nanofibras produzidas foram
depositadas em um coletor cilindrico, coberto por folhas de aluminio e posicionado a
15 cm da ponta da agulha. A rotag&o do coletor foi mantida constante em 180 rpm.

Apos a realizagao do ensaio descrito acima, definiu-se que a mistura
CHCI3/CH3OH (85:15) seria utilizada no preparo das nanofibras de PLA e PLA/PBAT
(95/5, 90/10 e 70/30), posteriormente usadas para o crescimento células. Os demais
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parametros de eletrofiacdo foram mantidos.

6.2.5 Caracterizacéo dos Filmes Microporosos e das Nanofibras

A caracterizagcdo morfolégica dos filmes microporosos e das
nanofibras foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) utilizando um
equipamento da marca Philips, modelo FEI Quanta 200. A superficie dos materiais foi
previamente coberta com uma fina camada de ouro. Para todas as amostras, a
voltagem de aceleracgéo utilizada foi de 25 kV. A magnitude de observacao foi de 800,
1500 e 6000 vezes para os filmes microporosos e de 800, 3000 e 20 000 vezes para
as nanofibras.

Através das imagens de MEV, foram realizadas medidas do diametro
dos poros e espessura das nanofibras utilizando o software SizeMeter, desenvolvido
pelo laboratério de controle de processos LCP, do departamento de engenharia
Quimica da UFSC.

6.2.6 Cultivo de Célula da linhagem HaCat

Células da linhagem HaCaT foram selecionadas para avaliar a
viabilidade celular dos filmes compactos, microporosos e das nanofibras de PLA e de
blendas PLA/PBAT produzidas no presente estudo. As células HaCaT foram
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) modificado para conter 4 mM.L de glutamina, 4500 mg.L™*
de glicose, 1 mM piruvato de sdédio e 1500 mg.L? de bicarbonato de sédio e
suplementacdo com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Life Technologies), a
temperatura de 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de COa.

Para o ensaio de viabilidade celular, amostras dos filmes compactos,
microporosos e das nanofibras foram antecipadamente esterilizadas com O6xido de
etileno (180 min a 55°C e aeragcdo de 80 min). As amostras esterilizadas foram
distribuidas em trés placas de 24 pocos, com adicdo de 800 pL da suspensédo de
células em cada poc¢o. Em seguida, as placas foram encaminhadas para incubacgéao
em estufa imida a 37 °C e 5% de CO2. Sob essas condi¢cdes experimentais, o tempo

de crescimento foi de 24, 48 e 72 horas.

6.2.7 Ensaio Colorimétrico com Resazurina

Apbs 24 horas de incubacgéo em estufa (37°C e 5% de CO32) adicionou-
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se em cada um dos pocos 200 uL de solucdo de Resazurina (concentragéao de 60 uM),
e novamente as amostras foram conduzidas para incubacédo em estufa (37°C e 5% de
CO2) por mais 3 horas. Posteriormente, realizou-se a leitura da fluorescéncia das
amostras em um espectrofotometro (GloMax Explorer, 520 nm). Apés a leitura, o
sobrenadante de cada poco foi descartado e adicionou-se 800 pL do meio de cultura.
Seguidamente, as amostras foram levadas para incubagao por mais 24 horas. O
procedimento descrito acima foi repetido para o tempo de 48 e 72 horas de incubacéo.

O ensaio colorimétrico com Resazurina também incluiu um controle

negativo (DMEM) e um positivo (MMS- metil metano sulfonato, 2mM).
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Figura 21: Métodos empregados na producédo dos filmes compactos e estruturados

de PLA puro e blendas PLA/PBAT (95/5; 90/10 e 70/30).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Filmes Microporosos de PLA e de blendas PLA/PBAT via breath figure

Filmes microporosos de PLA e PLA/PBAT com composi¢do 95/5,
90/10 e 70/30 foram preparados pelos processos: breath figure convencional, breath
figure semidireto e breath figure por imersdo em uma mistura de solvente/néo
solvente.

A partir dos resultados apresentados no capitulo 5 -Estudo sobre a
formacdo de microporos em filmes de PLA e em blendas PLA/PBAT foi definido o
solvente (CH2Cl2) e a concentracdo das solugbes (5% m/v) usadas na preparacéo dos
filmes microporosos pelo método BF convencional do presente capitulo.

No método BF convencional, uma pequena gota da solucéo
polimérica € depositada sobre um substrato sélido, sob condi¢gbes Umidas. A rapida
evaporacao do solvente volatil induz o resfriamento da superficie da solucéo e a
condensacéo do vapor de agua sobre a superficie da solucdo. As goticulas de agua
condensadas de auto-organizam em um arranjo ordenado e apds a evaporacao
completa deixam seu formato impresso no filme polimérico (LIU et al., 2020).

As imagens de MEV da superficie dos filmes microporosos de PLA e
PLA/PBAT (95/5, 90/10 e 70/30) preparados pelo método BF convencional séo
apresentadas na Figura 22. As imagens mostram a presenca de estruturas
microporosas de formato arredondado para as quatro composi¢des investigadas.
Diferencgas significativas foram observadas em relagdo aos tamanhos dos poros. O
filme de PLA puro apresentou poros com os maiores diametros (7,05 = 1,41 um). Com
a adicdo de 5% e 10% de PBAT a solucéo de PLA, os poros diminuiram drasticamente
de tamanho (1,45 £ 0,28 um, 1,12 £+ 0,36 um, respectivamente) em compara¢cao com
o filme de PLA puro. Para o filme produzido com 30% de PBAT, o didametro médio dos
poros foi de 2,87 + 1,51 um.
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Figura 22- Imagens de MEV e histograma de distribuicdo do diametro dos poros nos
filmes de PLA puro (a) e blendas PLA/PBAT com composi¢édo 95/5 (b), 90/10 (c) e
70/30 (d) preparados pelo método breath figure convencional.
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Fonte: préprio autor.

No breath figure, o tamanho dos poros é determinado pelo diametro
das goticulas de agua. O crescimento das goticulas no BF é descrito frequentemente,
por trés estagios. No primeiro estagio, as goticulas de agua nucleadas na superficie
da solucdo polimérica sdo pequenas, ndo tém fortes interacdes entre si e crescem
como objetos isolados e aleatorios. No segundo estagio, as goticulas crescem
simultaneamente ao admitirem novas goticulas e apresentam baixa dispersao de
tamanho. Devido aos movimentos de conveccao as goticulas penetram na solucéo e
se auto-organizam em um arranjo hexagonal ordenado denominado honeycomb.
Nesse estagio, as goticulas sao separadas por um filme fino formado pela precipitacéo
do polimero ao redor das goticulas de agua, e toda sua superficie possui uma
cobertura maxima. O terceiro estagio de crescimento é dominado pela coalescéncia
das goticulas de agua e resultam na formacdo de poros desordenados e com
tamanhos irregulares. A coalescéncia predomina quando a precipitacdo do polimero
ar redor das goticulas é tardia ou a camada polimérica formada é muito fraca, dessa
forma as goticulas vdo se fundindo ao se tocarem (RODRIGUEZ-
HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020)

Analisando as imagens e 0s histogramas apresentados na Figura 22,
sugere-se que no filme de PLA puro, as goticulas de &agua cresceram por

coalescéncia, pois o filme apresenta morfologia caracteristica desse tipo de
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crescimento, isto é, poros com tamanhos variados e com distribuicdo aleatoria
(DABAN et al., 2019). Porém, nas blendas PLA/PBAT com composi¢cao 95/5 e 90/10,
0 pequeno tamanho dos poros e a baixa dispersdo da medida de diametro indicam
que a evaporacao completa do solvente e das goticulas de agua ocorreu antes da
etapa de coalescéncia. Para essas proporcdes, o PBAT pode ter contribuido para a
estabilizacao das goticulas de agua. O mesmo néo foi observado para a blenda 70/30,
a qual apresentou poros maiores e mais irregulares em comparacéo as blendas 95/5
e 90/10. A dispersédo no tamanho e na distribuicdo dos poros indicam que as goticulas
coalesceram. A viscosidade é um dos fatores que pode ter contribuido para a
coalescéncia das goticulas na blenda 70/30. No estudo apresentado no Toépico 4
verificou-se que a adigéo de PBAT resulta na diminuicdo da viscosidade das solugdes
de PLA/PBAT. E bem conhecido que a menor a viscosidade da solucdo polimérica,
aumenta a habilidade de fluxo das goticulas e agua e, portanto, maior a probabilidade
de ocorrer a coalescéncia entre as goticulas (XIONG et al., 2011).

A Figura 23 mostra a imagem de MEV da regido lateral da blenda
porosa 90/10. E possivel observar a presenca de estruturas porosas (setas amarelas)
e interconectadas distribuidas aleatoriamente no interior do filme. Os poros véo
diminuindo em quantidade com o aprofundamento no filme. A formacao de poros no
interior do filme tem sido atribuida a conveccdo de Marangoni que faz com as goticulas

se movimentem e penetrem no interior da solugédo (ZHANG, BAI, LI, 2015).

Figura 23- Imagem de MEV da regido lateral da blenda PLA/PBAT com composicao
90/10, com aumento de 6000 vezes.

Fonte: préprio autor.

Pelo método BF semidireto adicionou-se de uma gota de solvente
sobre os filmes compactos de PLA e PLA/PBAT (95/5, 90/10 e 70/30), sob condi¢des

umidas. As imagens de MEV da superficie dos filmes produzidos por este método
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estdo representadas na Figura 24.

Através das imagens foi possivel observar a presenca de poros
somente na superficie da amostra do filme de PLA. Para essa amostra, 0S poros
apresentaram morfologia arredondada e os didmetros bastante inferiores ao filme
microporoso de PLA preparado pelo método BF convencional.

Pelo método BF semidireto, observou-se que a adicdo do solvente
sobre os filmes compactos dissolveu parcialmente os filmes e ocasionou o
espalhamento das solu¢des poliméricas nas placas de vidro, formando uma camada
muito fina de solucdo. Consequentemente, a taxa de evaporac¢do do CHCIs foi muito
rapida, ndo fornecendo tempo suficiente para a nucleacdo das goticulas de agua.
Resultado semelhante foi obtido por Ruiz-Rubio e colaboradores (2016). Na amostra
70/30 foi observada morfologia a presenca de fases circulares de PBAT (seta azul) na
matriz de PLA (seta verde) (ZOLALI, FAVIS, 2017).

Figura 24- Imagens de MEV e histograma de distribuicdo do diametro dos poros nos
filmes de PLA (a) e blendas PLA/PBAT com composicéo 95/5 (b), 90/10 (c) e 70/30
(d) preparados pelo método Breath Figure semidireto.
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Fonte: préprio autor.

No método breath figure por imersdo em uma mistura de solvente/néo
solvente, filmes compactos de PLA puro e PLA/PBAT (composi¢ao- 95/5, 90/10 e
70/30) foram imersos na mistura CHCIs/CH3OH por 10 segundos. Nesse método o BF

esta combinado com o método NIPS (separacdo de fase induzida por um né&o
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solvente). A Figura 25 mostra a superficie dos filmes produzidos.

Figura 25- Imagens de MEV e histograma de distribuicdo do didametro dos poros nos
filmes de PLA (a) e blendas PLA/PBAT com composicédo 95/5 (b), 90/10 (c) e 70/30
(d) preparados pelo método Breath Figure por imerséo na mistura de solvente (CHCls:
CHsOH).
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Fonte: préprio autor.

Observando a Figura 25 (a), nota-se que o filme de PLA apresentou
poros circulares bem definidos. As blendas 95/5 e 90/10 apresentaram alguns poros
com tamanhos gigantes. Os diametros médios dos poros nos filmes de PLA e blendas
95/5 e 90/10 foram semelhantes.

Pelas imagens de MEV, s6 foi possivel observar a formacdo de uma
camada de poros. Isso se deve provavelmente a viscosidade dos filmes. Quando os
filmes compactos foram imersos na mistura de CH3CI/CHsOH, os filmes ficaram com
aspecto amolecido. Com a evaporac¢ao dos solventes, houve a nucleagéo de goticulas
de agua na superficie dos materiais, porém devido a alta viscosidade as goticulas
tiveram dificuldades em penetram no material e acabaram ficando na superficie do
filme. Com a crescente condensagdo de goticulas de 4gua e sem uma camada
polimérica para cobrir a superficie das goticulas, elas provavelmente foram crescendo
por aproximagcao com outra goticula. A alta viscosidade da solucdo também limita os
movimentos de convecc¢do de Marangoni e a formacdo de mais de uma camada de
poros (RODRIGUEZ-HERNANDEZ, BORMASHENKO, 2020).
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6.3.2 Caracterizacado das Nanofibras de PLA/PBAT

Nanofibras de PLA/PBAT com composic¢ao 95/5, 90/10 e 70/30 foram
preparadas nos sistemas binarios de solvente CHCIs/DMF (85:15 ou 40:60 v/v) e
CH2CI2/DMF (85:15 ou 40:60 v/v). O CHCIs e CH2Cl2 sdo bons solventes para os
polimeros PLA e PBAT, enquanto DMF é um n&o solvente.

A morfologia das nanofibras foi investigada a partir das imagens de
MEV, representadas nas Figuras 26 e 27.

Para a composicdo 95/5 foram formadas nanofibras somente na
mistura CHCIls/DMF, na propor¢éo 85:15 (v/v). O didmetro médio das nanofibras foi de
1335 nm * 339,7 nm. Nao foi observada a formacéo de beads nessa composicao.

Nanofibras com composicao 90/10 foram produzidas para as quatro
misturas de solventes investigadas, CHCIs/DMF (85:15 ou 40:60, v/v) e CH2CIl./DMF
(85:15 0u 40:60, v/v). Os didametros médios das nanofibras preparadas em CHCIs/DMF
foram 1227 nm £ 269,4 nm (85:15, v/v) e 1182 nm £ 357,8 nm (40: 60, v/v). Para as
nanofibras preparadas em CH2Cl2/DMF, os diametros médios foram 2818 nm + 1096
nm (85:15) e 1208 + 321,6 nm (60:40). As nanofibras 90/10 apresentaram algumas
beads (setas laranjas- Figuras 26 e 27). As beads estéo relacionadas a instabilidade
dos jatos de solucéo.

Para a blenda com composicdo 70/30 s6 houve a formacédo de
nanofibras na mistura CHCIs/DMF (85:15, v/v). O didmetro médio das nanofibras foi

de 1228 nm = 332,1 nm. A adi¢éo de PBAT néo afetou o diametro das nanofibras.
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Figura 26: Imagens de MEV das nanofibras PLA/PBAT com composi¢ao 95/5, 90/10

e 70/30 preparadas em CHCIs/DMF 85:15 ou 60:40 (v/v).
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Figura 27: Imagens de MEV das nanofibras PLA/PBAT com composi¢ao 95/5, 90/10
e 70/30 preparadas em CH2Cl2/DMF 85:15 ou 60:40 (v/v).

95/5- CH2Cl2/DMF (85:15) 95/5- CH2Cl2/DMF (60:40)
N&o houve a formacao de nanofibras N&o houve a formacao de nanofibras

90/10- CHzCIz/DMF (85:15) 90/10- CH2CIz/DMF (60:40)

%\WAF% |
Gb
S

W

50 NN Blenda 90/10| 30 X Blenda 70/30)

25

cia (%)
N

AN

< 15

Fri

10

5 § S
v , L
1000 zooo 3002 :000 soo(o ms)ooo 7000 8000 9000 5 Espsessura(nm) S
70/30- CH2Cl2/DMF (85:15) 70/30- CH2Cl2/DMF (60:40)
N&o houve a formacao de nanofibras N&o houve a formacao de nanofibras

Fonte: préprio autor.

Observou-se que as nanofiboras PLA/PBAT preparadas em
CH2CI2/DMF ou CHCI3/DMF apresentaram diametro médio superior na proporcao
85:15 (v/v) do que proporcédo 60:40 (v/v). Khatsee e colaboradores (2018) observaram
a mesma tendéncia para nanofibras PBAT preparadas em CH2Cl2/DMF. Segundo os
autores, o tamanho médio do didmetro das fibras diminui com o aumento da constante
dielétrica na mistura de solventes ou com o aumento na propor¢ao de DMF.

Com base na caracterizacdo morfologica das nanofibras foi definido o
sistema de solventes CHCIs/DMF (85:15, v/v), para a producao de nanofibras de PLA
puro e PLA/PBAT com composi¢ao- 95/5, 90/10 e 70/30. As nanofibras produzidas

nessas condicdes foram aplicadas no estudo de viabilidade celular.

6.3.3 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular in vitro de células HaCaT sobre os filmes
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compactos e estruturados de PLA e PLA/PBAT foi avaliada pelo ensaio de resazurina
(Alamar Blue). O ensaio da resazurina tem sido amplamente utilizado como indicador
confidvel de viabilidade celular em ensaios de proliferacédo e citotoxicidade (KUMAR,
NAGARAJAN, UCHIL, 2018).

A resazurina € um corante azul intenso, nao fluorescente, ndo toxico
e relativamente estavel em meio aquoso. Porém, ao penetrar nas células vivas, a
resazurina € reduzida rapidamente e irreversivelmente a resofurina pela acdo de
enzimas intracelulares. A resofurina apresenta coloracéo rosa e gera um sinal de
fluorescéncia forte que pode ser quantificado por espectrofotometria (UZARSKI et al.,
2017). Dessa forma, o crescimento e a citotoxicidade podem ser investigados pela
mudanca de coloracdo e pela medida da fluorescéncia do meio de cultura, uma vez
que ao serem produzidas pelas células sdo eliminadas para o meio. O aumento da
fluorescéncia indica crescimento de celular, pois a reducdo de resazurina em
resofurina s6 ocorre na presenca de células vivas. Por outro lado, a diminuicdo da
fluorescéncia indica que as estdo células morreram ou parando de se dividir.

A Figura 28, apresenta as medidas de fluorescéncia do controle
positivo e negativo. Observa-se que o controle positivo se diferenciou do controle
negativo, apresentando maiores valores de fluorescéncia para os trés tempos de
incubacdo. O tempo de incubacdo de 24 h apresentou os maiores valores de

fluorescéncia para ambos controles e apos esse periodo a fluorescéncia foi reduzida.

Figura 28: Medida da fluorescéncia para o controle positivo e negativo para o tempo
de incubacéo de 24, 48 e 72 horas.
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Fonte: préprio autor.

A medida de fluorescéncia dos pogos de cultura contendo os filmes
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compactos, microporosos e as nanofibras de PLA e PLA/PBAT nos tempos de 24, 48

e 72 horas de incubacéo esta representado na Figura 29.

Figura 29: Medida da fluorescéncia dos meios de cultura presentes nos pocos de
cultura contendo os filmes de PLA e blendas PLA/PBAT com composigéo 95/5, 90/10
e 70/30, preparados pelo método de evaporacdo de solvente (compacto), BF
convencional (BF), BF semidireto, BF por imersdo em mistura de solvente/n&o
solvente e por eletrofiacdo (nanofibras) apds incubacéo de 24h (a), 48h (b) e 72h(c).
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Fonte: préprio autor.

Tabela 5- Valores médios de fluorescéncia obtidos ap0s a adi¢cdo de resazurina aos
meios de cultura utilizando filmes compactos (PLA, PLAgs/PBATs, PLAg0/PBAT10,
PLA70/PBAT30) como suporte para o crescimento das células HaCaT.

Filmes Compactos
PLA PLA9s/PBATs PLA90/PBAT10 PLA70/PBAT30
24 h | 74300 @ +£4162 | 565932 +45843 | 55367 2 + 22047 | 86000% + 6180
48 h | 590332 +9111 | 251732 + 15039 | 17780 2P +9753 | 41233° + 2774
72h | 607332 +6702 | 2870723 +£18425 | 16170 +£10800 | 45400° + 600

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente a um
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nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 6- Valores médios de fluorescéncia obtidos apds a adi¢cdo de resazurina aos
meios de cultura utilizando filmes preparados pela técnica breath figure convencional
(PLA, PLA9s/PBATSs, PLA9/PBAT10, PLA70/PBAT30) como suporte para o crescimento
das células HaCaT.

Filmes- BF
PLA PLA9s/PBATS PLAg0/PBAT10 PLA70/PBAT30
24 h | 700002 + 13781 | 607332 + 10318 659332 + 8919 | 744672 + 15824
48 h | 675332 + 16740 | 622672 + 5020 604672 + 13261 | 656002 + 11911
72 h | 659672 + 11474 | 584002 + 6149 659672 + 14921 | 663002 + 4233

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente a um
nivel de significAncia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 7- Valores médios de fluorescéncia obtidos apds a adi¢do de resazurina aos
meios de cultura utilizando filmes preparados pela técnica breath figure semidireto
(PLA, PLA9s/PBATSs, PLAg/PBAT10, PLA70/PBAT30) cOomo suporte para o crescimento
das células HaCaT.

Filmes- BF semidireto
PLA PLA9s/PBATs PLA90/PBAT10 PLA70/PBAT30
24 h | 682332 + 13644 | 604332 + 9292 674332+ 8204 766332 + 4283
48 h | 608672 + 20556 | 688002 + 23901 | 657332 + 25572 | 66533P + 2155
72 h | 599672 + 16154 | 583672 + 2957 620672 + 19554 | 67300° + 3045

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente a um
nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 8- Valores médios de fluorescéncia obtidos apds a adi¢cdo de resazurina aos
meios de cultura utilizando filmes preparados pela técnica breath figure imerséo (PLA,
PLA9s/PBATs, PLAg/PBAT10, PLA70/PBAT30) como suporte para o crescimento das
células HaCarT.

Filmes- BF imersao

PLA PLA9s/PBATS PLA90/PBAT10 PLA70/PBAT30
24 h | 759672 + 4302 604332 + 9292 674332 + 8204 766332 + 4283
48 h | 43233 +9264 | 674332 + 32579 36633° + 9666 | 496332 + 23046
72 h | 43633° +5227 | 657002 + 27315 41533°+ 9609 47000% + 18084

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente a um

nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 9- Valores médios de fluorescéncia obtidos apds a adicdo de resazurina aos

meios de cultura utilizando nanofibras (PLA, PLAss/PBATs, PLAg0/PBAT10,
PLA70/PBAT30) como suporte para o crescimento das células HaCaT.
Nanofibras
PLA PLAgs/PBATSs PLA90/PBAT10 PLA70/PBAT30
24 h | 575332 £+ 5968 | 576672 + 18765 | 532672 +18511 | 71300% + 8169
48 h | 764002 + 16147 | 53133% + 37835 656002+ 8600 | 84400* + 10019
72 h | 728002 + 12864 | 707672 + 16003 618672 + 7702 701002 £+ 9106

As médias + desvios-padrdo seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente a um
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nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em 24 horas de incubacéo, os filmes de PLA puro com morfologia
compacta e microporosas (BF- convencional, semidireto e por imersdo em uma
mistura de solvente/ndo solvente) apresentaram valores proximos de fluorescéncia e,
portanto, crescimento celular semelhante. Por outro lado, a nanofibra de PLA
apresentou 0 menor crescimento celular. A adicdo de 5 e 10% de PBAT na
composicao dos filmes ndo contribuiu significativamente para o crescimento celular.
Porém, a adicdo de 30% de PBAT teve um efeito positivo, principalmente para o filme
compacto e para as nanofibras.

ApoOs 48 horas de incubacao, os valores de fluorescéncia do meio de
cultura dos filmes compactos e dos microporosos preparados por imersao tiveram
uma reducdo consideravel. O que sugere que a morfologia desses filmes pode ter
influenciado na reducao do crescimento celular. Os filmes microporosos preparados
pelo método BF convencional e semidireto apresentaram fluorescéncia semelhante a
24 horas de incubacao. Por outro lado, as nanofibras de PLA puro e 90/10 e 70/30
apresentaram valores de fluorescéncia superiores a 24 horas. A mesma tendéncia de
crescimento observada para 48h de incubacéo foi verificada para 72 horas.

Todas as amostras de filmes empregadas no ensaio de viabilidade
celular foram esterilizadas com 6xido de etileno. A Figura 30 mostra que apés a
esterilizacdo, tanto as estruturas microporosas, quanto as nanofibras foram

conservadas durante o processo esterilizagao.

Figura 30: Imagens de MEV das nanofibras de PLA preparadas por eletrofiacéo (a) e
do filme microporoso de PLA preparado pelo método BF convencional, apdés a
esterilizagdo com 6xido de etileno.

Fonte: préprio autor.
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Sabendo que as estruturas nao foram danificadas apds a
esterilizacdo, € possivel relacionar a morfologia dos filmes produzidos no presente
estudo com o crescimento das células HaCaT. As medidas de fluorescéncia indicam
as nanofibras e os filmes microporosos preparados pelo método BF convencional e
semidireto apresentaram melhores crescimentos celulares. Fato provavelmente
relacionado a porosidade dos filmes e a presenca de poros interconectados que
facilitam a migragéo celular, o crescimento interno e a distribuicdo eficaz de nutrientes
e remocdao de residuos (BHASKAR et al., 2018).

Os filmes compactos apresentaram o pior desempenho a partir de
48h. Os filmes microporosos preparados por imerséo apresentam crescimento celular
intermediario entre os filmes compactos e os preparados por BF convencional e
semidireto. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de os poros nao estarem

interligados.

6.4 CONCLUSAO

No presente estudo foram produzidos filmes de PLA puro e PLA/PBAT
com diferentes morfologias empregando-se o método de evaporacdo de solvente,
técnica BF convencional, BF semidireto, BF por imersdo em uma mistura de
solvente/ndo solvente e a técnica de eletrofiacao.

Os filmes foram caracterizados por microscopia eletrbnica de
varredura e aplicados como suportes para crescimento de células da linhagem
HaCaT. A viabilidade celular in vitro foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico com
resazurina.

Os filmes com poros interligados produzidos pela técnica BF
convencional, semidireto e por eletrofiagdo apresentaram os melhores resultados de
crescimento de no tempo de incubacdo de 48 e 72 horas, independente da
composi¢do quimica do filme. Desta forma, pode-se constatar que a morfologia dos
materiais estruturados usados como suportes para o crescimento de células HaCaT
afetou a adesdo e o crescimento celular. Embora ndo possa ser observado um

elevado crescimento celular, ndo foi observado efeito citotéxico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese foram produzidos e caracterizados filmes compactos,
porosos e eletrofiados de PLA, PBAT e de suas blendas. Os filmes compactos foram
produzidos pelo método de evaporacdo de solvente. Para a producdo de filmes
porosos foram propostos trés processos simples e rapidos, utilizando a técnica de
breath figure. Para a obtencao da nanofibras foi utilizado o processo de eletrofiacao.

A analise inicial dos filmes das blendas de PLA/PBAT obtidas por
evaporacao de solvente, realizada pelas técnicas de DSC, TGA, MEV, viscosimetria
de solucdes diluidas e Raman indicaram que as blendas de PLA/PBAT nas
composicdes 70/30 e 30/70 sado imisciveis, enquanto a blenda 5/95 é parcialmente
miscivel.

A técnica BF convencional permitiu a producéo de superficies porosas
nas blendas PLA/PBAT com composi¢cdes 95/5 e 70/30 a partir de solu¢des dos
polimeros em diclorometano e cloroférmio de diferentes concentracdes. Porém, os
poros ndo se encontram ordenados. O solvente, a concentracdo das solugbes e a
estrutura quimica dos polimeros influenciam na formacéo dos poros.

Utilizando cloroformio/DMF 85:15 v/v foi possivel preparar, por
eletrofiacdo, nanofibras com didametro de aproximadamente 1200 nm para todas as
composic¢des das blendas de PLA/PBAT.

No ensaio de viabilidade celular, verificou-se que a morfologia dos
suportes € um parametro mais importante do que a composicdo das blendas. Os
filmes com poros interligados produzidos pelo método BF convencional, semidireto e
por eletrofiacdo apresentaram os melhores resultados de crescimento de células,
independente da composicao da blenda utilizada.



