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RESUMO

Compdsitos poliméricos bioativos e bactericidas possuem uma grande aplicabilidade na area
médica, especialmente na engenharia de tecidos. Neste trabalho uma blenda comercial de poli
(4cido latico) (PLA) e poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT), chamada de Ecovio®, foi
modificada com hidroxiapatita (HA), para fornecer bioatividade, e um derivado de taninos
condensados amino-funcionalizado (TN), para conferir propriedade bactericida ao compdsito.
Primeiramente o TN foi purificado por meio de dialise para remocéo de impurezas oriundas
do processo de sintese. A diélise foi feita em diferentes tempos (4 e 12 h) e a partir dos
resultados de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) acoplado a energia dispersiva de raio-X (EDS), foi escolhido o tempo de 4 h
(o tanino dialisado foi chamado de TND). Compositos de diferentes concentra¢6es m/m (Ecovio
puro; Ecovio-10%TN; Ecovio-10%TND; Ecovio-10%HA; Ecovio-10%HA-10%TN; e Ecovio-
10%HA-10%TND) foram preparados em misturador interno acoplado a um reémetro de
torque (Haake) a 170°C e depois prensados para obtencdo de placas. Os resultados de
reometria de torque mostraram que a adi¢cdo de HA ocasionou um aumento do torque do
Ecovio (0,5 N m) para 1,0 N m, a adi¢éo de tanino (tanto TN como TND) né&o levou a alteracgéo,
e a adicdo simultéanea de HA e tanino ocasionou um aumento do torque para 1,2 N m (Ecovio-
10%HA-10%TN) e 1,1 N m (Ecovio-10%HA-10%TND); indicando que os aditivos n&o
degradam a matriz polimérica. Andlises térmicas por calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) e analise termogravimétrica (TGA) mostraram que 0s compasitos sdo estaveis até cerca
de 330°C, corroborando com os dados do Haake, que mostraram que ndo houve degradacao
da matriz polimérica com a presenca dos aditivos estudados.
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INTRODUCAO

Compositos a base de poli (acido latico) (PLA) tem demonstrado excelentes resultados
em termos de biocompatibilidade*?. O PLA é um poliéster semicristalino derivado do acido
latico, produzido a partir de fontes renovaveis, com excelentes propriedades como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioabsorcdo®. Entretanto o PLA é rigido, fragil,
apresenta baixa deformacdo de ruptura, baixa estabilidade térmica e longo periodo para
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degradacéo in vivo®. Uma das alternativas para otimizar as propriedades do PLA é a mistura
com outros polimeros biodegradaveis. Um dos polimeros quem vem sendo estudado para a
formacéo de blendas com o PLA é o poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT). O PBAT ¢
um poliéster biodegradavel altamente flexivel com baixa cristalinidade, facil processamento,
alto alongamento na ruptura e tem se mostrado um bom material para aumentar a resisténcia
mecanica e térmica do PLA%68),

A blenda comercial Ecovio®, composta de PBAT e PLA, apresenta um grande potencial
para aplicacdes biomédicas, porém tem sido pouco explorada para essa aplicacdo. O Ecovio
tem sido usado para producéo de filmes agricolas e sacolas biodegradaveis (compostaveis)®,
filtros para tratamento de agua’?, e fibras para liberacio controlada de medicamentos™?. Neste
estudo foram desenvolvidos compdsitos a base de Ecovio visando aplica¢fes na engenharia de
tecidos. O Ecovio foi modificado com hidroxiapatita (HA), que por ser um componente nativo
do 0ss0, possui caracteristicas que favorecem o crescimento e proliferagio de células dsseas™.
Além disso, foi adicionado um derivado de tanino condensado amino-funcionalizado (TN) a
fim de conferir propriedades antimicrobianas para o composito 219,

MATERIAIS E METODOS
Materiais

O Ecovio® (L BX 8145) foi doado pela empresa BASF e trata-se de uma blenda
polimérica com 55% em massa de PBAT e 45% em massa de PLA. Os pellets foram moidos
usando um moinho de facas. O derivado de tanino condensado amino-funcionalizado (TN),
denominado de Tanfloc SG foi doado pela TANAC S.A (Montenegro-RS, Brasil). A membrana
para dialise (Spectra/Por®1, tamanhos de poros de 6-8 kD) foi adquirida da empresa Spectrum
Labs. A hidroxiapatita com composi¢édo Caio(PO4)s(OH)2 foi adquirida da empresa Sigma
Aldrich® na forma de pé e tamanho médio de particula de 4,58 pum.

Métodos

Primeiramente, o TN foi purificado através de um procedimento de dialise e liofilizacdo
com intuito de remover impurezas (&cido formico e excesso de ions cloreto) oriundas do seu
processo de sintese. Inicialmente o TN (10 g) foi dissolvido em uma solucdo aquosa diluida de
acido acético (1,0% v/v). Em seguida, a solucdo de TN foi previamente filtrada para remocao
de particulas de madeira e dialisada contra 4gua deionizada em diferentes tempos (4 e 12 h).
Apbs a didlise, o TN foi liofilizado e o rendimento do processo foi estimado.

Espectros de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) do TN antes e apds dialise
foram obtidos em um espectrofotémetro (Varian 640-IR) na faixa de 600 a 2000 cm™, com
resolugdo de 4 cm™. A morfologia e composicdo do TN antes e apos dialise foram analisadas
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada a energia dispersiva de raio-
X (EDS) (Philips XL-30 FEG).

Compdsitos a base de Ecovio (Tabela 1) foram preparados em misturador interno
acoplado a um reémetro de torque com dois rotores contra-rotantes (Haake Rheomix 600p),
sob rotacdo de 60 rpm durante 5 mina 170 °C. Ap0s esta etapa, 0 material foi prensado a quente
(Marconi, MAQ098) para obtencéo de placas.

As analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram realizadas em um
equipamento da TA Instruments, modelo Q2000 sob atmosfera de nitrogénio (N.), de acordo
com o seguinte método: (1) aquecimento de 0 °C a 200 °C a 10 °C min! e isoterma por 5 min;
(2) resfriamento de 200 °C a 0°C a 10 °C min e isoterma por 5 min e (3) reaquecimento até
200 °C a 10 °C minl. Analises termogravimétrica (TGA) foram conduzidas em um



equipamento da TA Instruments, modelo Q50, a uma taxa de 20 °C
temperatura ambiente até 800 °C, sob atmosfera de Na.

Tabela 1. Composicao dos compositos preparados.

min, a partir da

Amostra Ecovio (%m) TN (%m) TND (%m) HA (m%)
ECO 100 0 0 0
ECOTN 90 10 0 0
ECOTND 90 0 10 0
ECOHA 90 0 0 10
ECOTNHA 80 10 0 10
ECOTNDHA 80 0 10 10

RESULTADOS E DISCUSSAO

O TN foi purificado por meio do processo de dialise para remocao de &cido formico e
excesso de ions cloreto, oriundos do seu processo de sintese. Variou-se o tempo do processo
em 4 h (TND4) e 12 h (TND12). Na Figura 1 sdo mostradas micrografias do TN antes e ap0s
dialise. A estrutura do tanino comercial é formada por particulas esféricas com superficie lisa,
pois o excesso de ions cloretos levam a formacéo de pares idnicos (sais) -NH3*/Cl, K*/CI e
Ca?*/2CI que promovem a organizaco. Durante a dialise, o pH aumenta, desprotonando os
grupos NHs" e rompendo a estrutura de sal, porque os grupos NH2 ndo interagem com ions Cl
como os sitios NH3*. Portanto, a dialise rompe a estrutura, levando a uma estrutura fragil,
desorganizada e sem ocorréncias de particulas esféricas®?. A anélise de EDS (em % massa)
revelou que o processo de dialise removeu as impurezas: o teor de ion potassio no TN foi de
0,68%, enquanto apos dialise foi de 0,01% (TND4) e 0,02% (TND12); o teor de Ca?* reduziu
de 0,15% para 0,02% (TND4) e 0,01% (TND12); e o excesso de ions cloreto presente no TN
(16,43%) ap0s dialise foi para 9,60% (TND4) e 8,08% (TND12).
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Flgura 1. Imagens MEV: A) TN, B) TND4 apo6s 4 h de dlallse e C) TND12 ap6s 12 h de dlallse

Os espectros de FTIR do TN antes e depois da dialise (Figura 2A) apresentaram
diferengas significativas, indicando que a estrutura do TN sofre mudancas ap6s o processo de
dialise, devido a remogéo de impurezas. O espectro do TN mostra uma banda em 1735 cm™,
atribuida aos grupos éster de taninos hidrolisaveis, que foram extraidos juntamente com 0s
taninos condensados a partir da casca da Acacia mearnsii, popularmente chamada de Acécia
Negra. O desaparecimento desta banda nos taninos purificados (TND4 e TND12) evidéncia a
eficiéncia da purificagdo na remogéo dos taninos hidrolisaveis®). O deslocamento da banda em
1462 cm™ (TN) para 1458 cm™ (TND12 e TND4), referente ao alongamento da ligagdo C=C
de grupos fenolicos, evidencia a remog&o dos ions calcio e potéssio.

Os resultados de MEV-EDS e FTIR mostraram que o processo de dialise € efetivo para
purificacdo do tanino, mesmo utilizando o tempo menor de 4 h. Levando em conta a facilidade



de preparacgdo por menor tempo e o maior rendimento obtido para 4 h (56%), comparado a 5,8%
para 12 h, foi escolhido o tempo de 4 h para fabricagdo dos compositos. O tanino dialisado
escolhido foi chamado de TND.
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Figura 2. A) Espectros FTIR do tanino condensado amino-funcionalizado (TN) antes e ap6s dialise por
4 h (TND4) e 12 h (TND12). B) Estrutura do tanino condensado amino-funcionalizado.

Para a producdo dos biocompdsitos realizou-se misturas de Ecovio com aditivos em um
misturador interno acoplado a um reébmetro de torque. A Figura 3A apresenta as curvas de
torque em fungdo do tempo para o Ecovio puro e seus biocompésitos com TN, TND e HA. Os
resultados mostram que a adicdo de HA ocasionou um aumento no torque do Ecovio, enquanto
a adicdo de TN e TND néo houve alteracdo. No entanto, com a adi¢do simultanea de HA e
tanino (TN ou TND), o torque foi ligeiramente maior em relacdo ao biocompédsito ECO/HA.
Os resultados indicam que a matriz polimérica ndo se degrada na presenca desses aditivos.
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Figura 3. A) Variacdo do torque em funcéo do tempo de mistura para os compositos. B) Curvas DSC no
1° aquecimento para 0 TN e TND (linhas tracejadas) e no 2° aquecimento para os compositos (linhas
cheias). C) TGA dos compdsitos estudados.

Os resultados de DSC (Figura 3B) mostram a presenca da transicao vitrea (Tg) do PLA
em torno de 60 °C, confirmando a imiscibilidade entre PBAT e PLA conforme descrito na
literatura®. Com a presenca de aditivos, observa-se que ocorreu um deslocamento da
temperatura de cristalizacdo (T¢) de 125,4 °C (ecovio puro) para até 106,8 °C (composito
ECO/TN/HA). Outra modificacdo que ocorreu com a presenca de tanino foi o desdobramento
do pico de fusdo, que pode estar relacionado & fusio de taninos hidrolisaveis®®, que ocorre a
146,9 "C (TN) e a 127,9 °C (TND). As curvas de TGA e DTG (Figuras 3C) mostraram que a
adicdo de tanino e HA ndo modificou significativamente a temperatura de inicio de degradacao
(Tonset) € 0S eventos de decomposicao do ecovio e, portanto, a presenca dos aditivos nao afetou
a estabilidade térmica da matriz polimérica ap0s processamento a altas temperaturas.



CONCLUSOES

Foram desenvolvidos compdsitos a base de Ecovio, uma blenda comercial de PLA e
PBAT, modificada com hidroxiapatita (HA) e um derivado de taninos condensados amino-
funcionalizado (TN), com potencial aplicagdo biomédica. O tanino foi inicialmente purificado
através de dialise por 4 e 12 h, e os resultados de FTIR e MEV-EDS mostraram pouca diferenca
na composicdo apds os tempos estudados; portando, foi escolhido o menor tempo de diélise
devido ao maior rendimento do processo. Os resultados de reometria de torque e andlises
térmicas por TGA e DSC mostraram que os aditivos (HA, TN e TN purificado) ndo degradam
a blenda polimérica PLA/PBAT, mesmo ap0ds processamento em alta temperatura.
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ECOVIO/HYDROXYAPATITE/TANIN BIOCOMPOSITES FOR BIOMEDICAL
APPLICATIONS

ABSTRACT

Bioactive and bactericidal polymeric composites have broad applicability in the medical field,
especially in tissue engineering. In this paper, a commercial blend of poly (lactic acid) (PLA)
and poly (butylene adipate co-terephthalate) (PBAT), called Ecovio, was modified with
hydroxyapatite (HA) to provide bioactivity, and an amino condensed tannin derivative -
functionalized (TN), to confer bactericidal property to the composite. First, TN was purified
via dialysis to remove impurities from the synthesis process. Dialysis was performed at different
times (4 and 12 h), and from the results of infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron
microscopy (SEM) coupled with energy dispersive X-ray (EDS), the time of 4 h (the dialyzed
tannin was called TND). Composites of different ratios wt./wt. (Pure Ecovio; Ecovio-10%TN;
Ecovio-10%TND; Ecovio-10%HA; Ecovio-10%HA-10%TN; and Ecovio-10%HA-10%TND)
were prepared in an internal mixer coupled to a torque rheometer (Haake) at 170°C and then
pressed to obtain plates. The torque rheometry results showed that the addition of HA caused
an increase in the Ecovio torque (0.5 N m) to 1.0 N m, the addition of tannin (both TN and
TND) did not lead to the change, and the simultaneous addition of HA and tannin caused an
increase in torque to 1.2 N m (Ecovio-10%HA-10%TN) and 1.1 N m (Ecovio-10%HA-
10%TND); indicating that the additives do not degrade the polymer matrix. Thermal analysis
by differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA) showed that
the composites are stable up to about 330°C, corroborating the Haake data, which showed that
there was no degradation of the polymer matrix with the presence of the additives studied.

Keywords: Ecovio, tannin, hydroxyapatite, composite, tissue engineering.



