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RESUMO

Quitosana (QT) e coldgeno (COL) sdo macromoléculas naturais de amplo interesse e
aplicagcdo, e que podem interagir entre si formando blendas com caracteristicas de um
biomaterial. Neste trabalho, em virtude das vantagens dos coldgenos pisceos, definiram-
se rotas de sinteses para blendas entre estes dois biopolimeros. Dentre as propostas de
sinteses investigadas, foram empregadas as técnicas de liofilizacdo e precipitacdao
seletiva (salina, alcalina, salino-alcalina) em misturas QT:COL nas propor¢des (m%) de
80:20, 50:50 e 20:80. A quitosana empregada foi de origem comercial e com grau de
desacetilacdo (GD) determinado por titulagcdo condutométrica de 82 %, e o coldgeno foi
extraido da bexiga natatéria e da pele da Pescada Amarela (Cynoscion acoupa) e da
Gurijuba (Arius luniscutis). O conteddo de colageno nos géis preparados foi
determinado pelo método da 4-hidroxiprolina, e equivalente a 189,24 - 394,75 mg.g'l.
Ambos o0s materiais foram caracterizados separadamente € em conjunto por
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR), difratometria de Raios-X
(DRX), andlise térmica (TG, DSC e DTA) e microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os resultados das caracterizacdes indicaram, quanto aos precursores, que a
integridade estrutural proteica do coldgeno foi preservada durante a extracdo e
precipitacdo (FTIR), que o mesmo apresentou-se em uma forma amorfa (DRX), rugosa
e irregular (MEV). A quitosana apresentou-se amorfa, mas com certos dominios
cristalinos (DRX), rugosa (MEV) e estdvel termicamente até, aproximadamente, 250 °C.
Os materiais obtidos a partir das misturas QT:COL, nas diversas proporgdes,
apresentaram diferencas em seus perfis espectral, térmico e de viscosidade em relacdo

aos precursores, indicando interacao entre as matrizes e a obten¢do de novos materiais.

Palavras-chaves: quitosana, coldgeno, blendas, biomateriais



ABSTRACT

Chitosan (QT) and collagen (COL) are natural macromolecules of wide interest and
application, and which can interact themselves in order to develop blends with
biomaterial characteristics. In this work, on account of the fish collagen advantages, we
aimed to develop synthesis routes among both biopolymers. It was used chitosan from
commercial source, with 82% of deacetylacion degree (DG) determined by
conductometric titration, and the collagen was extracted from the swimming bladder
and the skin of the Pescada Amarela (Cynosian acoupa) and Gurijuba (Arius
luniscutis). The collagen’s content used on the prepared gels was determined by the 4-
hydroxyproline’s method and equal to 189,24-394,75 mg.g". Both materials were
separately characterized trough Fourier transform infrared spectroscopy in the infrared
(FTIR), X-ray diffraction (XRD), thermal analysis (TGA/DTG and DSC) and scanning
electron microscopy (SEM). Amongst the proposed blend’ synthesis, lyophilization and
selective precipitation techniques (saline, alkaline, saline-alkaline) were used in the
following QT:COL (wt%) mixtures: 80:20, 50:50 and 20:80. Regarding to precursors,
the results of the characterization indicated that the protein structural integrity of the
collagen was preserved during extraction and precipitation (FTIR), that it presents an
amorphous form (XRD), rough and irregular (SEM). Chitosan also showed amorphous,
but with some crystalline domains (XRD), rough (SEM), and thermally stable up to
approximately 250 ° C. The obtained materials from chitosan:collagen mixtures and in
all different proportions, showed differences in their spectral, thermal and viscosity
profiles, indicating interaction between them and suggesting the formation of new

materials.

Keywords: chitosan, collagen, blends, biomaterials
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

QT = quitosana

COL = colédgeno.

B PA = bexiga da pescada amarela.

P PA = pele da pescada amarela.

B GJ = bexiga da gurijuba.

P GJ = pele da gurijuba.

P, = (recipiente + amostra iimida) — (recipiente + amostra seca) em g

P, = peso da amostraem g

P. = (peso do recipiente + amostra apds procedimento) — peso do recipiente vazio em g
V, = diferenca entre o volume de HCl e o volume de NaOH gasto na titulacdo na
determinacdo de proteina

C = cinzas

N = nitrogénio

U = umidade do coldgeno

P = proteinas

4-Hy = 4-hidroxiprolina



2.1
2.2
23
24

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.8.1
4.8.2
4.8.3
4.84
4.8.5

5.1
5.2
5.3
54
5.5.1
552
553

SUMARIO

INTRODUCAO 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA .couuuuvuumnncensmsnnscssmmsssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 18
BiomAterial ......ccciiiiiiiininiiiiniiniininiinnininninnisinnississsnississssssssissssessisssssssssssssssssssssaes 18
Colageno 18
Quitosana 24
Blendas de colageno/qUit0SANA .......cccueeeerrvenseissensensanssanssesssrssasssssssssssssssssssssssssssssssses 25
OBJETIVOS .uiiiiininteninsnecsnnsnsssesssessessssssssssasssesssessassssssasssassssssssssasssssssessasssessae 30
Geral 30
Especificos 30
PARTE EXPERIMENTAL 31
Materiais 31
Purificacao da quitosana 31
Determinacio do grau de desacetilacao da quitosana (% GD) 31
Extraciao do Colageno 32
Determinacio do teor da 4-hidroxiprolina (4-Hy) do colageno 34
Analise bromatolégica do Colageno 36
Preparacio das blendas: Quitosana/Colageno 37
Caracterizacao da quitosana, colageno e das blendas quitosana/colageno ........... 38

Medidas de VISCOSIAAAL........ccevruiiieieiiiieecee et e e e e e e e e esaeeeeenes 38

Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR)........cccocoveiviiiiiiiiiniiiiieeeeee 39

Difratometria de 1aios-X (DRX) ...cooiiiiiiiiiiieieiiecceeeeeeee e 40

Analise Térmica (TG/DTG, DTA € DSC) .o 40

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ......oooiiiiiiiiiiiiiieecee 40
RESULTADOS E DISCUSSAOQ....cociuminsinsssmssssssesssssssssssssssssssssssssssssassssasssss 41
Determinacio do grau de desacetilacao da quitosana (% GD) 41
Determinacio do teor de hidroxiprolina do ColAgeno ...........ccceeueecvrssecsercsarsassansens 42
Analises Fisico-Quimicas do COIAZENO ......ccceverreesurnsaessecsarssassssssnsssssssssssssssssssassses 43
Caracterizacoes dos polimeros precursores: Quitosana e Colageno ........cc.ceeueeneee 45

Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) ........ccccccevviiiiiiiiiiniiiiiieeieee 45

Viscosidade € Massa MOIAT.......cccueeiiiriiiiieiieeieete ettt 48

Difratometria de Raios-X - DRX



5.5.4 Andlises Térmicas - Andlise Termogravimétrica (TG/DTG) / Calorimetria

Exploratéria Diferencial (DSC) / Andlise Térmica Diferencial (DTA) .......coocveeviiiiiniiennneene
5.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .......oooiiiiiiiiiniiiiiiieeecce e
5.6  Caracterizacao das Blendas Quitosana:Colageno ...............c..cccoceoivinincncncnene.
5.6.1  Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) ........cccoooiiiiiniiiiiiniiieieeee
5.6.2  Rendimento e Teor de hidroxiprolina € Col4geno ...........cceceeevuiieniiiinieeinieenieenne
5.6.3  Difratometria de Raios-X - DRX ....cccooiiiiiiiiecececeece e
5.6.4  Andlise Térmica Diferencial — DTA .......cccciiiiiiiiiiiiee e
5.6.5  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .......ocoviiiiiiiiiiiicieece e

6. CONCLUSAO
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
REFERENCIAS
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1.  INTRODUCAO

Col4geno (COL) e quitosana (QT) ndo coexistem na natureza, mas sao
misciveis em solucdes dcidas e podem interagir formando ligacdes de hidrogénio que se
alternam com as hélices do coldgeno. Estas interacdes parecem envolver os grupos
amino (NH3") da quitosana e carboxilico (COO’) do coldgeno, de modo que as
propriedades  bioldgicas de  interesse, tais como:  biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioadesividade e auséncia de toxicidade podem ser preservadas e
melhoradas com a mistura e, assim, empregadas na producdo de novos biomateriais
(MACIEL, 2008; TARAVEL; DOMARD, 1993).

Os biomateriais a base de coldgeno e quitosana podem ser processados de
inimeras formas, tais como: pds, géis, hidrogéis, filmes, membranas e esponjas, a partir
da mistura de solucdes com diferentes proporcdes dos dois biopolimeros, obtendo-se
blendas com propriedades melhoradas em relacdo a seus precursores. Para estes
materiais encontram-se vdérias aplicagdes, especialmente nas dreas farmacéutica e
biomédica, como por exemplo, em sistemas de liberacdo de fairmacos e em engenharia
de tecidos, para revestimento de queimaduras e outras lesdes na pele (TARAVEL;
DOMARD, 1993; SIONKOWSKA et al., 2006; HORN et al., 2009; SIONKOWSKA et
al., 2004; DASH et al., 2011; LIMA et al., 2006; CHEN et al., 2008; THACHARODI;
PANDURANGA, 1995; YE et al.,, 2007; JIANKANG et al., 2007; CAETANO
JUNIOR; LOBO, 2011; LARANJEIRA; FAVERE, 2009; SOUZA, 2013).

O coldgeno € geralmente obtido a partir de espécies animais (bovinos e
suinos). No Brasil, a maior parte do coldgeno é proveniente dos subprodutos da
inddstria de carne bovina, em funcdo da elevada produgdo brasileira de carne para
exportacdo. Porém, existe uma grande desvantagem no uso desse tipo de coldgeno,
devido ao risco de transferéncia de doencas, notadamente a encefalopatia espongiforme
bovina e a febre aftosa. Portanto, hda um declarado interesse em outras fontes mais
seguras de coldgeno, a exemplo de peixes, em virtude da grande disponibilidade, baixo
risco de transmissdo de doencas, alto rendimento no processo de extracdo e auséncia de
toxicidade (SOUZA, 2013; SILVA; PENNA, 2012; FERNANDES et al., 2008;
SOUSA; BEZERRA, 2010; SENARATNE et al., 2006; SOUSA, 2008).

A grande maioria dos métodos empregados para a preparacdo das blendas
QT:COL utiliza o principio de evaporacdo de solvente por secagem ao ar, ou sob vacuo

(SIONKOWASKA et al., 2003; MONTOYA et al., 2010). Este método deixa dividas
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quanto a real interagdo entre os biopolimeros e favorece mais a obtencdo de géis e
filmes destes materiais. Portanto, além de empregar uma fonte alternativa e vidvel de
coldgeno na obtencdo de blendas biopoliméricas, este trabalho também considerou rotas
alternativas, de baixo custo e facil manipulacdo, para a produgdo de pés QT:COL.
Ambas macromoléculas sdo soluveis em meio 4acido, notadamente 4acido acético,
entretanto, enquanto € possivel precipitar coldgenos por adicdo de NaCl, a quitosana
precipita pela desprotonacdo dos grupos NH3*, mediante adi¢io de base (NaOH,
NH4OH). Estudos comparativos envolvendo precipitacdo salina, alcalina, salino-
alcalina, bem como por liofilizagao para uma séria de misturas QT:COL nas proporcoes
em massa 80:20, 50:50 e 20:80, foram realizados, contribuindo para o entendimento da
interacdo entre os precursores e possibilitando a obtencdo de produtos na forma de pos,

os quais poderdo ter interesse tecnoldgico e comercial elevados.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomaterial

Biomaterial pode ser definido como qualquer substincia, ou combinacdo de
substancias, capaz de atuar ou interagir, parcial ou totalmente, em sistemas bioldgicos.
No corpo humano, estes materiais sdo empregados para tratar, melhorar ou substituir
tecidos, 6rgdos ou fun¢do do corpo por qualquer periodo de tempo. A sua origem pode
ser natural, natural modificada ou totalmente sintética, a exemplos de: implantes,
proteses, marcapassos, lentes de contato, dentre outros (PEDROSO, 2009).

Os biomateriais devem apresentar biocompatilidade que corresponde a
habilidade do material induzir uma resposta adequada a uma aplicacdo especifica com o
minimo de reagdes alérgicas, inflamatérias ou tdxicas quando em contato com o

organismo (PEDROSO, 2009).
2.2 Colageno

O coldgeno € um polimero natural e é a principal proteina estrutural
presente no organismo encontrado em todos os animais multicelulares. O termo
coldgeno existe hd muito tempo e € derivado das palavras gregas Kolla (cola) e Genno
(producao) e tem sido empregado como matéria-prima na produgdo de cola animal
(SOUZA, 2013).

O coldgeno constitui cerca de 30% de toda a matéria-prima organica do
corpo dos animais e 60% das proteinas totais do corpo. O termo “colageno” ¢
atualmente utilizado para denominar uma familia de pelo menos 27 isoformas de
proteinas encontradas em tecidos conjuntivos ao longo do corpo, como nos 0ssos,
tenddes, cartilagem, veias, pele, dentes e misculos. Em combina¢do com sais de célcio,
o coldgeno é responsavel pela estrutura rigida dos ossos, € em combinacdo com outra
proteina, as elastinas, forma estruturas mais flexiveis, as quais sdo essenciais, por
exemplo, para a aorta e os pulmdes (SOUZA, 2013; PRESTES, 2013; WANG;
STEGEMANN, 2010; TARAVE; DOMARD, 1993)

A proteina de coldgeno tem uma conformacdo hierdrquica complexa,
dividida em quatro estruturas: estrutura primdria, estrutura secunddria, estrutura tercidria

e estrutura quaterndria (FERREIRA et al., 2012).
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A estrutura priméria do coldgeno (esquema representativo, Figura 1) &
caracterizada pela longa sequéncia tripeptidica Gly-X-Y, onde a Gly (glicina) € achada
a cada trés repeticdes de (Gly-X-Y), e onde frequentemente X é a prolina e Y a
hidroxiprolina. Os principais aminodcidos da estrutura do coldgeno (glicina, prolina e
hidroxiprolina) estdo representados na Figura 2 (SENA, 2004). Outros aminodcidos
também sdo encontrados, porém em menor propor¢cdo, juntamente com a glicina, em
substituicdo do X e Y, na sequéncia tripeptidica. Dentre eles: lisina, arginina, glutamina

e tirosina (FERREIRA et al., 2012; ASHOKKUMAR et al., 2012; SENA, 2004).

Figura 1 - Figura representativa da estrutura primdria do coldgeno.
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Fonte: SENA, 2004.

Figura 2 - Estrutura da glicina (A), prolina (B) e hidroxiprolina (C).
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Fonte: SENA, 2004.

A estrutura secunddria do coldgeno € formada pela a hélice, onde a cadeia a
€ composta por repeticdes do tripeptideo (Gly-X-Y), que € ligada umas as outras
construindo caracteristicas de uma tripla hélice (representado na Figura 3), também
chamada de tropocoldgeno, unidade fundamental do coldgeno que é formada por trés
cadeias polipeptidicas que se entrelacam em forma helicoidal. Essas trés cadeias

polipeptidicas sdo mantidas juntas por pontes de hidrogénio que ocorrem entre o
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hidrogénio do grupo —NH e o oxigénio do grupo C=O0, estabilizando a estrutura

(FERREIRA et al., 2012).

Figura 3 — Representacdo esquematica da tripla hélice do coldgeno

€& €& € |
1
o 6 ' (

fCal € { Cal &4

Fonte: RAFAT et al., 2008.

A hidroxiprolina presente na molécula do coligeno € um aminoécido
raramente encontrado em outras proteinas, o que a faz ser empregada para determinar a
quantidade de coldgeno presente em um tecido biolégico. Este aminoécido € importante
na estabilizacdo da estrutura da tripla hélice. Uma menor quantidade ou a falta de
hidroxiprolina faz com que o coldgeno perca a conformacao de tripla hélice, quando
submetido a aquecimento ou a variacdo de pH, causando a desnaturagdo da proteina
(FERREIRA et al., 2012; SOUSA, 2008; PRESTES, 2013; SENA, 2004).

A desnaturagdo caracteriza a perda da fungdo proteica e € uma transi¢ao de
carater irreversivel, em que a tripla hélice € desfeita e as cadeias, na maioria dos casos,
tornam-se incapazes de se reorganizarem. O coldgeno desnaturado, entdo, apresenta
uma estrutura secunddria aleatéria (desordenada) provocada pela quebra de ligagcdes de
hidrogénio responsdvel pela estabilidade da tripla hélice. Esta forma desorganizada é
comumente chamada de gelatina (SENA, 2004). Na Figura 4 ilustra um esquema de

desnaturacdo do coldgeno.
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Figura 4 - Representacdo da desnaturagdo do coldgeno
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Fonte: VAZ, 2013.

Na estrutura tercidria a tripla hélice do coldgeno, principalmente tipo 1, é
geralmente formada por o; a; ap, onde duas cadeias o sdo idénticas e uma cadeia a
diferente com aproximadamente 1000 aminoécidos, com 300 nm de comprimento e 1,5
nm de didmetro. Nas trés cadeias o na sequéncia Gly-X-Y, a glicina é localizada em
torno do eixo central e os aminodcidos, X e Y, geralmente prolina e hidroxiprolina
ocupam posi¢des externas, as cadeias sdo ligadas umas as outras através de pontes de
hidrogénio que d4 estabilidade a molécula de coldgeno. A estrutura tercidria diz respeito
a forma tridimensional especifica assumida pela proteina como resultado do
enovelamento global de toda a cadeia polipeptidica. A Figura 5 mostra a representacio

esquemadtica desta estrutura tercidria do coldgeno (FERREIRA et al., 2012).

Figura S - Representacdo da estrutura tercidria do coldgeno

Fonte: FERREIRA et al., 2012.
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7z

A estrutura quaterndria do coldgeno é apresentada na Figura 6. Nesta
estrutura as moléculas tém a capacidade de se auto-organizar em uma estrutura
supramolecular formando pacotes de quartas com a tripla hélice do coldgeno. Esta
estrutura € formada pelo entrelacamento das trés cadeias peptidicas, formando um cabo
em super-hélice. As ligacdes de hidrogénio entre os grupos da glicina e os grupos CO
das outras cadeias estabilizam a estrutura, além de ligacdes feitas pelo grupamento OH
da hidroxiprolina. A estrutura quaterniria descreve a forma com que as diferentes
subunidades (enovelamento de cadeias polipeptidicas) se agrupam e se ajustam para

formar a estrutura total da proteina (FERREIRA et al., 2012).

Figura 6 - Representacdo da estrutura quaterndria do coldgeno

Fonte - (Disponivel em: http://docentes.esalq.usp.br/luagallo/aminoacidos.html)

Existem tipos distintos de coldgeno, diferenciados pela composicdo e
sequéncia de aminodcidos na organizagdo dos diferentes arranjos estruturais das cadeias
polipeptidicas, denominados de tipo I, tipo II, tipo III, tipo IV e assim sucessivamente.
O colageno tipo I € o principal e mais abundante e pode ser encontrado na pele, tenddes,
ligamentos e ossos, € constituida de trés cadeias polipeptidicas (duas cadeias idénticas
denominada a,; e uma cadeia diferente denominada a, de aminoédcidos) que estdo sob a
forma helicoidal (HORN et al., 2009). Na Tabela 1 estdo apresentados os tipos mais

comuns de coldgeno, sua composi¢ao e localizacao.
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Tabela 1- Principais tipos de coldgenos e localiza¢do

- [o; (D] 0 (D) Tecido conjuntivo, pele, osso, ligamento e tenddo
- [oy (ID]5 Cartilagem, humor vitreo
- [oy (IID)]5 Vasos sanguineos, trato gastrintestinal

- [a; AV)], a, (IV) Membrana basal
Fonte: GOISSIS, 2007; MOREIRA, 2014.

2.2.1 Colageno pisceo no Maranhdo

Na regido nordeste, o Maranhdo destaca-se como um dos maiores
produtores de pescado. Em 2010, a pesca extrativa marinha no estado produziu 43.780,1
toneladas de pescado, sendo considerado o segundo maior produtor dessa regido. Os
recursos pesqueiros de maior importancia econdmica no estado sdo a Pescada Amarela
(Cynoscion acoupa), Pescada Branca (Cynoscion leiarchus) e a Gurijuba
(Hexanematichthys parkeri), que possuem valores comerciais diferenciados entre os
municipios (LOPES et al., 2012).

Dentre as espécies citadas, a Pescada Amarela contribui com maior volume
de producdo. Somente em 2010, a producdo extrativa marinha foi de 20.879 toneladas,
destacando-se como a terceira espécie mais capturada no pais. O municipio de Cedral é
um importante produtor de Pescada Amarela, sendo que a producdo dessa espécie
compreende um sistema de grande abrangéncia (LOPES et al., 2012).

A Pescada Amarela apresenta grande valor comercial na regido norte do
Brasil sendo a principal espécie consumida nas regides costeiras maranhenses. Além de
sua excelente carne, possui um subproduto bastante valorizado no mercado nacional e
internacional, a bexiga natatdria, ou “grude”, como assim ¢ chamado pelos pescadores,
a qual € retirada do animal imediatamente apds a sua captura e, ainda a bordo é
colocada ao sol para secar (ISAAC et al., 1998; ALMEIDA et al., 2011). Trata-se de
um Orgao interno dos peixes, uma vesicula constituida de tecido conjuntivo fibroso,
cheia de ar, cuja funcdo € controlar o nivel de flutuacdo do peixe, permitindo que
fiquem suspensos na &4gua. Este subproduto € exportado para ser utilizado como

matéria-prima para a produgdo de cola nos Estados Unidos e Alemanha, como producio
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de filtro e clareador de cerveja na Inglaterra e como alimento na China e no Japao
(CERVIGON, 1993; SOUSA, 2008; MOURAO, 2007).
Estudos realizado com a bexiga natatéria da Pescada Amarela (Cynoscion

acoupa) mostrou que se trata de um tecido com alto teor de coldgeno, aproximadamente

800 mg g”' (FERNANDES et al., 2008; SANTOS; CARVALHO; ALMEIDA, 2003).

2.3 Quitosana

7z

A quitosana € um polimero linear constituido predominantemente por
unidades repetitivas de 2-amino-2-desoxi-D-glicose (glucosamina), mediante ligacdes
do tipo B-(1-4). E proveniente da reacdo de desacetilacdo da quitina, copolimero de 2-
acetamida-2-desoxi-D-glicose (N-acetilglucosamina) ligados por ligagdes do tipo B-(1-
4). A quitina é um polissacarideo de origem natural, segundo polimero mais abundante
na natureza, perdendo apenas para a celulose. Pode ser encontrada em carapacgas de
crusticeos (camaroes, caranguejos e lagostas), insetos (escorpides, aranhas e besouros)
e parede celular de fungos (DASH et al., 2011; PEREDA et al, 2011; CROISIER, 2013;
LIMA et al., 2006., LARANJEIRA, 2009). As estruturas quimicas da quitina e

quitosana encontram-se ilustradas na Figura 7.

Figura 7- Estruturas quimicas da quitina (A) e quitosana (B)
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Fonte: SHI et al, 2006

A transformacdo da quitina em quitosana se d4 por meio de um processo
chamado desacetilacdo (reacdo alcalina com NaOH, normalmente 40 %, sob agitacdo e
aquecimento em torno de 100 °C). Neste processo ocorre a saida de grupos acetila
(COCH3) presentes na quitina, resultando na formacdo de grupos amino (NHj),
conforme ilustracdo da Figura 7 (DAMIAN et al., 2005; CROISIER; JEROME, 2013;
LIMA, 2007).
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O grau de desacetilacdo (GD) € uma das caracteristicas mais importantes da
quitosana e representa a percentagem de grupos aminicos livres (NH;) no biopolimero,
diferenciando-o da quitina e influenciando principalmente a sua solubilidade. Quando o
GD atinge um valor maior que 50%, a quitina se torna solivel em meio aquoso 4cido e
¢ chamado de quitosana. Em baixos valores de pH (3 < pH < 6) os grupos aminos (NH;)
se protonam e fazem da quitosana um polieletrdlito catidnico (NH3"), isso leva a
interacOes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias e a sua maior solvatagdo em 4gua,
portanto, quanto mais grupos aminos protonados, maior a solubiliza¢do da quitosana no
meio. J4& em meios neutros e basicos (pH > 6) a quitosana precipita tornando-se
insolivel (AIROLDI, 2008).

A quitosana apresenta, portanto, ao longo de sua cadeia grupos amino
(posi¢do C-2) e grupos hidroxila (posicao C-3 e C-6), os quais lhe conferem reatividade,
permitindo uma vasta gama de possibilidade de ligacdes com outras moléculas. O grupo
NH,, por exemplo, protonado a NH;* pode interagir com outros polimeros de cargas
opostas (carater anidnico), como o coldgeno que apresenta grupos COQO". Estas
modificacdes na sua estrutura permitem a criacdo de novos biomateriais com
caracteristicas especificas e que podem ser utilizados para diversas aplicacdes (DASH et

al., 2011).
2.4 Blendas de colageno/quitosana

Blendas poliméricas s3o misturas de dois ou mais polimeros ou
copolimeros. Os objetivos de se obter uma blenda sdo combinar as propriedades dos
polimeros a fim de atingir um alto desempenho; obter uma melhor processabilidade da
blenda em relacdo a um dos polimeros puros.

Diferentes metodologias e estratégias de aplicacdes da mistura
quitosana/colageno t€m sido propostas por um grande numero de pesquisadores. Citam-
se aqui algumas destas aplicagdes.

Visando a aplicac@o na restauracdo de tecidos com lesdes cutaneas causadas
por queimaduras, Costa et al. (2012) produziram membranas a partir da dispersdo de
quitosana em p6 em solucdes de coldgeno (4dcido acético 0,2 mol L. 0 colageno foi de
origem bovina e as membranas foram obtida pela evaporacdo do solvente ao ar.
Diferentes proporcdes (75:25; 50:50 e 25:75, m/m) foram empregadas, e os materiais
foram analisados por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia no

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os autores concluiram através das
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técnicas empregadas, a presenga de vibragdes caracteristicas de grupos dos precursores
nas membranas, além da integridade estrutural das mesmas.

Locilento (2012) preparou esponjas de QT:COL por liofilizagdo, em
presenca e auséncia de glicerol e de extratos de sementes de uva. A quitosana foi obtida
a partir do gladio de lula, e o coldgeno foi de origem bovina. Segundo o autor, o extrato
de semente de uva, na presenca de glicerol, promoveu a reticulacio no coldgeno
anidonico. Houve deslocamento das bandas de amida I e amida II, que os autores
atribuiram a interferéncia dos componentes do extrato (anéis aromaticos) € nao a
interacdo com o material da esponja. Os materiais apresentaram capacidade controlada
de liberacdo de extratos, estabilidade térmica em temperatura corporal, porosidade e
absor¢do de 4gua adequadas, mostrando-se promissores como biomateriais para a
regeneracgdo tecidual.

Tonhi e Peplis (2002) produziram membranas de COL:QT em proporcdes
3:1; 1:1 e 1:3 (m/m), pH 3,5 e por secagem ao ar. O coldgeno foi de procedéncia suina e
a quitosana adquirida comercialmente. As técnicas utilizadas para caracterizacdo dos
produtos foram: espectroscopia de infravermelho, termogravimetria (TG), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) e ensaios de viscosidade especifica para verificacdo da
possivel interacdo entre estes dois polimeros. Segundo os autores, ndao hd interacdes
entre estes materiais que provoquem o surgimento de novas transi¢des vibracionais, e as
propriedades das blendas podem ser controladas variando as propor¢des dos
precursores.

Moreira (2014) propds a combinagcdo de quitosana, coldgeno (extraida de
calda de ratos) e nanoparticulas de vidro bioativo a fim de desenvolver um novo
hidrogel termossensivel para aplicacio na medicina regenerativa, com enfoque nos
tecidos Osseo e cemento dentdrio. A mistura dos biopolimeros foi feita em diferentes
propor¢des quitosana/colageno 0/100, 30/70, 50/50, 70/30, 100/0 (m/m) e adicionadas a
nonoparticulas de vidro bioativo de modo a obter as concentracgdes finais 1%, 3% e 5%.
Os hidrogéis sintetizados foram caracterizados por FTIR, MEV e ensaios reologicos.
Pelos espectros FTIR constatou-se a presenca das bandas caracteristicas de cada
componente do sistema com a auséncia de novas bandas. As micrografias de MEV
mostraram que os hidrogéis possuem estrutura porosa e interconectividade dos poros, o
que pode ser um ponto positivo para a adesdo celular. O estudo reolégico permitiu o

acompanhamento do processo de gelificagdo desses hidrogéis, mostrando que a adi¢cdo
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de coldgeno e vidro bioativo aumenta a rigidez da matriz, tornando-a promissora como
biomaterial injetdvel na engenharia de tecido (MOREIRA, 2014).

Hidrogéis a base de quitosana (derivada de B-quitina, extraida do gladio de
lula), xantana comercial e coldgeno (derivado de tenddao bovino) foram preparados e
caracterizados com potencial para liberagao controlada de farmacos. O preparo destes
hidrogéis se deu em propor¢cdes variadas de quitosana/xantana/coldgeno: 1:2:0,5
(m/m/m). Os espectros vibracionais na regido do infravermelho ndo apresentaram,
segundo a autora (HORN, 2010), evidéncias de deslocamento ou de novas bandas,
sugerindo apenas interacdes eletrostdticas entre os grupamentos amina e carboxila. A
andlise térmica comprovou a reten¢do de grande quantidade de dgua por estes materiais
e a propriedade de hidratacdo dos mesmos. As andlises de MEV indicaram que a
estrutura é dependente do polissacarideo de maior quantidade e que o coldgeno participa
desta estrutura.

Tangsadthakun et al. (2006) prepararam, por liofilizacdo, matrizes porosas a
partir da mistura de coldgeno, oriundo de pele de porco, e quitosana. Diferentes
propor¢oes COL:QT foram empregadas (10/90, 30/70, 50/50, 70/30, 90/10) e os
suportes foram caracterizados por FTIR e MEV. Os resultados indicaram que as
interacOes entre os precursores sao de natureza fisica e que as blendas sdo fortes
candidatas a aplica¢des em bioengenharia tecidual.

Faikrua et al. (2009) prepararam filmes a partir da mistura de pB-fosfato de
glicerol (0,5%; 1%; 1,5%) e COL:QT (8:2 e 7:3, m/m). O coldgeno foi de origem
bovina e os filmes foram obtidos por secagem ao ar, a temperatura ambiente. Os
resultados de FTIR indicaram aos autores a possibilidade de uma interacao idnica entre
o fosfato de glicerol e a blenda COL:QT, a qual seria responsavel pelo aumento da
estabilidade da matriz preparada. Nos experimentos sem a presenca do fosfato, o
deslocamento da banda da amida A para valores mais baixos (3326 cm™ para 3312 cm®
", bem com o aumento na absorbincia desta banda, sugerem interacdo com a banda -
OH da quitosana, indicando a possibilidade de uma formagao de ponte de hidrogénio.

Filmes a base de coldgeno (bovino)/quitosana foram produzidos em
propor¢oes 90:10; 50:50 e 10:90 (m/m) para utilizagdo como novos biomaterias.
Propriedades térmicas e dielétricas dos filmes produzidos foram medidas a fim de serem
testados como implantes para estimular o crescimento 6sseo. De acordo com os
resultados acredita-se que devido a caracteristica de policdtion a molécula de quitosana

€ a responsavel pela maior condutividade elétrica em comparagdo com o colageno. Os
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resultados também mostram que a presenga de quitosana na mistura contribui para um
aumento da estabilidade térmica do material, que estd associada com o aumento da
temperatura de desnaturacdo das amostras de coldgeno/quitosana, em comparagdo com
a amostra de coldgeno puro (LIMA et al., 2006).

Hidrogéis de coldgeno (bovino)/quitosana em propor¢des de 0/100, 25/75,
50/50 e 75/25 (m/m) reticulada com glioxal (dialdeido) foram preparados e empregados
no tecido 6sseo. Observou-se que a proporcdo 50/50 de coldgeno/quitosana com glioxal
foi mais efetivo na cicatrizacio 6ssea (WANG; STEGEMANN, 2011).

Membranas compostas de coldgeno/quitosana em diferentes proporcdes
(1:3; 1:1; 3:1) foram preparadas e caracterizadas pela técnica de espectroscopia de
infravermelho para serem usadas em liberacdo controlada de cloridrato de propranolol.
Estudos de equilibrio de intumescimento das blendas foram feitos e as propriedades de
permeabilidade das blendas em cloridrato de propranolol também foram estudados. De
acordo com os resultados encontrados as membranas produzidas representam
candidatos promissores para liberacdo controlada de farmacos (THACHARODI; RAO,
1995).

Sintese e caracterizacdio de esponjas a base de blendas
coldgeno/hialuronano/quitosana foram produzidos para potenciais aplicacdes
biomédicas. Misturadas em diferentes propor¢des de coldgeno, hialuronano e quitosana
(10: 1: 0,9: 1: 1, 8: 1: 2,7: 1: 3, 6: 1: 4 e 5: 1: 5) foram fabricados e suas propriedades
fisico-quimicas e biocompatibilidade celular foram avaliados. Segundo dados, a
proporcdo 9:1:1 de coldgeno, hialuronano e quitosana, mostraram-se promissores como
andaimes em engenharia de tecidos (LIN et al., 2009).

Misturas de coldgeno (suino) com quitosana em proporcdo 1:1 foram
preparados e caracterizados por DSC, TG/DTG), FT-IR e SEM. Os resultados
mostraram interacdo que envolve grupos NH;* da quitosana, com grupos COO™ do
colageno (HORN et al., 2009).

Filmes de bioblendas de colageno/quitosana incorporado com nanocarbono
foram produzidos. Os nanocarbonos possuem significativa condutividade elétrica e
propriedades magnéticas. O coldgeno e os nanocarbonos utilizados foram derivados de
residuos de pele de cabra proveniente da inddstria de couro. Para obter filmes do
biocompdsito (nanocarbonos /coldgeno-quitosana) as misturas foram feitas nas
seguintes proporcoes de nanocarbonos 0, 5, 10, 15 e 20 % em massa e (100-0, 100-12,5

e 100-25 % em massa) de coldgeno-quitosana. Os nanocarbonos quando incorporados a
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mistura coldgeno-quitosana melhora significativamente a condutividade elétrica,
resisténcia a tragdo, propriedades magnéticas e térmicas dos filmes produzidos sem
alterar sua flexibilidade e transparéncia, sugerindo assim possiveis aplicacdes em
industrias biomédicas (ASHOKKUMAR et al., 2012).

Poucos trabalhos empregam coldgeno de origem pisceo. Ramasamy e Shanmugam
(2015) e Montoya et al. (2010) utilizaram moluscos como fontes de coldgeno na
obtencdo de filmes com quitosana. As blendas secaram ao ar e os autores sugeriram
interagdes por pontes de hidrogénio para explicar as caracteristicas observadas, a
exemplo da homogeneidade e miscibilidade dos filmes.

Neste trabalho, além da aplicacdo de coldgenos extraidos de peixes de
interesse regional, as blendas foram preparadas por diferentes rotas, com o intuito de
verificar melhor as interagdes entre os precursores. No processo de liofilizagdo, em que
a secagem acontece por um mecanismo de sublimagdo, ambos materiais permanecem na
amostra, interagindo ou ndo. Diferentemente, nos ensaios de precipitacdo seletiva os

teores de coldgeno e quitosana nas amostras sugere-se a interacao entre eles.
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OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver metodologias para a obten¢do de blendas entre coldgenos

pisceos e quitosana.

3.2 Especificos

e Extrair o coligeno de peles e bexigas natatérias da Pescada Amarela e da
Gurijuba e caracteriza-los por FTIR, DRX, TG/DTA e MEV;

e Purificar a quitosana, determinando o grau de desacetilacdo e caracterizd-la por
FTIR, DRX, TG/DTA, DSC e MEV;

e Preparar misturas dcidas QT:COL nas propor¢des (m%): 80:20, 50:50 e 20:80;

e Obter as blendas respectivas por liofilizacdo, precipitacdo salina, precipitacao
alcalina e precipitagdo mista (salina e alcalina);

e Caracterizar as blendas obtidas por FTIR, DRX, DTA, MEV e ensaios de

viscosidade.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Materiais

A quitosana empregada foi de procedéncia Aldrich, com grau de
desacetilacdo entre 75-85 % e foi tratada antes do uso. Os demais reagentes, também de
grau analitico (Aldrich e Merck), foram empregados sem prévias purificacdes.

As bexigas natatérias e peles da Pescada Amarela e da Gurijuba foram
obtidas no mercado local. Ainda frescos estes materiais foram conduzidos ao
laboratdrio, convenientemente lavados e armazenados para a extracdo do coldgeno.

A 4gua empregada no preparo de todas as solugdes foi deionizada em um

sistema do tipo Milli-Q.
4.2 Purificacao da quitosana

A quitosana foi purificada para sua desmineralizagdo e desproteinizacdo de
acordo com o procedimento descrito por Santos et al. (2003). Amostras foram
dissolvidas em acido acético (CH3;COOH) 0,5 mol-L'l, sob agitacdo constante e por
aproximadamente 18 h. A solucdo resultante foi filtrada e adicionada hidréxido de
amonio concentrado até a precipitacdo. O precipitado foi lavado continuamente com
dgua até que o mesmo apresentasse pH neutro, em seguida foi seco com acetona a

temperatura ambiente e colocado em estufa (60 °C, 24 h) (SANTOS et al., 2003).
4.3 Determinacao do grau de desacetilacao da quitosana (% GD)

O grau de desacetilacdo da quitosana, que representa a percentagem de
grupos NH, livres, foi determinado por titulacio condutométrica de acordo com a
literatura (SANTOS et a., 2003). O equipamento empregado foi o condutivimetro da
Digimed, modelo 21-D. Para a realizacdo do experimento, 0,2 g de quitosana foram
suspensos em 40 mL de solucdo de acido cloridrico 0,05 mol L', durante 18 h, de modo
a garantir a protonacao dos grupos aminos presentes. Em seguida a amostra foi titulada
com solu¢do padrao de NaOH 0,17 mol L'], medindo-se in situ a condutividade apds
cada adigao.

Para o célculo do grau médio de desacetilacio (% GD) da quitosana,

empregou-se a equacdo 1 (SANTOS er al., 2003; JANEGITZ et al., 2007):
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16,1[base|V2—V)

m

9%GD =

Eq. (1)

Sendo:

16,1: a massa molar da unidade repetitiva de quitosana;

[base]: a concentracdo da solug¢do de hidréxido de sédio;

Vi: o volume de hidréxido de s6édio consumido para neutralizar o HCl em excesso;
V,: 0 volume de base usado para a neutralizacdo dos grupos dcidos da quitosana, e

m: a massa de quitosana contida na aliquota titulada.

4.4 Extracao do Colageno

A extracdo do coldgeno foi feita a partir de bexiga e pele dos peixes de
Pescada Amarela e Gurijuba, seguindo o procedimento descrito por Fernandes et al

(2008). O fluxograma de execugdo da extragdo de colageno estd expresso na Figura 8.
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Figura 8 - Fluxograma de extracdo do coldgeno
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Fonte: FERNANDES ez al, 2008.
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4.5 Determinacio do teor da 4-hidroxiprolina (4-Hy) do colageno

A hidroxiprolina (4-Hy) € importante para a manutencdo da integridade
estrutural do coldgeno, estabilizando a triplice hélice através da formacgao de ligacdes de
hidrogénio. O seu teor, considerando que este aminodcido ocorre apenas em moléculas
de coldgeno, ¢ também empregado como parimetro para estabelecer a quantidade de
coldgeno presente em um tecido ou amostra. A literatura indica um fator de conversao
geralmente de 8,3 para a estimativa do teor de coldgeno nos tecidos, a partir dos
resultados da 4-Hy (HUSZAR et al., 1980; STEGEMANN, 1967; SENA, 2004;
FAUSTO, 201; RAMACHANDRAN et al., 1973; PRESTES, 2013).

A exemplo deste trabalho, as determinacdes da 4-Hy sdao normalmente
realizadas por espectrofotometria na regidao do Uv-vis, segundo os procedimentos de
Stegemann (1967) e Huszar ef al. (1980). A Figura 09 resume aspectos desta reagao.
Inicialmente a 4-Hy (I) € oxidada a 4cido a-ceto-y-hidroxi-d-aminovalérico linear (II)
pela acdo da cloramina-T (N—cloro—p—tolueno sulfonamida de sddio). Este acido
formado mantém equilibrio com a estrutura ciclica do &cido A’-pirrolina-4-hidroxi-2-
carboxilico (III). H4 perda da molécula de dgua, com a consequente formacdo de uma
estrutura instavel (IV), a qual converte-se em acido pirrol-2-carboxilico (V). Apés a
adi¢do do reagente cromogénico, 4-dimetilaminobenzaldeido e aquecimento, ocorre a
formacdo do pirrol (VI) por descarboxilacdo do 4cido pirrol-2-carboxilico (ANGELINI,
2011; TORRE et al. 2004).

Figura 9 — Esquema reacional simplificado empregado para a determinacdo da
hidroxiprolina. (I) - Hidroxiprolina; (II) - acido a-ceto-y-hidroxi-d-aminovalérico; (III) -
acido A’-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico; (IV, V) - dcido pirrol-2-carboxilico; (VI) -
pirrol.
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Fonte: TORRE et al., 2004; ANGELINI, 2011.
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Em um experimento tipico, 4 mL de 4cido cloridrico 6 mol L' foram
adicionados a 1 mL de amostra soltvel de coldgeno (100 mg de coldgeno para 100 mL
de 4cido acético). A hidrodlise se processou a temperatura de 130 °C, por 24 h. Apds esse
periodo, a solu¢do contendo a amostra foi neutralizada com hidréxido de sédio e o
volume final completado para 100 mL. A uma aliquota de 2 mL desta solucdo foi
adicionado 1 mL de cloramina T e deixada em temperatura ambiente por 20 min, para a
completa oxidacdo da hidroxiprolina. Em seguida, 1 mL da solucio de p-
dimetilaminobenzaldeido foi adicionado para a obten¢do da coloragdo vermelho-
purpura, e a absorbancia da amostra foi registrada em um comprimento de onda de 560
nm.

O equipamento empregado foi o espectrofotometro Uv-visivel da Varian
Cary 50. As cubetas foram de quartzo e o caminho 6ptico de 1 cm.

Embora amplamente empregado, o método da 4-Hy requer atencdo por
detalhes cinéticos e condicdes dos reagentes, notadamente da cloramina-T (RAO et al.,
1970). Assim, a visualizacdo das curvas analiticas € importante para atestar a qualidade
dos resultados. As curvas analiticas foram obtidas para as seguintes concentracdes de 4-
Hy: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg-L’l. (FAUSTO, 2011; ANGELINI, 2011;
STEGEMANN; STALDLER, 1967; FERNANDES et al., 2008; HUSZAR et al., 1980;
STOCCO, 2008). Na Figura 10 estd ilustrada uma das curvas analiticas obtidas neste
trabalho. Pode-se observar um coeficiente de correlagdo (R) de 0,99973, indicando uma

oOtima linearidade.
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Figura 10 - Curva analitica para a determinacdo da 4-hidroxiprolina (A = 560 nm).
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Fonte: Préprio autor

4.6 Analises fisico-quimicas do Colageno

Em funcdo da natureza da amostra, foram realizadas determinacdes de
proteinas, umidade e cinzas seguindo a metodologia oficial do Instituto Adolfo Lutz
(2005).

O teor de nitrogénio total foi determinado segundo o método de Kjeldahl.
Aproximadamente 0,1 g do coldgeno extraido foi envolvido em papel préprio, isento de
nitrogénio, e colocado em um tubo digestor, juntamente com 2 mL de 4cido sulftrico
concentrado e 0,5 g dos catalisadores selénio e sulfato de potdssio. Levou-se o tubo ao
digestor por 2 h a temperatura de 360 °C, até obtencdo de coloragdo clara. Apos
resfriamento, 1 mL de dgua destilada e 1 mL gotas do indicador fenolftaleina 1% foram
adicionados, e a mistura reacional foi destilada na presenca de 15 mL de solucdo de
hidréxido de s6dio 40 %. Em um erlenmeyer adicionaram-se 25 mL de 4cido cloridrico
0,02 mol L'l, e uma mistura de indicador (vermelho de metila 0,2 % e de azul de
metileno 1 %) para coletar o destilado. Finalmente, a mistura destilada foi titulada com
hidréxido de sédio 0,02 mol L™ e a percentagem de proteina calculada de acordo com as

equacoes 2 e 3:
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: Eq. 2
% N =V %0028 (Fa.2)

a

%% P =% N x6,25 (Eq. 3)

Sendo que:

0,028 = miliequivalente grama de N,

6,25 = fator de conversdo para proteina de origem animal

Para a determinacdo de umidade, 1,0 g da amostra finamente pulverizada foi
pesada em cdpsula de porcelana, previamente tarada, e colocada em estufa a 110 °C, por
4 h. Apés este periodo, o material foi retirado e colocado em dessecador para esfriar e

posterior pesagem. A umidade foi calculada de acordo com a equacao 4.

Eq. 4
% U = L7 %100 (Eq-9)

a

O teor de cinzas foi calculado pela equagdo 5, em que 2,0 g de amostra foram
colocadas em cadinho de porcelana previamente seco e pesado, e em seguida foi
calcinado em bico de Bunsen e levado para mufla a 600 °C, por 4 h. Apds este tempo, e
resfriado em dessecador, o cadinho foi pesado com cinzas.

Eq. 5
% C =L %100 (Eq-2)

a

4.7 Preparacao das blendas: Quitosana/Colageno

Para os ensaios de preparagdo das blendas Quitosana/Colageno (QT:COL)
utilizaram-se coldgenos provenientes da bexiga natatdria e pele da Pescada Amarela e
da Gurijuba. As proporcoes (QT:COL % m) empregadas para as formulagdes das
misturas foram: 80:20; 50:50 e 20:80. Previamente, solu¢des individuais de quitosana

(QT) e dos respectivos colagenos (COL) foram preparadas pela dissolugdo em écido
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acético 0,5 mol L' (pH = 3). Apés a completa dissolucdo, misturas nas diferentes
propor¢des QT:COL foram deixadas em agitacdo por 24 h. Apds este periodo, os
materiais foram isolados das misturas por 1) liofilizacdo; ii) precipitacdo salina (NaCl);
iii) precipitacdo alcalina (NaOH) e iv) precipitacdo salino-alcalina (NaCl/NaOH).

Nos experimentos com liofilizacdo, as solu¢gdes das misturas foram
mantidas sob refrigeracdo a -70 °C, em um freezer da So-Low, modelo U85-18. Em
seguida, foram submetidas a liofilizacdo a uma temperatura de -60 °C, durante 8h. O
Equipamento empregado foi da Terroni, modelo Fauvel-LB1500.

Nos ensaios por precipitagdo, apds o tempo de mistura, foram adicionados
nos sistemas respectivos, solu¢des de NaCl, NaOH, e NaCl/NaOH 3 ml-L!. Para todos
os casos foram observados a formacdo de um precipitado branco, o qual foi separado
por centrifugacdo, lavado com dgua até auséncia de base (controle de pH) e, conforme o
caso, de ions cloreto (adi¢do de AgNO3,q)), seguido de lavagem com acetona e secagem

em dessecador (WANG; STEGEMANN, 2010; LIMA et al., 2006; WANG, 2003).

4.8 Caracterizacio da quitosana, colageno e das blendas quitosana/colageno

Os materiais obtidos foram caracterizados por FTIR, TG/DTG, DTA DSC,

DRX e MEV e por viscosimetria capilar.

4.8.1 Medidas de viscosidade

Com o objetivo de caracterizar as amostras obtidas de quitosana e coldgeno,
foram realizados testes de viscosidade em um viscosimetro capilar Cannon-Fenske
Routine (Herzoo, modelo HVB-438) acoplado a um banho ultratermostético (SL 152 da
SOLAB). As amostras foram dissolvidas em solucdo de 4cido acético 0,5 mol L' em
cinco diferentes concentracdes (entre 2 ¢ 6 g.L') e as respectivas viscosidades foram
medidas a 25+1°C.

No capilar foram colocados 5 mL de amostra, que passaram através dele,
medindo-se o tempo de escoamento em segundos com o auxilio de um cronémetro
digital. Cada medida foi feita em triplica, sendo utilizada a média dos valores obtidos.

A determinacdo da viscosidade da solu¢do polimérica em relacdo ao

solvente puro € bastante comum no estudo de solucdes diluidas de polimeros. A relacdao
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entre a viscosidade da solug@o polimérica (1) e a do solvente puro (1) € chamada de
viscosidade relativa (1,). O valor da viscosidade relativa pode ser determinado através
de medidas do tempo de escoamento da solucdo polimérica (t) e do tempo de
escoamento do solvente puro (tp) em um viscosimetro, considerando que a densidade

das solucgdes poliméricas diluidas é praticamente igual ao solvente puro (Eq. 6).
=== Eq. (6
no  fo q. (6)

A viscosidade da solucdo polimérica também pode ser expressa pela
viscosidade especifica (n,), que estd diretamente relacionada com a viscosidade relativa

pela Eq. 7.

oo =11 —1 Eq. (7)
Por sua vez, a viscosidade reduzida (n,.s) € definida pela relacdo entre a

viscosidade especifica e a concentragdo da solugdo polimérica (c) (Eq. 8)

Hred = - Eq. (8)

A viscosidade intrinseca [n] da solucdo foi determinada através de um

Bp
C

grafico da viscosidade reduzida em funcdo da concentracdo (c) das solucdes das

amostras, por extrapolacao da reta obtida por regressao linear para c=0, conforme a Eq.

(9) apresentado por Alsarra et al. (2002).

[7]=Tim. s Eq. (9)

A massa molar viscosimétrica média (My) da quitosana e do colageno foi
calculada a partir do valor da viscosidade intrinseca usando-se a equacao empirica de

Mark-Houwink (Eq. 10), citada por Roberts e Domszy (1982):

a
7=k .(m.) Eq. (10)
Onde k e a sdo constantes que dependem do sistema polimero-solvente-temperatura

(GUPTA e JABRIAL, 2006; WESKA et al. 2007).

39
Rosiane Silva Penha



PARTE EXPERIMENTAL

4.8.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram medidos na
faixa espectral de 4000 a 400 cm™' em um espectrometro da Shimadzu, modelo: IR

prestige-21, com transformada de Fourier, empregando-se uma pastilha de KBr.
4.8.3 Difratometria de raios-X (DRX)

Para avaliar a cristalinidade das amostras empregou-se a andlise de difracio
de Raios X (DRX). O Equipamento foi da Bruker, modelo D8 advenced, operando com
radiacdo CuKa (a = 1,5406 A) a 40 kV e 40 mA. As andlises foram conduzidas no

intervalo angular de 5-80° em 26, no passo de 0,02° e tempo de coleta de 0,2 s.
4.8.4 Analise térmica (TG/DTG, DTA e DSC)

As andlises de TG e DTA foram conduzidas no equipamento Shimadzu
DTG-60H, utilizando uma massa de aproximadamente 5 mg de amostra, suporte de
platina e aquecimento controlado (20 - 1000 °C) em atmosfera de nitrogénio. Foi
utilizada uma razdo de aquecimento de 10 °C-min™' e fluxo do gés de 10 mL-min.

Os experimentos de DSC foram realizados em equipamento da Shimadzu,
modelo DSC-60. Aproximadamente 3 mg de cada amostra foram colocadas em uma
porta amostra de aluminio selado com furo na tampa, sob atmosfera de nitrogénio, com
fluxo de 10 mL-min™'. A taxa de aquecimento foi de 25 - 600 °C, com razdo de 10

°C-min™".
4.8.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As micrografias foram obtidas em um microscéopio eletronico de varredura

da Phenom, modelo Pro-X. As amostras para andlise foram depositadas em um pedacgo

de fita de carbono colado na porta amostra.
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5  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacio do grau de desacetilacao da quitosana (% GD)

Os grupos acetil predominam nas cadeias de quitina (QNHCOCH3),
enquanto a quitosana (ONH,) contém mais grupos desacetilados. Considera-se que
acontece a conversdo de quitina em quitosana, quando mais de 50% de unidades
monomeéricas apresentarem-se desacetiladas, e, quando de mais de 50% dos grupos
acetil presentes se tornarem grupamentos amino. Assim, a proporc¢ao entre o nimero de
unidades desacetiladas e o nimero de unidades acetiladas em uma mesma molécula é
chamada de grau de desacetilacdo (GD) (BRANGEL, 2011).

A desacetilacdo da quitina € realizada por digestdao alcalina, sendo que os
grupos acetila (COCH3) sao liberados na forma de 4cido acético, segundo a equacdo 11

(CROISIER; JEROME, 2013):

ONHC(=0O)CH3 + H,O — ONH, + CH3C(=0)OH Eq. (11)

Ha vérias técnicas que podem ser aplicadas para a determinagdo do grau de
desacetilacdo da quitosana. No presente caso, optou-se pela titulacio condutométrica. O
resultado estd apresentado na Figura 11. A primeira faixa linear do gréfico representa a
neutralizacdo do 4cido presente no meio. A segunda reta corresponde a neutralizagdo
dos prétons dos grupos amino da quitosana, enquanto que o terceiro segmento refere-se
a variacdo da condutividade devido ao excesso de base adicionado. Estas trés retas
originam, por extrapolacdo, dois pontos de inflexdo, os quais correspondem aos
volumes V| e V; expressos na Eq. 1. Desta forma, o grau médio de desacetilacdo obtido
foi de 82 %, em acordo com as indica¢des do fabricante (75-85 %). Quanto maior o
grau de desacetilacdo, mais grupos amino estardo presentes na cadeia polimérica e,
consequentemente, maior serd a solubilidade e poder catidnico do material. Assim,
cargas positivas nos nitrogénios tornam o polimero um polieletrdlito catidnico capaz de
se ligar fortemente a moléculas de carater anidnico (SANTOS et al., 2003; JANEGITZ
et al.,2007; BRANGEL, 2011).
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Figura 11 - Curva de titulacdo condutométrica da amostra de quitosana.
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Fonte: Préprio autor
5.2 Determinacio do teor de hidroxiprolina do Colageno

Os teores obtidos (mg-g') de 4-Hy e estimados de coldgenos, para as

amostras de peles e bexigas natatorias investigadas, estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Teores de 4-hidroxiprolina e de coldgeno para bexiga e pele da Pescada
Amarela e da Gurijuba.
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Fonte: Préprio autor.
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Para ambas as amostras (Pescada Amarela e Gurijuba), a bexiga natatéria
foi mais rica em coldgeno que a pele, e para a Gurijuba foi encontrado maior teor de
coldgeno que para a Pescada Amarela.

O teor de 4-Hy € dependente do tecido, da espécie, do habitat, da
temperatura do corpo dos animais, bem como do processo de extracdo do coldgeno,
situacdo em que poderd ocorrer fragmentacdo e perdas (PRESTES et al., 2013).
Entretanto, € este resultado indicativo da presenca de coldgeno no meio. Ademais, sdao
valores posteriormente empregados na preparacdo de géis e solugdes em concentragdes
especificas.

Teores variados de 4-Hy para diversos tecidos podem ser encontrados na
literatura. Montoya et al., (2010), por exemplo, relataram um teor de 6,5% em capas
(peles) de lula (Dosidicus gigas); Ramasamy e Shanmugam (2015), de 7,55% em capas
de moluscos (Sepia), e Prestes er al. (2013) de 3,53 % em coldgeno bovino. Importante
considerar que os percentuais relatados podem ser em relacdo ao total de coldgeno
solivel, ou ao total de proteinas (residuos/1000).

Em relagdo a massa de amostra empregada na andlise, os teores percentuais
de 4-Hy encontrados neste trabalho variaram de 2,3 — 4,7%. Entretanto, as amostras nao
estavam totalmente secas, como se verd a seguir, 0 que elevaria um pouco mais 0s
valores percentuais, evidenciando a boa correlagdo de dados com a literatura.

Os valores de coldgenos foram estimados multiplicando-se os teores de 4-
Hy por 8,3 (HUSZAR et al., 1980; STEGEMANN, 1967). Outros fatores de conversao
sdao também relatados na literatura. Montoya et a. (2010), por exemplo, multiplicou os
teores de 4-Hy por 21,56, enquanto Cross et al. empregaram 7,52. Neuman e Logan
(1950), e mais recentemente Kliment et al. (2011), utilizaram 13,5 como conversor.
Estes valores deveriam refletir o percentual de 4-Hy na estrutura do coldgeno, mas,
como nem sempre € possivel a identificacdo exata deste teor para a amostra que se
deseja, € aceitdvel a escolha de um conversor acompanhada da referéncia utilizada.

Empregamos o valor de 8,3 por ser bastante utilizado na literatura.
5.3 Analises Fisico-Quimicas do Colageno

Os teores de proteina, umidade e cinzas para as amostras de coldgenos

extraidos da pele e da bexiga natatéria da Pescada Amarela e da Gurijuba estdo
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apresentados na Figura 13. Como se percebe, estes materiais sdo constituidos
basicamente por proteinas (83 — 90 %) e dgua (13 — 14,6 %). O teor de cinzas (<1%)
reflete a natureza organica do material.

A somatoéria dos valores percentuais variou de 98,03 a 104,8, ultrapassando
em pouco o total de 100%. Entretanto, o alto contetido protéico do material e os teores

de 4-Hy confirmam a natureza colagenosa das amostras investigadas.

Figura 13 — Andlises fisico-quimicas (composicao centesimal) dos coldgenos extraidos
das bexigas natatdrias e peles da Pescada Amarela e da Gurijuba.
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Fonte: Préprio autor.

A sequéncia nos teores de 4-Hy (P-PA < P-GJ < B-PA < B-GJ) foi também
observada para o conteddo de proteina. No entanto, a razdo entre os conteidos
bexiga/pele (1,5 para a PA e 1,85 para a GJ, valores para 4-Hy) foi diferente (1,06 para
a PA e 1,02 para a GJ, valores para proteina), sugerindo que nem toda proteina da pele é
de origem colagenosa.

Em relacdo a teores de proteinas, Ramasamy e Shanmugam (2015) relataram
82,2 % em capas de sépia (molusco); Kittiphattanabawon et al. (2010) encontraram
89,84% em pele de tubardo, e Prestes et al. (2013), em fibras de coldgeno, gelatina e
coldgeno hidrolisado, todos comerciais, de 84,49 a 97,34 %. Estes valores mostram a

coeréncia dos nossos resultados.
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Os valores de cinzas e umidade também estdo compativeis com a natureza

da amostra (PRESTES et al., 2013).

5.4 Caracterizacoes dos polimeros precursores: Quitosana e Colageno

5.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A avaliagdo dos grupos funcionais presentes na quitosana e nos coldgenos
em estudo foi realizada por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho,

FTIR.

As Figuras 14 e 15 apresentam os espectros vibracionais para a quitosana e

para os coldgenos, respectivamente.

Figura 14 - Espectro de FTIR para a quitosana.
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Fonte: Préprio autor.

O espectro de infravermelho da quitosana foi semelhante aos reportados na
literatura (MOREIRA, 2014; HORN, 2008; LIMA, 2007; AIROLDI, 2008; TONHI e
PLEPIS, 2002; SANTOS et al., 2003; CHAVES et al., 2009; LIMA; AIROLDI, 2004;
WANG et al., 2003).
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As principais transi¢des podem ser assim atribuidas:

e 3600-3200 cm™' - associada as vibra¢des v(OH) e v(NH) dos grupos C-OH, dgua
fisicamente adsorvida e NH,, respectivamente;

e 2970-2840 cm™ - correspondente as vibragdes simétricas e assimétricas v(CH),
decorrente dos grupos —CHp;

e 1654 cm™ - relativa aos grupos amidas (amida I, v(C=0));

e 1582 cm™ - correspondente a banda amida II, -NH;

e 1429 cm™ - relativa a deformacao axial de —CN da amida;

e 1366 cm™ - referente a deformacio axial do —CN dos grupos amino;

e 1162 - 886 cm ' decorrentes da estrutura polissacaridea.

A titulo de exemplificacdo, Sionkowska et al. (2004) relataram as principais
bandas no espectro vibracional de quitosana em: 3352, 2932 e 2890 cm’, as quais
atribufram, respectivamente, aos grupos -OH, -CH, e -CHj3; em 1635 cm’! indicativa do
grupamento C=0 (Amida I) e em 1563 cm™, como as relativas ao grupo NH (Amida II).

As amostras de coldgenos obtidas a partir da bexiga natatdria e pele das
duas espécies de peixes, Pescada Amarela e Gurijuba, apresentaram o mesmo perfil
vibracional (Figura 15), também semelhante a outros coldgenos apresentados na
literatura (TONHI E PLEPIS, 2002; MOREIRA, 2014; VIEIRA, 2009; BENJAKUL et
al.,2012; SENA, 2004; WANG et al., 2003).

As transi¢Oes caracteristicas observadas para estes materiais foram:

e 3600 - 3200 cm™ - estiramentos O-H e N-H, provenientes das moléculas de dgua
fisicamente adsorvidas e dos grupamentos amino;

e 2900-2840 cm™' - referente ao estiramento C-H;

e 1654 cm’ (amida I) - estiramento da carbonila (C=0);

e 1543 cm’ (amida II) - devido as vibragdes no plano da ligacdo N-H e ao
estiramento C-N;

o 1454 cm’ correspondente as vibragOes dos anéis pirrolidinicos de prolina e
hidroxiprolina;

e 1238 cm™, correspondente as vibragdes no plano da amida III, devido ao
estiramento C-N e a deformacao N-H.

Wang et al. (2003) encontraram no espectro de FTIR de coldgeno puro

quatro bandas de amida nas frequéncias de 3324, 3082, 1659 e 1553 cm'l, bandas de
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amida I (1659 cm™) originados de alongamento de C=0 e vibracdes acoplados a N-H.
Bandas de amida II (1553 cm’') surgiram do alongamento das vibracdes N-H e
vibragdes no acoplamento C-N. Outras aminas, decorrentes das vibragdes de
alongamento do grupo N-H, de fraca intensidade, apareceram em 3324 e 3082 cm'l,

respectivamente.

Figura 15 - Espectros de FTIR para os coldgenos obtidos a partir da bexiga natatdria e
pele da Pescada Amarela e da Gurijuba.
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Fonte: Préprio autor.

Para as bandas de amida I, II e III, nos espectros de coldgenos, Chen et al.
(2008) e Shanmugasundaram et al. (2001) relataram ocorréncias em 1660, 1550 e 1240
cm™, respectivamente, o que estd em acordo com os resultados aqui observados. A
absor¢do de amida I surge predominantemente das vibracdes C=0, a absorcao de amida
IT é composta de vibracdes N-H e C-N. A banda de amida III é complexa, consistindo
de componentes a partir de alongamento de ligagdes C-N e N-H, bem como absorc¢ao de
grupos CH, da glicina e da prolina. Apresenta uma transi¢do principal, mas outros
componentes também podem ser atribuidos a esta banda, a exemplo de vibracoes

menores em 1340 e 1160 cm™.
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Como pode ser constatado, os dois biopolimeros apresentam elevada
semelhanga em seus espectros vibracionais, dificultando andlises posteriores na
obtencdo de blendas e outros derivativos. Apesar disto, FTIR foi uma técnica
indispensavel nestes estudos por atestar a natureza do material formado. Um outro
aspecto importante e que merece especial atencdo, é que esta técnica permite avaliar a
integridade estrutural da tripla hélice do coldgeno. Uma proteina sé6 mantém suas
biofuncdes enquanto permanecer com a sua estrutura integra. A relacdo entre as
absorbancias das bandas amida III e dos anéis pirrolidinicos (prolina e hidroxiprolina) é
empregada para esta verificagdo. Valores préximos de 0,5 indicam que o coldgeno foi
hidrolisado, enquanto que valores proximos da unidade indicam estruturas intactas. Os
resultados obtidos para as amostras em questdo ficaram préximos de 0,98, indicando,
portanto, que houve manutencao da tripla hélice durante todas as etapas de manipulacdo
dos materiais (SENA, 2004; MOREIRA, 2014; TONHI; PLEPIS, 2002; SILVA et al.,
2009; ADHIKARIB; DHARA, 2010; CHAVES et al., 2009).

542 Viscosidade e massa molar

Os ensaios viscosimétricos foram realizados com solu¢des de quitosana e
das diversas amostras de coldgenos, nas concentracdes de 2 a 6 g L™, bem como com o
solvente utilizado (dcido acético 0,5 mol L‘l). A viscosidade (1) da solugdo solvente
determinada foi de 0,968. Os tempos de escoamento para as amostras em funcdo da
concentracdo, bem como as constantes dos capilares, estdo apresentados na Tabela 2. A
viscosidade relativa (n;) de cada amostra foi determinada a partir das razdes entre os
tempos de escoamento das amostras, multiplicados pela constante dos respectivos
capilares, e a viscosidade da solu¢do solvente. Em seguida, as viscosidades especificas
(nsp) € reduzida (Neg) foram obtidas, em conformidade com as equacdes 7 e 8,

respectivamente. Estes valores também estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Medidas de viscosidade da quitosana e dos coldgenos extraidos da bexiga e
pele da Pescada Amarela e Gurijuba.

2 0,004 3,41 2,40 1,20

3 700 0,008 5,78 4,78 1,59

4 992 0,008 8,19 7,19 1,80

5 315 0,035 11,38 10,38 2,07

6 408 0,035 14,75 13,75 2,29

2 286 0,004 1,1818 0,1818 0,0909
3 321 0,004 1,3264 0,3264 0,1088
4 350 0,004 1,4462 0,4462 0,1115
5 384 0,004 1,5667 0,5667 0,1173
6 420 0,004 1,7355 0,7355 0,1225
2 268 0,004 1,1074 0,1074 0,0537
3 286 0,004 1,1818 0,1818 0,0606
4 301 0,004 1,2438 0,2438 0,0609
5 318 0,004 1,3140 0,3140 0,0628
6 334 0,004 1,3801 0,3801 0,0633
2 340 0,004 1,4049 0,4049 0,2024
3 400 0,004 1,6528 0,6528 0,2176
4 460 0,004 1,9008 0,9008 0,2252
5 530 0,004 2,1900 1,1900 0,2380
6 600 0,004 2,4793 1,4793 0,2465
2 318 0,004 1,3140 0,3140 0,1570
3 360 0,004 1,4876 0,4876 0,1625
4 415 0,004 1,7148 0,7148 0,1787
5 460 0,004 1,9008 0,9008 0,1801
6 530 0,004 2,1900 1,1900 0,1983

Fonte: Préprio autor.

A Figura 16 ilustra os grificos de viscosidade reduzida (ng/c) versus
concentracdo para todos os biopolimeros puros. Estes graficos sdo necessarios para que
se obtenha, por extrapolacdo, as respectivas viscosidades intrinsecas (Eq. 9). Os valores

obtidos foram: quitosana (0,7253 L g'l), coldgeno da bexiga natatéria da Pescada
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Amarela, B-PA (0,08227 L g'l), coldgeno da pele da Pescada Amarela, P-PA (0,05168
L g, coldgeno da bexiga natatéria da Gurijuba, B-GJ (0,18252 L g™') e coldgeno da
pele da Gurijuba, P-GJ (0,13523 L g'l). Para os coldgenos, a ordem observada nos
valores das viscosidades foi: P-PA < B-PA < P-GJ < B-GJ, um pouco diferente da
ordem observada para os teores de 4-Hy e de proteina, em que a B-PA foi levemente
superior a P-GJ. ExplicacGes para este fato talvez fossem encontradas pela determinagdo
do pl (ponto isoelétrico) das respectivas proteinas (6,5 — 8,5), uma vez que em
determinado pH irdo produzir mais ou menos cargas e interagir de modo diferenciado
com o solvente (SILVA e PENNA, 2012).

As solugdes de quitosana mostraram-se mais viscosas que as respectivas de
coldgeno. Ye et al. (2007), trabalhando com quitosana com 85% GD e com coldgeno
extraido de pele de porco, obtiveram resultados semelhantes. Os menores valores de
viscosidade apresentados pelas solugdes dos coldgenos em relagdo a da quitosana, pode
ser explicada pela disposi¢do de cargas positivas e negativas do coldgeno, uma vez que
o coldgeno é carregado positivamente em solucdo de dcido acético. Neste caso, as
interacoes eletrostdticas entre o grupo funcional amina carregado positivamente tem um
efeito importante sobre a agregacao e conformacao estrutural das moléculas de colageno
(LL, Y et al.,2014). Em relagdo aos coeficientes de variacdo, mesmo os menores valores

observados estdo de acordo com a literatura (LOCILENTO, 2012).
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Figura 16 — Curvas da viscosidade reduzida em funcdo da concentragdo das solucdes
dos biopolimeros (g.L'l). Valores de regressdo: Quitosana (y = 0,7253 + 0,2666C, R =
0,993), B-PA (y = 0,08227 + 0,00679C, R = 0,927), P-PA (y = 0,05168 + 0,00215C, R
=0,881), B-GJ (y =0,18252 + 0,01086, R = 0,995), P-GJ (y =0,13523 + 0,01003C,R =
0,973).
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Fonte: Préprio autor.

Estudos de viscosidade de polimeros t€ém sido reportados na literatura.
Brodowski et al (1996), por exemplo, sintetizaram polieletrolitos, como o poli(fenileno)
(PPP), e encontraram um aumento da viscosidade reduzida em funcio da concentracdao
para solucdes aquosas diluidas. Song et al (2009) estudaram a viscosidade de solugdes
aquosas de celulose, em diferentes temperaturas, e para concentragdes extremamente
diluidas observaram que a curva de viscosidade reduzida versus a concentragdo mostrou
uma ascendente tendéncia com a diminui¢ao da concentracao.

Domenek et al (2008) encontraram um aumento da viscosidade reduzida
em funcdo da concentracdo, para solugdes aquosas diluidas de gelatina, que € a forma
hidrolisada do coldgeno. Estes e outros autores (SHOULDERS et al., 2009) ressaltam a
importancia de se trabalhar os ensaios de viscosidade de coldgeno em solugdes diluidas,
uma vez que as moléculas de coldgeno sdo propensas a agregacdo em solucdes com alta

concentracao.
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A viscosidade intrinseca [;] é uma medida do volume hidrodinamico

ocupado por uma macromolécula, o qual estd relacionado com o tamanho e

conformagdo das cadeias macromoleculares em um solvente. Quanto maior for o
volume hidrodindmico, maior serd [77] Portanto, [77] depende da massa molar e da

interacdo entre os segmentos do polimero e das moléculas do solvente. Quanto maior
for esta interacdo, maior serd a estrutura do polimero. Assim, medidas de viscosidade
intrinseca t€m sido usadas para a caracterizacdo de macromoléculas, bem como para a
determinagdo da sua massa molar.

A relagdo entre viscosidade intrinseca e a massa molar do polimero,
equacdo de Staudinger- Mark- Houwink, foi apresentada na Eq. 10. As constantes k e a
sdo estabelecidos experimentalmente, para uma determinada temperatura. Portanto, a
partir da Eq. 10 e dos valores das viscosidades intrinsecas, as massas molares da
quitosana e dos coldgenos foram estimadas.

Para a quitosana, considerando o grau de desacetilacdo encontrado, solvente
e temperatura utilizados, K de 7,4)(10’5 L.g'1 e a de 0,76 (LOCILENTO, 2012;
RINAUDO, 2006), a massa molar média calculada foi de 3,7 x10° g mol ™. Este valor é
dependente da natureza e preparacdo do material. Entretanto, a titulo de comparacao,
citamos os trabalhos de Santos (2014), que prepararam quitosana (GD % 93,19) a partir
da extracdo de B-quitina de glddios de lula, que encontraram um valor de 2,1x10° g mol
! assim como Locilento (2012) para uma quitosana com GD % de 91, obteve um valor
de 2,31)(105 g mol ™.

Para as amostras de coldgeno, os valores dos pardmetros empregados foram
K=1,66x10°L.g" e a=0,885 (VORON’KO, 2016; MARK, 1999). As massas molares
calculadas foram: B-PA = 3,6)(107 g mol'l; P-PA = 2,2)(107 g mol'l; B-GJ = 9,0)(107 g
mol! e P-GJ = 6,4x107 g mol .

Poucos estudos sdo encontrados na literatura para determina¢do da massa
molar do coldgeno por viscosimetria, dificultando compara¢des. Citamos aqui o
trabalho de Porto (2007), o qual envolveu coldgeno desnaturado. O valor da massa
molar calculada por ele foi de 1,8x10’ g.mol'l, coerente com os resultados aqui

apresentados.
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54.3 Difratometria de Raios-X - DRX

Para avaliar a cristalinidade dos materiais, os coldgenos e a quitosana foram
submetidos a andlise por difracdo de Raios X (DRX). As Figura 17 e 18 mostram os
difratogramas obtidos para os polimeros puros, a quitosana e coldgenos,

respectivamente.

Figura 17 - Difratograma de Raios-X da Quitosana.
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Fonte: Proprio autor.

O difratograma da amostra de quitosana apresentou um perfil tipico,
caracteristico de material semicristalino. Foram observados picos em 20 = 10°, 20°, com
um ombro em 21,6°, em concordancia com o padrdo de difra¢do descrito por Liu et al.
(2013), Moreira (2014), Nery (2014) e Chen et al (2008).

Os coldgenos também apresentaram perfis tipicos, caracteristicos de
materiais colagenosos, com fases amorfas e baixos dominios cristalinos. Observou-se,
para todos os difratogramas, um pico largo na faixa de 20 entre 5° e 25°, com maximo
em 12,9° e um ombro em 20=7,6°. Estas observagdes estdo de acordo com os resultados

observados na literatura (SENA, 2004; CHEN et al., 2008; LIMA et al., 2006).
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Figura 18 - Difratograma do coldgeno a partir da bexiga e pele da Pescada Amarela e

Gurijuba.
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Fonte: Préprio autor.
544 Andlises Térmicas - Andlise Termogravimétrica (TG/DTG) / Calorimetria

Exploratéria Diferencial (DSC) / Andlise Térmica Diferencial (DTA)

As caracteristicas térmicas dos biopolimeros foram avaliadas por TG/DTG,
DTA e DSC. Estas andlises podem fornecer importantes parametros para a
diferenciacdo entre os polimeros puros e as possiveis blendas formadas, além de
informacdes quanto a estabilidade e aplicacdo dos materiais, em fun¢do das alteracoes
promovidas pela temperatura.

As curvas TG/DTG, DTA e DSC da quitosana e dos coldgenos (bexiga e
pele da Pescada Amarela) estdo apresentados nas Figuras 19-23.

Para a quitosana, o perfil térmico observado foi caracteristico do material,
com dois eventos bem definidos: o primeiro, referente a desidratacio do material,
apresentou um maximo em 87 °C e perda de massa de 25 %; o segundo, atribuido a
degradacdo das cadeias poliméricas da quitosana e liberagdao do residual de umidade

presente, entre 250 e 350 °C apresentou um pico maximo em 310 °C e uma perda de
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massa de 55 % (MOREIRA, 2014; BRITO; CAMPANA FILHO, 2007; CHAVES et al.,
2009).

Figura 19 - Curvas de TG/DTG para a quitosana em atmosfera de N».

110 T T T T T T T 0,5
-0,0
0\0 i -0’5 or
~ ~
s BN
7] -
© F-1,0
= =
@]
L-15
--2,0

100 200 300 400 500 600 700

T emperatura (°C)

Fonte: Préprio autor.

As curvas de DTA e DSC para a quitosana estdo apresentadas nas Figuras
20 e 21, respectivamente. A perda de dgua por aquecimento (1°. Evento) estd indicada
em ambas as curvas como um processo endotérmico e nas temperaturas maximas de 82
e 92 °C, respectivamente. O segundo evento de perda de massa estd claramente indicado
na curva de DSC como um processo exotérmico, com méximo em 305 °C. Estes
resultados estdo em perfeito acordo com o perfil do TG e coerentes com a literatura
(PEREIRA, 2013; SANTOS et al., 2003; MOREIRA, 2014; SIONKOWSKA et al,
2006; SHANMUGASUNDARAM et al.,2001). Entretanto, o segundo evento ndo esta
claramente contemplado na curva de DTA, o qual apresentou dois picos exotérmicos,
centrados em 350 °C e 550 °C, aproximadamente. Na curva de TG nota-se um pequeno

decaimento por volta de 550 °C, coincidindo com segundo pico exotérmico do DTA.
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Figura 20 - Curva de DTA da quitosana, em atmosfera de N2.
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Figura 21 - Curva DSC para a quitosana, em atmosfera de N,.
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A Figura 22 mostra as curvas de TG obtidas para os coldgenos da bexiga e
pele da Pescada Amarela. Podem-se observar trés estdgios com perdas de massa. O
primeiro, na faixa de 25 °C a 100 °C, com uma perda relativa a 8 %, correspondente a
saida da dgua estrutural e adsorvida, observada com um pico endotérmico em 60 °C na
curva de DTA (Figura 23). O segundo estagio, entre as temperaturas de 200 °C e 350
°C, com aproximadamente 40 % de perda de massa, é atribuido a perda da dgua
fortemente ligada no material, bem como o inicio da degradagdo pirolitica da cadeia
polimérica, a qual € finalizada no dltimo estdgio, até a temperatura de 600 °C e com
perda de massa de, aproximadamente, 40 %. (MOREIRA, 2014; BRITO; CAMPANA
FILHO, 2007; CHAVES et al., 2009; CUCOS, 2014; HORN et al, 2009). A curva de
DTA para todos os coldgenos (Figura 23) apresentou um discreto pico exotérmico entre
as temperaturas 350 °C e 550 °C, indicando degradacdo das amostras, confirmando o
resultado de TG (Figura 23).

Shanmugasundaram et al. (2001) e Sionkowska (2003) também realizaram
medidas de coldgeno por DSC e encontraram dois picos nas mesmas faixas de
temperatura aqui apresentadas, entre 63°- 166 °C e 270-290 °C. Estes eventos foram
também associados a perda de moléculas de dgua e decomposicio da molécula de
coldgeno, respectivamente. Este resultado pode-se comparar com a temperatura de
desidratacao e degradacdo do coldgeno que utilizamos neste trabalho, que foi de 25-100
°C e 200-600 °C, respectivamente, que encontramos por TG. Montoya et al (2010)
relataram apenas um pico endotérmico (DSC) na faixa de temperatura investigada (20 —
150 °C), com méximo em 117,7 °C, que foi atribuido a quebra de liga¢des cruzadas no

material.
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Figura 22 - Curvas de TG para a bexiga e pele da Pescada Amarela em atmosfera de
No.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 23 - Curva de DTA do coldgeno a partir da bexiga e pele da Pescada Amarela e
Gurijuba em atmosfera de No.
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545 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfoldgica dos materiais ¢ de fundamental importancia
para definir sua forma, organizacdo e tamanho das particulas. Sendo assim, a técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) tem se demonstrado essencial na
observacao e andlise da microestrutura de superficies (SENA, 2004).

A morfologia da quitosana e das amostras de coldgeno de bexiga e pele da
Pescada Amarela e da Gurijuba pode ser observada nas Figuras 24 a 26.

A quitosana (Figura 24) apresentou-se com estrutura organizada e esponjosa
e com relativa homogeneidade (CHAVES et al., 2009; DING et al., 2008).
Diferentemente, as amostras de coldgeno (Figuras 25 e 26) apresentaram-se com
morfologia rugosa, irregular e com bastante heterogeneidade (PEDROSO, 20009;
MOREIRA, 2014; LOCILENTO, 2012).

Figura 24 - Micrografia da quitosana. Aumento de 400x.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 25 - Micrografias de coldgeno da bexiga (A) e pele (B) da Pescada Amarela.
Aumento de 400x.

Fonte: Préprio autor.

Figura 26 - Micrografias de coldgeno da bexiga (A) e pele (B) da Gurijuba. Aumento
de 400x

Fonte: Préprio autor.

5.5 Caracterizacao das Blendas Quitosana:Colageno

As rotas experimentais elaboradas para a obtencio das blendas
biopoliméricas envolveram a mistura de QT:COL em propor¢des pré-estabelecidas
(80:20, 50:50 e 20:80) e a obtengdo dos produtos a partir destas misturas. Duas técnicas
foram empregadas, uma por eliminacio do solvente (liofilizacdo) e outra por

precipitacdo do produto. A técnica de precipitagdo foi elaborada consoante as
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propriedades dos polimeros precursores: o coldgeno precipita de suas solucdes acidas
por adicdo de NaCl, enquanto que a quitosana separa-se da solugcdo por adi¢do de
NaOH. Assim, alguns conjuntos de blendas poliméricas foram obtidos: por liofilizacao,
por precipitagdo salina, por precipitacdo alcalina e por precipitacdo mista. Para cada
conjunto, blendas provenientes de coldgeno de pele e da bexiga natatdria de dois peixes
comerciais e de grande interesse regional, com o objetivo de investigar a diferenca entre
as duas fontes de coldgeno. Todos os conjuntos de blendas foram caracterizados pelas

mesmas técnicas previamente discutidas para os polimeros precursores.

5.5.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais para as amostras obtidas pelo procedimento com
liofilizagdo estdo apresentados nas Figuras 27-30. Para facilitar as andlises, nas Figuras
foram acrescentados os espectros da quitosana e dos respectivos coldgenos, ambos

previamente comentados.

Figura 27 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por liofilizagao.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 28 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por liofilizagao.
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Figura 29 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por liofilizagdo.
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Figura 30 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por liofilizagao.
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Conforme comentado anteriormente, os perfis vibracionais dos
biopolimeros puros s3o bastante semelhantes, dificultando observagdes mais
conclusivas. Entretanto, ressalta-se que em todas as blendas obtidas por liofilizacdo
foram observados os picos caracteristicos dos materiais precursores, sem aumento ho
nimero de bandas, a exemplo de outros trabalhos na literatura (PEREDA et al., 2011;
MONTOYA et al., 2010). Entretanto, observaram-se bandas em 1654 cm! e 1553 cm'l,
caracteristico de amida I (C=0) e amida II (ligagdo N-H e C-N), respectivamente,
encontrado frequentemente com mais intensidade em moléculas de coldgeno, percebeu-
se ainda um aumento na intensidade destas bandas nos materiais produzidos quando a

propor¢do de colageno foi maior que a de quitosana. Isso ocorre principalmente com a
1

2

banda da amida II. Notou-se também uma banda intensa em 1082-1025 cm’
decorrentes da estrutura polissacaridea, referente ao estiramento de grupos C-H e ao
estiramento ciclico C-O. Bandas nestes comprimentos de onda sdo frequentes em
compostos de quitosana, consequentemente 0s compostos com propor¢des maiores de

quitosana em relacdo ao coldgeno esta banda aparece com maior intensidade. Isto indica
que ocorreu interagdo entre os biopolimeros coldgeno e quitosana quando as blendas

foram formadas.
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7z

Outra observacdao é com relacdo a banda de maior intensidade na regido
1412-1454 cm™ correspondente as vibracdes dos anéis pirrolidinicos da prolina e da
hidroxiprolina para o colageno, e a deformacdo axial de C-N da amida para a quitosana.
Esta banda reflete o contetdo de coldgeno no meio, indicando miscibilidade do material
e sugerindo, portanto, interacdes entre as matrizes poliméricas (MONTOYA et al.,
2010).

Entretanto, pelo procedimento da liofilizacdo os precursores sempre estarao
juntos, mediados ou ndo por interagdes de qualquer natureza. O ndo surgimento de uma
banda nova, ou o ndo desaparecimento de uma vibracdo especifica, bem como o
aumento na amplitude de algumas transi¢des, t€ém sido utilizados pelos investigadores
como indicativo de interacdo eletrostdtica entre ambos, bem como justificativa para a
miscibilidade observada em filmes e membranas (LOCILENTO, 2012; TONHI e
PEPLIS, 2002; HORN, 2010; FAIKRUA et al., 2009; TANGSADTHAKNN et al.,
2006). Caso haja interacdo entre as matrizes em solucdo, a precipitacdo do material
poderia revelar algo desta interac@o, dai a escolha da adi¢do de diferentes precipitantes
a0 meio.

Nas Figuras 31-42 estdo apresentados os espectros vibracionais para as
blendas obtidos por precipitacdo. Os espectros das amostras precipitadas com
NaOH/NaCl estdo apresentadas nas Figuras 31-34, os espectros das amostras
precipitadas com NaOH estdo apresentadas nas Figuras 35-38 e os espectros das

amostras precipitadas com NaCl estdo apresentadas nas Figuras 39-42.
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Figura 31 — Espectros de FTIR para as blendas QT:B-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaOH/NaCl.
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Figura 32 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaOH/NaCl.
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Figura 33 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacio com NaOH/NaCl.
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Figura 34 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaOH/NaCl.
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Figura 35 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas

por precipitacio com NaOH.
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Figura 36 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas

por precipitacdo com NaOH.
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Figura 37 — Espectros de FTIR para as blendas QT:B-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaOH.
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Figura 38 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitagdo com NaOH.
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Figura 39 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaCl.
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Figura 40 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-PA 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas
por precipitacdo com NaCl.
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Figura 41 - Espectros de FTIR para as blendas QT:B-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas

por precipitacdo com NaCl.
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Figura 42 - Espectros de FTIR para as blendas QT:P-GJ 80:20, 50:50 e 20:80, obtidas

por precipitacdo com NaCl.
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A adi¢ao de NaOH/NaCl foi para favorecer a precipitacdo simultanea dos
precursores. Espera-se, portanto, que os produtos obtidos, contendo ambos os
biopolimeros, apresentem semelhangas com os originados por liofiliza¢do. De fato, em
linhas gerais, podem-se observar estas semelhancas, notadamente em nimero e posi¢cdo
das vibracdes. Dividindo-se o espectro vibracional em quatro regides (cm™), por
exemplo, entre 4000 e 2800; 2800 — 1800; 1800 — 800 e abaixo de 800, os nimeros de
transi¢des observadas nos precursores sdo em média: 3; 0; 9; 1. Este perfil é observado
em todas as precipitacdes mistas. Entretanto, hd um alargamento da transi¢ao v(OH) em
virtude da forte interagdo entre os polimeros e moléculas do solvente.

E possivel a observacdo da proporcionalidade dos precursores nas blendas.
Por exemplo, nota-se que com a maior propor¢do de quitosana houve diminui¢do dos
picos de amida I e amida II (1662 cm™ e 1555 cm’', respectivamente), os quais sdo
observados no coligeno em maior intensidade. Essa observacdo condiz com os
resultados encontrados por Sionkowska et al. (2004).

Interessante, entretanto, os resultados observados para os materiais obtidos a
partir da precipitagdo com NaOH (Figuras 35 — 38). O meio alcalino favorece a
precipitacdo da quitosana, em virtude da neutralizacdo dos grupos aminos protonados e
menor interacao do biopolimero com o solvente. Entretanto, percebe-se que, para as trés
composi¢oes de misturas, os espectros foram semelhantes aos percursores, indicando
precipitacio de ambos polimeros. Este aspecto reforca a interacdo entre eles e a
formacdo da blenda. A intensidade do pico da amida I pico, em torno de 1650 cm™,
diminui gradualmente quando aumenta a proporcao de quitosana. Por outro lado, um
pico intenso em 1082-1025 cm’ caracteristico de quitosana, referente ao estiramento de
grupos C-H e ao estiramento ciclico C-O, apareceram mais claramente quando a
composi¢cdo de quitosana foi aumentada. Os resultados, portanto, reforcam a interagdao
entre os biopolimeros. Os resultados foram similares aos relatados por Fernandes et al.
(2011). A exemplo das blendas NaOH/NaCl, os materiais apesentaram larga banda
relativa a vibracdo v(OH).

A adi¢do de NaCl favorece a precipitacdao do coldgeno. Os solventes, por
maior afinidade com os ions adicionados, saem da esfera de hidratagao do biopolimero,
facilitando a precipitacdo dos mesmos (efeito salting out). Pode-se observar que os
espectros das blendas (Figuras 39 - 42) diferiram um tanto dos apresentados

anteriormente, notadamente com relacdo aos materiais obtidos a partir da composicao
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QT:COL 20:80, onde se esperaria maior semelhanga com o espectro do coldgeno
precursor. As demais propor¢des apresentaram-se semelhantes as outras blendas nao
liofilizadas. Em relacdo a banda da amida I, suas intensidades pareceram proporcionais
a composi¢do de coldgeno na mistura, entretanto, ndo foi observada a banda
correspondente a amida II, aproximadamente em 1542 cm'l, para os casos da QT:P-PA,
QT:P-GJ e QT:B-GlJ. Outra banda bem caracteristica do coldgeno é a em 1230 cm’,
correspondente as vibracdes no plano da amida III. Esta banda estd presente no espectro
com maior propor¢do de coldgeno (QT:B-PA, Figura 39), entretanto, ndo foi observada
nos espectro da QT:P-PA, QT:P-GJ e QT:B-GJ (80:20). A banda caracteristica da
estrutura polissacaridea da quitosana, observada em 1050 cm™, diminui também em
conformidade com a propor¢do deste polimero na blenda, ndo sendo observada em
algumas blendas na propor¢ao 20:80.

Chen et al. (2007) prepararam fibras de coldgeno:quitosana, caracterizando-
os por FTIR. Além das frequéncias normais, observaram da possibilidade de
desacetilacdo da quitosana, a julgar pelo desaparecimento da banda de amida II e a
diminuicdo da banda de amida III. Entretanto, usaram outro meio solvente
(hexafluorisopropanol e acido trifluoracético).

As andlises por FTIR, portanto, permitem observar que as blendas obtidas, a
excecdo de algumas por precipitacdo salina, guardam relacio com os polimeros
precursores, a exemplo do que € observado na literatura. Indicam ainda interagdes entre
os biopolimeros, o que justificaria a precipitacdo simultdnea a partir da adicdo de

precipitantes especificos.

552 Rendimento e Teor de hidroxiprolina e Colageno

Observado que as rotas podem propiciar a formacdo de blendas, procurou-se
avaliar os rendimentos relativos de cada forma de preparacdo. De antemdo, indica-se
que as condicdes ndo foram otimizadas (defini¢do ideal de concentragdo dos agentes
precipitantes, tempo de mistura, etc) e que ha possiblidades, portanto, de se aumentar as
eficiéncias dos processos.

As rotas de preparacdo das blendas analisadas mostraram rendimentos
variaveis. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Interessante observar, no
entanto, que nem sempre o procedimento de liofilizacio conduziu a maiores

rendimentos (valores em negrito), como era de se esperar. A precipita¢do salina, ndo se
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destacou em nenhum momento, embora também ndo tenha sido sempre a de menor

rendimento (valores em itdlico).

Tabela 3 - Rendimento (%) das blendas obtida QT:COL para as propor¢des 80:20,
50:50 e 20:80. Valores em negrito e em itdlico indicam, respectivamente, 0 maior € o
menor rendimento observado.

80:20 27 22,3 36,3 6,3
50:50 36 35,5 10,5 11,0
20:80 34 3,3 8,0 12,0
80:20 36 33,2 22,7 4,3
50:50 29 18,2 8,0 9.0
20:80 32 4,0 7,0 10,0
80:20 17 44 18,2 5.5
50:50 3,3 13,3 14,0 10,0
20:80 44 4,3 8,3 12,0
80:20 34 43,3 8,0 3,3
50:50 29 20,5 12,2 8,0
20:80 27 5,0 9,0 10

Fonte: Préprio autor.

Considerando a possibilidade de dgua adsorvida no processo, bem como o
fato de ser bastante semelhante os espectros vibracionais dos polimeros puros, gerando
possiveis dividas quanto a presenca de ambos precursores, as blendas obtidas por
precipitacdo foram também analisadas com relacdo aos teores de 4-Hy. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.

A primeira observacdo importante € que, em todas as formas de
precipitacdo, o coldgeno estd presente, sugerindo interacdo entre os polimeros.
Poderiamos imaginar o seu maior conteido nas duas primeiras formas de precipitacao,
mista e alcalina, entretanto, para algumas blendas, a rota com NaCl permitiu a obtencao

de um maior conteddo de coldgeno no material.
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Tabela 4 - Teor de Hidroxiprolina e de Coldgeno dos blendas obtidos nas trés
proporcdes (80:20, 50:50 e 20:80) de quitosana/coldgeno de bexiga e pele da Pescada
Amarela e de Gurijuba com as trés rotas de preparagdo (precipitacdo com NaOH/NaCl,
NaOH e NaCl).

Fonte: Préprio autor.

Outro aspecto que pode ressaltar a natureza fisica da interagdo entre os
biopolimeros, é que ndo foi observada uma relacio estequiométrica entre os conteudos
de 4-Hy e as propor¢des empregadas para a constituicao das blendas. A faixa observada
de concentracio de 4-Hy foi de 0,15 a 6,02 mg g, rotas salina e alcalina,

respectivamente.

5.5.3 Medidas de Viscosidade

Para reduzir o nimero de amostras e por o coldgeno da bexiga da
gurijuba apresentar maiores valores de viscosidade, os testes de viscosimetria para
verificar a interacdo QT:COL foram realizados apenas com este colageno.

O procedimento foi semelhante ao apresentado anteriormente para os

polimeros puros e os resultados estao resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Medidas de viscosidade de QT:B GJ

246
267
301
326
420
479
501
624
793

0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008

2,03
2,20
2,48
2,70
3,47
3,96
4,14
5,16
6,55

Fonte: Préprio autor.

1,03
1,20
1,48
1,70
2,47
2,96
3,14
4,16
5,55

0,26
0,30
0,37
0,43
0,62
0,74
0,79
1,04
1,39

A Figura 43 mostra o comportamento da viscosidade reduzida das solugdes

de quitosana, coldgeno da bexiga da Gurijuba e misturas de QT:B GJ a pH= 3,5 em

funcdo das concentracdes de 2 a 6 gL' de quitosana e coldgeno separadamente (dados

mostrados na tabela 2) e misturas destes em diversas propor¢des (concentracdo 4 g. L,

partindo da menor propor¢do de quitosana e maior de coldgeno, de acordo com a tabela

5.

Figura 43 - Viscosidade da quitosana, do coldgeno e das blendas produzidas.
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Fonte: Préprio autor.
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A quitosana apresentou viscosidade aproximadamente oito vezes maior que
a do coldgeno, com a mesma concentracdo em massa por volume. Como pode ser
observado a partir do gréfico, as solu¢des das misturas aumentaram a viscosidade a
medida que aumentou a quantidade de quitosana no material. Os valores das
viscosidades foram, portanto, intermedidrios entre os dos polimeros precursores.

Resultados semelhantes foram apresentados por Ye et al. (2007). Os
autores, estudando a miscibilidade de blendas de coldgeno/quitosana em solucdes
diluidas, relataram a maior viscosidade da quitosana em relacdo as solugdes de
coldgeno, bem como valores intermedidrios para as viscosidades das blendas produzidas
em diferentes composicdes coldgeno/quitosana (2/8, 4/6, 5/5, 6/4, 8/2). Concluem os
autores que as interacdes intermoleculares sdo responsdveis pela miscibilidade de ambos
os polimeros, em qualquer concentracao e mesmo no estado sélido.

Tonhi e Plepis (2002) mostraram o comportamento da viscosidade
especifica de solugdes de coldgeno, quitosana (GD 76 %) e de blendas entre ambos, em
funcdo da temperatura. Embora os valores das viscosidades das blendas tenham sido
intermedidrios dos polimeros puros, os autores observaram que solugdes de colagenos
foram mais viscosas que as respectivas de quitosana.

Sionkowska et al. (2004) estudaram a viscosidade intrinseca do coldgeno
proveniente de tenddes de ratos e quitosana comercial, bem como de misturas dos dois
biopolimeros. Embora ndo detalhem calculo, observaram que para esta viscosidade, as
blendas exibiram valores ligeiramente mais elevados que para o coldgeno e a quitosana
individuais. O resultado foi interpretado considerando, apesar da miscibilidade dos
polimeros, a existéncia de um sistema trifdsico, com uma fase no estado gelatinoso e

que daria este aumento a viscosidade.

554 Difratometria de Raios-X - DRX

Os difratogramas dos polimeros puros e das blendas QT:COL estdao

apresentados nas Figuras 44-47.
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Figura 44 - Difratograma da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) preparadas por liofilizacao.
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Figura 45 - Difratograma da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) preparadas por precipitacdo com NaOH/NaCl.
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Figura 46 - Difratograma da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) preparadas por precipitacdo com NaOH.
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Figura 47 - Difratograma da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) preparadas por precipitacdo com NaCl.
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Como verificado anteriormente, a amostra de quitosana apresentou dois
picos em 20 =10° e 20°, confirmando, assim, a presenca de dominios cristalinos na sua
estrutura (020 e 110, respectivamente), enquanto que o coldgeno se mostrou mais
amorfo (CHEN et al., 2008).

Em linhas gerais, as blendas produzidas apresentaram-se com caracteristicas
intermedidrias dos precursores. A medida que o teor de quitosana aumentou, as
respectivas reflexdes passaram a ser mais perceptiveis. Este padrdao pode ser melhor
apreciado nas blendas obtidas por precipitacdo mista e alcalina (CHEN et al., 2008).
Pereda et al. (2011) atribuiram a menor cristalinidade das blendas em relagdo aos
precursores, notadamente a quitosana, a fortes interacdes com o coldgeno, as quais
destruiam o empacotamento da quitosana. Observacdo semelhante foi relatada por
Sionkowska et al. (2004), ao observar a atenuacdo dos sinais dos precursores, nas
blendas. Abugoch et al. (2011) referiram-se a este fato, bem como ao alargamento das
bandas nas blendas em relagdes aos precursores puros, como indicativo da
compatibilidade entre os biopolimeros, com a consequente interacdo entre eles.

Exceto para as precipitacdes alcalinas, os demais meios produziram
reflexdes tipicas de sais, provavelmente CH3;COONa para as amostras liofilizadas e

NaCl para as demais.

5.5.5 Analise Térmica Diferencial - DTA

Nas Figuras 48-51 apresentam-se as curvas de andlise térmica diferencial
(DTA) das blendas a partir de quitosana e coldgeno da bexiga da Gurijuba em diferentes
propor¢oes (80:20; 50:50; 20:80) obtidos por liofilizacdo e precipitacdo com
NaOH/NaCl; NaOH e NaCl.

80
Rosiane Silva Penha



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 48 - Curva de DTA da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) obtidas por liofilizacao.
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Figura 49 - Curva de DTA da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) obtidas por precipitagdo com NaOH/NacCl.
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Figura 50 - Curva de DTA da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) obtidas por precipitacao com NaOH.
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Figura 51 - Curva de DTA da quitosana, do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-GJ
(80:20, 50:50 e 20:80) obtidas por precipitagdo com NaCl.
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As caracteristicas dos componentes individuais também se apresentaram nos
resultados de DTA para as blendas. Sionkowska (2003) observou comportamento
semelhante nas curvas de DSC para o coldgeno e blenda.

Em acordo com os resultados de DTA, praticamente todas as amostras
apresentaram um processo endotérmico, por volta de 50 a 100 °C, e que pode ser
atribuido a desidratacdo dos materiais.

As interacdes entre os biopolimeros nas blendas podem ser responsdveis
pela relativa variagdo no perfil dos termogramas, relatando diferentes estabilidades
térmicas em relacdo aos precursores. Neste caso, a rota de preparacao teve efeito sobre a
estabilidade térmica do material. Como exemplo citamos a blenda 50:50. O material
liofilizado apresentou um pico exotérmico na temperatura de 525 °C. Entretanto, para a
blenda respectiva obtida por precipitacio com NaOH/NaCl, a degradagcdo aconteceu a
menor faixa de temperatura, a 300 °C e 390 °C. As demais precipitagdes também
apresentaram diferencas quanto a estabilidade do material, sendo que o liofilizado e o
precipitado com NaCl parecem conduzir a formagdo de blendas termicamente mais
estdveis. Esta estabilidade pode estar associada a formacao de um complexo polication-
polidnion, envolvendo grupos NH;3* da quitosana, com grupos COO™ do coldgeno

(LIMA et al., 2006).

5.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias das blendas preparadas pelas diversas rotas com o coldgeno
B-GlJ estdo ilustradas nas Figuras 52-55. Para facilitar a comparacdo, novamente os
resultados obtidos para os polimeros precursores foram acrescidos as Figuras.

A morfologia dos materiais é aspecto importante para o entendimento de
suas propriedades e aplicacdes e atesta peculiaridades da sua forma de preparo. Em
alguns casos permite também uma avaliacdo da composi¢ao do material, a identificacao
de fases, etc. O estudo da interagdo entre dois polimeros em uma mistura se torna
necessdrio, pois pode afetar as caracteristicas morfoldgicas do material formado e de
forma indireta outras propriedades.

Por exemplo, as técnicas anteriores, € de um modo geral, as imagens das
blendas apresentaram aspectos intermedidrios entre os precursores. Perceberam-se
perfis entre as formas mais lisa, homogénea e foliar observadas para a quitosana, e mais

rugosa e irregular do colageno.
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Ainda que haja uma dificuldade de comparacdo mais direta com dados da
literatura, principalmente porque a maioria dos trabalhos preparou blendas na forma de
filmes, fibras e membranas, foi possivel observar que outros pesquisadores também
observaram esta relacdo entre blendas e precursores. Wang e Stegemann (2011), por
exemplo, caracterizaram hidrogéis de quitosana/coldgeno reticulado com glioxal.
Relataram variagdes na estrutura rugosa e fibrilar das blendas em fun¢do dos teores dos
polimeros, diminuindo estas caracteristicas com o aumento do teor da quitosana.
Sionkowska (2003), na tentativa de explicar o fato, e percebendo o aumento da
rugosidade com o teor de coldgeno, propds que os componentes deste polimero se
concentrassem na superficie da blenda. Lin et al. (2009) sintetizaram e caracterizaram
esponjas compostas de coldgeno/hialuronano/quitosana e observaram que a porosidade
nas blendas diminuia na medida em que a propor¢do de quitosana aumentava.

E generalidade, portanto, que tais blendas reflitam a origem dos materiais
precursores € as suas proporcdes, sugerindo interacdes entre as partes. Em nossos
resultados foi possivel também a observacdo de uma fase esbranquicada sobre os
materiais. Trata-se, provavelmente, do sal observado em alguns difratogramas. Em
termos de procedimento de sintese, alerta para cuidados maiores com a lavagem e

controles de pH e presenca de ions no meio.
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Figura 52 - Micrografias da (A) quitosana, (B) do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-
GJ (C) 80:20, (D) 50:50 e (E) 20:80, obtidas por liofilizagdo. Aumento de 400x

Fonte: Préprio autor.
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Figura 53 - Micrografias da (A) quitosana, (B) do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-
GJ (C) 80:20, (D) 50:50 e (E) 20:80, obtidas por precipitacio com NaOH/NaCl.
Aumento de 400x

Fonte: Proprio autor.
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Figura 54 - Micrografias da (A) quitosana, (B) do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-
GJ (C) 80:20, (D) 50:50 e (E) 20:80, obtidas por precipitacdo com NaOH. Aumento de
400x

Fonte: Préprio autor.
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Figura 55 - Micrografias da (A) quitosana, (B) do coldgeno B-GJ e das blendas QT:B-
GJ (C) 80:20, (D) 50:50 e (E) 20:80, obtidas por precipitacdo com NaCl. Aumento de
1000x

Fonte: Préprio autor.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

e As fontes investigadas de coldgeno, bexigas natatdrias e peles, sdo indistintas
com relagdo a formacdo de blendas com a quitosana;

e As novas rotas de preparacdao de blendas conduzem a rendimentos compativeis
com o procedimento de liofilizacao;

e Que as blendas obtidas, por todas as rotas, segundo espectros de FTIR,
apresentaram bandas caracteristicas dos dois biopolimeros e evidéncias de
interagf)es entre ambos;

e Que as demais técnicas (teores de 4-Hy, viscosimetria, DRX, DTA, MEV)
corroboraram com as observagdes do FTIR e da literatura de que as rotas aqui
desenvolvidas conduziram a formagdo de blendas em que os biopolimeros estao

presentes e sdo misciveis.

Estas consideracdes acima sao importantes por varios aspectos. Enquanto a
bexiga natatoria de alguns peixes sdo alvo de exploragdo comercial, pirataria, etc, as
peles sdo comumente desprezadas e descartadas. Embora ndo se tenha caracterizado
exatamente os tipos de coldgenos existentes em ambas as amostras, o trabalho evidencia
que podem ser empregadas indistintamente enquanto matérias primas para a produgdo
destas blendas.

As rotas idealizadas conduziram todas, em maior ou menor extensio, a
formacdo de biomateriais entre quitosana e coldgeno. Mesmo em procedimentos que
priorizavam a precipitacdo de um deles, o outro se fez presente, sugerindo interagdes
entre ambos e a formacgdo das blendas, conforme os ensaios de caracterizagdo. Além de
ressaltar a interacdo entre os biopolimeros, o que interessante do ponto de vista
académico, resultado mostra alternativas de producdo destes biomateriais por meios
mais acessiveis, vidveis, empregando procedimentos de facil execu¢do e baixo custo

operacional.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando a possibilidade de aplicagdo de biomateriais na drea
biomédica Este trabalho nos permitiu sugerir algumas aplicacdes para 0s novos
biomateriais obtidos, a fim de verificar a eficiéncia das rotas de preparacdo propostas.

Dentre eles, citamos:

e Testes microbioldgicos para verificar a capacidade de inibir o crescimento de
bactérias Gram-negativas e/ou Gram-positivas;

e Estudos bioldgicos in vitro, utilizando cultura de células para verificar a
citotoxicidade e biocompatibilidade do material;

e Testes in vivo para avaliacio da atividade cicatrizante de lesdes na derme.
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