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RESUMO

A quitosana é um polissacarideo amino, derivado do processo de
desacetilacdo da quitina. Por se tratar de um polimero natural, biodegradavel,
extremamente abundante e atéxico, esta tem sido proposta como um
biopolimero potencialmente atraente para usos diversos, principalmente em
engenharia, biotecnologia, medicina e odontologia. No entanto, apesar de toda
sua potencialidade, o uso da quitosana na forma de membranas com
orientacdo molecular preferencial tem sido pouco estudado. Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo das propriedades de
membranas de quitosana obtidas com diferentes niveis de orientacdo
molecular. Dessa forma, pretendeu-se avaliar: a biodegradabilidade da
quitosana com variado grau de desacetilagdo na presenca da lisozima;
relacionar a morfologia das membranas com a orientagcdo molecular;
estabelecer correlacbes entre a orientacdo molecular e a biodegradacéo e
identificar relacées entre a energia superficial e a orientacdo molecular nas
condigbes pesquisadas. As membranas foram caracterizadas pelas seguintes
técnicas: Ensaios de Biodegradagdo, Difragdo de raios-X (DRX),
Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Tenséo Superficial (TS). Com os
resultados obtidos observou-se que: no teste de Biodegradagdo a enzima
lisozima se mostrou eficiente na degradacdo da quitosana; o DRX mostrou
variagbes na cristalinidade das membranas; o FTIR mostrou que,
comparativamente, houve alteracbes significativas nos espectros das
membranas antes e apds de submetidas a biodegradacdo in vitro; as
micrografias do MEV mostraram a formacdo de poros nas membranas
degradadas e os resultados da Tensédo Superficial indicaram um padrao mais
hidrofébico nas membranas orientadas.

PALAVRAS-CRAVE: AQuitosana; Biopolimero; Orientacdo Molecular;
Biodegradagéo; Lisozima.
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ABSTRACT

The chitosan is an amino polysaccharide, obtained by the alkaline
deacetylation of chitin. Abundant natural polymer, biodegradable and non-toxic,
it has been proposed as a biopolymer potentially attractive for several uses,
mainly in engineering, biotechnology, medicine and dentistry. However, the use
of chitosan membranes with preferential molecular orientation hasn’t been very
investigated. In matter, the purpose of this work was to evaluate the properties
of chitosan membranes obtained with different levels of molecular orientation.
Therefore, intended to evaluate: the biodegradation of the chitosan membranes
with varied degree of deacetylation in contact with the lysozyme enzyme; to
relate the morphology of the membranes with the molecular orientation; to
establish correlations between the molecular orientation and the biodegradation
and to identify relationships between the surface tension and the molecular
orientation in the researched conditions. The chitosan membranes were
characterized by in vitro degradation, ray-X diffraction, Fourier transform
infrared, scanning electron microscope and surface tension. According to the
results, the lysozyme enzyme was shown efficient in the biodegradation of the
chitosan membranes; the ray-X diffraction of the membranes showed
alterations in the crystallinity; the spectra of the chitosan membranes showed
significant alterations after the contact with the lysozyme; the micrographs
showed the formation of pores in the degraded membranes and the results of
the surface tension indicated a more hydrophobic standard in the guided
membranes.

Key-words: Chitosan; Biopolymer; Molecular Orientation; Biodegradation;
Lysozyme.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

A Engenharia de tecidos tem sido considerada, nos ultimos anos, como
um recurso para tratamentos médicos utilizados na reconstru¢éo de tecidos
defeituosos no campo da engenharia biomédica. Desta forma, consiste em um
importante suporte para utilizacao de biomateriais, que agrupa, um conjunto de
conhecimentos e técnicas utilizadas na reconstrucdo de novos 6rgaos e tecidos
e no restabelecimento de suas fungdes. Este restabelecimento das fung¢des de
um tecido pode ser feito através da utilizacdo de implantes permanentes ou
temporarios. Por essas razbes, a engenharia de tecido tem sido alvo de
grandes atengcdes nos campos da ciéncia, engenharia e medicina. Dentre as
diversas classes existentes no campo dos biomateriais, uma classe promissora
vem despertando grande interesse cientifico e tecnolégico nos dltimos anos.
Trata-se dos materiais poliméricos, que tém crescido suas aplicagées nas
areas médicas e biotecnoldgicas. Inserido na vasta area dos materiais
poliméricos estdo os biopolimeros, que podem ser de origem natural ou
sintética, bioinertes ou bioativos, biodegradavel ou ndo (HONG et al, 2007;
BARBANTI et al, 2005; WANG, 2006; KHOR, 2003; RIGOLON, 2001;).

Os polimeros sofrem, durante o processo de obtengcdo, diversas
transformacgdes, geradas pelas variagcbes das condicbes de processamento.
Dependendo destas variaveis, podem ocorrer variagbes da microestrutura,
cristalinidade, orientacdo molecular e, consequentemente, de suas
propriedades finais. Em polimeros semicristalinos, a orientagdo molecular esta
diretamente relacionada aos processos de cristalizacdo sob tensdo e
relaxagdo. A medida da orientacdo molecular de um polimero contribui de
forma significativa para que haja um melhor entendimento com relacdo a
estrutura, bem como as suas propriedades finais, fornecendo parametros para
uma melhora nos métodos de processamento e com isso, minimizando
possiveis propriedades indesejaveis (ALMEIDA et al, 2007).

A Dbusca por materiais que possam ser reabsorvidos pelo sistema
biolégico, sendo de preferéncia de origem natural, tem crescido de maneira

exponencial, tendo em vista que a maioria desses materiais apresenta 0s
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requisitos essenciais para a aplicagdo de um biomaterial. Isso se deve pelo fato
de materiais naturais possuirem uma maior biocompatibilidade com o sistema
biol6gico, promovendo consequentemente, uma cura mais rapida de ferimentos
(KHOR, 20083).

A condigao fundamental para qualquer material sintético ou natural ser
utilizado como biomaterial € ndo causar processos inflamatérios e, tampouco
propiciar qualquer reacao indesejavel do corpo. Esta propriedade elementar é
conhecida como biocompatibilidade. Adicionalmente, um biomaterial deve
resistir/suportar solicitagbes quimicas, térmicas e mecanicas sem substancial
deterioracdo (reagdo quimica, fratura, abrasao) e, também, nao deve alterar o
meio bioldgico, propriedade esta denominada de biofuncionalidade (FOOK,
2005).

Os polimeros sdao materiais que vém sendo utilizados com vantagens
como implantes devido a sua facilidade de produg¢ao e manuseio e pelo fato de
apresentarem caracteristicas mecéanicas semelhantes a dos materiais
biologicos. Entre os polimeros de origem natural, destaca-se a quitina e a
quitosana, sendo esta Ultima um polimero derivado do produto da
desacetilacdo da quitina, mas que também pode ocorrer de forma natural.
Muito se tem estudado e publicado sobre quitosana e seus usos na ultima
década. Por se tratar de um polimero natural, biodegradavel, extremamente
abundante e atoxico, a quitosana tem sido proposta como um material
potencialmente atraente para usos diversos, principalmente em engenharia,
biotecnologia, odontologia, medicina e nas ciéncias farmacéuticas
(TAKAHASHI et al, 2007).

A quitosana é um polissacarideo formado por uma cadeia linear,
composto por grupos funcionais caracteristicos: o grupo amino e o0 grupo
acetamido, localizado no carbono dois da estrutura e hidroxilas, que conferem
propriedades Unicas a esse biopolimero. Essas propriedades estédo
relacionadas principalmente ao grau de desacetilagdo, que representa a
porcentagem de grupos aminos presente na cadeia, sendo um parametro
chave que influencia nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos filmes
de quitosana. Quando o material apresenta um teor maior que 50% de grupos
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aminos na cadeia, esse material € denominado quitosana (WU & ZIVANOCIY,
2008; KASSAI, 2008; SANTOS et al, 2007; CHAVES et al, 2005; HAMILTON et
al, 2006).

No entanto, apesar da intensa pesquisa nesta area, o uso da quitosana na
forma de membranas com orientacdo molecular preferencial tem sido pouco
estudado. Ha escassez de informagdes detalhadas sobre as condigdes para a
obtengé@o destas membranas orientadas e sobre os fatores que influenciam nas
caracteristicas fisicas, quimicas, mecéanicas e biologicas destes materiais,
como também de resultados comparativos entre as caracteristicas de
membranas com e sem orientagdo molecular preferencial. E sabido que a
orientagdo das cadeias poliméricas exerce um forte efeito sobre as
propriedades mecanicas do polimero aumentando, por exemplo, sua
resisténcia a tracdo, como também ocorre uma diminuicdo na taxa de
degradacgao devido ao aumento da cristalinidade (DUARTE, 2004).

Neste sentido, o objetivo principal desta dissertacédo foi a avaliacdo das
propriedades de membranas de quitosana obtidas com diferentes niveis de
orientacdo molecular. Em complemento, os objetivos secundarios foram:
relacionar a morfologia das membranas com a orientagdo molecular;
estabelecer correlagcbes entre a orientacdo molecular e a biodegradacgéao;
identificar relacées entre a energia superficial e a orientacdo molecular nas
condigbes pesquisadas e, avaliar a biodegradabilidade da quitosana com
variado grau de desacetilagdo na presenca da lisozima.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais

Ha mais de um século, muitos pesquisadores vém dedicando esforgos
para encontrar materiais com caracteristicas adequadas para restauracao ou
substituicdo dos tecidos no corpo humano. Em uma fase inicial, a procura por
tais compostos se deu através da utilizacdo de materiais de origem biologica,
como no caso dos enxertos e dos transplantes, os quais sao classificados
como autbégenos (onde o doador é o préprio receptor), albgenos (onde o
doador e o receptor sdo da mesma espécie) e xendgenos (onde o doador e 0
receptor sdo de espécies diferentes). Devido as desvantagens desses
materiais e também do grande desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, muitos
trabalhos foram realizados com o objetivo de dispor de materiais de origem
sintética com caracteristicas adequadas que permitissem diminuir e, em alguns
casos, eliminar o uso de matérias de origem biol6gica (RESENDE, 2007;
KAWACHI et al, 2000).

Biomaterial € definido como qualquer substancia ou combinacao destas
que nao sejam farmacos, de origem natural ou sintética, que pode ser usada
por qualquer que seja o periodo de tempo, tratando ou substituindo parcial ou
totalmente qualquer tecido, érgao ou funcdo do corpo, com a finalidade de
manter e/ou alterar a qualidade de vida do paciente. Dentre os naturais
destacam-se o colageno purificado, as fibras protéicas, os polissacarideos e 0s
tecidos tratados. Ja os sintéticos sdo constituidos por metais, ceramicas,
polimeros ou compodsitos (OREFICE et al, 2006; DALLAN, 2005).

Um biomaterial usado em aplicagdes especificas, ndo deve ser
necessariamente inerte ou in6bcuo. Quando esse material desenvolve respostas
teciduais adequadas ao sistema hospedeiro, caracteriza-se como
biocompativel. Ja a biofuncionalidade, caracteriza-se por desempenhar funcoes
desejadas dadas as suas propriedades mecanicas, quimicas, épticas, elétricas,
etc. A biodegradacao € uma condicdo em que o biomaterial é degradado por
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enzimas ou microrganismo especificos presentes no corpo do hospedeiro ou
no meio-ambiente. Porém, essas propriedades nem sempre ocorrem
simultaneamente no mesmo material. Ele pode ser, por exemplo, sé
biocompativel; biocompativel e biofuncional; biocompativel e biodeagradavel ou
ainda, biocompativel, biofuncional e biodegradavel. Quando o biomaterial
atende a estas trés propriedades ele é classificado de 32 geracdo. A quitosana
pode ser citada como exemplo (Figura 2.1). Sendo assim, € de grande
importancia para os biomateriais a capacidade de apresentarem uma resposta
apropriada quando aplicado no organismo, ndao causando, por exemplo, reagao
inflamatéria, reacdo de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Conforme a
aplicacéo e as caracteristicas requeridas do material se pode optar por um ou
outro tipo, ou pela utilizacdo conjugada de mais de um deles (DALLAN, 2005;
HENCH, 1998; RATNER et al, 1996; MARK & CALVERT, 1994; DUCHEYNE &
LEMMONS, 1988).

Biocompativel Biofuncional

—
Quitosana

Biodegradavel

Figura 2.1- Quitosana com exemplo de um biomaterial de 32 geragéo.

Fonte: Prépria.

O desafio do campo de biomateriais € que todos os dispositivos de
implantes substituem tecidos vivos cujas propriedades fisicas sao resultado de
milhées de anos de otimizacdo evolutiva, e que tém a capacidade de
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crescimento, regeneracao e reparo. Assim, todos os biomateriais usados para
reparo ou restauracado do corpo representam um ajuste de caracteristicas e de
propriedades. O sucesso ou fracasso relativo de um biomaterial reflete o
julgamento cientifico e de engenharia usados na avaliagdo deste ajuste. A
interacdo de muitos e complexos fatores fisicos, bioldgicos, clinicos e
tecnoldgicos deve ser considerada (OREFICE et al, 2006).

Os biomateriais tém tido diversas aplicacbes como: biossensores,
implantes, liberagdo controlada de farmacos, lentes intraoculares, substituintes
de érgaos, etc. A cada ano sao desenvolvidos novos biomateriais com o intuito
de oferecer outras opgcdes de tratamento para diversas enfermidades (SAN
ROMAN & REIS, 2004).

Portanto, a ciéncia dos biomateriais € uma &rea multidisciplinar. Seu
objetivo geral ndo engloba apenas o desenvolvimento de compostos a serem
utilizados como substitutos de tecidos lesados, mas também o entendimento
das interagdes destes com o organismo receptor. Tal fato tem levado diferentes
pesquisadores, dentre eles, odont6logos, médicos, engenheiros, quimicos e
bidlogos, a criagdo e ao aperfeicoamento de dispositivos que sejam
simultaneamente biocompativeis, biofuncionais e, quando necessario,
biodegradaveis. Sendo assim, o desenvolvimento de biomateriais envolve
profissionais de diversas areas da ciéncia, sendo a multidisciplinaridade uma
necessidade no desenvolvimento desses materiais (DALLAN, 2005; SANTOS,
2001; RATNER et al, 1996).

2.2 Materiais biodegradaveis

Durante séculos, grandes lesdes teciduais, originadas normalmente de
traumas mecéanicos ou de doencgas degenerativas, trouxeram problemas em
funcdo dos poucos recursos terapéuticos disponiveis. A extracdo de grandes
porcoes de tecidos levava a um significativo decréscimo da qualidade de vida
do paciente e, assim, a substituicdo e/ou regeneracédo de regides corpdreas
danificadas tornou-se um objetivo. Com o aumento da expectativa de vida
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humana, obtida com o descobrimento dos antibiéticos e dos quimioterapicos,
além da melhoria das condi¢cdes sanitarias e de higiene, a busca por
metodologias para a substituicdo de tecidos lesados tornou-se uma
necessidade. Os tecidos naturais sao reparados de maneira continua e
remodelados de forma que se ajustem as iniUmeras mudangas que ocorrem no
ambiente fisiolégico. Nenhum biomaterial, incluindo os biopolimeros, pode
mimetizar estas propriedades de maneira 100% efetiva. Um biomaterial ideal
para executar a funcdo desejada € aquele que eventualmente desaparece,
sendo substituido por tecido natural. Portanto, polimeros biodegradaveis sao
de grande interesse para a comunidade da engenharia biomédica (SANTOS &
WADA, 2007).

Os biomateriais empregados podem ser classificados como bioestaveis ou
permanentes e biodegradaveis ou temporarios. Os materiais permanentes sao
compostos utilizados com o objetivo de substituir um tecido lesado por tempo
indeterminado. Dessa forma, sdo produzidos de modo a reter as suas
caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Por outro
lado, existem situacées onde ha necessidade de um suporte que preencha
apenas temporariamente a regiao lesada, até que a recomposicao tecidual se
concretize, ou ainda que direcione o0 processo regenerativo. Nesse caso, uma
alternativa sdo os biomateriais temporarios. Os materiais biodegradaveis séao
aqueles degradados tanto in vitro quanto in vivo sendo, portanto, utilizados
como dispositivos temporarios (SANTOS & WADA, 2007; DALLAN, 2005;
TORMALA et al, 1998).

2.2.1 Polimeros biodegradaveis

O aumento substancial do uso de polimeros de origem petroquimica em
diversas aplicacbes nas Uultimas décadas, com conseqlente geracao de
grandes quantidades de residuos, é pauta de diversas discussbes atuais, ja
que estes polimeros sao em geral descartados muito rapidamente e possuem

um longo ciclo de vida, o que gera um sério impacto ambiental. Uma das
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solugdes encontradas € a utilizagdo de polimeros biodegradaveis (Figura 2.2),

que vém despertando um crescente interesse em pesquisadores de diversas

areas, devido a diversidade de suas aplicagdes nos campos da medicina,

biotecnologia e na area ambiental. Polimeros biodegradaveis sdo considerados

como uma nova classe de um campo de estudo que vém se destacando devido

ao crescimento da importdncia desses materiais no mercado mundial. Um

vasto numero de polimeros biodegradaveis tem sido sintetizado recentemente

e alguns microrganismos e enzimas capazes de degrada-los tém sido
identificados (OREFICE et al, 2006; FORMOLO et al, 2003; DUARTE, 2004).

Polimeros biodegradaveis

Origem agricola Origem Origem
microbiana biotecnologica
[ | |
Polissacarideos -Proteinas Poli(hidroxi —
Lipideos alcanoato) Polilactidios
Amido |
— Acido polilatico
Produtos ligno- Animal:
celulésicos: -Caseina
-Madeira L] -Soro de leite
- -Colageno
Palhas olaten -Poli(hidroxibutirato)
-Poli(hidroxibutirato
covalerato)
Outros: Vegetal:
-Pectinas -Zeina
-Quitosana { -Proteina de
-Quitina soja
-Gomas -Glaten

Figura 2.2. Exemplos de polimeros biodegradaveis.

Fonte: (RIBEIRO, 2006).

Derivados do
petréleo

Poliéster
caprolactana

Poliéster-amida

Poliéster-alifatico

Poliéster-aromatico

O polimero é dito biodegradavel quando apresenta uma reducao da sua

massa molar (Figura 2.3) ao entrar em contato com o ambiente bioldgico.
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Segundo a norma ASTM D 6400-99, os polimeros biodegradaveis sdo aqueles
no qual a degradacao resulta da acdo de microrganismo de ocorréncia natural,
tais como bactérias, fungos e algas. Entretanto, com o crescimento das
pesquisas relacionadas com a biodegradacdo no meio ambiente, torna-se
necessario estabelecer com critério os termos a serem utilizados, pois os
mesmos foram se aprimorando nos ultimos anos. Para a Sociedade Japonesa
de Polimeros Biodegradaveis, polimeros biodegradaveis sdo materiais que se
transformam em compostos moleculares de baixa massa molecular, onde no
minimo uma etapa no processo de degradacao ocorre através do metabolismo
deste material pelos organismos que ocorrem na natureza. A biodegradacao de
um polimero € um processo que leva a uma mudanca em sua estrutura
quimica causada pela atividade biolégica que resulta em produtos finais de
ocorréncia natural (OREFICE et al, 2006; DUARTE, 2004).

polimero de alta massa molar

CH
H— L. . il
3 \ polimero de baixa massa molar

H,
£H, £H, §
GO > : oM & i n/\rp
o EH, n

o

Figura 2.3- Hidrolise com quebra das ligages éster e formagdo de cadeias menores.
Fonte: (SIMOES, 2007).

Macromoléculas naturais, por exemplo, proteinas, celulose e amido séo
geralmente degradadas em sistemas biologicos por hidrolises seguidas de
oxidacdo. Observa-se, entdo, que a maioria dos polimeros sintéticos
biodegradaveis contem ligagdes hidrolisaveis ao longo da cadeia polimérica,
por exemplo, ligacdes amida, éster e uréia sdo suscetiveis a biodegradacao
pelos microrganismos e enzimas hidroliticas. Desde que enzimas proteoliticas
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catalisam especificamente a hidrélise de ligagdes peptidicas adjacentes aos
substituintes nas proteinas, polimeros substituidos contendo substituintes tais
como benazil, hidroxila, carboxila, metila e grupo fenila tém sido preparados na
perspectiva de que a introducdo destes substituintes possa aumentar a
biodegradabilidade (OREFICE et al, 2006).

2.2.2 Polimeros bioabsorviveis e biorreabsorviveis

Polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos biolégicos
de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos
ou outros subprodutos de degradacao, que podem ser removidos do seu local
de acdo, mas ndo necessariamente do organismo (SANTOS & WADA, 2007).

Bioabsorviveis sdo materiais poliméricos e dispositivos que podem se
dissolver nos fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia
macromolecular ou diminuicdo de massa molecular, como no caso da
dissolucdo lenta de implantes soluveis em fluidos organicos. Exemplos deste
tipo de material sdo o poli-6xido de etileno (PEO) e o poli-etileno glicol (PEG)
(SANTOS & WADA, 2007; SIMOES, 2006; VERT et al, 1999).

Biorreabsorviveis sdao materiais poliméricos e dispositivos sélidos que
sofrem degradacéo através de clivagem das cadeias, com reducdo da massa
molar, formando oligdmeros e mondmeros, que sao reabsorvidos in vivo e
eliminados por rotas metabdlicas do organismo. Biorreabsor¢cdo € um conceito
que reflete a eliminagdo total do material e dos subprodutos de degradacéao
(compostos de baixa massa molar) sem efeitos colaterais residuais. A palavra
“biorreabsorcdo” é aplicada quando a eliminacdo € total. Um polimero
bioabsorvivel pode ser biorreabsorvivel se suas macromoléculas séao
excretadas. Os materiais poliméricos biorreabsorviveis sdo os compostos
utilizados preferencialmente em dispositivos temporarios (SANTOS & WADA,
2007; SIMOES, 2007; VERT et al, 1999). A Figura 2.4 mostra de forma
ilustrativa o fluxograma esquematico da biodegradacédo de um polimero.
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Figura 2.4. Fluxograma esquematico da biodegradacao de um biopolimero.
Fonte: Propria

2.2.3 Hidrolise de polimeros sintéticos biodegradaveis

O processo de degradacao dos polimeros semicristalinos ocorre em duas
fases: a primeira consiste na penetracédo e na difusdo das moléculas de agua
nas regides amorfas do material e subsequentemente, cisdo hidrolitica das
ligacoes ésteres das cadeias poliméricas. Por ocorrer na fase amorfa
inicialmente, ha reducao do peso molecular sem diminuicao das propriedades
mecanicas ja que a matriz polimérica permanece unida devido as regides
cristalinas. A segunda fase acontece quando parte consideravel da regiao
amorfa estd degradada e a reacdo prossegue no centro dos dominios
cristalinos (RIBEIRO, 2006).

Polimeros hidrolisaveis, tais como poliésteres, sdo frequentemente mais
propensos a degradagéo. Por exemplo, o PLA e o PGA hidrolisam muito mais
rapidamente que PHAs por um mecanismo de hidrélise praticamente abibtico
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devido ao seu carater mais hidrofilico, sendo a taxa de hidrélise abidtica
principalmente controlada pela massa molar, embora tenha sido relatado que
a taxa de qualquer hidrdlise enzimatica de poliésteres € principalmente
determinada pela cristalinidade. Varias pesquisas mostraram que, apés
grande parte das regibes amorfas sofrer degradagdo, o segundo estagio
correspondente as regides cristalinas comeca. Assim, verificou-se que um dos
principais fatores de controle da hidrélise enzimatica de polimeros
biodegradaveis € o grau de cristalinidade destes, ou seja, quanto maior o grau
de cristalinidade do polimero, menor sua taxa de degradacdo (OREFICE et al,
2006).

O controle da degradacao é importante ndo sé para adequa-lo as suas
aplicacdes, mas também para minimizar o processo inflamatério presente. Sua
permanéncia prolongada ou degradacdo precoce € indesejada. Alguns
estudos associam alto grau de cristalinidade e degradacao demorada com uma
incidéncia maior de reacdes teciduais desfavoraveis, provavelmente por
resposta inflamatéria as particulas remanescentes que, embora quimicamente
biocompativeis, fisicamente atuariam como residuos, provocando
encapsulamento e até mesmo formagao de granulomas. Em outros trabalhos a
degradacao muito rapida € associada a ocorréncia de reacdes inflamatorias de
corpo estranho. O tipo e a intensidade das reacdes inflamatorias sao
fortemente relacionados a liberagdo de particulas poli, oligo ou monoméricas
durante a degradacdo. E possivel que essas respostas estejam ligadas a
liberacdo de produtos intermediarios acidos em quantidades excessivas
(SIMOES, 2007; RIBEIRO, 20086).

2.2.4 Enzimas

As enzimas sdo um grupo de substancias organicas de natureza
geralmente proteica com atividade intra ou extracelular que tém fungdes

catalisadoras (Figura 2.5). As reacbes quimicas sem a sua presenga,
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aconteceriam a uma velocidade extremamente baixa. Essas substancias
promovem a diminuicdo da energia de ativagdo necessaria para que se dé
uma reagdo quimica, resultando no aumento da velocidade da reagédo e
possibilitando o metabolismo dos seres vivos. Para sua atividade 6tima, certas
enzimas devem se associar a co-fatores, os quais podem ser ions metalicos,
por exemplo, Na* , K*, Mg?*, Ca®* ou Zn?* . Todas as enzimas s&o ajustadas a
um ambiente especifico no qual suas atividades e estrutura dimensional séo
6timas para um determinado propdsito. Por exemplo, para as enzimas dos
seres humanos ou as isoladas de suas células, este ambiente é uma solucao
aquosa a pH 6-8, uma forca i6nica de 0,15 mol/L (como é o ambiente salino
normal, 0,9% NaCl) e temperatura de 35-40°C. Uma mudanca extremamente
pequena de um destes parametros pode desativar totalmente a enzima e até
destrui-la irreversivelmente (OREFICE et al, 2006).

Figura 2.5. llustragdo de uma enzima

Fonte: htip://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/L/Lysozyme.html|
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2.3 Orientacao molecular em filmes poliméricos

2.3.1 Cristalinidade

O arranjo de atomos e moléculas em cristais é a forma de organizagcéao da
matéria de minima energia o que proporciona uma maior estabilidade da
estrutura. Processos de cristalizacdo s&o muitas vezes restringidos por
fenbmenos governados pela cinética. Macromoléculas apresentam
normalmente pequena mobilidade em comparacdo a atomos e pequenas
moléculas, o que dificulta a sua acomodacdo rapida em posi¢des
energeticamente mais favoraveis. Como consequéncia da competicdo entre os
fatores energéticos, entrdpicos e cinéticos e em funcdo de suas caracteristicas
estruturais (constituicdo da cadeia, natureza das forcas intermoleculares,
mobilidade da cadeia, tamanho médio de cadeia e distribuicdo de massa molar,
etc.), os polimeros podem ser divididos em polimeros amorfos e polimeros
semicristalinos (SOLLA, 2005).

Os polimeros podem cristalizar de duas formas: a partir do estado fundido
ou por cristalizagdo a frio de um estado sélido amorfo. Também se pode obter
ordem estrutural nos materiais poliméricos por aplicacao de tensdes (tracdo ou
cisalhamento) que tendem a alinhar as moléculas no sentido da solicitagéo.
Esta aplicagédo de tensao pode ser feita de varias formas:

¢ No estado so6lido, acima da Tg: estiramento a frio (cold drawing);

¢ Durante o resfriamento, em estado pastoso: melt spinning;

e Durante a evaporagédo do solvente: gel drawing.

Em todos os casos acima, em maior ou menor grau, tem-se uma
estrutura anisotropica com as cadeias poliméricas e/ou os cristais orientados
preferencialmente a dire¢éo da tensdao (RABELLO, 1989).

Um polimero isotropico tem a mesma estrutura e propriedades em todas
as diregcdes. Sob deformacdo no estado sélido, o polimero se torna
anisotrépico, por causa do alinhamento das cadeias poliméricas e, portanto,
ficam orientadas em relacdo a uma direcao particular. O grau de orientacao

com relacdo a uma direcado particular expressa uma medida da extensdo da
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anisotropia produzida pelo processo de deformagéo. Ja que as propriedades de
um polimero anisotrdépico apresentam uma dependéncia direcional, uma
medida da orientacdo no polimero revela suas propriedades durante a
deformacao (DUARTE, 2004).

O alinhamento das cadeias possibilita a adequacéao dessas em estruturas
mais compactas, ou seja, cristalinas. Apesar de simples, esse modelo prevé
satisfatoriamente uma série de fendmenos envolvidos em polimeros
semicristalinos. Entre esses fendbmenos, se destaca o fato de que polimeros
semicristalinos, ou aqueles dotados de potencialidade para a cristalizagéo,
apresentam niveis maiores de cristalizagdo quando estirados e orientados. O
alinhamento de cadeias ainda permite que as ligacdes entre atomos de
carbono (C-C) figuem orientadas no sentido do comprimento da fibra. Tensdes
aplicadas nessa direcdo serdo sustentadas diretamente pelas ligacées de alta
energia (C-C) e em menor proporgao por forgas secundarias entre as cadeias
(SOLLA, 2005).

A orientacdo de filmes trata de um processo fisico de orientacao de
cadeias moleculares do polimero que permite a obtencao de filmes muito finos,
mas com propriedades adequadas a conservagdo € ao manuseio que
apresenta modificagcbes em varias outras caracteristicas: solubilidade, reacao
quimica, propriedades mecanicas, etc. Por exemplo, promove um aumento na
resisténcia a tracao e na rigidez do material, melhoria na transparéncia, brilho e
lisura e, para polimeros cristalinos como o PP, significativo efeito de reducao
da permeabilidade de gases e ao vapor d’agua, da ordem de 50%, dependendo
do grau de temperatura de orientagdo. Materiais fabricados, por exemplo, com
PEAD altamente orientado sdo aproximadamente dez vezes mais resistentes
do que os fabricados a partir do polimero nao orientado, pois a orientagéo
aumenta o empacotamento e a cristalinidade das cadeias e
consequientemente, a rigidez do polimero. A orientagdo no polimero pode ser
detectada por vérias técnicas entre elas a difracdo de raios-X, para obter
informacao sobre a orientagdo das fases cristalinas e amorfas do polimero
(DUARTE, 2004; COUTINHO et al, 2003).



37

As propriedades mecanicas de tracao sao melhoradas com o alinhamento
da cadeia, tornando o polimero mais cristalino, aumentando também a
resisténcia a degradacdao. Em estudos anteriores, foi verificado que a
degradacao enzimatica em polimeros ocorre de forma mais lenta quando estes
tém um maior grau de cristalinidade. Assim, a orientacdo molecular pode
determinar uma desaceleracdo na taxa de degradacdo, sendo este fator
desejavel em algumas aplicagbes dos polimeros (OREFICE et al., 2006;
DUARTE, 2004).

A Figura 2.6 mostra o esquema de como se da a orientagdo molecular no
processamento industrial de polimeros.

Matriz

e
\ 22T
= "=

Material > Produto

Fundido Fluxo do i
Polimero Orientado

Figura 2.6- llustracao de orientacdo molecular no polimero em processos por injecéo,

extrusao ou sopro.

Fonte: (DUARTE, 2004).

A caracterizagdo experimental da orientagcdo molecular em sistemas
poliméricos pode ser realizada através do uso de varias técnicas, como por
exemplo: difracdo de raios-X, birrefringéncia o6tica, ressonédncia magnética
nuclear, espectroscopia na regiao do infravermelho, fluorescéncia de raios X,
espectroscopia Raman, tenséo superficial, figura de pélo entre outras. Figura
de pdélo é a forma mais utilizada para a representagdo da orientacdo em
materiais poliméricos. Qualitativamente, a figura de pdlo apresenta como
vantagem a facilidade da visualizagdo da orientagdo preferencial das cadeias
poliméricas em relagdo aos eixos de interesse, como por exemplo, o eixo
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principal de fluxo do material durante o processamento e o eixo de estiramento
de um filme (COUTINHO et al., 2003).

2.4 Tensao superficial

2.4.1 Energia de superficie

Nas superficies de liquidos e sélidos os atomos e moléculas apresentam
maior energia do que os situados no interior daqueles. No caso de liquidos,
esta energia € chamada de tensdo superficial. Geralmente, quanto maior a
resisténcia de ligacdo de uma substancia, maior a energia de superficie. Como
as ligacdes metélicas sdo muito mais fortes do que as ligacées Van der Waals
encontradas nos liquidos, os metais apresentam energia de superficie maior.
O conceito de energia de superficie pode ser mais facilmente compreendido
usando um liquido como exemplo: atomos e moléculas do liquido podem se
mover livremente procurando ocupar uma posicdo de menor energia potencial,
ou seja, um lugar onde as forcas (atrativas e repulsivas) agindo em todas as
direcoes estejam em equilibrio. Por outro lado, as particulas na superficie do
material experimentam apenas forgas dirigidas para dentro do liquido (Figura
2.7). Devido a isto, as superficies sdo sempre regides de maior energia. E é
justamente a diferenca entre as energias das espécies na superficie e no
interior do material que se denomina energia de superficie ou tenséo interfacial
(SOUZA et al, 2006; O'BRIIEN & RYGE, 1981).
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Figura 2.7- Forgas atuando em atomos ou moléculas no interior e na superficie de um
material.
Fonte: (SOUZA et al, 2006).

De acordo com o principio da menor energia, a natureza tende sempre a
um estado de minima energia. E por esta razdo, por exemplo, que uma gota de
agua tende a forma esférica (Figura 2.8), pois esta é a forma geométrica de
mesmo volume com a menor area superficial. Da mesma forma, a adeséo de
um material sobre outro sera tanto melhor quando maiores forem as energias
de superficies envolvidas. Quando um liquido entra em contato com uma
superficie sélida, este vai ser sujeito a dois tipos de forcas que atuam em
sentidos contrarios: a forca de adesao e a forca de coesao. A forca de adesao
€ a atracao entre moléculas diferentes, ou seja, a afinidade das moléculas do
liguido com as moléculas do solido. Atua no sentido de o liquido molhar o
sOlido. A forca de coesdo € a atragdo intermolecular entre moléculas
semelhantes, ou seja, a afinidade entre as moléculas do liquido. Atua no
sentido de manter o liquido em sua forma original. Se a forca de adeséao for
superior a de coesao, o liquido vai interagir favoravelmente com o sdlido,
molhando-o (SOUZA et al, 2006; LEE, 1991).
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Figura 2.8- Agua em forma de esfera em estado de menor energia.
Fonte: http://br.geocities.com/saladefisica6/hidrostatica/capilaridade.htm

2.4.2 Molhabilidade

A molhabilidade pode ser também considerada como um fen6meno
termodindmico que contribui para uma boa difusdo, pois é favorecida pelo
contato das macromoléculas durante a migracao de liquidos da superficie de
um polimero para seu interior, Além disso, a molhabilidade de um polimero é
também necessaria, na verdade, essencial para um bom mecanismo de
adsorcgao, levando a formacéo de interagdes moleculares como interacdes de
Van De Waals, interagbes acido—base, e ligacdes de hidrogénio interfacial.
Para se aumentar a molhabilidade de um polimero pode-se usar dois possiveis
métodos. O primeiro desses envolve o aumento da energia superficial dos
polimeros através da incorporacdo de grupos polares na sua estrutura. O
segundo método envolve o principio da minimizagdo da barreira de energia,
através do aumento de rugosidade do material, 0 que gera um conseqlente
aumento a resisténcia adesiva. Assim, o molhamento esta relacionado com as
energias das interfaces, e este conhecimento de como determina-lo é muito
importante quando se deseja aumenta-lo, como na producédo de materiais para
brasagem, ou reduzi-lo, como na elaboracdao de produtos impermeaveis
(COSTA et al., 2008).
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2.4.3 Espalhamento

Enquanto o molhamento € um processo termodindmico, o espalhamento
€ cinético. Pode-se dizer que o molhamento € correlacionado ao angulo de
contato, enquanto o espalhamento relaciona-se com o acréscimo da area
projetada. E possivel abordar o fendmeno do espalhamento hidrodinamica ou
termodinamicamente. Do ponto de vista termodindmico, o espalhamento
acontece com a reducdo da energia livre de Helmholtz. A abordagem do
fenbmeno do espalhamento do ponto de vista hidrodindmico, leva em
consideracao, normalmente, fluidos de alta viscosidade e sobre substratos ndo
metalicos. O que os fendmenos de molhamento e espalhamento tém em
comum, é que estdo todos relacionados com a tensdo de superficie dos
materiais (COSTA et al, 2008; SOUZA et al, 2006; LEE, 1991).

2.4.4 Goniometria

A goniometria € uma medida macroscopica que permite a determinacao
da energia de superficie de um determinado material. Para isso, uma gota de
uma dada solucdo € colocada sobre uma determinada amostra em estudo.
Apos a deposicdo da gota observa-se a forma e a curvatura da mesma, ou
seja, 0 angulo de contato. Este é definido como o angulo entre um plano
tangente a uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido
se encontra depositado, conforme indica a Figura 2.9. Nesta figura, Ys e YLv
sado a energia de superficie do sélido e a tensdo superficial do liquido em
equilibrio com o vapor, respectivamente; ys| € a energia da interface solido —
liquido (SOUZA et al, 2006).
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Figura 2.9. Diagrama esquematico da medicao do angulo de contato.
Fonte: (SOUZA et al, 2006)

Pela medida do angulo da curvatura pode-se relacionar o angulo de
contato com a tensdo superficial apresentada pelo material em relacdo a
solugdo empregada. Se as moléculas do liquido forem atraidas para as
moléculas do sélido na mesma ou maior intensidade do que estdo atraidas
entre si, o liquido ird espalhar-se completamente sobre a superficie do sélido, e
nao havera formacao do angulo de contato (© =0 grau). O aumento no angulo
de contato, que corresponde a menor tensao superficial apresentada, significa
menor aderéncia da solucdo aos materiais empregados. Como a tendéncia do
liquido para se espalhar aumenta & medida que o angulo de contato diminui, o
angulo de contato se constitui em um Util indicador da capacidade de
molhamento de um liquido em uma superficie; um angulo de contato em 0°
indica molhamento total, e valores abaixo de 90° correspondem a um bom
molhamento. Valores superiores a 902 indicam molhamento pequeno e nenhum
molhamento é conseguido com angulo de contato de 180° (SOUZA et al, 2006;
ANUSAVICE, 2005; O'BRIIEN & RYGE, 1981).

2.5 Quitina

A quitina (do grego khiton = caixa de protegédo) é um polissacarideo de
origem natural que por apresentar um grupo acetamido se destaca do ponto de
vista quimico, e sua desacetilagado leva a um novo polissacarideo, com férmula
quimica similar, denominado quitosana. A quitina se assemelha quimicamente
com a celulose e possui caracteristicas fisico-quimicas interessantes como

biodegrabilidade, biocompatibilidade e bioatividade. No entanto, seu
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reconhecimento cientifico ndo apareceu logo apds sua descoberta, e sim apos
0 conhecimento de suas propriedades. A confirmagéo da porgdo glicosamina
na estrutura da molécula, que possui a caracteristica principal um grupo amino
no carbono 2, tornaram esse polimero interessante do ponto de vista quimico,
fisico e bioldgico (ALMEIDA, 2009).

2.5.1 Historico

A quitina, que é o precursor direto da quitosana, foi descoberta em
cogumelos pelo professor francés Henri Braconnot em 1811, aproximadamente
30 anos mais cedo do que a celulose, porém, em contraste com esta ultima,
permaneceu como um recurso de biomassa por muito tempo nao utilizado. O
produto foi nomeado inicialmente como fungina e por meio de analises
observou-se parecer possuir impurezas, possivelmente outro polissacarideo.
Em sua opinido se tratava de um composto totalmente diferente da celulose
(ALMEIDA, 2009).

Em 1823, Odier isolou um residuo insoluvel contido em carapacas de
insetos, o qual chamou de quitina, obtida pelo seguido tratamento desse
residuo com solugdes de KOH. Ele ndo detectou o nitrogénio da molécula,
entretanto foi o primeiro a concluir que a quitina se assemelhava com vegetais
e com substancias estruturais encontradas em carapagas de insetos. Existem
duvidas se Odier tinha conhecimento da substancia encontrada por Braconnot,
pois em sua referéncia ele n&o é citado. Odier também identificou a quitina em
carapagas de caranguejo desmineralizado e sugeriu que era o material basico
de exoesqueleto em todos os insetos, e possivelmente em aracnideos.
Somente em 1843 Payen detectou a presenca do nitrogénio na quitina.
Pesquisadores da época, como Odier e Children, relataram em seus trabalhos
que isolaram a quitina com multiplos tratamentos com solugdes de hidroxido de
potassio concentrado, e, portanto, muito provavelmente tenham obtido
quitosana ao invés da quitina (ALMEIDA, 2009; CRAVEIRO et al, 1999).

Devido a similaridade da quitosana e quitina com a celulose, uma enorme
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confusdo se estabeleceu até meados do século XX, quando pesquisas
demonstraram se tratar de substancias diferentes. A celulose, por ser bastante

utilizada na industria da época, passou a contar com intensos investimentos,
em contraste com a quitina e quitosana, que ficaram restritas a pesquisa
basica. Apesar de ter sido descoberta ha dois séculos, seu estudo e aplicagao
s6 apresentou significancia por volta de 1970 (ALMEIDA, 2009; CRAVEIRO et
al, 1999).

2.5.2 Estrutura e propriedades

A quitina € um polimero de cadeia linear formado por unidades poli [B,(1-
4) ligacdo N-acetil-D-glicosamina] ou N-acetilglicosamina unidas por ligacoes
glicosidicas, formando um polissacarideo cristalino cuja férmula geral é
[CgH13O05NIn]. A similaridade da estrutura da molécula da quitina que
apresenta o grupo acetil no carbono 2 (Figura 2.10), com a molécula da
celulose que tem como Unica diferenca a substituicdo do grupo acetil pelo
grupo hidroxila também no carbono 2 (Figura 2.11), reflete em uma utilizagéao
similar dos dois polimeros na natureza, como materiais estruturais e de defesa
(ROBERTS, 1992). A quitina é a segunda substancia organica mais abundante
na biosfera, superada apenas exatamente pela celulose, mas supera esta
altima em termos de taxa de reposicao, que chega a ser duas vezes maior que
a da celulose ( ALMEIDA, 2009; FILHO et al, 2007; CRAVEIRO et al, 1999).

CH,OH CH,OH _

H NHCOCH, H NHCOCH,

Figura 2.10. Estrutura quimica da quitina (NETO et al, 2008).
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Figura 2.11. Estrutura quimica da celulose (NETO et al, 2008).

A quitina tem uma estrutura cristalina bem organizada evidenciada por
estudos de difracao de raios X. Existem 3 formas polimérficas: quitina a, B e y
que diferem no arranjo das cadeias dentro de regides cristalinas. A a-quitina é
encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como a cuticula de artrépodes,
e nesses casos ocorre fortemente associada a proteinas, materiais inorganicos
ou ambos. As formas B- e y-quitina ocorrem em estruturas flexiveis embora
também resistentes. A a-quitina € a forma mais abundante e é também
considerada a mais estavel, visto que a conversao das duas ultimas formas na
primeira € irreversivel (ALMEIDA, 2009).

As polimorfas de quitina correspondem a diferentes arranjos no estado
sélido, decorrentes de disposicées distintas das cadeias do polimero nas
lamelas ou folhas que constituem os dominios cristalinos (Figura 2.12). A a-
quitina corresponde a um empacotamento denso resultante da disposicao
antiparalela das cadeias poliméricas em diferentes lamelas ou folhas, o que
favorece a existéncia de numerosas ligacées hidrogénio inter- e intra-cadeias
da mesma lamela e de lamelas vizinhas. No caso de B-quitina as cadeias
pertencentes a diferentes lamelas dispdem-se paralelamente, o que dificulta o
estabelecimento de ligagdes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias
de lamelas adjacentes e resulta em material menos densamente empacotado.
Em y-quitina parece ocorrer uma combinacdo dos dois arranjos anteriormente
descritos, pois as cadeias de duas lamelas em disposicdo paralela séo
intercaladas por lamela em que as cadeias se dispdem antiparalelamente. Essa
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estrutura € a menos estudada e conhecida e sugere-se que possa ser uma
distor¢do das duas estruturas anteriores ( FILHO et al, 2007).

fotete  TITITT RIS

o-Chitina -Chaitina v-Chiitina

Figura 2.12. Representagao esquematica das estruturas polimérficas de quitina, sendo que as setas
representam as cadeias poliméricas no sentido do terminal ndo-redutor para o redutor.
Fonte: (FILHO, 2007).

2.5.3 Fontes de quitina

A quitina € o segundo mais abundante material orgénico, perdendo
somente para a celulose em quantidade de producdo anual. Tem como
principais fontes naturais as carapacas de crustaceos (notadamente
caranguejo, camardao e lagosta), sendo também encontrada em insetos,
moluscos e na parede celular de fungos (NETO et al, 2008; CRAVEIRO et al,
1999).

Para a utilizacdo da quitina, proveniente de exoesqueleto de crustaceos,
€ necessaria uma purificacdo, pois esta estd associada intimamente a
proteinas, material inorganico como CaCOQOgs, pigmentos e lipideos. De modo
simples, significa a passagens por processos de desproteinizacao,
normalmente utilizando NaOH; desmineralizacdo, utilizando de preferéncia o
HCI e despigmentagdo com tratamento de etanol, algum acido ou EDTA. Em
funcdo das condigbes empregadas nesses tratamentos as caracteristicas das
quitinas obtidas, tais como pureza, cristalinidade, sdo fortemente afetadas
(BATTISTI & FILHO, 2008; ROBERTS, 1992). A Tabela 2.1 mostra as
principais fontes de quitina e quitosana.
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Tabela 2.1- Fontes naturais de quitina e quitosana

Animais Marinhos Insetos Microorganismos
Anelideos Escorpides Algas verdes
Moluscos Aranhas Leveduras

Celenterados formigas Fungos
Lagosta Besouros Esporos
Camarao -- Algas marrons
Caranguejo -- --
Krill -- -

Fonte: (CRAVEIRO et al., 1999).

Nos ultimos anos, devido ao aumento na demanda da quitina e quitosana
para diferentes utilizagdes, outras fontes desses polimeros estdo sendo
avaliados como, por exemplo, a extragdo de quitina do fungo utilizado na
producéo de acido citrico. Alguns fungos contém quitosana, formada pela acédo
de quitina-desacetilases na quitina, sendo que essa pode ser isolada de suas
paredes celulares. Esse procedimento para produzir quitosana € mais caro do
que o processo convencional de desacetilacdo quimica da quitina usado até o
momento, tornando-se um processo invidvel economicamente. Apesar disso, a
quitosana pode ser isolada, sem a necessidade de um tratamento muito
danoso com solugdes alcalinas e isso pode se tornar importante no futuro
(ALMEIDA, 2009; KURITA, 2006; MUZZARELLI et al, 1994; MCGAHREN et al,
1984).

2.5.4 Aplicacoes da quitina

Por ser altamente nitrogenada, a quitina € utilizada rotineiramente como

material quelante em reagbes quimicas. Apresenta grande variedade de usos,



48

principalmente na industria téxtil, alimenticia e de cosméticos; porém, sua
maior aplicagdo encontra-se na producdo de quitosana, que por sua vez, se
presta a inumeras aplicacdes (NETO et al, 2008; CRAVEIRO et al, 1999).

2.5.5 Desacetilacao da quitina

O parametro que diferencia quitosana e quitina € sem duvida, o grau de
desacetilacao (GD) ou grau de acetilacao (GA), que sdo complementares entre
si para o valor de 100% do grau determinado, ou seja, se uma quitosana
apresenta 75% de grau de desacetilacdo, implica dizer que esta tem 25% de
grupos acetilados no substituinte do carbono numero 2 ou 25% de grau de
acetilacdo. O GD identifica a quitosana como copolimero com a quitina. O
percentual de grupos amino deve ser superior a metade dos grupamentos
acetamido presentes no carbono numero 2 do copolimero. Assim, o termo
quitosana abrange o conjunto de copolimeros que contém ao menos 50% de
unidades 2-amino-2-desoxi-Dglicopiranose. O grau médio de acetilacao (GA)
define a porcentagem de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
presentes, em média, nas cadeias do polimero. Em funcdo de suas
composicdes distintas os polimeros exibem propriedades bem diferentes. Do
ponto de vista pratico é a solubilidade que permite a distincdo mais simples e
rapida, pois quitosanas sao solUveis em solugbes aquosas diluidas de varios
acidos; as solucdes de acido acético e cloridrico sdo as mais comumente
empregadas, mas quitina n&o € soluvel nesses meios, sendo dissolvida apenas
em poucos sistemas solventes (FILHO et al., 2007; LIMA, 2005).

Os processos quimicos de desacetilagdo da quitina podem ser realizados
pela via homogénea, a qual se realiza com alcali-quitina, ou heterogénea,
sendo esta a mais extensivamente usada e estudada. Geralmente a quitina é
suspensa em solugdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40-60%) por
tempo variaveis (0,5-24h) e a temperaturas relativamente elevadas (50-130
°C). Em funcéo de suas diferentes estruturas, a- e B-quitina ndo sdo igualmente
susceptiveis a reacado de desacetilacdo. A desacetilacdo da quitina também
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ocorre na natureza através de enzimas especificas como a quitinase ou pela
acdo de microrganismos. A quitosana assemelha-se quimicamente com o
biopolimero original quitina tendo no carbono 2 uma amina primaria (-NHz). A
presenca de grupos amino desacetilados permite maior reatividade da
quitosana em relagado a quitina. Por isso, a quitosana desperta muito interesse
para diversas aplicacées (ASSIS et al, 2008; FILHO et al, 2007). A Figura 2.13
mostra 0 esquema de desacetilacao da quitina formando a quitosana.
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Quitina Quitosana

Figura 2.13. Esquema de desacetilacao da quitina, originando a quitosana.
Fonte: Adaptado de (STAMFORD, 2006).

2.6 Quitosana

A quitosana foi descoberta em 1859 por Rouget, quando do contato da
quitina com uma solug¢édo de hidréxido de potassio em ebulicdo. A mesma s6
foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971 no Japao que em 1986
ja possuia quinze industrias produzindo quitina e quitosana em escala
comercial. H4& algum tempo a quitosana tem sido submetida a avaliacao
pratica, sobretudo em decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, que
resultam em propriedades como facil formagéao de géis, capacidade filmogénica
e boas propriedades mecanicas. Apresenta também a propriedade de ser
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soluvel em &cidos organicos e minerais diluidos, mas precipita a um valor de
pH superior a 6.0, funcionando assim como uma resina trocadora de ions. Esta
propriedade difere a quitosana das outras fibras até entdo conhecidas, como
por exemplo, a celulose, guar, pectina, alginato de sédio, colestiramina (ASSIS
& SILVA, 2003; HIRANO, 1989).

Estruturalmente, quitina e quitosana sao polimeros rigidos fortemente
interligados por ligagdes de hidrogénio o que faz que se decomponham a partir
de 300°C e que ndo possuam ponto de fusdo. A interacdo com solventes
polares é fortemente induzida pelos dipolos OH e NH permanentes da molécula
(DALLAN, 2005; CHIANDOTTI, 2005).

2.6.1 Estrutura e propriedades

A quitosana ndo € muito encontrada de forma natural, ocorrendo de
maneira muito dispersa na natureza, em alguns microorganismos. Portanto,
devido a baixa ocorréncia natural, ela é obtida normalmente por meio da
desacetilacdo da quitina em solugdo alcalina, mecanismo este ja descrito
anteriormente no tépico (2.5.5). Sua férmula quimica é: [(CeH1104N),
(CRAVEIRO et al., 1999). A estrutura quimica da quitosana esta apresentada
na Figura 2.14.

Figura 2.14. Estrutura quimica da quitosana (NETO et al, 2008).
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A quitosana normalmente é insolivel em agua, acidos concentrados,
alcalis, alcool e acetona, sendo completamente soluvel em solugdes fracas de
acidos organicos (acético, férmico, citrico) e em alguns acidos inorganicos
diluidos (cloridrico, nitrico, perclérico ou fosférico), resultando em solugdes
viscosas capazes de formar filmes. Em acidos, os grupos amino livres sao
protonados e a molécula torna-se altamente soluvel. A solubilidade da
quitosana estara intimamente relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (—NH3*) na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes
grupos, maior o numero de interagbes eletrostaticas repulsivas entre as
cadeias. Deste modo, o conhecimento preciso do teor de grupos (—-NH2) é um
fator de muita importancia e que podera condicionar a utilizagcdo da quitosana
nas suas diferentes aplicacées (ALMEIDA, 2009; NETO et al, 2008; ASSIS et
al, 2008; DALLAN, 2005).

Outro importante parametro a ser ressaltado refere-se a carga da
quitosana em meio acido. Este polimero se comporta como um polieletrdlito, ou
seja, apresenta uma alta densidade de carga (uma carga positiva por unidade
de glicosamina). Uma vez que biomoléculas como proteinas, polissacarideos
anibnicos, acidos nucléicos e acidos graxos, dentre outras, podem apresentar
cargas negativas em suas superficies, freqientemente verifica-se apreciavel
interacdo destas com a quitosana, o que justifica sua atividade sobre elas
(DALLAN, 2005).

A quitosana apresenta reconhecida propriedade antimicrobiana
(bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica) e cicatrizante. E
biocompativel e naturalmente degradada no organismo. As aplicagdes e
caracteristicas da quitosana dependem fundamentalmente do grau de
desacetilacdo e do grau de polimerizagdo. Para tanto, é exigido um rigido
controle das condi¢des reacionais, as quais S0 essenciais para 0 processo em
escala industrial, considerando a necessidade de obtencado de um polimero de
cadeia longa com grau de desacetilacdo na faixa desejada. Uma outra
caracteristica importante da quitosana esta na possibilidade de modificagcbes
estruturais de modo a obter diversas formas de interagdo quimica e resisténcia
mecanica (DALLAN, 2005; TORRES et al, 2005; ASSIS & SILVA, 2003).
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O grande interesse de cientistas pela quitosana como materiais
poliméricos, com aplicagcbes na area biomédica, se da pelo fato destes
polissacarideos possuirem caracteristicas tecnolégicas e econbmicas
relevantes além de apresentarem propriedades bioldégicas adequadas. A
aplicacao esta justificada por sua variedade de propriedades fisico-quimicas e
biolégicas, possuindo biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade,
além de ser atoxico e produzido por fontes naturais e renovaveis. A
biodegradabilidade € devida a metabolizacdo da quitosana por algumas
enzimas humanas, como por exemplo, a lisozima, condizendo com um dos
requisitos primarios de um processo de biodegradagdo ocorrer, que € ser
susceptivel a uma reacdo de hidrolise enzimatica (FRAGA et al, 2006;
DALLAN, 2005; SIMTH, 2005; SENEL & McCLURE, 2004; BERGER et al,
2004; CAMPANA & SIGNINI, 2001).

A quitina e a quitosana podem ser empregadas como biomateriais sob a
forma de filmes de recobrimento (membranas), solucbes coloidais ou esponjas,
no tratamento de ferimentos ou queimaduras; na éarea farmacéutica sao
bastante utilizadas como carreadores de farmacos e na industria de
cosméticos; apresentam varias utilizacbes na agricultura e na industria de
alimentos. Os filmes obtidos do meio natural e de polimeros renovaveis
(biodegradaveis) tem atraido mais atengdo nos ultimos anos, motivado pela
preocupacdo com o meio ambiente. Esses filmes geralmente apresentam
propriedades como biodegradabilidade, nao-toxicidade, podendo substituir
polimeros sintéticos, abrindo espago para o desenvolvimento de novos
materiais ( SILVA et al, 2006; SANTOS et al, 2006; DALLAN, 2005).

2.6.2 Biodegradacao da quitosana

A degradacdo de um biomaterial em meios biolégicos € uma das
variaveis de grande relevancia para sua caracterizacao, ja que tal propriedade
esta diretamente relacionada ao tempo de vida util dos materiais apds o inicio
de sua utilizacao pelo paciente. Assim, é com base nesta caracteristica que os
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materiais podem ser classificados como biodegradaveis ou néo
biodegradaveis (MARTINE, 1995).

A quitosana, por se tratar de um polissacarideo, sofre degradacéo
quando em solugdo aquosa, sendo neste caso, quebradas as ligagdes do
complexo polimérico, que se unem aos ions H" e OH da agua. Outra via de
degradacao da quitosana no organismo ocorre pela agdo da lisozima, que é
uma enzima composta por uma cadeia polipeptidica unica, com 129
aminoacidos (Figura 2.15). Sua atividade catalitica é a hidrolise da ligacéo
glicosidica B (1— 4), que une os residuos de acucares aminados 2-deoxi-N-
acetilglicosamina, presentes na quitosana e também na parede celular de
bactérias, dissolvendo-as, auxiliando assim o sistema imunoldgico. Esta
enzima esta comumente presente em fluidos corpdéreos como a saliva (<150
mg/100 mL) e a lagrima (18 a 80 mg/100 mL), além de ser encontrada
livremente dissolvida em grande parte dos tecidos. Entretanto, sua
concentracao tecidual aumenta em uma reacdo inflamatoria, pois esta é
sintetizada pelos macréfagos e secretada nos lisossomos, auxiliando na
remocdo de restos celulares e bacterianos do local da infeccdo (RODAS,
2004; Qu et al, 2000).

A degradacao da quitosana no organismo leva a liberagdo de amino-
acucares que podem ser, incorporados nos caminhos metabodlicos de
glicosaminoglicanas e glicoproteinas, ou simplesmente excretados pelo
organismo. Os produtos da degradagcdo enzimatica da quitosana sao
oligbmeros de N-acetil-D-glicosamina, os quais apresentam propriedades
cicatrizantes, antimicrobianas e sdo totalmente reabsorviveis pelo organismo
(ALMEIDA, 2009; PREVOST et al., 2006;). A Figura 2.15 mostra a estrutura
biol6gica da lisozima, composta por 129 amino&cidos.
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Figura 2.15- Estrutura biolégica da lisozima, composta por 129 amino&cidos.
Fonte: http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/L/Lysozyme.html

A quitina e a quitosana séo biologicamente sintetizadas em um total de
aproximadamente um bilhdo de toneladas anualmente (CRAVEIRO et al.,
1999), sendo biodegradadas sem acumulo excessivo na natureza, através do
ciclo da quitina, conforme ilustrado na Figura 2.16.
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Quitina deacetilase

QUITINA > QUITOSANA
QUITINASE .
LISOZIMA quitosanase
v v
Oligossacarideos de quitina Oligossacarideos de quitosana
N-acetil-8-D .
glicosaminidase quitosanase
v v

N-acetil-D-glicosamina D-glicosamina

Figura 2.16- Ciclo da quitina.
Fonte: (DALLAN, 2005).

As enzimas hidroliticas envolvidas neste processo (lisozima, quitinase,
quitina deacetilase e quitosanase) estdo largamente distribuidas nos tecidos e
fluidos corpéreos dos animais e das plantas, além de também se encontrarem

presentes em microrganismos do solo (CRAVEIRO et al., 1999).

2.6.3 Aplicacoes gerais da quitosana

A quitosana exibe diversas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
interessantes, como biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade, e
tem varias aplicagcdes em diferentes campos como, por exemplo, tratamento de
agua nao potavel, agricultura, cosméticos, processamento de alimentos e
aplicagbes biomédicas, entre outras (ALMEIDA, 2009). Um resumo das
principais aplicagcbes da quitosana na darea industrial, nutricional e de saude
pode ser visualizado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Principais aplicagdes da quitosana.

Area Industrial Areas de saude e nutricional

= Purificacdo de agua residual = Agente absorvedor de
de industrias gorduras

» Estabilizante de gorduras em = Promocgao da perda de peso
preparagfes alimenticias *= Redugéo de colesterol LDL

= Estabilizante de aromas » Regeneracgéo de pele

= Meio de troca ibnica » Antiacido

= Aditivo de cosméticos e = Auxiliar no controle da
xampus pressao arterial

= Absorvente na remogédo de = Regenerador de estrutura
metais pesados Ossea

* Protecéo bactericida  de * Redugédo do nivel de &cido
sementes arico

= Estabilizante de frutas e = Bactericida e antiviral
verduras pereciveis » |nibidor da formagdo de

» Agente para a imobilizagdo de placas dentérias
microrganismos = Auxiliar na absorgéo de calcio

= Membrana artificial

Fonte: (DALLAN ,2006).

2.6.4 Aplicacoes da quitosana como biomaterial

As aplicagdes dadas aos biomateriais obtidos a partir da quitosana tém
evoluido muito nas ultimas trés décadas, e vao desde o simples uso como
excipientes para a industria farmacéutica até avancadas aplicacdes na area de
engenharia tecidual, podendo ser permeados por células, atuando como
moldes para a formacao de estruturas biolégicas complexas. Testes clinicos
foram realizados a fim de verificar que biomateriais baseados em quitosana

ndo demonstram qualquer inflamagdo ou reagdo alérgica seguida de
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implantagdo, injecdo, aplicacdo topica ou ingestdo no corpo humano
(ALMEIDA, 2009; NETO et al, 2008; KHOR & LIMA, 2003).

No que se refere as aplicagdes biomédicas, a quitosana conjuga as
propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade, com
propriedades de adsorcdo, permitindo que seja utilizada até mesmo em
terapias genéticas, no tratamento de reacdes imunoldgicas ou alérgicas,
através da adsorcado de particulas de quitosana carreando fragmentos de
genes através da parede intestinal, inativando alérgenos de origem alimentar.
Biomateriais a base de quitosana tiveram utilizacao sugerida como bioadesivo,
agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem, molde para
enxerto de pele, agente hemostatico, material para sutura e para lentes de
contato, na forma de filmes, géis, capsulas, micro cadpsulas ou solu¢des (NETO
et al, 2008).

Na area odontoldgica, este biomaterial foi apresentado primeiramente na
forma de gel, obtido a partir de diferentes granulagdes e concentragdes do pd
da quitosana, e passou-se a avaliar a possibilidade de sua utilizagdo em sitios
cirdrgicos ou em terapia periodontal ndo cirirgica. Nos casos de sitios
fechados, bolsas periodontais, defeitos infra-6sseos, o gel pode ser levado com
uma seringa sem a necessidade de anestesia e pode ser adicionada solugcao
hidroalcodlica para diminuir sua viscosidade. Ja para o preenchimento de
defeitos 6sseos, essa fluidez deve ser ajustada para que haja um completo
preenchimento da cavidade e, portanto, ndo deve ter um alto grau de
escoamento (NETO et al, 2008; GERENTES et al, 2002).

Os “Sistemas de liberacao de farmacos” (“Drug-delivery systems’)
surgiram na década de oitenta e representam biomateriais utilizados pela
industria como agentes liberadores de drogas sistémicas ou locais, capazes de
proporcionar taxas de liberacdo controladas e prolongadas dessas drogas, de
maneira a se obter uma resposta 6tima com o minimo de efeitos colaterais. A
quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permeavel, surgiu como bom
candidato a meio de liberacdo de medicamentos no meio gastrointestinal, na
mucosa oral, canais radiculares, dentinas cariadas ou bolsas periodontais, e os

estudos realizados tém apresentado resultados que corroboram com o0 uso da
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quitosana nesta aplicacao, visto que explicitam as qualidades dessa substancia
como agente de liberacédo de farmacos, principalmente quando se necessita de
liberacao lenta e controlada (NETO et al, 2008; RAVI KUMAR, 2000).

Biomateriais de quitosana também tém sido considerados como
acelerador da reparacao tecidual, capazes de aumentar a producéo de matriz
extracelular através do aumento de producdo de fatores de crescimento.
Também aceleram a infiltracdo de linfocitos polimorfonucleares nas fases
iniciais de cicatrizacdo tecidual, aumentando consideravelmente a
osteopontina, uma fosfoproteina capaz de aumentar a ligacéo celular na ferida
em cicatrizagado. Alguns autores citam que a quitosana estimula o crescimento
celular, porque as células aderem fortemente ao polimero e proliferam mais
rapidamente. Este comportamento tem sido aproveitado para os estudos em
engenharia de tecidos, sendo a quitosana utilizada em trabalhos de
regeneracao da pele, do tecido ésseo e cartilaginoso e na preparacao de pele
artificial. Experimentos utilizando aplicacbes tépicas de quitosana através de
pomadas e bandagens mostraram que este biopolimero promove uma rapida
cicatrizagao de ferimentos e abscesso infectados por Staphylococcus sp. Tais
aplicacbes diminuiram o tempo de coagulacdo, que é de fundamental
importancia na cicatrizagéo de ferimentos (UENO et al 2001; CRAVEIRO et al,
1999).

Devido as propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, este
polimero pode atuar como material substituto ésseo que, ao longo do tempo,
vai sendo substituido por osso natural. Polimeros de quitosana sdo constituidos
por arranjos paralelos de pontes de hidrogénio que conferem melhores
propriedades mecéanicas, com alta resisténcia a cargas, bem como estabilidade
ao enxerto, caracteristicas extremamente importantes especialmente nos
estagios iniciais de formacdo 6ssea. Membranas feitas de quitosana, com
potencial para utilizagcdo em técnicas de regeneracao tecidual guiada, tém sido
testadas. Dados iniciais sugerem um periodo de degradacao dependente do
grau de desacetilacdo da quitosana utilizada, fator que também interfere na
resisténcia mecéanica do biomaterial avaliado, e a possibilidade de associacao

de outras substadncias a quitosana nas membranas. Ao associarmos as



59

caracteristicas que fazem da quitosana um potencial agente liberador de
drogas e aquelas relacionadas as suas propriedades reparadoras teciduais,
idealizamos os biomateriais dela obtidos no campo da engenharia tecidual.
Materiais capazes de carrear fatores de crescimento, e que sejam
biocompativeis e biodegradaveis como a quitosana, surgem como a vedete de
pesquisas nessa area (NETO at al, 2008; MUZZARELLI & MUZZARELLI,
2002).



60

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Neste item estdo descritos os materiais utilizados para a obtencao e para
a caracterizagdo das membranas de quitosana.

3.1.1 Obtencao das membranas de quitosana

As quitosanas usadas nesta pesquisa foram adquiridas na forma de p6 da
Polymar Ciéncia e Nutricdo S/A, com grau de desacetilacao de 90% e 98% e
utilizadas sem purificacado. O acido acético glacial e o hidroxido de sédio foram
adquiridos na Vetec Quimica Ltda. A agua utilizada nos ensaios foi destilada
no laboratério do DEMA/UFCG.

3.1.2 Degradacao enzimatica (biodegradacao)

Para o ensaio de degradacdo enzimatica foram utilizados a enzima

lisozima e o tampé&o fosfato (PBS), obtidos da Sigma Aldrich Brasil Ltda.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo das membranas de quitosana com orientacdo
molecular preferencial

Foram preparadas membranas de quitosana com GD de 90% e 98%
conforme a descricdo a seguir: uma solugcao de quitosana de 2,0% (m/v) foi
preparada a partir da dissolucado do material em solucdo aquosa de acido
acético diluido, sob agitagdo magnética a 50°C por 2h. Em seguida, a solucido
polimérica foi filtrada a vacuo. Sessenta mililitros do filtrado foram vertidos em
placas de petri com didmetros de 14,5cm e acondicionadas em estufa a 50°C
por 20h para evaporagao do acido acético e formagdo da membrana. Apds a
secagem das mesmas, 35mL de uma solugéo diluida de hidréxido de sddio
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foram adicionados a fim de assegurar a neutralizagdo das membranas. Em
seguida, estas foram lavadas em agua corrente e submersas em um recipiente
com agua destilada por 2h. Depois de neutralizadas, as membranas foram
estiradas e orientadas em dispositivos de vidro retangulares com trés
dimensdes diferentes: 9cm x 2cm; 9cm x 4cm; e 9cm x 6¢cm, recipientes estes
que foram denominados respectivamente de: placa menor (p.menor); placa
média (p.média) e placa maior (p.maior). Em seguida as membranas foram
secas por 24h a temperatura ambiente. As etapas de preparacdo das
membranas estao expostas na Figura 3.1., e 0 esquema do dispositivo de vidro
usado para estiramento esta exposto na Figura 3.1.

l Acido acético

Bomba a vacuo

|

l Espalhamento

Estufa a 50°C

|

l NaOH

l Lavagem c/ agua destilada
—

Figura 3.1 - Sequéncia operacional de elaboragdo das membranas de quitosana.
Fonte: Propria
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Onde: x=9cm
Y=2cm, 4cm e 6cm

Figura 3.2- Esquema do dispositivo de vidro usado para estirar as
membranas, dando uma orientagdo molecular preferencial.
Fonte: Prépria

3.2.2 Caracterizacao

As matérias-primas (pés de quitosana) usadas neste trabalho foram
caracterizadas por duas técnicas: Difracdo de Raios X e Espectroscopia do
Infravermelho com Transformada de Fourier.

Posteriormente, as membranas obtidas foram caracterizadas pelas
seguintes técnicas:

» Ensaio de Biodegradacao (degradagao enzimatica);

= Difracdo de Raios X (DRX)

= Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
» Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

= Tensao Superficial (TS).

As analises de Difragdo de Raios X, Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourier, Microscopia Eletronica de Varredura e Tensao
Superficial foram realizadas nas membranas antes e apds estas terem sido
submetidas aos ensaios de biodegradacao.

As caracterizacdes foram realizadas no Laboratério de Engenharia de
Materiais da UAEMa/ CCT/UFCG.
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3.2.2.1 Ensaios de biodegradacao enzimatica

A metodologia empregada utilizou como base a norma ASTM F1635-04
(Standard Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically
Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants).
As membranas secas foram cortadas na dimenséo de 1,5 x 2,5 cm?, pesadas
em balanga analitica e desinfetadas utilizando-se o etanol a 70%. As
membranas foram entdo, isoladamente, colocadas em placas de Petri. As
amostras foram divididas em dois grupos para avaliacao da biodegradacgéo. O
primeiro grupo contendo uma solug¢édo de lisozima/PBS com concentragédo de
5g/L e, o0 segundo apenas com a solucao de PBS, para controle. As amostras
foram incubadas por um periodo de 60 dias em estufa microbioldégica a
temperatura de 37°C. Com 30 e 60 dias, um lote de amostras foi analisado. As
amostras foram lavadas com agua destilada, secas por 24 horas em estufa a
50°C e pesadas em balancga analitica. As diferengcas percentuais das massas
das amostras antes e ap6s o ensaio forneceram os resultados referentes a
degradacao enzimatica das membranas. Deve-se salientar que o ensaio foi
realizado em triplicata.

3.2.2.2 Difracao de Raios X (DRX)

O espalhamento de raios X € uma das técnicas mais antigas, porém ainda
bastante utilizada no estudo da estrutura dos polimeros. A técnica foi usada
para verificar a cristalinidade da matéria-prima utilizada neste trabalho e nas
membranas de quitosana produzidas a partir da mesma. As anadlises de
difracdo de raios X foram conduzidas em aparelho XRD-6000 Shimadzu,
utilizando-se radiacdo Ko do cobre (1,5418 A), tensdo de 40kV, corrente 30mA,

20 com varredura variando de 5 a 50° a uma taxa de 1°/min.
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3.2.2.3 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho é freqiientemente aplicada
como um dos mais importantes métodos analiticos usados na determinagéo de
moléculas organicas no estado liquido, sélido e gasoso. A espectroscopia
vibracional tem sido aplicada em determinagdes qualitativas e quantitativas de
materiais poliméricos, onde varios parametros podem ser investigados,
incluindo grupos terminais, ramificacbes de cadeias, configuracdo e
conformagcdo. E uma técnica baseada nas vibracdes dos 4&tomos nas moléculas
e pode ser obtida passando radiacdo através da amostra e determinando que
fracdo de radiagdo incidente é absorvida em uma energia particular; a energia
em que algum pico em um espectro de absorgao aparece correspondente a
freqUéncia de vibragdo de uma parte da amostra da molécula (LIMA, 2007).

A técnica FTIR foi usada para identificar as bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes nas matérias-primas utilizadas nesta pesquisa e
nas membranas de quitosana produzidas a partir das mesmas. As analises
foram realizadas com varredura de 4000 a 400 cm™. O equipamento utilizado
foi um Spectrum 400 da Perkin Elmer.

3.2.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Essa técnica é utilizada para analisar a morfologia de materiais solidos,
pois permite uma caracterizagdo rapida e precisa da superficie e de suas
subestruturas. A area a ser analisada é bombardeada por um fino feixe de
elétrons de alta voltagem, que sao direcionados na superficie da amostra
coberta por um filme condutivo. Como resultado da interacdo do feixe de
elétrons com a superficie da amostra em andlise ponto a ponto, uma série de
radiacdes € emitida, e, quando captada corretamente, fornece informagées da
natureza topografica da amostra, cujas imagens se apresentam com aparéncia

natural em trés dimensoes.
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Nesta pesquisa foi usado um microscopio eletrbnico de varredura de
bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de 10000X,
profundidade focal de 1Tmm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressao
variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao

condutoras.

3.2.2.5 Tensao Superficial (TS)

3.2.2.6 Medidas do angulo de contato

As andlises de angulo de contato foram efetuadas com o gotejamento de
uma gota de agua destilada na superficie da membrana, com posterior analise
das medidas dos angulos formados pela bolha de agua, com software proprio
do Grupo de Biomateriais do DEMa/UFCG.

O equipamento utilizado foi desenvolvido por técnicos do Departamento
de Engenharia Mecéanica da UFCG e encontra-se instalado no Laboratério de
Biomateriais do DEMa/UFCG.

3.2.3 Metodologia de trabalho
O fluxograma da metodologia de trabalho seguida nesta pesquisa se

encontra na Figura 3.3.
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_ Membranas de quitosana

o
L Membranas de quitosana
(GD=98%)

Caracterizacao

Biodegradacao -FTIR
enzimatica -MEV/EDX
-Tensao Superficial

Analise dos resultados

Figura 3.3- Fluxograma da metodologia de trabalho
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao das matérias-primas

A fim de se obter informacdes sobre as matérias-primas utilizadas neste
trabalho e poder compara-las com as membranas produzidas a partir das
mesmas, estas foram caracterizadas empregando-se duas diferentes técnicas:
Difracdo de Raios-X (DRX) e Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), sendo os resultados obtidos descritos nos
itens a sequir.

4.1.1 Difracdo de Raios-X (DRX)

A fim de se verificar a cristalinidade dos polissacarideos utilizados neste
trabalho, foram realizados ensaios de difracdo de raios-X das matérias-primas
(quitosana em pd) com GD de 90 e 98%. Os difratogramas obtidos podem ser
visualizados na Figura 4.1.

qt98%

1200 —-
1000 —-
800 —-
600 —-

400

intensidade (u.a.)

200

20

Figura 4.1- Difratogramas de raios-X do p6 das quitosanas usadas neste trabalho(GD de 90%
e 98%).
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Conforme descrito na literatura (SENEL e McCLURE, 2004; TOMIHATA e
IKADA, 1997) e ilustrado na Figura 4.1, o polissacarideo quitosana € um
polimero semicristalino, ja que apresenta em seu difratograma, picos definidos.
Foi observado um pico bem definido em 26 igual a 20° e um outro pico menos
definido em 20 igual a 10° praticamente iguais tanto para a quitosana com GD
de 90% com para a de 98%, valores estes que coincidem com os obtidos por
Xu et al., (2005). Em 26 igual a 27° observa-se um pico intenso presente s6 na
quitosana com GD de 90%, dando a indicagdo que esta é mais cristalina que a
de 98%.

4.1.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A fim de se caracterizar os grupos funcionais presentes nas matérias
primas utilizadas neste trabalho, quitosana em pé com GD de 90% e 98%,
foram realizados ensaios de Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). Os espectrogramas obtidos podem ser
visualizados na Figura 4.2.
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Figura 4.2- Espectros de FTIR dos pés das quitosanas usadas neste trabalho (GD de 90% e
98%).
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Comparando os espectros da Figura 4.2 com os espectros encontrados
na literatura (SHIGEMASA, et al, 1996; LIMA, 2007), pode-se verificar que as
matérias-primas usadas neste trabalho apresentam todas as absorcdes
relativas a quitosana e encontram-se descritas na Tabela 4.1. De acordo com o
espectro formado, pode-se observar em especial, que a banda encontrada na
regido de 1652 cm’', caracteristica de uma amida | (LIMA, 2007), em
comparagdo com a banda encontrada na regido de 1586 cm™', caracteristica de
uma amina (LIMA, 2007), apresenta intensidade maior na quitosana com GD
de 90% e menor na de 98%, confirmando assim, que as quitosanas nao sao
totalmente desacetiladas e que existe uma diferenca no grau de desacetilacéo

das mesmas.

Tabela 4.1- Bandas de absorcao no FTIR dos pds das quitosanas usadas
neste trabalho com GD de 90 e 98%.

Numero de onda (cm™)  Atribuicdo

3334 deformacao axial de O-H e N-H do grupo NH2
2928 e 2873 deformacao axial de C-H de grupos CHze CHs
1652 deformacao axial de RHN-C= O (amida)

1586 deformacao angular N-H do grupo NH2 (amina)
1423 e 1319 deformacao angular de O-H e deformagéo angular

de C-H do anel glicosidico

1377 deformacao angular do C-H de CHs

1150,1062 1020 deformacao axial do C-O-C da ligagao éter




70

4.2 Caracterizacao das membranas produzidas

4.2.1 Ensaios de biodegradacao enzimatica

Os resultados obtidos da degradacao apés um e dois meses de ensaio
estdo indicados na Tabela 4.2. Deve-se ressaltar que, sabendo-se da possivel
degradacao da quitosana pelo préprio solvente utilizado para a dissolu¢do da
lisozima (tampao PBS), paralelamente foi avaliada a influéncia desta variavel
na degradagédo das membranas.

Tabela 4.2 — Degradacdo enzimética das membranas (perda de massa) de
quitosana produzidas com GD de 90% e 98% e variadas orientacdes
moleculares.

Perda de massa das membranas (%)
*Ensaio
1 més de ensaio 2 meses de ensaio
PBS Lisozima/PBS PBS Lisozima/PBS
1 2,52 17,95 2,75 25,19
2 1,32 21,55 4,29 19,19
3 3,95 18,79 2,26 33,55
4 2,08 16,10 3,80 26,43
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

*1, 2 e 3 = membranas de quitosana com GD de 90% e variado nivel de orientagdo molecular;
4 = membrana de quitosana com GD de 90% sem orientagdo molecular; 5, 6, 7 = membranas
de quitosana com GD de 98% e variado nivel de orientagcdo molecular; 8 = membrana de
quitosana com GD de 98% sem orientagdo molecular.

Analisando-se os resultados obtidos com a degradacao enzimatica das
membranas (Tabela 4.2) temos: comparando-se os valores quando da
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exposi¢ao a lisozima/PBS e somente ao tampao PBS pelo periodo de um més,
observou-se que todas as amostras com GD de 90% apresentaram perda de
massa que variaram entre 16,10% e 21,55% (exposicao a lisozima/PBS) e
entre 1,32% e 3,95% (exposicao apenas ao PBS). Contudo, as amostras com
GD de 98% nao apresentaram perda de massa em nenhuma das condi¢des.
Quando transcorridos dois meses de ensaio, observou-se que todas as
amostras com GD de 90% continuaram sendo degradadas, ou seja, perdendo
massa, que variaram de 19,19% a 33,55% (exposicao a lisozima/PBS) e entre
2,26% e 4,29% (exposicao apenas ao PBS). J4 as amostras com GD de 98%
permaneceram sem apresentar perda de massa para ambas as condi¢des. Em
todo o ensaio, no caso das membranas com GD de 90% (que ocorreu
degradacao), o maior valor observado no PBS foi de 4,29%, enquanto que na
lisozima/PBS foi de 33,55%; resultado considerado satisfatério. J& as
membranas com GD de 98% nao apresentaram degradacao em todo o ensaio.
De acordo com a literatura consultada (SENEL & MCCLURE, 2004;
TOMIHATA & IKADA, 1997), este comportamento pode ser explicado com
base nas caracteristicas da quitosana utilizada. Apesar da quitosana ser
considerada um polimero degradavel pela lisozima, tal degradabilidade é
dependente, dentre outros fatores, do grau de desacetilagédo , ja que a lisozima
se liga aos grupamentos N-acetilglicosamina presentes na estrutura deste
polissacarideo (SUH & MATTHEW, 2000). Segundo Varum et al (1996), Kurita
et al (2000), estes grupamentos apresentam um papel fundamental no
reconhecimento da quitosana como substrato para a lisozima.

Portanto, levando-se em consideracdo principalmente o grau de
desacetilagao das quitosanas utilizadas neste trabalho, uma vez que as demais
variaveis sdo as mesmas para todas as membranas produzidas, podemos
concluir que a degradacao apresentada pelas membranas com GD de 90% é
justificada. Com relagédo as membranas com GD de 98% que praticamente néo
apresentaram degradagdo em todo o ensaio, como 0s grupos acetamido
(-NHCOCHj3), foram quase todos substituidos por grupos amino (-NH»), com
isso, a lisozima teve dificuldade de reconhecer a quitosana como substrato e,
portanto, a auséncia de degradacao nestes ensaios também é justificada.
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Comparando-se os valores de degradacao das membranas quando da
exposi¢ao a lisozima/PBS nos dois periodos, de um e dois meses, e quando da
exposicdo somente ao tampao PBS, notou-se que, em todos 0s ensaios que
ocorreram degradacao, esta foi muito mais intensa sob a agcédo da lisozima, o
que indica a eficiéncia desta enzima na degradacao da quitosana. Com relacao
aos ensaios com e sem orientacdo molecular preferencial, ndo foi observado
diferenga significativa na degradagdo das membranas em decorréncia destas
variaveis. Esperavamos que o0s ensaios “sem orientacdo molecular
preferencial” apresentassem um maior grau de degradacdo, porém nas
condi¢cOes pesquisadas, o experimento ndo foi conclusivo com relagado a este

aspecto.

4.2.2 Difracdao de Raios X (DRX)

Foi utilizada a Difracdo de Raios X visando a comparacado dos espectros
obtidos entre as membranas produzidas e os pés das quitosanas (matéria-
prima), como também entre as membranas produzidas antes e apds 0s ensaios
de biodegradacdo. Pretendia-se fazer as analises para as membranas
submetidas aos ensaios de biodegradacao com 30 e 60 dias com GD de 90% e
98%, porém sbé foi possivel realiza-lo no lote de amostras degradado durante
30 dias com GD de 90%, devido ao estado fisico das outras amostras, nao foi
possivel prepara-las para o teste em todas as condi¢gdes estudas. Os
resultados obtidos encontram-se ilustrados nas Figuras (4.3; 4.4; 4.5;4.6;4.7 e
4.8).
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Figura 4.7- Difratogramas de raios-X das membranas produzidas de quitosana com GD de
90% orientadas nos dispositivos placa menor (a) e placa média (b), com degradagéo de 30

dias.
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Figura 4.8- Difratogramas de raios-X das membranas produzidas de quitosana com GD de
90% orientadas nos dispositivos placa maior (a) e sem orientacdo preferencial (b), com
degradacao de 30 dias.
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Com os resultados dos DRXs das membranas de quitosana com GD de
90% e 98%, observa-se que em todas as condigcbes (orientadas nos
dispositivos placa menor, placa média, placa maior e sem orientacao
preferencial) antes de serem submetidas aos ensaios de biodegradagao
Figuras (4.3; 4.4; 4.5; 4.6), apresentaram os picos caracteristicos da quitosana,
que sdo um pico em torno de 26 igual 10° e um outro pico em torno de 26 igual
a 20°, porém todos eles variaram de intensidade, indicando assim, que os
dispositivos usados nos estiramentos das membranas de fato proporcionam
variadas orientacdes nas cadeias moleculares das mesmas. Depois de
submetidas aos ensaios de biodegradacéo Figuras (4.7 e 4.8), as membranas
apresentaram alteragdes significativas nos difratogramas, inclusive com
formacdes de novos picos bem definidos, o que indica uma mudanca na
estrutura do material e, consequentemente, na cristalinidade, possivelmente
pela diminuicdo dos dominios amorfos, uma vez que, segundo Oréfice 2006, os
processos de biodegradacao se iniciam por estas regides, para posteriormente

atingirem os dominios cristalinos.

4.2.3 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Foi utilizada a espectroscopia por infravermelho (FTIR), visando a
comparacao dos espectros obtidos entre as membranas produzidas e os pés
das quitosanas (matéria-prima), como também entre as membranas produzidas
antes e apds os ensaios de biodegradacgédo. Os resultados obtidos encontram-
se ilustrados nas Figuras (4.9;4.10;4.11;4.12; 4.13 € 4.14).
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Figura 4.10- Espectros de FTIR das membranas produzidas de quitosana com GD de 98% e
variadas orientacées moleculares, sem degradacao.
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Figura 4.13- Espectros de FTIR das membranas produzidas de quitosana com GD de 98% e
variadas orientagbes moleculares, com degradacao de 30 dias.
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A partir dos espectros do FTIR das Figuras referentes as membranas
produzidas, tanto com GD de 90% como de 98%, comparando-se com 0O
espectro do FTIR obtido com os p6s das quitosanas usados como matéria-
prima, observa-se que praticamente nao apresentaram diferencas
significativas. Este resultado j& era esperado, uma vez que as membranas com
variado nivel de orientagdo molecular, as possiveis alteracées que ocorreram
nas cadeias sao de ordem fisica e nao quimica, nao modificando,
consequentemente, os grupos funcionais presentes nas membranas. Como foi
comentado anteriormente no tépico (4.1.2.), para o espectro das quitosanas em
pd, a banda encontrada na regido de 1652 cm™, caracteristica de uma amida |
(BASKAR & KUMAR, 2009; LIMA, 2007), também apresenta intensidade maior
nas membranas com GD de 90% e menor na de 98%, como ja era esperado.

Nos espectros das membranas depois da degradacao, observa-se que
todas as bandas caracteristicas da quitosana continuam presentes, porém com
intensidade que variaram. Esse comportamento pode ter ocorrido devido a
mudancgas verificadas na textura das amostras depois de degradadas,
interferindo assim, na leitura do FTIR ou, possivelmente, indica mudanga na
cristalinidade das membranas, pois no processo de biodegradagédo, as
enzimas quebram as ligacdes quimicas do material, causando modificagdes na
sua estrutura (SUDHAKAR, 2007). Em particular, ainda com relacdo a banda
encontrada na regido de 1652 cm’', observa-se que esta aumentou de
intensidade em todas as amostras com GD de 90% e 98%. Acredita-se que
isso ocorreu, devido também a acdo da lisozima na quebra das cadeias da
quitosana, que segundo a literatura pesquisada (SUH & MATTHEW, 2000),
ocorre sobre os grupos acetamidos, deixando-os mais livres e, por isso, 0s
espectros deram a indicacao de uma maior presencga desses radicais.

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para analisar a

morfologia da superficie das membranas, antes e apés as mesmas serem
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submetidas a biodegradagcdo enzimatica. Para se ter um resultado mais
expressivo da biodegradacdo, resolveu-se fazer as anadlises do lote de
membranas submetidas ao ensaio com 60 dias. As micrografias estdo expostas

nas Figuras 4.15 e 4.16.

Figura 4.15- Micrografias das membranas de quitosana com GD de 90%, antes (a1, b1,c1 e
d1) e apds (a2, b2, c2 e d2) serem submetidas aos ensaios de biodegradacéo, onde: (a1, a2)
estiradas na placa menor; (b1, b2) estiradas na placa média; (c1, c2) estiradas na placa maior e
(d1, d2) sem orientagéo preferencial.
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Figura 4.16- Micrografias das membranas de quitosana com GD de 98%, antes (a1, b1, c1 e
d1) e apds (a2, b2, c2 e d2) serem submetidas aos ensaios de biodegradagéo, onde: (at, a2)
estiradas na placa menor; (b1, b2) estiradas na placa média; (c1, c2) estiradas na placa maior e
(d1, d2) sem orientagao preferencial.
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Como se observa nas micrografias do MEV mostradas nas Figuras 4.15 e
4.16, a morfologia da superficie das membranas ndo submetidas aos ensaios
de biodegradacao (at, b1, c1 e d1), diferiram daquelas submetidas aos ensaios
(a2, b2, c2 e d2). As primeiras apresentaram superficies aparentemente lisas e
uniformes e estdo de acordo com a literatura (DALLAN, 2005; BASKAR &
KUMAR, 2009), enquanto que as segundas apresentaram superficies mais
irregulares, com estruturas que indicam, aparentemente, a formacdo e/ou
aumento de poros, principalmente nas membranas com GD de 90%, as quais,
segundo os resultados dos ensaios de biodegradacao, sofreram perdas de
massas. Este resultado estar de acordo com o esperado, pois segundo a
literatura (RATNER, 1996), as membranas que sofrem efetivamente
degradacao (perda de massa), geralmente apresentam superficies mais
irregulares, sem uniformidade, inclusive com formacao de poros.

4.2.5 Medidas do angulo de contato

Foi utilizada a técnica da medida do angulo de contato visando analisar o
grau de hidrofilicidade das membranas, antes e apds as mesmas serem
submetidas aos ensaios de biodegradacdo. Pretendia-se fazer a medida do
angulo de contato para as membranas submetidas aos ensaios de
biodegradacdo com 30 e 60 dias, porém so foi possivel realiza-lo no lote de
amostras degradado durante 30 dias, uma vez que, no lote de 60 dias, devido
ao estado fisico das amostras, nao foi possivel prepara-las para o teste.

Os resultados obtidos estdo expostos na Figura 4.17. Deve-se salientar
que os resultados apresentaram um erro percentual em torno de 5% para mais

Ou para menos.
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Figura 4.17- Medidas do angulo de contato para as membranas de quitosana: com GD de 90%
e 98% (ndo degradadas e com 30 dias de degradacao); sem orientacdo e orientadas nos
dispositivos (placa menor, placa média e placa maior).

Com esses resultados observa-se que com relacdo ao grau de
desacetilagdo, as membranas apresentaram um perfil semelhante, ndo sendo
esta variavel um fator determinante para o grau de hidrofilicidade das mesmas.
Depois de submetidas aos ensaios de biodegradacao, observa-se em todas as
amostras, um aumento na hidrofilicidade das membranas, uma vez que todos
os valores estao abaixo dos medidos nas membranas ndao degradadas. Com
relacdo as amostras, com e sem orientagdo molecular preferencial, observa-se
que as sem orientacdo, apresentaram um perfil mais hidrofilico, tanto antes
como depois da degradacdo. Com relacdo apenas as amostras com orientacao
preferencial, pode-se observar que, as que foram estiradas no dispositivo
(placa menor) apresentaram um perfil menos hidrofilico e as que foram
estiradas no dispositivo (placa maior) apresentaram um perfil mais hidrofilico.
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5. CONCLUSOES

Biomateriais a base de quitosana sdo uma realidade nas areas

biomédicas, e sua aplicagdo vem sendo estudada em varios campos, desde a

industria farmacéutica, até a engenharia tecidual. Obtidos a partir de matéria-

prima abundante e de baixo custo, estes biomateriais podem ser de grande

valia no ambito da saude publica aqui no Brasil e nos chamados paises em

desenvolvimento.

Conforme os objetivos propostos e os resultados obtidos nesta pesquisa,

concluiu-se que:

Os resultados da biodegradacdo enzimatica in vitro, mostraram a
eficiéncia da enzima lisozima na biodegradacgao da quitosana;

O grau de desacetilacdo da quitosana é uma variavel importante na
biodegradacdo da mesma. Nesta pesquisa, a quitosana com GD de 90%
degradou, enquanto a de 98% néo;

Os resultados do DRX mostraram que as membranas orientadas nos
dispositivos (placa menor, placa média e placa maior) apresentaram
variagdes nos picos caracteristicos da quitosana, indicando a influéncia
do estiramento realizado nestes dispositivos na orientacdo das cadeias;

Nas membranas submetidas aos ensaios de biodegradagdo os
resultados do DRX mostraram modificagdes nos difratogramas, inclusive
com 0 surgimento de novos picos, indicando que houve alteracdes

estruturais e na cristalinidade das mesmas;

Os resultados do FTIR mostraram que, comparativamente, houve
alteracdes significativas nos espectros das membranas antes e apés de
submetidas a biodegradacdo, indicando modificagdes nas suas
estruturas, como indicou também o DRX ;
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= Com as analises morfolégicas por MEV, verificou-se que as membranas
com grau de desacetilacdo de 90%, depois de submetidas aos ensaios
de biodegradacao, apresentaram formacgao de poros;

= Segundo os resultados da tensao superficial, o grau de desacetilacao
ndo € determinante para o grau de hidrofilicidade das membranas de

quitosana;

= As membranas degradadas, comparativamente com as ndo degradadas,
apresentaram um perfil mais hidrofilico, assim como as nao orientadas

preferencialmente, comparativamente com as orientadas.



86

6. SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

O presente trabalho constitui-se em uma base para futuras pesquisas
sobre membranas de quitosana com orientacdo molecular submetidas a
ensaios de degradacdo enzimatica. A investigacdo mais apurada das
possibilidades de uso dessas membranas como biomateriais leva a
necessidade de se aprofundar os estudos relacionados as propriedades e ao
comportamento desse material in vivo. Assim, sugerimos:

Realizar ensaios de biodegradacdo com membranas de quitosana com
outros graus de desacetilacao;

» Fazer um estudo também da influéncia do peso molecular na
biodegradacgao da quitosana;

» Realizar um estudo comparativo entre membranas de quitosana dos

tipos densas e porosas € a influéncia das mesmas na biodegradagéo;

» Fazer uma analise comparativa das propriedades mecéanicas das

membranas de quitosana com variadas orientagdes moleculares.
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