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RESUMO

O disco intervertebral (IVD) € uma fibrocartilagem que fica entre corpos vertebrais
0sseos, conferindo flexibilidade, transferéncia de peso e dissipagédo de energia para
a coluna. Ele é formado pelo Nucleo Pulposo (NP), circunferencialmente rodeado
pelo Anel Fibroso (AF). A degeneracédo do IVD é um problema clinico desafiador que
demanda medidas para regeneragbes do disco lesionado. Os biomateriais tém
demonstrado capacidade de desempenhar fungdes importantes no tratamento de
lesdes relacionadas ao IVD, e os dispositivos implantaveis destes materiais tém sido
estudado por varios pesquisadores nos ultimos anos. Os hidrogéis apresentam
propriedades elasticas potencialmente viaveis para tratar lesdes do IVD. Atualmente,
hidrogéis a base de goma gelana e alginato tém sido cada vez mais utilizados na
engenharia de tecidos. A goma gelana (GG) é um polissacarideo extracelular
secretado pela bactéria Pseudomonas elodea, que dependendo do processamento é
capaz de formar um gel firme e transparente com caracteristicas que permitem sua
aplicacdo como matriz para crescimento de células, bem como para suporte e
sustentagdo celular. O alginato, um polissacarideo natural extraido de algas
marinhas, possui propriedades mucoadesivas, além de ser biocompativel e
biodegradavel. A combinagcdo destes biopolimeros permite a modulagdo de suas
propriedades de modo a serem utilizadas como alternativa no tratamento de lesbes
do IVD, prevenindo complicagdes como consequéncia da lesdo, proporcionando
recuperacédo mais rapida e eficiente. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
sobre os biopolimeros alginato de sodio (AS) e GG, obter e caracterizar hidrogéis de
AS, GG e misturas de AS-GG-Cloreto de calcio (CaCly) para possiveis aplicagdes no
tratamento de lesbes do IVD. Espera-se com este estudo desenvolver hidrogéis do
sistema AS-GG capazes de auxiliar no processo de regeneragcédo tecidual,
proporcionando mais uma opg¢ao de tratamento para aqueles que apresentam estes
tipos de lesoes.

Palavras-chaves: Disco intervertebral. Hidrogéis. Alginato de sédio. Goma gelana.



ABSTRACT

The intervertebral disc (IVD) is a bone fibrocartilage, which is located between the
vertebral bodies, providing flexibility, weight transfer and dissipation of energy into
the column. It consists of the nucleus pulposus (NP), circumferentially surrounded by
the fibrous ring (AF). Degeneration of the IVD is a challenging clinical problem that
requires measures for regenerating the injured disc. Biomaterials have demonstrated
the ability to perform important functions in the treatment of IVD-related injuries, and
the implantable devices from such materials have been studied by many researchers
in recent years. Hydrogels have potentially viable elastic properties to treat VD
injuries. Currently hydrogels based on alginate and gellan gum are being increasingly
used in tissue engineering. Gellan gum (GG) is an extracellular polysaccharide
secreted by the bacterium Pseudomonas elodea, which depending on the processing
is capable of forming a firm, transparent gel with characteristics that allow its use as
matrix for cell growth as well as support and cellular sustainability. Alginate which is a
natural polysaccharide extracted from seaweed, has mucoadhesive properties, and
is biocompatible and biodegradable. The combination of these biopolymers allows
the properties of these materials properties adjustable to serve as an alternative
treatment for IVD-wound healing, preventing injury complications and providing a
more rapid and efficient recovery. The aim of this work was to conduct a study on the
biopolymers sodium alginate (SA) and GG, to obtain and to characterize SA
hydrogels, GG and mixtures of SA-GG-calcium chloride (CaCly) for potential
applications to treat IVD injuries. Then, it will be possible to develop an SA-GG
hydrogels system capable to assist in tissue regeneration, providing another
treatment option for these types of injuries.

Keywords: Intervertebral disc. Hydrogels. Sodium alginate. Gellan gum.
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1 INTRODUGAO

A degeneragao do disco intervertebral (IVD) € patologia desafiadora que, devido a
ineficiéncia dos tratamentos atuais, demanda urgentemente o desenvolvimento de
novas abordagens e técnicas terapéuticas (SILVA-CORREIA et al., 2011). Dentre os
materiais utilizados para a regeneragao dos discos intervertebrais, os polimeros sédo

0S mais usados.

Os polimeros sao importantes materiais empregados em aplicagbes biomédicas.
Sao materiais escolhidos para serem aplicados em dispositivos cardiovasculares,
bem como para substituicdo e acréscimo de diversos tecidos moles (DEE; PULEO;
BIZIOS, 2002).

Os melhores materiais de implante viaveis para regeneracdo do IVD ainda
necessitam ser identificados, porém, acredita-se que materiais baseados em
hidrogéis biodegradaveis s&do candidatos promissores (SILVA-CORREIA et al.,
2011), como o AS e a GG.

O alginato € um polimero natural, soluvel em agua e composto pela repeticdo de
duas diferentes unidades, a (1,4)-a-L-guluronato ou unidade G e a (1,4)-B-D-
manuronato ou unidade M (STEVENS, 2009). O alginato é extraido das algas, onde
sua principal funcdo é estrutural, conferindo resisténcia e flexibilidade ao tecido
(FIGUEIRA; HOTZA; BERNARDIN, 2014). Devido a sua habilidade de reter agua e
suas propriedades estabilizantes, gelificantes e espessantes, o alginato é
comumente utilizado nas industrias farmacéuticas e alimenticias (FIGUEIRA;
HOTZA; BERNARDIN, 2014; CHAN; LEE; HENG, 2002). Considerado biocompativel
e biodegradavel, possui a capacidade de formar matrizes porosas de gel com
propriedades mucoadesivas (PAUL; SHARMA, 2004; FAN et al., 2006).

A goma gelana (GG) €& um polissacarideo aniénico produzido pela bactéria
Pseudomonas elodea através da fermentagdo aerdbica (SWORN, 2000 apud
LORENZO; ZARITZKY; CALIFANO, 2013, p. 672). Possui um esqueleto linear de
unidades repetidas dos monossacarideos 1,3 p-D-glucose, 1,4 p-D-acido
glucurénico, 1,4 p-D-glucose, 1,4 a-L-ramnose (CANILHA et al., 2006).
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A GG pode ser usada para a obtencdo de géis emulsificantes, os quais s&o
amplamente utilizados em cosméticos, industria alimenticia e industria farmacéutica
(LORENZO; ZARITZKY; CALIFANO, 2013).

O hidrogel de AS, bem como o hidrogel de GG promovem hidratacdo para a
recuperacdo de lesbes, ndo permitindo reagdes citotdxicas ao organismo,
promovendo restauragédo funcional do tecido lesionado, uma vez que promovem o

ambiente ideal para a recuperagéo de lesées (CURATEC, 2013).

Assim, a utilizagdo de hidrogéis de AS e de GG pode ser alternativa para
recuperacdo de lesdes ocasionadas no VD, proporcionando a restauragdo das

estruturas que compde esse disco e prevenindo futuras complicacoes.

Uma vez que os materiais relatados acima demonstram importancia no auxilio a
recuperacao de lesdes no IVD, o tema deste trabalho foi analisar e caracterizar a
interacdo entre AS e a GG, bem como as propriedades e a biocompatibilidade
desses materiais em conjunto e separadamente para auxiliar a recuperagao de

lesdes ocasionadas no IVD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar a interagao de hidrogéis e filmes dos polimeros AS e GG, juntos
e separadamente, para avaliar a possibilidade de sua utilizagdo como biomaterial
destinado a restauragao de lesdes do disco intervertebral.

2.2 Objetivos Especificos

Os seguintes objetivos especificos foram alvo a obtengdo do objetivo geral do
presente projeto:

» Estabelecer metodologia experimental para a obtengdo de blendas de
hidrogéis e filmes a base de alginato de sédio (AS) e goma gelana (GG);

* Sintetizar filmes de AS e GG com diferentes proporgdes de CaCly;

* Comparar as propriedades das blendas dos hidrogéis de AS, GG e CaCl,
com as dos hidrogéis puros de AS e de GG;

» Caracterizar fisicamente, quimicamente e morfologicamente os hidrogéis
empregando as técnicas de difragdo de raios-x (DRX), espectroscopia de
infravermelho (FTIR), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), calorimetria
diferencial exploratoria (DSC) e termogravimetria (TGA), volumetria de
complexacao e analise de espessura;

* Avaliar o comportamento mecénico dos materiais obtidos empregando
ensaio de tragao;

* Avaliar a capacidade de intumescimento dos materiais obtidos por meio de
Tampao fosfato-salino (PBS);

* Verificar a capacidade antimicrobiana dos filmes obtidos através da

caracterizagao bioldgica in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Ha duas perspectivas diferentes e importantes ao se considerar o significado de
Biomateriais. A primeira diz respeito a evolugdo da ciéncia de materiais e da ampla
gama de materiais que surgiram na ultima década. A segunda esta relacionada a
evolugao de tecnologias de cuidados de saude (WILLIAMS, 2009).

Biomaterial pode ser definido como qualquer tipo de material utilizado para
fabricacdo de dispositivos para substituicdo de uma parte ou de uma fungdo do
corpo, de maneira aceitavel fisiologicamente. Essa substituicdo deve ser realizada
de forma segura, confiavel e econémica. Os materiais utilizados sdo denominados
materiais bioldgicos, tais como osso e pele. Todo material usado in vivo deve ser
aprovado pela FDA (United States Food and Drug Administration) (PARK; LAKES,
2010).

Uma das formas de intervencdo de tratamento consiste na utilizacdo desses
biomateriais. Os biomateriais sao amplamente usados principalmente para
aplicagcbes médicas. Seu uso envolve crescimento celular em cultivo, ensaios em
laboratorios clinicos, matrizes de diagndsticos genéticos e diversos tipos de
implantes (RATNER et al., 2004).

Os polimeros sao importantes materiais usados para aplicacbes biomédicas. Sao
usados em sistemas carreadores de farmacos, no diagnéstico da aids, e como
material scaffold para aplicagbes na engenharia de tecidos. Os exemplos de
aplicagdes incluem implantes vasculares, valvas cardiacas, implantes mamarios,
lentes de contato, lentes intraoculares, componentes de oxigenadores
extracorpéreos, unidades de plasmaférese e dialisadores, revestimentos para
capsulas e comprimidos farmacéuticos, suturas, adesivos e substitutos sanguineos
(DEE; PULEO; BIZIOS, 2002).

O estudo de biomateriais tem recebido atengdo na ultima década. Em especial,
sistemas de hidrogéis baseados em polimeros de origem natural e seus derivados
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(por exemplo, quitosana, acido hialurénico, alginato, carboximetilcelulose e GG) tém
sido desenvolvidos para promover a regeneragdo do disco intervertebral (SILVA-
CORREIA et al., 2011). Materiais poliméricos apresentam grande semelhangca aos
componentes de tecido poliméricos naturais. (PARK; LAKES, 2010). Estudos prévios
afirmam que a combinagdo de células e biomateriais podem resultar em reparo

tecidual rapido, previsivel e controlado (PETITE, 2000).

3.2 Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos compreende estudos de células para fisiologia e biologia do
6rgdo, bem como a interagdo destas células com os biomateriais. E destinada a
promover a regeneragao da lesdo pela restauragcédo viavel de um tecido ou 6rgao
(PARK; LAKES, 2010).

A definicdo da engenharia de tecidos é ampla e pode incluir dispositivos que sejam
acelulares ou celulares. No caso de dispositivos de engenharia de tecido acelular
havera crescimento do tecido existente através do implante. Ja nos dispositivos de
engenharia de tecido celular existira o fornecimento de novas células ao sitio de
implante, o que aumentara a populacdo de células existente ou ira reintroduzir a
populacao de células em falta (SHALABY; BURG, 2004).

Engenharia de tecidos refere-se a obtencdo de tecidos doadores que séo
desenvolvidos dentro de matrizes com células especificas. Estas células podem ser
implantadas diretamente no local destinado, ou estimuladas a se proliferarem de
maneira organizada em cultura tecidual externa, onde podem ter seu crescimento
orientado por meio de um substrato, denominado scaffold. Apos a cultura celular o
tecido é implantado no local previamente definido (PARK; LAKES, 2010).

A matriz ou o scaffold (geralmente s&o assim denominados) constitui 0 componente
principal e € responsavel por providenciar formacdo do arcabougo necessario e

apropriado para o suporte do componente celular (SHALABY; BURG, 2004).

Os scaffolds sao materiais temporarios estruturados que desempenham um

importante papel de guiar o crescimento celular in vitro ou in vivo. O local e a
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resposta sistémica dos tecidos para os implantes compreendem um aspecto de
biocompatibilidade (PARK; LAKES, 2010).

O sucesso de um biomaterial ou de um implante depende de trés fatores principais:
as propriedades de biocompatibilidade do implante, o estado de saude do paciente
beneficiario e a competéncia do cirurgido que implanta e monitora seu progresso
(PARK; LAKES, 2010).

Para classificar polimeros direcionados para engenharia de tecidos, duas
propriedades sdo usadas tipicamente. Primeiro, o material € classificado por sua
capacidade de fragmentacgéo in vivo, isto, é, se o material & reabsorvivel ou nao
reabsorvivel. Segundo, o material é classificado como natural ou ndo natural. Para
essa classificagdo, utiliza-se a fonte do material. As quatro combinagbes desta
classificagado estdo demonstradas na figura 1, e s&o uteis para serem empregadas
dentro da engenharia de tecidos (SHALABY; BURG, 2004).

Figura 1 — Classificagdo de biomateriais poliméricos.

Sintético Absorvivel ‘ Natural Absorvivel

Sintético Nao Reabsorvivel ‘ Natural Nao Reabsorvivel
Fonte: SHALABY: BURG, 2004.

Langer e Vacanti (1993) discutiram e descreveram como o campo da engenharia de
tecidos poderia contribuir para fornecer solugdes clinicas. Eles destacaram diversas
vezes a importancia da utilizagado de polimeros na engenharia de tecidos, relatando
o tratamento da doenga de Parkinson e a regeneragdo de nervos periféricos para
projetar o modelo de transplantes vasculares e a recuperacéo da cartilagem.

3.3 Disco Intervertebral

Os discos intervertebrais (IVDs) sédo constituidos por um anel fibroso (AF) presente
na regido periférica e por um nucleo pulposo (NP) presente na regido central. Estao
localizados entre as veértebras adjacentes (BRON et al., 2011; SILVESTRE et al.,
2005) (figuras 2 e 3). Este NP é apresentado em forma de textura gelatinosa e

macia, proporcionando fungdes de amortecimento a coluna vertebral, permitindo
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flexibilidade, prevenindo traumatismos e lesbes éOsseas. Além disso, suportam e
distribuem carga de compresséo, forca de tor¢do e curvatura da coluna vertebral.
Desempenham fungdo de coxim pneumatico (NERURKAR; ELLIOTT; MAUCK,
2010; SILVESTRE et al., 2005).

Figura 2 — Vértebras lombares: vista lateral esquerda.

Processo articular superior

intervertebral

Incisura
o Vertebral

superior

Face articular
para o sacro

Fonte: NETTER, 1998.

Figura 3 — Disco intervertebral: vista superior.

Nicleo
pulposo

Disco intervertebral
Fonte: NETTER, 1998.

Em um disco intervertebral (IVD) danificado, ocorrem alteragdes significativas, tais
como: |) mudangas na composicdo bioquimica, isto é, remodelacdo da Matriz
Extracelular (ME); Il) perda da hidratagdo do NP; Ill) diminuigdo da altura do IVD; V)
deterioragcédo da cartilagem da faceta e V) protusdo do IVD ou surgimento de hérnia
(SILVA-CORREIA et al, 2012) (figura 4). Eventualmente isso pode provocar impacto
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nos nervos que se manifesta como dor nas pernas ou lombar (REITMAIER et al,
2012).

Figura 4 — Hérnia de disco.

i

..‘ i \ .... ’ .‘\(J

" _’,“,, T i

T ARG T ©Rauschning
Fonte: FAGUNDES, 2012.

3.3.1 Patologia

A dor na coluna vertebral € um transtorno frequentemente associado ao trabalho e a
idade (DIAMOND; BORESTEIN, 2006). Nao raro, esta vinculada a limitacao da
atividade profissional e, por isso mesmo provoca impacto socioecondmico nas
sociedades industrializadas. Além disso, muitas vezes, representa problema para a
qualidade de vida de adultos e idosos. (SILVA-CORREIA et al., 2011).

Ha diversos fatores que podem causar dor na coluna vertebral, mas a alteracédo do
IVD parece ter alta relevancia (URBAN; ROBERTS, 2003; CHEUNG; AL GHAZI,
2008). Ele esta localizado entre as vértebras que compde a coluna vertebral. Sao
altamente deformaveis e permitem as mudancas de postura da coluna vertebral
(SILVESTRE et al., 2005). O IVD é constituido por duas estruturas, sendo uma
fibrosa de multicamadas externa (AF) e um gel como nucleo interno (NP), os quais
sao comprimidos entre duas placas terminais cartilaginosas (SILVA-CORREIA et al.,
2012).

Biomecanicamente, a degeneracdo do IVD é caracterizada pela diminuigdo da
pressao osmotica e da pressédo intradiscal (NACHEMSON, 1960 apud BARBIR,
2010, p.1067), o aumento do modulo compressivo no AF (IATRIDIS et al.,, 1998
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apud BARBIR, 2010, p.1067), a diminuicdo da forca de expansdo do AF
(ACAROGLU et al., 1995 apud BARBIR, 2010, p.1067) e a diminuigdo da presséo de
dilatagao do NP (JOHANNESSEN e ELLIOT apud BARBIR, 2010, p.1067).

Com o envelhecimento o NP do IVD sofre perda de agua e proteoglicanos,
ocasionando mudancas na estrutura destes discos, tornando-os mais fibrosos e
rigidos. Embora essas mudangas até certo ponto sejam fisiologicas, elas podem
resultar em doengas degenerativas sintomaticas do disco (BRON et al., 2011).
Quanto mais rapido for o processo de intervengao para tratamento dos sintomas

provocados por essas doengas, melhor sera a prevencédo de complicagdes.

Abordagens conservativas para tratamento da degeneragdo do IVD s&o baseadas
principalmente na administracdo de droga, mas varios problemas requerem
intervengdes cirurgicas, tais como dissectomia, fusdo da coluna e substituicdo do
IVD (SILVA-CORREIA et al, 2012).

3.4 Hidrogéis

Os hidrogéis sao estruturas poliméricas tridimensionais que contém grande
quantidade de agua. Geralmente sao materiais obtidos através da copolimerizagao
entre mondémeros ou polimeros hidrofilicos com comondémeros polifuncionais,
promovendo ligagbes cruzadas (BEJARANO et al., 2008). A presenca destas
ligacbes cruzadas proporciona aos hidrogéis a capacidade de absorver elevada
quantidade de agua ou fluidos bioldgicos sem perder sua estrutura (BEKIN et al.,
2014; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Isso permite que os hidrogéis sejam
usados na preparacao de formas farmacéuticas, permitindo a liberacdo do farmaco
apo6s sua difusdo em contato com o meio de dissolugdo ou em resposta a estimulos
fisiologicos, tais como: temperatura, pH, enzimas, biomoléculas (como exemplo, a
glicose, a uréia e a insulina), forca iénica e oxidagdo (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010).

Os hidrogéis podem absorver até milhares de vezes o seu peso seco em agua ou
fluidos biologicos (MOHAMED; SABAA, 2014). S&o usados como adsorvente
eficazes para varias aplicagdes, incluindo a agricultura, horticultura, produtos de
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cuidados pessoais, como veiculos carreadores de farmacos, na adsorgao de ions de
metais pesados e em moléculas corantes de agua (MANDAL e RAY, 2013). Tém
atraido a atengdo como material com grande potencial para substituigdo do NP, pois
eles permitem o preenchimento de defeitos cirurgicos irregulares com o uso de
técnicas minimamente invasivas'. Além disso, apresentam a vantagem de mimetizar
funcionalmente a ME nativa apoiando as fung¢des das células do nucleo pulposo e
sustentando a liberagdo de moléculas bioativas (THANKAM; MUTHU, 2014; SILVA-
CORREIA et al, 2012).

Os estudos atuais mostram o potencial de hidrogéis de alginato como estrutura para
a engenharia do IVD, porém demonstram algumas limitagbes em suas
caracteristicas (por exemplo, suas propriedades bioadesivas) que ainda necessitam
ser analisadas (BRON et al., 2011). Quando combinado com fonte de cations
divalentes, tais como Ca? ou Mg®*, o alginato forma gel (SHALABY; BURG, 2004).
Por sua vez, Silva-Correia et al. relataram que estudos futuros deverdo ser
realizados com hidrogéis baseados em GG para verificar sua utilidade na
regeneracao do IVD (SILVA-CORREIA et al, 2011).

A GG possui grupos carboxilas livres e €, portanto, de natureza aniénica. Dessa
forma, na presenca de cations monovalentes e bivalentes a goma gelana submete-
se a gelificagc&o ibnica. O mecanismo de gelificagdo envolve a formagao de zonas de
juncao helicoidais duplas, seguidas pela agregacédo de seguimentos de dupla hélice
para formar a rede tridimensional pela complementagdo com cations e ligagdes de
hidrogénio com a agua (MUNDARGI et al., 2010).

3.5 Alginato

Os primeiros polimeros usados como scaffold para engenharia de tecidos foram os
polimeros naturais. O alginato € um polissacarideo natural e € usado amplamente
em pesquisas relacionadas a engenharia de tecidos (BEKIN et al., 2014; SHALABY;
BURG, 2004).

1Técnicas onde os tecidos do corpo sofrem uma agressdo minima, durante um procedimento
cirurgico restrito a area doente, preservando assim as outras estruturas ao redor (SANCHES, 2013).
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Dentre os biomateriais utilizados para regeneragcdo do IVD o alginato é mais
frequentemente estudado, uma vez que apresenta baixo custo e apresenta menor
potencial para causar reagdes adversas nos tecidos humanos (LEONE et al., 2008;
LI et al., 2008; NUNAMAKER et al., 2007).

O acido alginico (como também é chamado) é encontrado em alguns tipos de algas
marrons e é similar a celulose (STEVENS, 2009). Considerado um copolimero
linear, o alginato € formado pela repeticdo de dois mondémeros distintos, o (1,4)-a-L-
guluronato ou unidade G e o (1,4)-B-D-manuronato ou unidade M (figura 5). Ele
abrange cadeias de acido glucurdnico e acido manurénico, com o comprimento e a
quantidade de blocos glucurdnicos tendo impacto direto em suas propriedades
mecanicas e fisicas (BEKIN et al., 2014; SHALABY; BURG, 2004). As propriedades
fisicas e quimicas do alginato sao influenciadas pela composi¢cédo, pelo peso
molecular, pela extensdo e sequéncia dos monémeros (GEORGE; ABRAHAM,
2006; CHAN et al., 2002).

Figura 5 — Representacao da estrutura dos meros e do polimero natural alginato.
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(c) polimero natural alginato.

Fonte: SANKALIA et al., 2007; ERTESVAG; VALLA,1998.
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3.5.1 Propriedades

O alginato € biocompativel, biodegradavel e possui a capacidade de formar matrizes
de gel de elevada porosidade com boas propriedades mucoadesivas (FAN et al.,
2006; PAUL; SHARMA, 2004). E hidrofilico, tem alta bioadesividade, baixa
toxicidade, baixo custo (GEORGE; ABRAHAM, 2006). Possui caracteristica
espessante e gelificante como aditivo alimentar, uma vez que aumenta a
viscosidade do alimento e confere textura por meio da formacéo de gel (BRASIL,
1999 apud LIMA, 2011, p. 103). E geralmente considerado como um material no
toxico e nao irritante, é listado no GRAS (Generally Recognized as Safe), e aceito na
Europa para uso como um aditivo alimentar (ZAM et al., 2014).

A propriedade mais usada e unica em alginatos € sua habilidade de reagir com
cations polivalentes, especialmente ions Ca, para produzir géis fortes ou polimeros
insoluveis (TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011).

As propriedades do alginato relatadas acima sao de extrema importancia. Por isso

sua utilizagdo na recuperacao de lesbes do IVD é relevante.

3.5.2 Aplicagbes

As primeiras pesquisas realizadas relacionadas ao uso do alginato foram na década
de 1980, onde os pesquisadores utilizaram os géis de alginato como veiculos de
microencapsulagao para células. (SHALABY; BURG, 2004).

Dentre as diversas aplica¢des do alginato esta sua utilizagdo como hidrogel bioativo
para o tratamento de lesdes, consistindo de material fibroso absorvente, ele ajuda no
desbridamento de feridas (ZAHEDI et al., 2010).

O alginato possui aplicagbes nas industrias téxtil, alimenticia, farmacéutica,
cosmeética, na agricultura, na medicina e na engenharia de tecidos (MENEGUSSI et
al., 2014; THU e NG, 2013; GEORGE; ABRAHAM, 2006). Embora o consumo oral
excessivo pode ser prejudicial, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) nao
forneceu uma dose diaria aceitavel para o AS e outros sais de alginato, ja que os
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niveis utilizados nos alimentos ndo representam um perigo para a saude humana
(RAYMOND; PAUL; MARIAN; 2009).

Como o sal de sédio, o alginato é usado em aplicagdes adesivas. E também usado
nas aplicagcbes de algumas fibras (STEVENS, 2009).

Finotelli et al. (2008) estudaram o sistema alginato de calcio e nanoparticulas de
oxido de ferro como scaffold e concluiram que a combinacdo de propriedades
magneéticas das nanoparticulas de ferro com a biocompatibilidade do alginato de
calcio indicam que esses materiais tém potencial para serem usados como sistema

de liberacéo de drogas.
3.5.3 Interagdo com cloreto de calcio (CaCly)

Uma propriedade importante do alginato € sua habilidade de interagir e formar gel
quando em contato com cations divalentes, tais como o Ba?*, Ca®*, Sr** (BEKIN et
al., 2014; GEORGE e ABRAHAM, 2006). A formacao do gel é resultado das ligagbes
cruzadas que ocorrem com os cations divalentes, onde estes se alojam entre as
cadeias do polimero, formando a estrutura de rede. Esta estrutura € demonstrada na

figura 6.

Figura 6 — Formacao da rede de alginato de calcio.

P

F
(-

Fonte: SACCHETEIN, 2009.



32

A quantidade de fons Ca®* presente no sistema interfere na estabilidade destas
redes poliméricas, formando associag¢des intercadeias temporarias ou permanentes.
Se os niveis de calcio na rede de gel s&o pequenos, observam-se formagdes na
rede de cadeias tipo temporaria, que se transformam posteriormente em solucdes
altamente viscosas e tixotrépicas®. Contudo, se a quantidade de fons calcio s&o
elevadas na rede de gel, observa-se formagdes na rede de cadeias tipo permanente
com a formagédo de precipitado no gel. Existem estudos demonstrando que a
estrutura quimica e o tamanho da molécula de alginato, assim como a cinética de
formagao do gel coligado ao tipo de ion empregado, sdo fatores determinantes das
propriedades do mesmo, como capacidade de intumescimento, porosidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, resisténcia do gel e suas caracteristicas
imunoldgicas (GEORGE e ABRAHAM, 2006).

3.6 Goma Gelana

A goma gelana (GG) é obtida pela fermentagdo em cultura por Pseudomonas elodea
e é utilizada em varias aplicagdes da engenharia de tecidos (SILVA-CORREIA et al.,
2012). A GG é um polissacarideo microbiano que pode apresentar-se como
exopolissacarideo (EPS), ou seja, pode ser secretada para o meio extracelular
(CANILHA et al., 2006; GELLAN GUM, 2006).

A GG possui um esqueleto linear de unidades repetidas dos monossacarideos 1,3 3-
D-glucose, 1,4 p-D-acido glucurdnico, 1,4 B-D-glucose, 1,4 o-L-ramnose, ilustrados

na figura 7.

Figura 7 — Estrutura quimica da goma gelana.
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Fonte: PRAJAPATI et al, 2013.

2 Substancias que, por agitagdo, passam do estado gelatinoso para o estado liquido (BAHR JUNIOR,
2012).
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A Glucose, o acido glucurbnico e a ramnose estdo presentes em relagdo molar
2:1:1. E um polieletrolito devido & presenca do &cido galacturénico (AS GRANDES
GOMAS, 2011; CANILHA et al., 2006).

Em 1996, especificagbes da goma gelana foram determinadas através do 46°
Comité de Especialistas Associados em Aditivos Alimentares (JECFA). Estas

especificacdes estdo monstradas na tabela 1 (PRAJAPATI et al., 2013).

Tabela 1 — Especificacdes da goma gelana.

Propriedade Valor

Definicao GG é um polissacarideo de alto peso molecular
produzido por fermentagdo de cultura pura de
carboidratos de Pseudomonas  Elodea,
purificado através do recobrimento com alcool
isopropilico, seco e moido.

Massa molecular Aproximadamente 500.000g/mol.

Descrigao P6 esbranquicado.

Uso funcional Agente espessantes, gelificantes, estabilizador,
etc.

Solubilidade Soluvel em a&agua, formando uma solugéo
viscosa, insoluvel em etanol.

Perda por secagem N&o superior a 15% (105°C, 2,5h).

Teor de chumbo N&o superior a 2mg/kg.

Nitrogénio N&o superior a 3%.

Teste de gel com ion de calcio Adicionar 1g da amostra, 0,59 de cloreto de

sodio, calor a 80°C por 1min. Deixar a solugao
esfriar a temperatura ambiente. Um gel firme é
produzido.

Teste de gel com ion de sédio Para uma solugédo de 1% da amostra, adicionar
0,5g de cloreto de sédio, aquecer a 80°C por
1min. Deixar a solugdo esfriar a temperatura
ambiente. Um gel firme é produzido.

Alcool Isopropilico N&ao superior a 750mg/kg

Fonte: Adaptado de PRAJAPATI et al, 2013.

3.6.1 Propriedades

A obtencédo de polissacarideos de origem microbiana apresenta algumas vantagens
em relagdo a outros tipos de gomas e, por isso, esses polissacarideos tém sido os
mais estudados nos ultimos anos. A preferéncia se deve as suas caracteristicas e
propriedades funcionais, que estdo relacionadas a capacidade de espessar,
capacidade de retencédo de agua e capacidade de manter particulas em suspensao,
dentre outras (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004 apud LIMA, 2011, p. 105). Pode ser

destacado entre os biopolimeros mais utilizados, a goma xantana, com propriedades
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espessantes e estabilizantes e a GG, com propriedades gelificantes (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2005 apud LIMA, 2011, p. 105).

Uma propriedade importante exibida pela GG €& que ela demonstra excelente
estabilidade em vasta faixa de pH, que pode ser de 3,5 a 8,0 (CANILHA et al., 2006),
mas o valor 6timo para a produgcdo de goma gelana varia de 6,5 a 7,0. Ambientes
mais acidos ou mais alcalinos podem reduzir o crescimento celular e

consequentemente reduzir a produgéo da goma gelana (PRAJAPATI et al., 2013).

A GG possui propriedade de formar gel termoestavel e esta caracteristica
proporciona a possibilidade de ser utilizada na substituicdo do agar (CANILHA et al.,
2006). Possui caracteristicas funcionais, tais como alta dureza e transparéncia, baixa
permeabilidade ao vapor de agua e superficies lisas (ALVARADO-GONZALES et al.,
2012).

3.6.2 Aplicagbes

Materiais poliméricos sdo amplamente utilizados, principalmente em aplicagbes de
implantes desde que possam ser fabricados em diversos formatos: fibras téxteis,
filmes, hastes ou bastdes e liquidos viscosos (PARK; LAKES, 2010).

Por ser EPS, a GG possui amplo espectro de aplicagbes na industria alimenticia,
sendo utilizada como espessantes, estabilizantes, emulsificantes, coagulantes,
dispersantes, agentes de suspensdo, formadores de filmes e gelificantes
(SUTHERLAND apud CANILHA et al., 2006; STREDANSKY et al. apud CANILHA et
al., 2006). E também conhecida comercialmente como heteropolissacarideo-60 (PS-
60). Como relatado anteriormente, a GG possui boa estabilidade em pH acido, o que
€ vantagem para produtos a base de frutas. Possui estrutura e propriedades de
grande importancia para aplicagdes nas industrias alimenticias, farmacéutica e
outras (CANILHA et al., 2006).

A produgdo da GG tem sido relacionada ao crescimento celular (CANILHA et al.,
2006).0 hidrogel de GG tem mostrado sustentar eficientemente a distribuigcdo e o
crescimento de condrécitos humanos articulares e suportam a deposi¢cao da Hialina
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como ME, conduzindo a formagado de cartilagem funcional (SILVA-CORREIA et al.,
2012; SILVA-CORREIA et al., 2011).

O hidrogel de alginato, bem como o hidrogel de GG promovem o ambiente ideal
para a recuperacdo de lesbes, uma vez que favorecem hidratacdo para a
recuperacdo dessas lesbes, ndo permitindo reagdes agravantes ao organismo,

propiciando suporte e formagao funcional de cartilagens (CURATEC, 2013).

3.7 Caracterizagao

3.7.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletrbnico de varredura é geralmente utilizado para o estudo de
estruturas superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensodes relativamente
maiores que outros instrumentos. As imagens possuem alta profundidade de foco,
permitindo a analise de diferentes relevos da superficie da amostra simultaneamente
em foco. S&o imagens tridimensionais, sem perda de nitidez. A coluna do
microscopio consiste de fonte de elétrons, lentes eletromagnéticas e bobinas de
varredura operando sob o vacuo. Os sinais emitidos encontram-se sob a forma de
elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados etc.) e
de foétons (fotoluminescentes e raios X) os quais s&o captados por detectores
apropriados. As lentes eletromagnéticas juntamente com os diafragmas sdo usados
para reduzir o diametro do feixe de elétrons e focaliza-los sobre a superficie da
amostra, uma vez que o diametro do feixe produzido diretamente pela fonte de
elétrons convencional € muito grande para gerar a imagem definida em alta
definicdo. Ao atingir a amostra o feixe de elétrons deve entdo ter tamanho menor
que 10nm e corrente suficiente para formar uma imagem definida. As bobinas de
varredura tém funcéo de refletir o feixe e controlar sua varredura sobre a superficie
da amostra (GONCALVES, 2007).
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3.7.2 Difragado de raio X (DRX)

A interacdo entre a radiacdo X e a matéria que a radiagado atravessa resulta no
espalhamento dos raios. No instante em que os raios X sdo espalhados pelo
ambiente ordenado do material, chamado cristal, ocorre a interferéncia, tanto
construtiva quanto destrutiva da radiacido espalhada, pois a distancia entre os
centros espalhadores sdo da mesma ordem de grandeza que o comprimento de
onda da radiagado, resultando assim na difragdo da mesma (SKOOG, HOLLER,
NIEMAN, 2002).

Quando um feixe de raios X atinge a superficie de um cristal em um angulo 6, parte
€ espalhada pela camada dos atomos da superficie. O espalhamento ocorre como
consequéncia da interagdo da radiagdo com os atomos cuja distancia interplanar &
d, onde os feixes refletidos através do cristal apresentardo o fendmeno da difracéo
(figura 8). Assim, podemos escrever que se a diferenga entre seus caminhos o6ticos
for um numero inteiro de comprimentos de onda, havera superposicdo construtiva;
caso contrario havera superposi¢ao destrutiva. Esta condicdo € descrita pela Lei de
Bragg (equacao 1).

2dsenf = nl (1)

onde A € o comprimento de onda da radiagdo, n € o numero inteiro, d é a distancia

interplanar e 6 € o angulo de incidéncia do feixe de raios X.

Figura 8 — Esquema de DRX.

Fonte: PRANDEL, 2006.
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Os padrbes de difragdo de raios X obtidos de uma amostra de alginato de sédio
dependerdo de sua composi¢ao quimica, relacionada aos comprimentos dos blocos
do acido polimanurénico (bloco M) e do acido poligulurénico (bloco G). Nos estudos
de Fabia et al. (2005), os sinais da difragcdo para o acido polimanurdnico sao
indexados em célula unitaria ortorrdmbica com duas cadeias paralelas
horizontalmente com as seguintes dimensdes, a=0,76nm, b=0,86nm e c=1,04nm. O
acido poligulurénico é composto por duas cadeias paralelas verticalmente e possui
0s seguintes pardmetros, a=0,86nm, b=1,07nm e ¢=0,87nm, e também é

ortorréombico.

3.7.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR

A espectroscopia de infravermelho compreende a regidao de radiagdo com numero
de onda com intervalo de aproximadamente 12800 a 10cm™ ou comprimento de
onda de 0,78 a 1000um. Segundo Skoog, Holler e Nieman (2002), o espectro
infravermelho é dividido em faixas de radiacdo que compreendem o infravermelho

proximo, médio e distante, que sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Regides espectrais do infravermelho.

Regiao Intervalo de Regiao de numero de Regiao de
comprimento de onda onda (v), cm” frequéncia (f), Hz
(A), pm
Préximo 0,78a2,5 12.800 a 4.000 3,8x10" a 1,2x10""
Médio 2,5a50 4.000 a 200 1,2x10"* 2 6,0x10™
Distante 50 a 1.100 200 a 10 6,0x10" a 3,0x10"
Mais usada 25a1,5 4.000 a 670 1,2x10"* a 2,0x10"

Fonte: SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002.

A espectroscopia de reflexdo no infravermelho tem apresentado inumeras
aplicacdes, especialmente para amostras solidas que sao de dificil manipulacéo,
como filmes de polimeros por exemplo (SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002).

A tabela 3 apresenta as principais categorias de aplicagbes da espectroscopia de
infravermelho, baseadas nas trés regides espectrais. A regido mais amplamente

utilizada & o infravermelho médio, que vai de 670 a 4000cm™ (A de 2,5 a 14,9 um).
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Tabela 3 — Principais aplicagdes da espectroscopia no infravermelho.

Regides Espectrais Tipo de Medida

Tipo de Analise Tipo de Amostra

Infravermelho proximo Reflectancia difusa

Absorcéo
Infravermelho médio Absorcéo

Reflectancia

Emissao

Infravermelho distante  Absorgéo

Quantitativa Materiais comerciais
solidos ou liquidos
Misturas gasosas

Quantitativa

Qualitativa Compostos puros
solidos, liquidos ou
gasosos

Quantitativa Misturas complexas
gasosas, liquidas ou
soélidas

Cromatogréafica Misturas complexas
gasosas, liquidas ou
soélidas

Qualitativa Compostos puros
solidos ou liquidos

Quantitativa Amostras

atmosféricas

Espécies puras
Qualitativa inorgéanicas ou
organometalicas

Fonte: SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002.

A tabela 4 mostra as principais bandas

de absor¢cdo associadas aos respectivos

grupos quimicos do alginato de sédio em po.

Tabela 4 — Principais bandas de absorgao de infravermelho para o AS.

Bandas (cm™)

Grupos quimicos

3360-3380
2930-2532
1608-1611
1413-1414
1176
1087-1088
947
892
781

Estiramento de O-H
Estiramento de C-H
Estiramento assimétrico de COO"
Estiramento de COO" e estiramento de C-O
Estiramento de C-C
Estiramento de C-O-C
Estiramento de C-O
Estiramento de C-C-H e estiramento de C-C
Estiramento de C-C-O

Fonte: ABREU et al., 2008.

A tabela 5 mostra as principais bandas
grupos quimicos da goma gelana em pé.

de absor¢cdo associadas aos respectivos
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Tabela 5 — Principais bandas de absorgao de infravermelho para a GG.

Bandas (cm") Grupos quimicos
3420 Estiramento de O-H
2920 Estiramento de C-H
1618 Estiramento assimétrico de COO"
1412 Estiramento de COO"
1037 Estiramento de C-O

Fonte: SILVA-CORREA et al., 2011.

3.7.4 Volumetria de complexacao

A titulagdo por complexacdo ou complexometria & uma técnica de analise
volumétrica que utiliza métodos baseados na formagado de compostos complexos
(SILVA; MOTA; MORAES, 2010). Este método de analise quimica consiste na
titulacdo de solugdo com concentragao desconhecida (FERNANDES, 2014). Ela se
fundamenta nas reacdes de formagao de complexos entre ions metalicos e outros
ions ou moléculas. Estes outros ions ou moléculas atuam como bases de Lewis
(doadores de pares de elétrons) que realizam ligagdes coordenadas com os ions
metalicos que, por sua vez, atuam como acidos de Lewis (receptores de pares de
elétrons). Os agentes complexantes sdo chamados de ligantes (representados por
L), podendo ser mono, di, tri, etc. dentados, conforme a quantidade de ligagdes
quimicas que sao capazes de formar com ions metalicos (GRANER; TAMBURINI
JR, 2013). Os agentes complexantes mais uteis sdo os compostos orgéanicos, pois
estes possuem varios grupos doadores de elétrons que formam multiplas ligagdes
covalentes com ions metalicos (SILVA; MOTA; MORAES, 2010).

O acido etilenodiaminotetra acético (EDTA) (figura 9), € extensamente utilizado

como agente complexante, para dosar ions metalicos em solugéo.

Figura 9 — Estrutura do complexo quimico do EDTA.

HOOC - CH, CH, - COO
| |
H-N"-CH,-CH,—-N*'—-H
| |

"00C - CH, CH, - COOH
Fonte: GRANER; TAMBURINI JR, 2013.
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Este forma, com a maioria dos metais, complexos do tipo 1:1 (1 anion ligante para 1
jon metalico) através da forma H,Y?, que sdo solliveis em agua e bastante estaveis.
O EDTA é um ligante hexadentado (sendo quatro grupos carboxilicos e dois grupos
amina) com 6 atomos capazes de aturar como doadores de pares de elétrons (figura
10), que para reagir com o ion metalico (M) os hidrogénios ligados aos grupos
carboxilatos devem ser removidos. Dai a necessidade de meio alcalino para
realizacdo das titulagdes, como em solu¢cdes tamponadas, pois os ions hidroxila
consomem o0s ions hidrogénio liberados na complexagdo, deslocando
favoravelmente as reag¢des no sentido da formagédo do complexo envolvido. (COTTA,
2013; GRANER; TAMBURINI JR, 2013; SILVA; TOFANI; CARDEAL, 2013).

A determinacédo de calcio em mistura pelo EDTA €& de uso corrente, muito difundida,
dada a importancia desse metal para os sistemas bioldgicos. O resultado é

satisfatorio, aléem de ser simples e rapido (GRANER; TAMBURINI JUNIOR, 2013).

Figura 10 — Estrutura do complexo calcio-EDTA.
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Fonte: COTTA, 2013.

3.7.5 Termogravimetria (Thermogravimetric Analysis — TGA)

E uma das técnicas de analise térmica na qual a variacdo da massa da amostra, que
pode ser tanto o ganho quanto a perda dessa massa, € determinada em fungao da
temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra € submetida a variagao controlada de
temperatura (IONASHIRO; GIOLITO, 1980; SILVA; PAOLA; MATOS, 2007). Os
experimentos sdo executados por meio de termobalanca de elevada sensibilidade,
reprodutibilidade e resposta rapida as variagées de massa (SILVA; PAOLA; MATOS,
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2007). Esta técnica permite conhecer as reagdes ocorridas pela massa da
substancia provocadas pelo aquecimento, permitindo correlacionar a faixa de
temperatura em que elas ocorrem, a temperatura em que a massa da substancia
comega a se decompor e, assim, realizar o acompanhamento das reagdes de
desidratacdo, oxidagdo, combustdo, decomposicdo etc. (MATOS; MACHADO,
2007).

3.7.6 Calorimetria Diferencial Exploratéria (Differential Scanning Calorimetry — DSC)

A DSC é a técnica de analise térmica na qual se mede a diferenga de energia
fornecida a substancia e a um material de referéncia (SILVA; PAOLA; MATOS,
2007). A amostra é colocada em uma capsula, posicionada sobre disco, e submetida
ao aquecimento por uma unica fonte de calor. O calor é transferido para a capsula
da amostra por meio do disco, com o fluxo de calor sendo controlado por meio de
termopares conectados ao disco, uma vez que a variacido da temperatura em um
dado momento € proporcional a variagdo da entalpia, a capacidade calorifica e a
resisténcia térmica total ao fluxo calérico (MACHADO; MATQOS, 2007).

3.7.7 Intumescimento de Hidrogéis

O grau de intumescimento é importante para analisar o comportamento do material
estudado mediante a sua absorgao de fluido, pois desde o inicio o material deve ser
mantido em contato para que sua estrutura de rede solvatada possa se deformar
(COSTA JUNIOR, 2008). A proporcéo de ligagcdes cruzadas existente é um fator
importante que afeta diretamente o grau de intumescimento, sendo definida como a
razao entre a quantidade de matéria do agente reticulante e a quantidade de matéria
das unidades de repeticdo do polimero. Quanto maior a razdo de ligagdes cruzadas
maior quantidade de agente reticulante € incorporada a estrutura do hidrogel, no
qual a estrutura ficara mais rigida. Porém, o grau de intumescimento sera maior
quando este apresentar menor razdo de ligagado cruzada (PEPPAS apud COSTA
JUNIOR, 2008).

O grau de intumescimento também pode ser afetado pela composigdo quimica de

um polimero. Os polimeros que contém grupos hidrofilicos absorvem maior
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quantidade de fluidos quando comparados aqueles que contém grupos hidrofébicos,
pois estes minimizam a exposi¢do dos mesmos a agua (PEPPAS apud COSTA
JUNIOR, 2008).

3.7.8 Propriedades mecanicas dos filmes

O ensaio de tragao é considerado um dos ensaios mecanicos de tensao-deformacéao
mais comuns. Nesse ensaio uma carga de tracdo é aumentada de maneira gradativa
e uniaxialmente ao longo do eixo do corpo de provas. A amostra € deformada,
geralmente até a sua fratura. Normalmente a configuragado do corpo de provas é em
forma de uma “gravata borboleta”. Essa configuragdo do corpo de provas é
escolhida porque, durante os ensaios, a deformacgéo fica confinada a regido central
mais estreita (qQue possui uma secao transversal uniforme ao longo de seu
comprimento) e, ainda, para produzir a probabilidade de fratura nas extremidades do
corpo de provas. Um ensaio de tragdo € conduzido de maneira semelhante a do
ensaio de compressdo, exceto pelo fato de que a forga é de distensdo (for¢ca de
alongamento) e o corpo de prova tende a aumentar seu comprimento ao longo da
diregdo da tensdo aplicada. A maquina de ensaios de tracdo é projetada para
alongar o corpo de provas em uma taxa constante, ao mesmo tempo em que mede
continua e simultaneamente a carga que esta sendo aplicada. O resultado de um
ensaio de tragao € registrado como carga ou forga em fungdo de um alongamento
(CALISTER; RETHWISCH, 2012).

3.7.9 Analise da atividade antimicrobiana dos filmes

Os testes de sensibilidade sao indicados para qualquer organismo responsavel por
um processo infeccioso que exija terapia antimicrobiana. Diversos métodos
laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade in vitro das bactérias
aos agentes antimicrobianos. Em muitos laboratérios de microbiologia clinica, utiliza-
se rotineiramente o método de disco-difusdo em agar para testar os patégenos mais

comuns e de crescimento rapido (ANVISA M2-A8).

A atividade antimicrobiana € usualmente determinada por ensaios in vitro utilizando

técnicas de difusdo em agar e diluicdo (macro e microdiluigdo). A técnica de difuséo
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em agar é bastante utilizada, e considerada de facil execugéo, reprodutivel e permite
a experimentacdo de diversas concentragbes da amostra a ser analisada em uma
mesma placa de cultivo (ROZATTO, 2012).

Os ensaios de difusdao sao métodos nos quais o efeito pode ser graduado (figura
11). A amostra a ser testada é colocada em contato com um meio de cultura sélido
inoculado com um microrganismo, onde ocorre o aparecimento de um halo no qual
nao ha crescimento do micro-organismo, denominado halo de inibi¢ao (SILVEIRA et
al., 2009). O uso de antibidticos especificos € necessario, pois desempenham um
papel fundamental para parar de crescer microrganismos (KAMOUN et al., 2013) e

para serem usados como halos de inibigdo comparativos com os das amostras.

Figura 11 — Principio do teste suscetibilidade pela metodologia do disco-difusao.

Fonte: MACHADO; GALES, 2008

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito em 1996 por Bauer e Kirby. A
metodologia Bauer e Kirby para antibiograma é a mais difundida e utilizada até hoje
na rotina de analises clinicas (LABORCLIN, 2011). O teste fornece resultados
qualitativos. O seu principio basico é a difusdo do antimicrobiano na superficie do
agar, a partir de um disco impregnado com o mesmo. Os didmetros dos halos de
inibicdo de crescimento ao redor de cada disco sdo mensurados em milimetros e
relacionados a sensibilidade da amostra bacteriana e a velocidade de difusdo do
antimicrobiano no agar. Apos a medicao dos halos, é feita sua interpretagao,
utilizando os critérios estabelecidos pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute) especificos para a bactéria testada (MACHADO; GALES, 2008).
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Vantagens do método disco-difuséo:

- facil execucao;

« reprodutibilidade;

- utilizagdo de reagentes de baixo custo;

- resultados de facil interpretacao clinica;

- flexibilidade quanto a escolha dos antimicrobianos;

« n&o requer utilizacdo de equipamentos especiais (LABORCLIN, 2011;
MACHADO; GALES, 2008).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etapas do desenvolvimento do trabalho

A figura 12 representa as etapas realizadas no trabalho.

Figura 12 — Fluxograma das etapas de trabalho.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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A Tabela 6 representa a matriz experimental realizada neste estudo.

Tabela 6 — Matriz Experimental.

Filmes AS GG CaCl, Imersio DSC TGA FTIR DRX MEV Intumescimento Volumetriade Espessura Ensaio  Afividade

% 1% 2% emCaCl, complexagdo de  antimicrobiana
(mhv) (miv) (mv) 2% (miv) tragio
AC X - - - X X X X X - - X X X
ACaCl,S X - X - X X X X X X - X X X
A CaClyl X - - X X X X X X X X X X X
ACaCl,SI X - X X X X X X X X X X X X
GGC - X - - X X X X X - - X X X
AGG X X - - X X X X X X - X X X
AGGCaCl,S X X X - X X X X X X - X X X
GGCaClyl - X - X X X X X X X X X X X
AGGCaCll X X - X X X X X X X X X X X
AGGCaCl,SI X X X X X X X X X X X X X X

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

4.2 Materiais
Os reagentes utilizados foram

- Alginato de Sédio em pé da Sigma-Aldrich® (massa molar (MW) = 100.000 g/mol,
com aproximadamente 61% de acido manurénico e 39% de acido gulurdnico,
correspondendo a uma relagao M/G de 1,56);

- Goma Gelana em pé da marca Sigma-Aldrich® (Gelzan™ CM, Fy = 1.000.000);

- Cloreto de Calcio Dihidratado (CaCl, da marca Vetec, PM igual a 147,01);

- Acido Acético na concentracdo de 1% (CH3COOH - Cat.#49199, da marca Sigma-
Aldrich®);

- Hidréxido de Sédio (NaOH da marca Cinética®);

- Mueller Hinton Agar da marca HiMedia Laboratories Pvt. LTDA (Lote 0000128764);
- Sabouraud Dextrose Agar da marca HiMedia Laboratories Pvt. LTDA (Lote
00001262204);

- Disco de Ampicilina 10mcg do laboratério DME® (Diagnésticos Microbiolégicos
Especializados);
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- Disco de Tetraciclina 30mcg do laboratério DME® (Diagnésticos Microbiolégicos
Especializados);

- Disco Anfotericina B 100mcg da CECON® (Centro de Controle e Produtos para
Diagnésticos).

Sais e reagentes em grau analitico (P.A) foram utilizados neste trabalho e em todas

as solugdes foi utilizada agua Milli-Q com resistividade minima 18,0 uQ.cm a 25°C.

4.3 Preparo das solugcoes
4.3.1 Preparo da solucao de AS

A solugao de AS foi preparada a partir de 1% (m/v) de AS em agua deionizada (Dl).
A solucdo foi mantida por 24 horas sob agitagdo de aproximadamente 100rpm.
Posteriormente, sob essa agitacdo foi adicionada gota-a-gota solugdo de acido
acético para corregao do pH a 5,3x0,1. Apdés a completa adicdo o sistema foi
mantido por mais 30 minutos sob a mesma agitagdo. A solucéo foi desaerada em
baixo vacuo com uma pressao de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Apos, a solucéo foi vertida em placas de Petri de poliestireno de 8,5cm de didmetro
e seca a 50°C em estufa por 24 horas.

4.3.2 Preparo das solugdes de GG

A GG, conforme fornecida pelo fabricante, foi dissolvida em agua destilada sob
constante agitacdo para obter uma solugdo de 1% (m/v). A solugdo foi mantida por
24 horas sob agitacdo de aproximadamente 100rpm. Sob essa agitagdo foi
adicionada, em seguida, gota-a-gota solugao de acido acético para corregéo do pH a
5,310,1. O sistema foi mantido por mais 30 minutos sob a mesma agitagdo e
posteriormente desaerado em vacuo com uma pressdao de aproximadamente

350mmHg por 120 minutos.
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4.3.3 Preparo da solugao de CaCl,

A solucao de CaCl; foi preparada a fim de obter uma solugédo de 2% (m/v). Esta foi
mantida por 1 hora sob agitacdo de 100rpm.

4.4 Preparo dos filmes

Os filmes foram preparados a partir das misturas das solugdes descritas nos itens
4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3. Para tanto foi adicionada gota-a-gota 50ml de solugdo de CaCl,
a 2% (m/v) na solugao obtida em 4.3.1 sob agitagdo constante, seguida pela adigao
de solucdo de GG obtida no item 4.3.3. Os fiimes foram obtidos através da
transferéncia da solucéo para placas de Petri de poliestireno de 8,5cm de didametro,
permitindo que a gelificacdo ocorresse em temperatura ambiente por
aproximadamente 5min. Em seguida os filmes foram levados a estufa para secagem
dos mesmos a 50°C por 24 horas. A producdo de fiimes de AS, CaCl, € uma
operagcdo complexa e depende do tipo de alginato utilizado, do grau de conversao
entre o alginato e o calcio, da fonte de ions de calcio (cloreto, fosfato, lactato, etc.) e
do método de preparagao (MANCINI; MORESI; RANCINI, 1999).

Abaixo esta representada a tabela da Matriz do Experimento, com as respectivas
misturas dos reagentes para a formulagao dos filmes (tabela 7).

Tabela 7 — Tabela da mistura dos reagentes para formulag¢éo dos filmes.

Materiais utilizados Filmes sem imersao Filmes com
na mistura dos em CaCl, imersao em CaCl,
reagentes

AS Filme 1 Filme 3

AS+CaCl, Filme 2 Filme 4

GG Filme 5 Filme 8

AS+GG Filme 6 Filme 9

AS+GG+CaCl, Filme 7 Filme 10

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Na tabela 8 estdo descritas de forma detalhada as combinacdes dos filmes obtidos.

Tabela 8 — Tabela da descrigdo dos filmes obtidos.

Filme

Descrigao

Filme 1 - AC

Filme 2 - ACaCl,S

Filme 3 - ACaClsl

Filme 4 - ACaCl,SI

Filme 5 - GGC

Filme 6 - AGG

Filme 7 - AGGCaCl,S

Filme 8 - GGCaCl,l

Filme 9 - AGGCaCl,l

Filme 10 - AGGCaCl,SI

100ml de solucdo de AS 1% (m/v) - filme
controle.

100ml de solugcdo de AS 1% (m/v) + 10ml de
solugdo de CaCl, 2% (m/v) - filme alginato
contendo CaCl,;2% (m/v) apenas na solugao.

100ml de solugao de AS 1% (m/v) - filme alginato
contendo CaCl, 2%(m/v) apenas na imersao.

100ml de solugcdo de AS 1% (m/v) + 10ml de
solugdo de CaCl, 2% (m/v) - filme alginato
contendo CaCl, 2% tanto na solugdo quanto na
imers&o.

100ml de solugdo de GG 1% (m/v) - filme
controle.

100ml de solugao de AS 1% + 100ml de solugao
de GG 1% (m/v).

100ml de solugédo de AS 1% (m/v) + 100ml de
solugcdo de GG 1% (m/v) + 2ml de solugdo de
CaCly 2% (m/v) - filme contendo CaCl, 2% (m/v)
apenas na solugéao.

100ml de solugdo de GG1%(m/v) - filme goma
gelana contendo CaCl, 2% (m/v) apenas na
imerséo.

100ml de solugédo de AS 1% (m/v) + 100ml de
solugdo de GG 1% (m/v) - flme goma gelana
contendo CaCl, 2% (m/v) apenas na imerséo.

100ml de solugédo de AS 1% (m/v) + 100ml de
solugcdo de GG 1% (m/v) + 2ml de solugédo de
CaCly 2% (m/v) - filme contendo CaCl, 2% (m/v)
na solugéo e na imersao.

Fonte: Elaborado pela propria autora.

4.5 Modificagao dos filmes

Os filmes 3, 4, 8, 9 e 10 obtidos no item 4.4, conforme a tabela 7, foram tratados

com diferentes propor¢des de CaCl,, recebendo imerséao em solucdo de CaCl, 2%

(m/v) durante 1 hora. Posteriormente foram secados a temperatura ambiente por 48

horas.



Os procedimentos estao descritos no quadro 1 abaixo:
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Quadro 1 — Procedimento para obtengao dos filmes contendo diferentes proporgdes de cloreto de

calcio (CaCly).

Filmes

Procedimentos realizados

Filme 1:
AC

Os filmes contendo AS foram preparados a partir da
dissolugdo do p6 de AS em agua destilada para obter solugéo
de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24 horas sob agitagcao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugado de acido
acético 1% para regular o pH.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 24 horas.

Filme 2:
ACaCl,S

Os filmes contendo AS e CaCl, foram preparados a partir da
dissolugédo do p6 de AS em agua destilada para obter solugéo
de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24 horas sob agitagao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugado de acido
acético 1% para regular o pH.

Posteriormente, sob agitacdo constante foi adicionada gota-a-
gota solucdo de CaCl,a 2% (m/v). Apdés a completa adicdo o
sistema foi mantido por mais 30 minutos sob a mesma
agitacao.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 24 horas.

Filme 3:
AC3C|2|

Os filmes contendo AS foram preparados a partir da
dissolugdo do p6 de AS em agua destilada para obter solugéo
de 1% (m/v). A solugcéo foi mantida por 24 horas sob agitacao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugdo de acido
acético 1% para regular o pH.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 24 horas.

Os filmes obtidos foram imersos em solugdo de CaCl, 2%
(m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente por 48
horas.

Filme 4:
ACaCl,Sl|

Os filmes contendo AS e CaCl, foram preparados a partir da
dissolugdo do p6é de AS em agua destilada para obter solugéo
de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24 horas sob agitacao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugéo de acido
acético 1% para regular o pH.

Posteriormente, sob agitacdo constante foi adicionada gota-a-
gota solugédo de CaCl, 2% (m/v). Apds a completa adicdo o
sistema foi mantido por mais 30 minutos sob a mesma
agitacao.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de




poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 24 horas.

Os filmes obtidos foram imersos em solugdo de CaCl, 2%
(m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente por 48
horas.

Filme 5:
GGC

Os filmes contendo GG foram preparados a partir da
dissolugéo do p6 de GG em agua destilada para obter solugao
de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24 horas sob agitacao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugéo de acido
acético 1% para regular o pH.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas.

Filme 6:
AGG

Os filmes contendo AS e GG foram preparados a partir da
dissolugédo separada dos poés de AS e GG em agua destilada
para obter solugdo de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24
horas sob agitagdo de aproximadamente 100rpm. Apds a
solugdo de AS 1% (m/v) foi vertida na solugado de GG1% (m/v).
Foi adicionada solucéo de acido acético 1% para regular o pH.
A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com pressao
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas.

Filme 7:
AGGCaCl,S

Os filmes contendo AS, GG e CaCl, foram preparados a partir
da dissolugdo separada dos pos de AS e GG em agua
destilada para obter solugdo de 1% (m/v). A solugéo foi
mantida por 24 horas sob agitacdo de aproximadamente
100rpm. Apos a solugao de AS 1% (m/v) foi vertida na solugéo
de GG1% (m/v). Foi adicionada solugdo de acido acético 1%
para regular o pH.

Posteriormente, sob agitacdo constante foi adicionada gota-a-
gota a solugédo de CaCl, 2% (m/v). Apds a completa adigdo o
sistema foi mantido por mais 30 minutos sob a mesma
agitacao.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas.

Filme 8:
GGCacCl,l

Os filmes contendo GG foram preparados a partir da
dissolugéo do p6 de GG em agua destilada para obter solugao
de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24 horas sob agitacao
de aproximadamente 100rpm. Foi adicionada solugado de acido
acético 1% para regular o pH.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas.

Os filmes obtidos foram imersos em solugdo de CaCl, 2%
(m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente por 48
horas.
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Filme 9:
AGGCaCl,l

Os filmes contendo AS e GG foram preparados a partir da
dissolugédo separada dos poés de AS e GG em agua destilada
para obter solugdo de 1% (m/v). A solugéo foi mantida por 24
horas sob agitagdo de aproximadamente 100rpm. Apds a
solugdo de AS 1% (m/v) foi vertida na solugado de GG1% (m/v).
Foi adicionada solucéo de acido acético 1% para regular o pH.
A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com pressao
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solucdo foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas. Os filmes obtidos foram imersos em solucédo de
CaCl, 2% (m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente
por 48 horas.

Filme 10:
AGGCaCl,SI

Os filmes contendo AS, GG e CaCl, foram preparados a partir
da dissolugdo separada dos pos de AS e GG em agua
destilada para obter solugdo de 1% (m/v). A solugéo foi
mantida por 24 horas sob agitagdo de aproximadamente
100rpm. Apos a solugao de AS 1% (m/v) foi vertida na solugéo
de GG1% (m/v). Foi adicionada solugdo de acido acético 1%
para regular o pH. Posteriormente, sob agitagdo constante foi
adicionada gota-a-gota a solugédo de CaCl, 2% (m/v). Apds a
completa adicdo o sistema foi mantido por mais 30 minutos
sob a mesma agitagéo.

A solugéo foi desaerada em sistema sob vacuo com presséo
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos.
Posteriormente, a solugao foi dividida em placas de Petri de
poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em estufa
por 48 horas. Os filmes obtidos foram imersos em solucédo de
CaCl, 2% (m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente
por 48 horas.

Fonte: Elaborado pela propria autora.

4.6 Caracterizagao da matéria prima e dos filmes
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As matérias primas, AS e GG, foram caracterizadas empregando as técnicas de

analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TGA),

espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho (FTIR) e difragdo de raios-x

(DRX). Os filmes obtidos no presente estudo também foram caracterizados

empregando as técnicas acima, acrescentando-se analise do aspecto visual, da

espessura, microscopia eletrobnica de varredura (MEV),

perfil de hidratacao,

volumetria de complexacdo, propriedades mecéanicas e caracterizagdo bioldgica in

vitro.

4.6.1 Analise térmica dos polimeros AS e GG - Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e Termogravimetria (TGA)
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As analises térmicas do AS e GG (tanto as matérias primas quanto os filmes) foram
determinadas através da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) no equipamento
da marca S|l EXSTAR, modelo DSC 7020 em atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazdo de 90 mL.min"', taxa de aquecimento 10°C min”' com massa de

aproximadamente 2mg em suporte de aluminio, partindo de 30 ate 500°C.

A termogravimetria (TGA) para o AS e GG foi obtida através do equipamento SlI
EXSTAR, modelo TG/DTA 7200, em atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao
de 90 mL.min" e taxa de aquecimento a razdo de 10°C min”', em suporte de
alumina na temperatura compreendida entre 10°C a 900°C. Para a obtencido da
curva de TGA pequena porgao das amostras também foram colocadas em suporte
de alumina (SANTOS et al., 2003).

4.6.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os principais grupos quimicos presentes nos polimeros em po6 e nos filmes foram
associados as bandas de vibragao evidenciadas a partir dos espectros normalizados
obtidos na regido de infravermelho por transformada de Fourier.

A espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho - FTIR para o AS e GG foi
realizada em um espectrofotometro da Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21
equipado com transformada de Fourier, FTIR-8400S e acessorio ATR. A técnica
utilizada foi com 68 varreduras entre 4000cm™ e 500cm™", com resolucéo de 4cm™ e
intervalo de 2cm™. As principais bandas de vibracdo encontradas nos filmes foram
atribuidas aos principais grupos quimicos do alginato de sodio e da goma gelana em
po obtidos anteriormente.

4.6.3 Difragao de raios-x (DRX)

Para a determinacdo dos parametros de cristalinidade dos polimeros AS e GG foi
realizada a técnica de difragdo de raios-X (DRX) dos polimeros no equipamento
SHIMADZU XRD 7000 com 26 variando de 4,00 a 90,00° e passo de 0,06° (COSTA
JUNIOR; MANSUR, 2008). O grau de cristalinidade (GC) foi calculado baseando-se
na equagao 2 descrita a seguir.
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A partir das areas do difratograma, o GC foi calculado pelo programa Microcal

Origin® versado 8.0 tendo como base a area dos picos (AP) e a area total (AT), de
acordo com a equagao 2.

GC =22 x 100 2)
AT

A figura 13 apresenta o difratograma com as regides amorfas e cristalinas
identificadas.

Figura 13 — Difratograma com regiées amorfas e cristalinas.
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Fonte: COSTA JUNIOR, 2008.

4.6.4 Aspecto dos filmes

Os diferentes filmes obtidos foram avaliados qualitativamente quanto aos aspectos
macro morfolégico e macro homogéneo a olho nu e registrados em fotografias

realizadas com camera fotografica digital modelo Sony Cyber-Shot DSC-HX5V 10.2
mega pixels.
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4.6.5 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes secos obtidos foi mensurada através de um micrémetro
eletrdnico externo da Schut®, realizando-se dez medigcdes em diferentes pontos ao
longo da superficie de cada filme.

4.6.6 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

A analise morfologica da superficie dos filmes obtidos foi realizada através da
técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) por meio do equipamento
SHIMADZU SSX-550. As amostras foram cobertas com uma fina camada de ouro
por sputtering e posicionadas a maxima distancia do alvo para evitar danos aos
filmes (COSTA JUNIOR; MANSUR, 2008).

4.6.7 Perfil de hidratacéo dos filmes

Através do grau de intumescimento (Gl) foi avaliado o perfil de hidratagdo dos filmes
obtidos. O Gl foi determinado com amostras em triplicata para cada tempo
determinado, secas em estufa a 50°C e pesadas ap6s a estabilizagdo de peso. Em
seguida as amostras foram colocadas em recipientes contendo solugado tampao pH
7,0+£0,1 obedecendo a relacdo entre a area superficial e o volume de solucédo =
0,7cm™ (OREFICE, 2000). A massa de uma amostra cortada do filme, com
dimensdes de 1,0 x 1,5 cm para filmes de AS + CaCl,; e dimensbdes de 1,5 x 2.0 cm
para fiimes de GG + CaCl; foi quantificada (Mg) e o material imerso em solugéo
tampdo sob temperatura ambiente. Periodos de tempo de leitura foram pré-
estabelecidos, variando de 30, 60, 120 e 1.440 min. Apds a hidratacdo as amostras
foram pesadas novamente, retirando-se o0 excesso de umidade superficial,
colocando-se o filme sobre uma folha de papel filtro, e sua massa intumescida
determinada apds média de seis pesagens. O grau de intumescimento foi calculado
com a variagao da massa inicial (Mp) e da massa das amostras umidas no tempo
(Mi), de acordo com a equacao 3 (GIRATA, 2011; BIGI; PANZAVOLTA; RUBINI,
2004).
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_ Mi-M,

x100 (3)

0

4.6.8 Volumetria de complexagéao

Para determinar a quantidade de calcio contido nas amostras, foi realizada a
titulagdo de complexacao. As solugcdes da imersdo dos filmes foram pipetadas em
triplicata e transferidas para um erlenmeyer (figura 14a), seguindo-se a
padronizacado da técnica de titulagdo. Foi adicionada uma parcela de Erio cromo T
(0,001mg). Posteriormente foi adicionada solugdo tampao de amoénia (figura 14b),
até pH = 10, e esta solugéo foi titulada com solugdo padrédo de EDTA até atingir
coloragao azul (figura 14c e 14d). Apds esse procedimento foi realizado o calculo
para dureza total da agua.

Figura 14 — Etapas de realizagao do ensaio de Volumetria de Complexagéo

A) Solucéo de imersdo com Erio cromo T;

B) Solugéo de imersdo com amonia;

C) e D) Solugao titulada com solugéo padrao de EDTA até coloragdo azul.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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As férmulas utilizadas para o calculo de volumetria estdo descritas abaixo. O calculo

da massa de Ca na solugdo antes da imersao foi realizado através da equacgéo 4.
mCa total = (vip)x [EDTA] x 40,078 x 1073 4)

onde mCa total € a massa inicial de Ca; “vip” é o volume incorporado padrao de
EDTA gasto para titular a solugdo de CaCl, 2%; [EDTA] € a concentragao de EDTA

em mol.L™".

O calculo da massa de Ca na solugdo apds a imersao foi realizado através da

equagao 5.
mCa incorp = (vip — via)x [EDTA] x 40,078 x 1073 (5)

onde mCa incorp. € a massa de Calcio incorporado; “vip” € o volume incorporado
padrao de EDTA gasto para titular a solugdo de CaCl, 2%; “via” € o volume
incorporado da amostra, que corresponde ao volume de EDTA gasto para titular a
solucao de CaCl, 2% apds a imersao; [EDTA] é a concentracédo de EDTA em mol.L
1.

O Calculo do percentual de incorporagéo (% de incorporagdo) de Ca na amostra foi

realizado através da equagao 6.

mcCa incorp

% incorporagdo = x 100 (6)

mcCa total

4.6.9 Caracterizacéo das propriedades mecanicas dos filmes

Os diferentes filmes obtidos foram submetidos a avaliagdo de suas propriedades
mecanicas através do ensaio de tracdo. Neste ensaio os filmes foram secados em
estufa a 50°C e apds foram submetidos a uma tracdo de 50N, com velocidade de
ensaio em 5 mm.min"', sob a forma de gravata borboleta com razdo minima de 8
entre largura e espessura, seguindo as especificagbes da ASTM D882/02 conforme

o que foi realizado por Costa Junior (2008). A tensdo e a deformagédo foram
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calculadas a partir das equacgdes 7 e 8, respectivamente (CALISTER; RETHWISCH,
2012).

A tensao o é definida pela relagao:

o=— (7)

na qual F & a carga instantdnea aplicada na diregdo perpendicular a secgéo
transversal do corpo de provas, em medida de Newton (N), e A € a area da secgéo
transversal original antes da aplicagdo de qualquer carga (em mm?).

A deformacéo foi definida de acordo com a relagéo:

ol _at (8)

lo lo

em que lp € o comprimento original antes de qualquer carga fosse aplicada e |; € o
comprimento instantaneo. Algumas vezes a grandeza lp-li € simbolizada por Al, que
representa o alongamento ou a variagdo no comprimento em dado instante, em
referencia ao comprimento original (CALISTER; RETHWISCH, 2012).

Para a caracterizacdo mecanica dos filmes a analise estatistica usada foi a analise
de variancia (ANOVA One Way) que apresentou resultados significativos com
p<0,05.

4.6.10 Caracterizagao Biologica in vitro - Antibiograma

Na tabela 9 estdo representados os micro-organismos utilizados, bem como meios

de cultura e os antibiéticos de uso especifico para cada um deles.
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Tabela 9 — Micro-organismos, meios de cultura e antibidticos usados no teste de Antibiograma.

Micro-organismo Codigo ATCC Meio de cultura Antibiético
Eschericha coli n. 25922 Agar Mueller Hinton Disco de Ampicilina
10mcg
Staphylococcus aureus n.6538P Agar Mueller Hinton Disco de Tetraciclina
30mcg
Candida albicans _ Agar Sabouraud Disco de Anfotericina B
100mcg

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Foi analisada a atividade antimicrobiana dos filmes frente aos micro-organismos
Eschericha coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans, onde placas de petri
contendo agar foram inoculadas com os mesmos. Cada um destes micro-
organismos expressam reagdes proprias de suas caracteristicas, sendo portanto de
vital importancia o estudo dos mesmos neste estudo, uma vez que eles podem

desencadear diferentes reagdes frente ao corpo humano.

O experimento foi realizado em triplicata, onde as placas anteriormente preparadas
foram inoculadas. Para o inoculo das placas foi utilizado o volume de 200ul da
cultura de cada micro-organismo com concentragdo celular em torno de 10°-10°
cel.ml”. Os filmes foram cortados em formato discoide, com diametro de
aproximadamente 6mm e colocados sobre a superficie dessas placas. As placas
foram incubadas por 24 horas em temperatura de 36°C e posteriormente a atividade
antimicrobiana foi avaliada mediante os didmetros da inibicdo (BODINI, 2011).

Os resultados foram obtidos utilizando um paquimetro digital da marca Starret®,
medindo-se o didmetro dos halos inibitérios de cada disco. Uma tabela padronizada
(tabela 10) foi consultada para determinar se a bactéria em analise é sensivel,

intermediaria ou resistente ao antimicrobiano testado.

Tabela 10 — Valores padrao de halos inibitérios para os respectivos antibiéticos.

Antibidtico R I S

Ampicilina 11mm 12-13mm 14mm

Tetraciclina 14mm 15-18mm 19mm
R = Resistente, | = Intermediario; S = Sensivel.

Fonte: Adaptado de CARVALHO, L. C. F. 2015; LABROCLIN, 2011.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizagao da matéria prima
5.1.1 Analise térmica do Alginato de Saodio (AS)

O grafico abaixo (figura 15) apresenta a curva de DSC do AS em pd sob atmosfera
de nitrogénio (N2) na faixa de temperatura de 30 a 500°C.

Figura 15 — Curva DSC da amostra de AS em p6 sob atmosfera de N, (30 a 500°C).
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Fonte: Elaborado pela propria autora.

Foi observada a ocorréncia de um pico na faixa de temperatura entre 30°C a 200°C,
correspondendo a um evento endotérmico com o apice a 80°C, podendo estar
associado ao processo de desidratacdo da amostra. Esse comportamento foi
observado de forma semelhante para o alginato de soédio no estudo de Tagliari
(2012). Como o evento tem inicio a temperatura ambiente, acredita-se tratar de
umidade. Porém, como o término do processo ocorre em temperatura superior a
100°C este evento pode estar associado a molécula de agua coordenada ou ligada.
Portanto, através da analise dos resultados, o alginato de sédio possui dois tipos de

agua em sua estrutura, uma parcela de agua nao ligada referente a umidade e outra



61

parcela da agua ligada ao polimero. Outro pico observado no grafico presente na
faixa de temperatura de 200°C a 260°C, correspondendo a um evento exotérmico
com o apice a 240°C, pode estar associado ao processo de degradagao do
polimero. Esses resultados foram observados semelhantemente no estudo de
Soares et al. (2004) para o alginato de sédio. Na temperatura de 500°C foi

observado inicio o de um pico correspondendo a decomposi¢cao da amostra.

De acordo com Segato (2007), a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) do AS ocorre
em torno de -25°C, dessa forma, neste estudo em varredura realizada na faixa de
temperatura entre -50°C e 0°C (figura 16) foi constatado a curva de Tg deste
material.

O gréafico mostra fluxo de calor da amostra para aumentar a temperatura até -40°C.
Entre -40°C e -5°C a temperatura aumenta para um fluxo zero. Apds -5°C passa a
ter fluxo para a amostra. Dessa forma a faixa de temperatura entre -40°C e -5°C
sugere rearranjo da estrutura diminuindo a energia interna e levando ao aumento da

temperatura.

Figura 16 — Curva DSC da amostra de AS em p6 sob atmosfera de N, (-50 a 0°C).
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Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Para analise de TGA, o percentual de perda de massa foi obtido através da equacao
9, onde Ml e MF sdo as massas inicial e final de cada etapa e MO é a massa de

partida das amostras no inicio do ensaio.

% de perda de massazM;éWF x100 9)

Na figura 17 é possivel observar a curva de TGA do AS conforme fornecido pelo

fabricante, onde sao evidenciadas trés etapas de perda de massa.

Figura 17 — Curvas da TGA de AS em p6 sob atmosfera de N, (30 a 900°C).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A primeira etapa correspondente a faixa de temperatura entre 24,5°C e 200°C com
perda de 16% em peso, onde se observa a desidratagdo da amostra iniciando em
60°C, resultando no composto anidro. A segunda etapa teve duas transicdes,
correspondendo & faixa de temperatura compreendida entre 200°C e 550°C com
perda de 49% em peso, onde o alginato de sodio registrou a maior perda de massa
entre 205°C a 285°C correspondendo & decomposicdo completa de sua principal
estrutura de suporte, que foi associada a degradagao do alginato de s6dio anidro em
carbonato de sédio (NaCOs) e a desidratagdo. Essa caracteristica também foi
observada nos trabalhos de Sundarrajan et al. (2012). A terceira etapa compreendeu
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a faixa de temperatura entre 550°C e 818°C, com perda de 15% em peso, associada
a decomposicdo do NaCO3; em oOxido de sodio (NaO,) com liberagao de dioxido de
carbono (CO3). O residuo final foi obtido a partir da temperatura de 818°C com

valores na ordem de 20% em peso da amostra inicial.

Estdo apresentados na tabela 11 os valores da TGA e da DSC do alginato de sodio

correspondentes aos eventos térmicos de desidratacdo e decomposigéo.

Tabela 11 — Resultado da TGA e DSC do AS em pé.

Alginato TGA DSC
Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de
temperatura (°C)

Transigao vitrea (Tg) _ _ -25
Desidratagéo 24,4 a 200 16 30 a 200
Degradacao térmica 200 a 550 49 200 a 550
do alginato de sédio
(AS)
Decomposigéo do 550-818 15 A partir de 470
carbonato de sodio
(NaCO;)
Residuo final 818 20

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.1.2 Analise térmica da Goma Gelana (GG)

A curva de DSC da GG conforme fornecida pelo fabricante (figura 18) e sob
atmosfera de nitrogénio na faixa de temperatura entre -50°C e 280°C mostrou picos
endotérmicos a -25°C, sugerindo temperatura de transigao vitrea deste polimero,
pico endotérmico em 51°C e em 218°C associados ao processo de desidratagdo da
amostra. Foi observado também pico exotérmico em 247°C que pode estar
associado ao processo de degradagéo do polimero.
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Figura 18— Curva DSC da amostra de GG em p6 sob atmosfera de N, (30 a 280°C).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Na figura 19 é observa-se a curva de TGA da GG conforme fornecida pelo

fabricante.

Figura 19 — Curvas da TGA da GG em p06 sob atmosfera de N, (30 a 900°C).
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65

O processo de desidratacdo pode ser observado na faixa de temperatura de 37°C a
222°C, havendo perda de 14% em massa desta amostra. Na segunda etapa a faixa
de temperatura de 222°C a 640°C é observada a decomposigao térmica da amostra.
Nesta etapa ha a maior perda em massa, sendo estimada em 62%. O processo de
degradacgéo pode ser observado a faixa de temperatura 640°C a 833°C, com perda
térmica gerando material carbonizado. A perda da amostra em peso foi estimada em
19%. O residuo final foi obtido a temperatura de 833°C e correspondeu a 5% em

peso da amostra inicial.

Estdo apresentados na tabela 12 os valores da TGA e da DSC da goma gelana

correspondentes aos eventos térmicos de desidratagdo e decomposigéo.

Tabela 12 — Resultado da TGA e DSC da GG em pé.

Goma Gelana TGA DSC
Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de
temperatura (°C)
Transigao vitrea (Tg) _ _ -25
Desidratagéo 37 a 222 14 30 a 200
Decomposigéo 222 a 640 62 200 a 260
térmica da Goma
Gelana
Degradacédo da Goma 640-833 19 _
Gelana
Residuo final 833 5

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de infravermelho do AS em pd (figura 20) mostrou absorgdo das
principais bandas em 3243cm™ associada ao estiramento do grupo O-H, a banda de
2926cm™ a 3000cm’, associada ao estiramento do dupleto simétrico e assimétrico
do C-H, em 1592cm™ e 1413cm™, ao estiramento assimétrico de COO", em 1297cm
' e 1021cm™, ao estiramento de C-O, em 1079cm™, ao estiramento de C-C, em
1021cm™, ao estiramento de C-O-C, em 945cm™, ao estiramento de C-O e em

912cm™ ao de C-C-H, em 841cm™, ao de C-C e em 778 cm™' associada ao C-C-O.
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Esses valores sao semelhantes aos valores encontrados nos estudos de Abreu et al.
(2008) e Fan et al. (2006).

Figura 20 — Espectro FTIR e estrutura quimica do AS em poé.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A tabela 13 apresenta as principais bandas associadas aos respectivos grupos
quimicos do AS conforme fornecido pelo fabricante.

Tabela 13 — Bandas encontradas no espectro de infravermelho do AS em pé e seus respectivos
grupos quimicos.

Bandas Grupos quimicos

3243cm™
2926¢cm™ a 3000cm™
1592cm™ e 1413cm’
1297cm™ e 1021cm™

Estiramento de O-H
Estiramento de C-H
Estiramento assimétrico de COO"
Estiramento de C-O

1079cm™ Estiramento de C-C
1021cm™ Estiramento de C-O-C
945¢cm’™ Estiramento de C-O
912cm’ Estiramento de C-C-H
841cm’”’ Estiramento de C-C
778 cm™ Estiramento de C-C-O

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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A figura 21 apresenta o espectro de infravermelho da GG em pé.

Figura 21 — Espectro FTIR e estrutura quimica da GG.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

O espectro de infravermelho mostrou absorgdo das principais bandas em 3344cm™
referente ao estiramento do grupo O-H, em 2920cm™ referente ao estiramento do
grupo C-H, em 1600cm™ referente ao estiramento assimétrico do grupo COO", em
1398cm™ referente ao estiramento simétrico de COO", em 1018cm™ referente ao
estiramento do grupo C-O. Esses valores e grupos quimicos também foram
observados nos estudos de Pereira et al. (2014), Pereira et al. (2011), Silva-Correia
et al. (2011), Coutinho et al (2010).

A tabela 14 apresenta as principais bandas associadas aos respectivos grupos
quimicos do alginato de s6dio em pé.
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Tabela 14 — Bandas encontradas no espectro de infravermelho da GG em pé e seus respectivos

grupos quimicos.

Bandas Grupos quimicos
3344cm™ Estiramento de O-H
2920cm™ Estiramento de C-H
1600cm”™ Estiramento assimétrico de COO"
1398cm’™ Estiramento simétrico de COO"
1018cm™ Estiramento de C-O

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.1.4 Difragao de Raios-X

A figura 22 apresenta o difratograma obtido a partir da amostra de AS em pé.

Figura 22 — Grafico DRX do AS em pé.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

S&o0 observados dois picos de difragcdo em valores 20, o primeiro pico de grande

intensidade em 26=13,5° (d=0,228nm) associado ao plano cristalografico (110),

refletindo o plano da unidade do poliguluronato. O segundo pico de menor

intensidade em 26=21,8° (d=0,141nm) associado ao plano cristalografico (200),

refletindo o plano da unidade do polimanuronato. O terceiro pico € considerado um

halo amorfo. Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos de Sundarrajan et

al. (2012).
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Para calcular o GC das amostras de AS foi aplicada a equacao 2 descrita no topico
4.6.3, onde o valor estimado foi de 10% medindo a area sobre o grafico com

emprego do programa Microcal Origin® versdo 8.0.

A intensidade dos picos esta diretamente correlacionada com o numero de cristalitos
de difragcdo dos raios X. Diante disso, a GG € um material tipicamente semicristalino,
sendo observado através dos picos pontiagudos que aparecem no difratograma das
analises de DRX. Esses resultados também foram encontrados nos estudos de

Pereira et al. (2014). Na figura 23 foram observados dois picos.

Figura 23 — Grafico DRX da GG em p6.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

O primeiro pico de menor intensidade em 26=9,52° (d=0,928nm) e o segundo pico
de maior intensidade em 26=19,38° (d=0,457nm). O GC das amostras de GG foi
calculado através da equacgao 2 descrita no tépico 4.4.3, onde o valor estimado foi

de 38%, bem superior aquele observado para as amostras de AS.
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5.2 Caracterizacao dos filmes AS e GG

5.2.1 Morfologia macroscoépica obtida por aspecto visual

As imagens da figura 24 evidenciam os aspectos macro morfolégicos e de

homogeneidade observados nos filmes preparados a partir de solugbes de AS puro
e de filmes preparados com solugao AS misturado com solug¢ao de CaCls.

Figura 24 — Aspecto dos filmes de AS com CaCl,.

A) Filme AC; B) Filme ACacCl,S; C) Filme ACaCl,Sl; D) Filme ACaClsl.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A imagem 24(a) mostra o filme contendo apenas o AS puro obtido a partir de
solugéo aquosa 1% (m/v) - flme AC - controle. A imagem 24(b) mostra o filme
preparado com a solugdo 1% (m/v) de AS misturada com a solugao 2% (m/v) de
CaCl, - filme ACaCl,;S. A imagem 24(c) contém o filme mostrado na figura 24(b)
submetido a imersao em solugao CaCl, 2% (m/v) - filme ACaCl,SI. A imagem 24(d)
contém o filme mostrado na figura 24a imerso em solugéo de CaCl, 2% (m/v) - filme
ACaClyl. Pelas imagens podemos observar que o filme 24(a) parece ser mais

homogéneo e menos rugoso quando comparado aos filmes mostrados nas figuras
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24(b), 24(c) e 24(d), demonstrando que a presenga de CaCl, promoveu aumento da
rugosidade na superficie dos filmes. Essa rugosidade pode ser associada ao
resultado das ligagdes cruzadas que ocorrem entre o AS e o CaCl,, como relatado
nos estudos de Yang, Xie e He (2010). O filme 24(c) apresentou aspecto mais opaco
que pode estar associado a presenga de CaCl, em maior proporg¢ao, ou seja, devido
a presenga de CaCl;, na solugéo e durante a imersao do filme, que deve ter reagido

na estrutura do polimero.

A figura 25 apresenta o aspecto visual dos filmes contendo GG, AS e CaCl,.

Figura 25 — Aspecto dos filmes de goma gelana com alginato de sédio e CaCls.

A) Filme GGC; B) Filme AGG; C) Filme AGGCaCl,S; D) Filme GGCaCl,l; E) AGGCaCl,l; F)
AGGCaCl,SI.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A imagem 25(a) mostra o filme GG puro obtido a partir de solugdo aquosa 1% (m/v) -
filme GGC - controle. A imagem 25(b) mostra o filme preparado com a solugao 1%
(m/v) de AS misturada com a solugao 1% (m/v) de GG - flme AGG. A imagem 25(c)
mostra o filme preparado com a solugdo de AS 1% (m/v) misturada com a solugéao
de GG 1% (m/v) e com a solugéao 2% (m/v) de CaCl; - filme AGGCaCl,S. A imagem
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25(d) contém o filme mostrado na figura 25(a) submetido a imers&o em solugéo 2%
(m/v) de CaCl, - filme GGCaCl,l. A imagem 25(e) contém o filme mostrado na figura
25(b) submetido a imersdo em solugéo 2% (m/v) de CaCl, - filme AGGCaClyl. A
imagem 25(f) contém o filme mostrado na figura 25(c) submetido a imersédo em
solugéo 2% (m/v) de CaCl, - filme AGGCaCl,SlI.

O filme mostrado em 25(a) aparenta ter leve rugosidade e transparéncia, mantendo
o formato circular ao qual foi submetido a secagem. O fiime 25(d) apresentou
integro, sem defeitos, fissuras ou descontinuidades ao aspecto visual. Além disso,
esse filme apresentou maior opacidade quando comparado ao filme controle, o que
pode ser explicado pela presenga de CaCl, na imersao ao qual este filme foi inserido
dando impresséo dos elementos da solugdo de CaCl, terem reagido com o material
da superficie do filme.

O filme 25(b) ndo apresentou uniformidade superficial quando comparado aos
demais filmes, o que pode estar relacionado a menor resisténcia da superficie dos
filmes sem o travamento dos ions da solugcdo de CaCl,, que durante o processo de
secagem rompeu parte de sua estrutura devido aos esforgos presentes durante a
contracdo em diferentes dire¢des, uma vez que o CaCl, promoveria interagcédo entre
0s polimeros, pois ambos sao anidnicos (COUTINHO et al., 2010; GASEROD et al.,
1998). O mesmo pode ser observado para o aspecto do filme 27(e), porém com
menor descontinuidade, pois o filme recebeu imersdo em CaCl, 2% (m/v) que
desempenhou funcdo de compatibilizante, promovendo interacdo entre os

polimeros.

O filme 25(c) apresentou textura mais lisa com rugosidade menor se comparada
com as demais amostras e superficie plana, reproduzindo o formato da placa ao
qual foi inserido, demonstrando excelente homogeneidade dos polimeros ao CaCls.
Diferentemente, o filme 25(f) que recebeu imersdo em CaCl, apresentou maior
rugosidade na superficie, com alteragdo do seu formato inicial quando comparado
ao filme 25(e).

Os filmes de AS e GG produzidos com CaCl, foram em sua maioria homogéneos,
transparentes e visualmente atrativos. O uso do CaCl, como agente compatibilizante



73

foi necessario para se conseguir uma adequada manuseabilidade dos filmes. Estes
filmes obtidos foram flexiveis e completamente soluveis em a&agua. Zactiti e
Kieckbusch (2006) obtiveram filmes de alginato totalmente soluveis em agua, e
Pavlath et al. (1999) também obtiveram filmes de alginato totalmente soluveis em
agua, porém em um unico estagio de reticulagdo. Formulagbes semelhantes as do
presente trabalho contendo alginato de sodio foram apresentadas por Rajsharad e
Kamble (2008) e Nery (2014) para aplicagdo como filmes, coberturas, liberagéao

controlada de farmacos, dentre outros.

5.2.2 Analise da espessura dos filmes

Na tabela 15 estdo apresentados os valores de espessura obtidos para os diferentes

filmes.

Tabela 15 — Valores de espessura dos diferentes filmes obtidos.

Amostra Espessura
Filme 1 - AC 75+ 41 ym
Filme 2 - ACaCl,S 128 £ 42 uym
Filme 3 - ACaCl,l 166 £ 108 uym
Filme 4- ACaCl,SI 128 £ 42 uym
Filme 5 - GGC 142 + 27 uym
Filme 6 - AGG 104 £ 29 pm
Filme 7 - AGGCaCl,S 63 £ 20 um
Filme 8 - GGCaCl;l 75120 ym
Filme 9 - AGGCaCl,l 118 £ 41 uym
Filme 10 - AGGCaCl,SI 64 + 32 ym

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Segundo a literatura, filmes com espessura entre 66 e 80um podem ser adequados
para utilizacdo no tratamento de lesbées (RODRIGUES, 2008). Neste trabalho as
espessuras meédias dos filmes obtidos variaram de 63 a 166um, porém somente os
filmes AC, AGGCaCl,S, GGCaCll e AGGCaCl,SI estdo dentro dos valores
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sugeridos como adequados. A analise estatistica revelou que diferentes proporgdes
de CaCl, podem interferir na espessura dos filmes de AS, deixando os filmes mais
espessos devido ao acumulo de CaCl, presente em sua superficie como
demonstrado no filme ACaCl,l (espessura de 166um). Entretanto esse tratamento de
imersdo em CaCl; pode contribuir para aumento na rugosidade observada no exame
visual como mostrado na figura 26 compativel com o acumulo de cristais de CaCl,
presentes na superficie, também observado na Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

A propor¢ao de CaCl, presente no fiime da GG diminuiu a espessura dos filmes
como observado no filme GGCaCl,l quando comparado ao filme controle (GGC). O
flme AGG diminuiu sua espessura e manteve seus valores quando recebeu
proporgdes de CaCl, na solugédo ou na imersao (AGGCaCl,S = 63um e AGGCaCl,l
= 64pum).

5.2.3 Analise Morfolégica dos filmes

A analise por MEV da morfologia da superficie dos filmes de AS e CaCl, é
demonstrada na figura 26.

Foi observado que o filme mostrado em 26B (filme ACaCl,SI) apresenta alguns
pontos brancos referentes ao CaCl; e alguns pequenos poros. O filme da figura 26C
(filme ACaClzl) conttm em sua superficie maior parcela de particulado fino
representado por pontos brancos podendo ser referentes a presenca de Ca
depositados apds a imersao do mesmo.

Ambos os filmes das figuras 26B, 26C e 26D apresentaram leve rugosidade em sua
superficie quando comparados ao filme A (filme AC) porém o filme B apresentou
superficie mais homogénea, demonstrando que a presenca de CaCl, tanto na

solugao quanto na imersao promovem maior estabilidade a estrutura obtida.
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Figura 26 — Aspecto dos filmes de AS com CaCl,.
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A) Filme AC; B) Filme ACaCl,SlI; C) Filme ACacCl,l; D) Filme ACaCl,S.
Elaborado pela prépria autora.

Na figura 27 é possivel verificar diferentes aspectos nas superficies dos filmes de
AS, GG e CaCl, através do MEV. Observa-se que as diferentes rotas influenciam na
morfologia dos diferentes filmes obtidos. A figura 27A apresentou estrutura com
padrao regular e presengas de particulado dando aspecto texturizado. Na figura 27B
observa-se presenga de poros irregulares dando impressdo de material com baixa
mistura com superficie mais rugosa. A figura 27C mostra que a adigao de CaCl,
promoveu diminuicdo do numero de poros com presenga de estrias distribuidas em
orientagdo preferencial, textura mais regular que aquela mostrada em 27B,
sugerindo que a reticulagdo pode ter ocorrido superficialmente. A figura 27D
apresentou elevado numero de estrias paralelas, mais finas que os demais filmes
com material demonstrando elevado nivel de organizagdo sem poros, bastante
homogéneo. A figura 27E apresentou padrao com semelhangas entre as imagens
27C e 27D com regides de estrias alongadas mas em menor numero que em “D”,
separadas por regides de aspecto que se aproxima de 27C. A figura 27F mostrou
superficie com material apresentando alguns aglomerados provavelmente por esse

filme conter maiores proporgoes de CaCl, em sua formulagao, levando a rugosidade



76

maior que a apresentada em 27C, sem presenga de estrias paralelas dando
impressao de padrao proximo daquele mostrado em 27C, mas com leve alteragcao
da superficie para o padrdo mostrado em 27E.

Figura 27 — Aspecto dos filmes de goma gelana com alginato de sédio e CaCl,.
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A) Filme GGC; B) Filme AGG: C) Filme AGGCaCl,S; D) Filme GGCaCll; E) AGGCaCl,l; F)
AGGCaCl,SlI.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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5.2.4 Perfil de hidratac&o dos filmes

O intumescimento de uma amostra inicia-se quando as moléculas do solvente
entram na matriz polimérica hidratando os grupos hidrofilicos mais polares (primeiro
estagio de hidratagdo), ocorrendo o intumescimento da rede polimérica como
consequéncia da hidratagdo, que expde os grupos hidrofébicos reorganizando as
moléculas de agua nas proximidades, ocasionando um segundo estagio de
hidratagdo. Posteriormente, moléculas adicionais de agua entram nos intersticios da
rede polimérica, ocupando o espaco existente entre as cadeias dessa rede, 0s
microporos, macroporos abertos e fechados. Essa agua adicional € chamada de
agua de preenchimento. O filme comega a se desintegrar, dependendo de sua

composicao, da temperatura, do pH do meio e do tempo de imersdao (HOFFMAN,
2002).

A figura 28 apresenta as curvas do grau de intumescimento dos filmes em solugéo
tampao pH 7£0,5.

Figura 28 — Perfil de intumescimento dos filmes em solugéo tampéao de pH (7+0,5).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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O ensaio de intumescimento realizado nos filmes de AS, GG e CaCl; apresentaram
um padrao inicial de rapido aumento de volume ao exame visual. Os fiimes AC e
GGC nao foram mostrados no grafico do ensaio de intumescimento, pois 0s mesmos
se degradam na agua em curto periodo de tempo. De maneira geral, observa-se que
os filmes sem a GG em sua composi¢cado apresentam maior grau de intumescimento
comparados aos filmes que contém a GG. Porém, os fiimes contendo GG
mantiveram sua estrutura até tempo de 24h de imersdo no meio utilizado para o
ensaio (1.440min), enquanto os filmes sem GG degradaram completamente. Pode-
se dizer que neste estudo a GG contribuiu para gerar capacidade maxima de
intumescimento para periodos de até 24h (maior tempo analisado neste estudo),
auxiliando na estrutura desses filmes para que os mesmos nédo se degradassem. A
partir de 60 minutos os filmes AGGCaCl,l e AGGCaCl,S diminuiram o grau de
intumescimento, porém aumentaram a taxa de intumescimento a partir de 120
minutos. A partir de 120 minutos o filme AGG teve diminuicdo na taxa de
intumescimento e o filme GGCaCl,l diminuiu a taxa de intumescimento a partir de 60
minutos, indicando ser este o tempo de capacidade maxima de intumescimento
nestes filmes, sugerindo que a imersdo em CaCl, promoveu travamento da estrutura
superficial do filme limitando a capacidade do filme expandir e absorver mais volume
na estrutura interna do filme. Apesar da imersao em CaCl, melhorar o aspecto dos
filmes e a auxiliar provavelmente nas propriedades mecanicas destes filmes, ela
diminuiu o grau de intumescimento, que era de se esperar, até pela morfologia ja
apresentada na microscopia da figura 26D. O unico filme que aumentou
gradativamente o grau de intumescimento foi o filme AGGCaCl,;SI, que antes de
reagir com a solugdo de CaCl, na imersao recebeu na mistura o CaCl, capaz de
promover estrutura interna mais porosa e regular, como observado na figura 27F.
Essa estrutura mais definida pelo CaCl, reagido no volume pode ter limitado o

travamento exclusivo na superficie como aquela figura 27E.

5.2.5 Analise térmica dos filmes

A curva de DSC dos filmes de AS e CaCl; obtidos € apresentada na figura 29, que
evidenciou amplos picos endotérmicos para os filmes AC em 64,8°C, ACaCl,S em
78,65°C, ACaCl,SI em 73,8°C e para o filme ACaCl,l, em 86,4°C. Esses picos

endotérmicos foram associados a presenga de moléculas de agua na amostra, e
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podem relacionar-se ao processo de desidratacdo da amostra. Esses resultados
também estdo compativeis com os encontrados nos estudos de Sankalia et al.
(2007). Observou-se picos de maior intensidade para os filmes ACaCl,S e ACaCl,SlI,
podendo associar a presenca de CaCl, na solugdo dos mesmos. O filme ACaCll
apresentou maior temperatura de desidratagcdo e menor intensidade de calor quando
comparado aos filmes ACaCl,S e ACaCl,SlI.

Um segundo pico exotérmico apresentou apice em 209,3°C para o fime AC, em
201,5°C para o filme ACS, em 200,2°C para o filme ACaCl,SI| e em 207,8°C para o
filme ACaCl,l. Este pico pode ser associado ao processo de decomposicido da
amostra. Observa-se maior intensidade para os picos dos fiimes ACaCl,S e
ACaCl,S| podendo ser associada a presenga de CaCl, na solugao destes filmes,
sendo o filme ACaCl,;SI de maior intensidade quando comparado ao filme ACaCl,S,
provavelmente devido a presenca de maior proporcao de CaCl,, tanto na solugao

guanto na imersao do mesmo, promovendo maior estabilidade da amostra.

Figura 29 — Curvas de DSC para os filmes de AS + CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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O pico 86,4°C para o filme ACaCl,l pode estar relacionado com a estrutura interna
do filme gerando possibilidade de volume maior de agua associado ao polimero, que
necessita de maior fluxo de calor para remover a agua. De outra forma a imerséo
das amostras com CaCl, promove novas ligagdes quimicas que diminuem sitios de
ligacbes com a agua, sendo necessario diminuigdo do fluxo de calor para desidratar
os filmes. De outro modo, os picos de degradacgao dos filmes com adigao de CaCl,
na solugdo sao maiores, indicando maior dificuldade de romper o maior numero de

ligacdes estabelecidas na estrutura do polimero.

Um terceiro pico foi observado e pode ser atribuido a temperatura de carbonizagao
das amostras, com maximo em 260°C para o filme AC, 265°C para o filme ACaCl,S,
269,7°C para o fime ACaClyl e 273,5°C para o filme ACaCl,SI. Os picos de
carbonizagao também mostram maiores fluxos de calor para maiores propor¢des de
CaCl, adicionadas aos sistemas. Resultados semelhantes foram encontrados nos
estudos de Nery (2014).

Na figura 30 é possivel observar a curva de TGA para os diferentes filmes obtidos.

Figura 30 — Curvas da TGA para os filmes de AS + CaCl, sob atmosfera de N, (30 a 9000C).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Os filmes de AS e CaCl, apresentam trés etapas de perda de massa (desidratagao,
decomposicéo térmica do AS e decomposi¢cdo do Na,COs). Os dados enfatizados
foram em relacdo a desidratacdo e a decomposi¢cao térmica. Os valores dos
intervalos de temperatura referentes aos eventos térmicos observados na TGA séo
comparaveis aos observados na DSC. Os resultados foram semelhantes aos
resultados do polimero em pé. O fiime ACaCl,S apresentou perda de massa
percentual semelhante ao filme controle (AC) na primeira etapa, ambos com 17% de
perda em peso. Os filmes de AS que continham imersdo em CaCl, (ACaClyl e
ACaCl,Sl) também tiveram perda de massa percentual semelhante na primeira
etapa (19% de perda em peso). Na segunda etapa, os filmes ACaCl,S e ACaClal
apresentaram perda de massa semelhante (44% e 42%) e menor quando
comparados ao filme AC - controle (51% de perda em peso). Ja o filme ACaCl,SI
apresentou maior perda de massa percentual (58%) quando comparado ao filme

controle.

A tabela 16 apresenta os valores de temperatura e perda de massa associado a
cada evento térmico dos filmes de AS e CaCl, obtidos através das técnicas de TGA
e DSC.

Tabela 16 — Resultado da TGA e DSC para analise do comportamento térmico das amostras dos
filmes de AS + CaCl,.

TGA DSC
Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de
temperatura (°C)
Filme AC
Desidratacao 17,8 - 213,6 17 64,8
Decomposigéo 213,6 - 571 51 209,3

térmica do alginato de
sédio (Naalg)

Decomposigao do 571 -702 13 -
carbonato de sédio

(NaCO3)

Filme ACaCl,S

Desidratagao 19,8 — 194,8 17 78,6
Decomposigao 194,8 — 456,5 44 201,5

térmica do alginato de
sédio (Naalg)
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Decomposigao do 456,5 - 622 16 _
carbonato de soédio

(NaCO3)

Filme ACaCl,l

Desidratacao 17,9 - 180 19 86,4
Decomposigao 180 - 465 42 207,8

térmica do alginato de
sodio (Naalg)

Decomposigao do 465 - 625 18 _
carbonato de soédio

(NaCO3)

Filme ACaCl,SI

Desidratagéo 20,5-189 19 73,8
Decomposigao 189 — 490 58 200,2

térmica do alginato de
sodio (Naalg)

Decomposic¢ao do 490 - 667 12
carbonato de sédio
(NaCO3)

Fonte: Elaborado pela propria autora.

A curva de DSC dos filmes de AS, GG e CaCl, obtidos & apresentada na figura 31,
que evidenciou pico endotérmico para o filme GGC em 61°C, para o filme AGG em
100°C, para o filme AGGCaCl,S em 53°C, para o filme GGCaCl,| em 84°C para o
flme AGGCaClyl em 58°C e para o filme AGGCaCl,SI em 51°C. Esses picos
endotérmicos podem ser associados ao processo de desidratagdo da amostra, e
apresentaram intensidade praticamente inexistente quando comparado aos filmes
que continham apenas AS e CaCl, em sua composicdo. Esse fato pode ser
explicado pela presenca da GG nestes filmes, promovendo maior estabilidade
térmica aos mesmos, indicando que a GG tem maior capacidade de fazer ligagcéo
entre as cadeias, além de ser mais cristalina com menor taxa de hidratagdo. Um
segundo pico exotérmico apresentou apice em 235°C para o filme GGC, em 210°C
para o filme AGG, em 232°C para o fime AGGaCl,S, em 221°C para o filme
GGCaClyl, em 205°C para o filme AGGCaCl,l e em 236°C para o filme AGGCaCl,Sl.
Esse pico esta associado ao processo de decomposicdo da amostra. Observa-se
menor temperatura de decomposicdo térmica e maior intensidade de calor nos
fimes AGG e AGGCaClyl, o que pode estar associado a materiais que nao
formaram ligagées com os ions Ca pois n&o receberam as solu¢des de CaCl, em

sua formulagéo.
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Um terceiro pico foi observado com maximo em 250°C para o filme GGC, 251°C
para o filme AGG, 253°C para o filme AGGCaCl,S, 251°C para o filme GGCaCl.|,
252°C para o filme AGGCaCl,yl e 253°C para o filme AGGCaCl,SI. Esse pico foi
atribuido a temperatura de carbonizagao das amostras.

Figura 31 — Curvas de DSC para os filmes de AS + GG + CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Na figura 32 é possivel observar a curva de TGA para os diferentes filmes contendo
AS, GG e CaCl,. Dois eventos térmicos acontecem, sendo o primeiro relacionado a
desidratacdo e o segundo a decomposi¢do. Os valores dos intervalos de
temperatura referentes aos eventos térmicos observados na TGA s&o comparaveis
aos observados na DSC. Os resultados foram semelhantes aos resultados do
polimero em p6 da GG e diferentes do polimero em pé de AS. Na primeira etapa, o
filme GGC apresentou perda de massa percentual de 12%, o filme AGG de 13,5%, o
flme AGGCaCl,S de 15%. Os filmes GGCaCl,l e AGGCaCl;l apresentaram
resultados semelhantes nesta etapa, sendo 18% em perda de peso para ambos. Ja
o filme AGGCaCl,SI apresentou maior perda em peso, 53%. Na segunda etapa, os
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filmes AGG e AGGCaCl,S apresentaram perda de massa percentual semelhante
(54,5% e 55%). O filme AGGCaCl,l apresentou 51,5% em perda de massa estes
filmes tiveram menor perda de massa quando comparados ao filme controle. O filme
GGCaClyl teve a maior perda de massa percentual, 62% e o filme AGGCaCl,SI teve

a menor perda de massa percentual, 28,5% quando comparado aos outros filmes e
também ao filme controle.

Figura 32 — Curvas da TGA de AS + GG + CaCl, sob atmosfera de N, (30 a 900°C).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A tabela 17 apresenta os valores de temperatura e perda de massa associado a

cada evento térmico dos filmes de AS, GG e CaCl, obtidos através das técnicas de
TGA e DSC.



Tabela 17 — Resultado da TGA e DSC para analise do comportamento térmico das amostras dos

filmes de AS + GG + CaCl..
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TGA

DSC

Evento térmico

Temperatura (°C)

Perda de massa (%)

Faixa de
temperatura (°C)

Filme GGC

Desidratacao 32,30 - 203 12 61

Decomposigéo térmica 203 - 467 57 235
Filme AGG

Desidratacao 36,5-193 13,5 100
Decomposigao térmica 193 - 475 54,5 210
Filme AGGCaCl,S

Desidratacao 34,65 - 195 15 53
Decomposigao térmica 195 - 526 55 232
Filme GGCaCl,l

Desidratacao 32,24 - 197,5 18 84

Decomposigao térmica 197,5 — 645,3 62 221
Filme AGGCacCl,l

Desidratacao 33-1853 18 58

Decomposigao térmica 185,3 — 576,15 51,5 205
Filme AGGCaCl,SI

Desidratagéo 25,94 - 145 53 51

Decomposigao térmica 145 - 595 28,5 236

Fonte: Elaborado pela propria autora.

5.2.6 Analise dos grupos quimicos dos filmes

O espectro de infravermelho dos filmes de AS e CaCl, (figura 33) mostrou ampla

banda de absorgao entre 3500cm™ a 3100cm™ referente ao estiramento do grupo O-

H. A medida que a quantidade de CaCl, aumenta ocorre o alargamento dessa

regido, o que pode ser observado principalmente no filme ACaCl,Sl que contém

maior proporcdo de CaCl,. Entre 2965cm™ e 2913cm™ observa-se a banda referente

ao estiramento do dupleto simétrico e assimétrico do C-H de baixa intensidade nos

flmes. Em 1592cm™ e 1394cm™ refere-se ao estiramento assimétrico de COQ,

indicando que o Ca pode ter reagido nesses sitios COO  do alginato para

estabelecer ligacdes entre cadeias, observando diminuigdo da intensidade nesta

regido dos filmes que contém CaCl,. Em 1294cm™ e 1073cm™ ao estiramento de C-
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0, em 1119cm™ e 843cm™ ao estiramento de C-C, em 1018cm™ ao estiramento de
C-0-C, em 965cm™ ao estiramento de C-O e em 912cm™ ao de C-C-H e em 822 cm
! referente ao C-C-O. Observa-se nos filmes que, o aumento das proporgdes de
CaCly, ocorre uma diminuicdo da intensidade nessas regides. Esses valores sao

semelhantes aos valores encontrados nos estudos de Nery (2014).

Figura 33 — Espectro FTIR dos filmes de AS e CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A figura 34 apresenta o espectro de infravermelho dos filmes de AS, GG e CaCl..
Observa-se ampla banda de absorcdo entre 3700cm™ a 3100cm™ referente ao
estiramento do grupo O-H, em 2929cm™ a 2895cm™ referente ao estiramento do
dupleto simétrico e assimétrico do C-H, que teve intensidade maior no filme
AGGCaClyl. As faixas de absorcdo entre 1721cm™ e 1598cm™, e entre 1446cm™ e
1396cm™ referem-se ao estiramento do grupo COO’, que teve maior intensidade nos
fimes AGG e AGGCaClyl quando comparados aos outros filmes obtidos. O
estiramento do grupo C-O pode ser observado entre 1193cm™ e 1155cm™ e entre
1028cm™ e 1020cm™. Ha semelhanca na intensidade e amplitude das bandas de
absorcdo dos filmes que contém proporgcdes de CaCl, na solugdo dos mesmos,
demonstrando a importancia da presenca do CaCl, nestes filmes, desempenhando
funcao reticulante na organizagéo estrutural dos polimeros alginato de sodio e GG, o
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gue nao pode ser observado quando comparados as bandas de absor¢ao dos filmes
AGG, que nao recebeu CaCl, e AGGCaCl,l, que recebeu CaCl, apenas na imersao,
sugerindo neste caso, que proporgao de CaCl, apenas na imersao nao foi suficiente

para desempenhar a funcao reticulante entre os polimeros.

Figura 34 — Espectro FTIR dos filmes de GG, AS e CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.2.7 Volumetria de complexacao

A tabela 18 representa a quantidade de CaCl, absorvido pelas amostras que
receberam imersao. Observa-se que o filme ACaCl,SI absorveu maior quantidade
de CaCl, (4,89%), corroborando com os resultados na analise do aspecto visual
descrito no topico 5.2.1, onde € encontrado um aspecto esbranqui¢cado na superficie
do filme referente ao acumulo de CaCl, na superficie deste filme. O fiime ACaCl.l
também absorveu grande quantidade de CaCl; (4,23%). O filme GGCaCl,l absorveu
menor quantidade de CaCl, (3,09%). Os filme AGGCaCl,SI absorveu menor
quantidade de CaCly (3,14%) quando comparado ao fiime AGGCaCl,l (4,06%),
diferenca de 23%. Esse fato pode ser explicado pela presenca de CaCl, em maiores
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propor¢cdes no filme AGGCaCl,Sl, demonstrando a interacdo dos polimeros na
presenca de CaCl,, desempenhando fungdo reticulante, promovendo interacao
polimérica neste estudo. O AS possui uma estrutura mais rigida, fazendo com que o
volume interno livre seja maior e portanto, permite maior absor¢do de CaCl, pois
possui mais sitios possiveis de ligacdo com o mesmo. A GG possui cadeias mais
flexiveis quando comparada ao AS e apresentou maior cristalinidade, ficando assim
com menor numero de sitios de ligagdo com o Ca, absorvendo menor quantidade de
CaCls.

Tabela 18 — Porcentagem de absorgéo de CaCl, pelos filmes que receberam imersao.

Amostra % De absorgao de CaCl,
ACaClyl 4,23
ACaCl, Sl 4,89
GGCaCl,l 3.09
AGGCaCl,l 4,06
AGGCaCl,SlI 3,14

Fonte: Elaborado pela propria autora.
5.2.8 Determinagdo dos parametros de cristalinidade dos filmes

Através do programa Microcal Origin® versdo 8.0 o grau de cristalinidade dos filmes
foi estimado. A figura 35 apresenta o difratograma obtido.O filme AC apresenta grau
de cristalinidade de 10,7%, o filme ACaCl,SI de 24%, o filme ACaCl,S de 15,5% e o
filme de ACaCl,l de 10%. Na analise do difratograma € possivel observar que a area
dos picos de alginato de sddio apresentam aumento dos picos quando relacionados
ao CaCl,.

O pico da difracdo do AS em torno de 13° aumenta nos filmes compostos por
alginato de sédio e CaCl,, tendo grande intensidade em 26=13° (d= 0, 657nm) no
filme ACaCl,Sl e é praticamente inexistente no filme ACaCl,l. Isso sugere que ha
interagcéo entre o AS e o CaCl,, favorecendo a organizagdo estrutural, aumentando a
cristalinidade do AS. Essa intensidade de reflexo de difragdo muda quando o
conteudo de ions Ca” aumenta. Resultados semelhantes também foram observados

nos estudos de Fabia, Slusarezyk, Gawlowski (2005).
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Figura 35 — Difrag&o de raios X dos filmes de AS e CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A figura 36 apresenta o difratograma para os filmes de alginato de sddio, GG e
CaCls.

O filme GGC apresenta GC de 26,7%, o fiime AGG de 26,8%, o flme AGGCaCl,S
de 25,7%, o filme GGCaClzl de 23,5%, o filme AGGCaCl,l de 21,4% e o filme
AGGCaCl,SI| de 24%. Na analise do difratograma dos filmes obtidos é possivel
observar que as areas dos picos apresentaram diminuigdo a medida que ocorreram
combinagao entre os polimeros AS e GG na presenga de CaCly, sugerindo que a
interagdo molecular entre eles diminui a organizagdo estrutural, reduzindo a
cristalinidade dos mesmos. Estes resultados também foram observados nos estudos
de Nery (2014) e Fan et al. (2006).



90

Figura 36 — DRX dos filmes de AS, GG e CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.2.9 Caracterizacao das propriedades mecanicas dos filmes

A tenacidade é a habilidade de um material em absorver energia até sua a fratura.
Portanto, quanto mais fragil o material, menor é sua tenacidade. O moddulo de
elasticidade € a resisténcia do material a deformacao elastica. Quanto maior o
modulo de elasticidade, mais rigido sera o material. A porcentagem de alongamento
refere-se a ductilidade, sendo uma medida do grau de deformacgao plastica até a
fratura. A tensdo maxima de tragdo é influenciada pelo grau de cristalinidade e pela
tenacidade (CANEVALORO, 2002).

Na tabela 19 estdo apresentados os valores obtidos das propriedades mecénicas
avaliadas.
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Tabela 19 — Tenacidade, Limite de Resisténcia a Tragdo, Mddulo de Elasticidade, % de alongamento
dos filmes e Limite de escoamento dos filmes obtidos.

Amostras Tenacidade Limite de Médulo de % de Limite de
(MJ/m®) resisténcia a elasticidade alongamento escoamento
tracao (MPa) (GPa) (MPa)
AC 205,7 £ 199,4 43,3+10,7 0,13+ 0,03 57+3,5 32,1+6,5
ACacCl,S 205,0 + 149,3 56,7 +17,9 0,14 £ 0,02 54+28 40,1+ 10,1
ACacCl,l 32,7+43,.2 22,7+249 0,08 + 0,08 23+0,8 10,1+ 34
ACacCl,SI 122,0+ 70,0 59,5+ 27,5 0,18 £ 0,05 42+20 50,0 + 16,8
GGC 15,0+ 13,7 12,9+10,7 0,07 £ 0,02 21+05 18.9+0,8
AGG 266,9 +401,5 42,2+30,9 0,08 + 0,01 6,8 +£6,6 29,2+9,2
AGGCacCl,S 200,2+184,4 65,2 + 39,2 0,14 + 0,06 54+1,3 52,4 +5.2
GGCacCl,l 186,5 + 84,4 37,6 +155 0,05+ 0,01 73+29 32,7+16,4
AGGCacCl,l 358,1 + 240,7 67,5+ 18,5 0,16+ 0,0 7,7+31 34,0+ 3,3
AGGCacCl,SI 382,2 +280,9 93,3 + 35,1 0,21 + 0,05 6,9 £ 3, 58,7+ 10,2

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Os principais resultados a serem discutidos foram selecionados na tabela 19 e
reorganizados na tabela 20. De acordo com os resultados encontrados, os filmes
obtidos com as blendas AS/GG, combinados a maiores propor¢des de CaCl,,
apresentaram valores maiores de limite de resisténcia a tragdo quando comparados
aos filmes controle de AS e GG puros, sendo que o filme GGC apresentou 0 menor
valor de resisténcia a tracdo. Esses resultados podem estar relacionados com a
reacao do CaCl, na superficie dos filmes. Pois, as amostras preparadas com GG
submetidas a imersdo podem formar estrutura da camada externa com maior
densidade de ligagdes. Esse processo pode resultar em aumento da resisténcia dos
filmes, quando comparado com os filmes preparados com AS, que produziram
estrutura menos cristalina para o mesmo processo de imersio. De fato, quanto mais

cristalina a estrutura, maior devera ser a densidade e a rigidez do material.
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Tabela 20 — Tenacidade, Limite de Resisténcia a Tragdo, M6dulo de Elasticidade, % de alongamento
dos filmes e Limite de escoamento dos filmes controle e AS+GG com maiores proporgdes de CaCl,.

Amostras Tenacidade Limite de Médulo de % de Limite de
(MJ/m®) resisténcia a elasticidade alongamento escoamento
tracao (MPa) (GPa) (MPa)
AC 205,7 £ 199,4 43,3+10,7 0,13+ 0,03 57+35 321+6,5
GGC 15,0 £ 13,7 12,9 £ 10, 0,07 £ 0,02 21+0,5 18.9+0,8
AGG 266,9 + 401,5 42,2+30,9 0,08 + 0,01 6,8+6,6 29,2+9,2
AGGCaCl,S 200,2 + 184,4 65,2 + 39,2 0,14 £ 0,06 54+1,3 52,4 +5,2
AGGCaCl,l 358,1 + 240,7 67,5+ 18,5 0,16+ 0,0 7,7 £3,1 340+3,3
AGGCaCl,SI 382,2 +280,9 93,3 + 35,1 0,21+ 0,05 6,9+3,7 58,7 £ 10,2

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Nos filmes preparados com as misturas dos dois polimeros, verifica-se que a medida
que as propor¢gdes de CaCl, aumentam a resisténcia a tragdo também apresenta
incremento. Com relacédo a tenacidade, os filmes contendo os dois polimeros e as
maiores proporgdes de CaCl, (AGGCaCl,Sl) apresentaram maiores valores quando
comparados aos demais filmes, sendo que a presenca da GG nos filmes influenciou
os valores da tenacidade, de forma a levar ao seu incremento. Percebe-se que, a
medida que ha misturas dos dois polimeros e aumento das proporcdes de CaCl, ha
aumento nos valores da porcentagem do alongamento, do modulo de elasticidade e
do limite de escoamento, indicando que o uso de CaCl, nestes polimeros possa
atuar como agente de reticulagdo melhorando as propriedades mecénicas desses
materiais. O limite de escoamento seguiu 0 mesmo padrdo de comportamento
relacionado as outras propriedades mecanicas. Resultados semelhantes foram
encontrados nos estudos de Coutinho et al. (2010), porém naquele trabalho os
autores estudaram GG associada ao Metacrilato, utilizando CaCl, como agente de

reticulagao.

A figura 37 apresenta o grafico do comportamento mecanico padrdo dos filmes
obtidos.
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Figura 37 — Comportamento mecéanico dos filmes obtidos.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.2.10 Caracterizagao bioldgica dos filmes in vitro

Segundo Kamoun et al. (2013) e Liakos et al. (2013), alginato tem sido largamente
utilizado em aplicagdes biomédicas como curativos, scaffolds ou materiais cirurgicos,
e é altamente capaz de aderir-se em uma lesdo. Os alginatos ativam macrofagos
humanos e geram sinal pré-inflamatério que inicia a cicatrizagao de feridas (LIAKOS
et al., 2013). No presente estudo, os filmes estudados sdo compostos por AS, GG e

CaCl, onde estao relacionados na tabela 21.
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Tabela 21 — Descricdo das amostras para o ensaio de Antibiograma.

Amostra Filme
Amostra 1 AC
Amostra 2 ACaCl,S
Amostra 3 ACaClyl
Amostra 4 ACaCl,SlI
Amostra 5 GGC
Amostra 6 AGG
Amostra 7 AGGCaCl,S
Amostra 8 GGCaClal
Amostra 9 AGGCaClyl
Amostra 10 AGGCaCl,SlI

Fonte: Elaborado pela propria autora.

A figura 38 demonstra o comportamento dos filmes e do disco antibidtico na
presenca da Escherichia coli. Observa-se que as amostras 1, 2, 3 e 4 diluiram ao
meio agar Mueller Hinton e n&o apresentaram diametro de inibigdo para a bactéria
Gram negativa Escherichia coli. Ja as amostras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 ndo apresentaram
didmetro de inibigdo, mas nao diluiram ao meio agar Mueller Hinton. Porém o
antibidtico Ampicilina 10mcg formou halo de inibicdo com diametro de 12,61 + 0,96
mm em todas as placas contendo micro-organismo Escherichia coli, onde pode dizer
que, de acordo com a tabela 10, este micro-organismo teve sensibilidade
intermediaria ao antibiético Ampicilina. Resultados semelhantes foram observados
no estudo de Rodrigues et al. (2008), que estudaram filmes compostos por alginato
de sédio e quitosana, onde os mesmos nao apresentaram diametro de inibic&o.
Esse resultado sugere que o comportamento dos materiais estudados frente ao

microrganismo n&o apresentou reagbes ao mesmo.
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Figura 38 — Atividade antimicrobiana dos diferentes filmes obtidos para a bactéria Escherichia coli.

1) Filme AC; 2) Filme ACacCl,S; 3) Filme ACaClyl; 4) Fiime ACaCl,SI. 5) Filme
GGC; 6) Filme AGG; 7) Filme AGGCaCl,S; 8) Filme GGCaCl,l; 9) AGGCaClyl;
10) AGGCaCl,SlI.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Na figura 39 estao representadas amostras na presenga da bactéria Staphylococcus

aureus.

Figura 39 — Atividade antimicrobiana dos diferentes filmes obtidos para a bactéria Staphylococcus
aureus.

1) Filme AC; 2) Filme ACacCl,S; 3) Filme ACaCl,l; 4) Fiime ACaCl,SI. 5) Filme
GGC; 6) Filme AGG; 7) Filme AGGCaCl,S; 8) Filme GGCaCl,l; 9) AGGCaCl,l;
10) AGGCaCl,SlI.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Observa-se que a amostra 1 diluiu ao meio agar Mueller Hinton e as amostras 2, 3 e
4 intumesceram. Ambas amostras ndo apresentaram diametro de inibicdo para esta
bactéria. Ja as amostras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mantiveram seu formato discoide, porém
nao apresentaram halo de inibicdo. O disco antibiotico Tetraciclina 30mcg formou
um halo de inibicdo com diametro de 27,52 + 2,85mm em todas as placas contendo
micro-organismo Staphylococcus aureus. Pode-se dizer que este micro-organismo
foi sensivel ao antibidtico Tetraciclina de acordo com a tabela 10. Resultados
diferentes foram encontrados no estudo de Nery (2014), onde o filme de alginato de
sédio puro, na presenga da bactéria Staphylococcus aureus apresentou diametro de
inibicdo 12,62 + 1,34.

As amostras deste estudo foram submetidas também a analise na presenga do
fungo Candida albicans (figura 40). Este fungo apresenta semelhanga com as
células do ser humano por se tratarem de células eucariotas. Os filmes estudados
com o fungo Candida albicans apresentaram resultados semelhantes aos da
bactéria Escherichia coli e Staphylococcus aureus. N&o apresentaram halo de
inibicdo, sendo este resultado de vital importancia neste estudo, pois pode-se sugerir
que os polimeros estudados ndo sdo agressivos as células. O disco antibiotico
Anfotericina B 100mcg formou halo de inibicdo com diametro de 20,19 + 1,44mm em
todas as placas contendo micro-organismo Candida albicans.

Os mesmos métodos utilizados para a avaliagdo de bactérias tém sido aplicados
para a avaliacdo de fungos. Porém, a padronizacdo desses métodos esta sendo
muito mais dificil devido a grande dificuldade encontrada na realizagdo de estudos
clinicos. A resposta clinica parece, em alguns casos, estar mais relacionada ao grau
de imunidade do paciente do que a sensibilidade “in vitro” do microrganismo. Isto
dificulta muito a definicdo dos valores limites para classificacdo da amostra em
sensivel, intermediaria ou resistente (CARVALHO, 2015).
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Figura 40 — Atividade antimicrobiana dos diferentes filmes obtidos para a bactéria Candida albicans.

1) Filme AC; 2) Filme ACacl,S; 3) Filme ACacl,l; 4) Filme ACacl,Sl. 5) Filme
GGC; 6) Filme AGG; 7) Filme AGGCacl,S; 8) Filme GGCaclyl; 9) AGGCaclyl;
10) AGGCacl,SlI.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Através da tabela 22 e da figura 41 pode-se verificar os diametros dos halos de

inibicado dos antibioticos Ampicilina, Tetraciclina e Anfotericina B. Percebe-se que o
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disco antibiotico Tetraciclina apresentou maior didmetro de inibicdo (27,52 + 2,85),
seguindo pelo disco antibidtico Anfotericina B (20,19 + 1,44) e posteriormente pelo
disco antibiético Ampicilina (12,61 + 0,96).

Tabela 22 — Diametro de inibigdo obtidos através dos antibiéticos Ampicilina, Tetraciclina e
Anfotericina B.

Antibiético Diametro de inibigdo (mm)
Ampicilina 10mcg 12,61 £ 0,96
Tetraciclina 30mcg 27,52 + 2,85

Anfotericina B 100mcg 20,19+ 1,44

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 41 — Gréfico do didmetro do halo de inibi¢do dos antibiéticos Ampicilina, Tetraciclina e
Anfotericina B.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
Esses resultados sao uteis para auxiliar na analise de caracteristicas de toxicidade e
viabilidade inicial do uso dos materiais em questao em sistemas bioldgicos, evitando

inclusive o sacrificio indevido de animais.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos filmes de alginato de sodio (AS), goma gelana (GG) e
cloreto de calcio (CaCly), onde os filmes receberam diferentes propor¢des de CaCls.
A caracterizagao da matéria-prima comprovou a composi¢cao quimica dos materiais

auxiliando nas analises e comparagdes com os diferentes filmes obtidos.

A caracterizagao fisica, quimica, mecanica e biologica dos filmes foram realizadas
visando a utilizagdo destes como biomaterial para aplicagdo na regeneragdo dos
discos intervertebrais.

A caracterizagdo visual evidenciou que a presenga de CaCl, aumenta a rugosidade
na superficie dos filmes. Os filmes de AS e GG produzidos com CaCl, foram em sua
maioria homogéneos, transparentes e visualmente atrativos. O uso do CaCl, como
agente compatibilizante foi necessario para se conseguir adequado manuseio dos
filmes. Estes filmes obtidos foram flexiveis, completamente soluveis em agua e

apresentaram superficialmente textura rugosa.

A espessura média dos filmes variou de 63 a 166um, porém somente os filmes AC,
AGGCaClI2S, GGCaCl2l, AGGCaCI2SI estdao dentro dos valores sugeridos como
ideais para potencial aplicacdo no tratamento de lesdes. Além disso, diferentes
proporcdes de CaCl, podem interferir na espessura dos filmes.

A microscopia eletronica de varredura evidenciou que a presenca de CaCl, tanto na
solugdo quanto na imersdo dos filmes apresenta superficie menos rugosa,
demonstrando que o CaCl, promove maior estabilidade a estrutura obtida,
desempenhando fungdo compatibilizante e reticulante entre o AS e a GG.

Através do grau de intumescimento constatou-se que os filmes sem a GG em sua
composi¢cdo apresentam maior grau de intumescimento e que os filmes contendo
GG nao perderam sua estrutura ao tempo de 24h de intumescimento, podendo dizer
que neste estudo, a GG contribuiu para gerar capacidade maxima de
intumescimento até 24h auxiliando na estrutura desses filmes para que os mesmos

nao se degradassem.
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O comportamento térmico evidenciou que diferentes proporgcdes de CaCl, alteram a
temperatura de desidratagédo e degradacéo térmica dos filmes.

A técnica de espectroscopia de infravermelho evidenciou provavel interagao entre o
AS e GG na presenca de CaCl,, pois ocorrem mudangas no espectro dos diferentes
filmes obtidos.

Em relacdo ao GC, a medida que a quantidade de proporcdes de CaCl, aumenta, o
GC aumenta para filmes contendo alginato de sodio e promove a interagédo entre os

polimeros.

Os filmes obtidos com as blendas AS/ GG, combinados a maiores proporgdes de

CaCl,, apresentaram valores maiores de limite de resisténcia a tragao.

Nos filmes preparados com as misturas dos dois polimeros, verifica-se que a medida
que as propor¢gdes de CaCl, aumentam a resisténcia a tragdo também apresenta

incremento.

A presenca da GG nos filmes influenciou os valores da tenacidade, de forma a levar
ao seu incremento. A medida que ha misturas dos dois polimeros e aumento das
proporgdes de CaCl, ha aumento nos valores da porcentagem do alongamento, do
modulo de elasticidade e do limite de escoamento, indicando que o uso de CaCl,
nestes polimeros possa atuar como agente de reticulagdo melhorando as
propriedades mecanicas desses materiais.

Através da atividade antimicrobiana os filmes obtidos ndo apresentaram diametros
de inibicdo, sendo este resultado de grande importancia para este estudo,
demonstrando que os polimeros AS e GG nao apresentam reagdes de carater téxico

frente ao microrganismo, inclusive ao semelhante a célula humana.

Os resultados mostraram que os diferentes filmes obtidos, quando submetidos aos
ensaios de caracterizacdo apresentaram diferengas modulaveis nas propriedades
fisicas, quimicas, mecénicas, morfolégicas e biolégicas, evidenciando que diferentes

proporcdes de CaCl, sdo capazes de modular essas propriedades.
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De acordo com os objetivos propostos para o presente estudo, os filmes contendo
AS, GG e CaCl, apresentam caracteristicas que os habilitam a estudos adicionais
visando sua utilizagdo como biomaterial para auxiliar na regeneracao de lesées nos

discos intervertebrais.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que os resultados obtidos neste estudo possam contribuir para estudos
mais profundos desses materiais como biomateriais destinados ao tratamento de

lesdes no disco intervertebral.

Sugestdes para trabalhos futuros podem basear-se no aprimoramento das
caracteristicas do hidrogel:

- fazer hidrogéis com volume comparado aos discos intervertebrais;

- construir scaffolds com estes materiais e verificar o comportamento dos mesmos;

- avaliacdo da utilizac&o destes filmes para a liberagdo controlada de farmacos;

- tratamento térmico destes hidrogéis;

- avaliacdo do comportamento quanto a adesédo e proliferacdo celular in vitro e
avaliacao da interacdo material/hospedeiro in vivo para verificar o comportamento

desses materiais mais proximo ao real.
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