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RESUMO

A quitosana e o alginato sao polissacarideos atoxicos e biocompativeis, além de apresentarem
propriedades cicatrizantes. Tais caracteristicas fazem com que esses compostos sejam muito
apropriados para a confecgao de curativos para o tratamento de lesdes de pele. O foco do
presente trabalho foi melhorar as propriedades de membranas de quitosana-alginato,
preparadas pela produgao controlada de agregados poliméricos. Inicialmente, fez-se um
aumento de escala do processo com o objetivo de acelerar a produgao das membranas. Nesta
etapa foi analisada a influéncia das condigoes de operagao sobre as propriedades do produto
final. Em uma segunda etapa, testou-se a reticulagio covalente das membranas com
glutaraldeido. Na terceira etapa, foram avaliadas diferentes condigoes de reticulagao ionica
com CaCly e (NH4)2SOs4, na tentativa de encontrar as concentrages de reticulantes étimas,
que resultassem em membranas com melhores propriedades mecanicas. Foi realizada também
a inclusao dos surfatantes biocompativeis Tween 80, Span 80 e Pluronic F68 na formulagao do
material, para tentar melhorar a distribuicdo das cadeias poliméricas e, consequentemente, as
propriedades mecanicas. O aumento de escala levou a membranas com resisténcia a tragao de
10,97MPa, alongamento na ruptura de 2,80%, absorgao de agua em 24 h de 5,67g/g e perda de
massa em agua apés | semana de 6,84%. A reticulagio com glutaraldeido nao resultou em
membranas satisfatorias, sendo estas muito quebradicas e de coloragio amarelo escura.
Quanto ao estudo de diferentes condi¢oes de reticulagao idnica, as membranas referentes as
concentragoes de CaCl; a 0,05M e (NH4)2SO4 a 0,05M, foram as que apresentaram
propriedades mais adequadas, sendo sua resisténcia a tragao de 19,43MPa, alongamento na
ruptura de 3,17%, absorcao de agua de 5,28g/g e perda de massa em agua de 4,56%. As
membranas preparadas na presenca de Tween 80 ou Pluronic F68 apresentaram aspecto
bastante poroso e segao transversal lamelar, enquanto que o Span 80 nao resultou em
membranas de aspecto e maleabilidade satisfatorios. Observou-se para as membranas
preparadas na presenca de Tween 80 e Pluronic F68 resisténcia a tragao de |,54MPa e
0,98MPa, porcentagem de alongamento na ruptura de 2,06% e 1,96%, capacidade de absorgao
de agua de 13,67g/g e 13,83g/g e perda de massa de 31,38% e 30,47%, respectivamente. As
propriedades mecanicas destas membranas, inferiores as esperadas, permitiram verificar que a
adicao de surfatantes foi benéfica apenas do ponto de vista da distribuicao polimérica do
sistema. Porém, membranas porosas puderam ser obtidas por meio de um método de baixo
custo e inédito na literatura, com potencial de aplicagao extensivel a outras areas além da de
curativos.

Palavras-chave: quitosana; alginato; membranas; terapia de lesées; curativos.
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ABSTRACT

Chitosan and alginate are non-toxic and biocompatible polysaccharides, which have healing
properties. Such characteristics make these compounds very appropriate for the production
of wound dressings. The focus of this work was to improve the properties of chitosan-alginate
membranes prepared by the controlled production of polymeric aggregates. Initially, the
process was scaled-up, aiming at accelerating membranes production. The influence of
operational conditions on the final product properties was analysed. In a second step, the
membranes were covalently crosslinked with glutaraldehyde. In a third step, different ionic
crosslinking conditions with CaCl, and (NH4)2SO4 were evaluated to find the optimal
concentrations of crosslinking solutions, which might lead to more resistant membranes.
Another used approach was the inclusion of the biocompatible surfactants, Tween 80, Span 80
and Pluronic F68, in the formulation of the membranes, with the purpose of improving the
polymeric chains distribution in the system, which could, consequently, improve the
mechanical properties of the membranes. The process scale-up led to membranes with tensile
strength of 10.97MPa, elongation at break of 2.80%, water uptake after 24h of 5.67g/g and
mass loss in water after | week of 6.84%. Crosslinking with glutaraldehyde resulted in very
fragile and yellow dark membranes, which were not considered satisfactory. Membranes
crosslinked with 0.05M CaCl, and 0.05M (NH4):SO4 presented better properties than the
ones produced in the other conditions, having tensile strength of 19.43MPa, elongation at
break of 3.17%, water uptake of 5.28g/g and mass loss in water of 4.56%. The membranes
prepared with Tween 80 or Pluronic F68 had a very porous aspect and a lamellar cross-
section, while membranes prepared with Span 80 were not considered satisfactory regarding
its aspect and malleability. The properties of the membranes prepared with Tween 80 and
Pluronic F68 were tensile strength of |.54MPa and 0.98MPa, elongation at break of 2.06% and
1.96%, water uptake of 13.67g/g and and 13.83g/g and mass loss in water of 31.38% and
30.47%, respectively. The mechanical properties of these membranes were inferior to
expected, leading to the conclusion that the use of surfactants improved only the polymeric
distribution of the system. Despite that, porous membranes were obtained by a low cost and

inedit method, having potential applications as wound dressings, as well as in other areas.

Keywords: chitosan; alginate; membranes; wound healing; wound dressings.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas ocorreram grandes avangos na compreensao do processo de
cicatrizacao e também foram desenvolvidas novas tecnologias em curativos. No entanto,
ainda ha muito que ser pesquisado nesse campo. E de conhecimento dos profissionais da
salde e dos pesquisadores da area de curativos que os recursos mais modernos e
eficientes sao, em sua maioria, importados, possuem alto custo e suas tecnologias sao
patenteadas por empresas multinacionais. Desta forma, existe a necessidade nao s6 de
aperfeicoar tais recursos, como de torna-los acessiveis a maior nimero de pessoas. Isso
poderia ser alcancado através do desenvolvimento de tecnologias mais simples e baratas,
de grande eficiéncia, que se aproveitem de matérias-primas encontradas em regioes

menos desenvolvidas social e economicamente (Mandelbaum et al., 2003 a).

A literatura mostra a crescente busca pelo curativo ideal para o tratamento de
variados tipos de feridas. As tendéncias mostram a diminuicao do uso da gaze tradicional e
a expansao de novos tipos de materiais com melhores propriedades e maior nimero de
fungoes. O curativo ideal deve modelar-se a regiao ferida e ser capaz de manter o seu
microambiente Umido, permitindo a drenagem de exsudato e o transporte de ar e vapor
d’agua. Outros requerimentos incluem carater atraumatico, nao-toxicidade, elevado nivel
de conforto, manutengao simples e nimero minimo de trocas necessarias. Espera-se
também que os curativos modernos tenham efeito cicatrizante, por esta razao, muitos
deles contém substincias biologicamente ativas ou sao constituidos de materiais com
atividade bioldégica, como proteoglicanos, proteinas e polissacarideos (Yudanova e

Reshetov, 2006; Paul e Sharma, 2004).

Os polissacarideos, em particular, possuem diversas propriedades intrinsecas
como biocompatibilidade e biodegradabilidade, sao renovaveis, podem, dependendo do
tipo, formar filmes, géis, capsulas, particulas e fibras, além de agirem como espessantes
(Rinaudo, 2008). Neste grupo, estao inseridos a quitosana e o alginato que, além de todas
estas caracteristicas, possuem propriedades cicatrizantes e grande disponibilidade
comercial, o que os faz materiais ideais para a confec¢ao de curativos adequados as varias

fases de cicatrizagao (Kucharska et al., 2008; Reddy et al., 2008).

A quitosana é um derivado da quitina que, por sua vez, € o componente principal

da carapaga dos crustaceos, sendo muito abundante na natureza. Sua féormula estrutural



consiste de um copolimero de N-acetil glicosamina (B-(I-4)2-acetamido-2-desoxi-D-
glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicose). Este composto estimula a fungao
dos macroéfagos e a proliferacao celular, além de ser bactericida, fungicida e hemostatico,
pode ser empregado na obtengao de filmes e membranas (combinados ou nao com outras
substancias), além de formar géis em solugoes acidas. (Paul e Sharma, 2004; Hein et al,

2008; Kumar, 2000).

O alginato, por sua vez, é um polissacarideo encontrado em algas marinhas
marrons, consistindo de um copolimero linear de (1,4) B-D-manuronato e a-L-guluronato
(S=ther et al., 2008). Este polimero é bioadesivo e possui alta capacidade de absor¢ao de
agua, podendo ser utilizado na forma de géis, esponjas e fibras. Sua propriedade de formar
géis de alta viscosidade é util na produgao de curativos, mantendo o ambiente da ferida
Umido e levando a rapida granulagao e reepitelizagao do tecido, além de nao causar dor ao

paciente quando o curativo que o contém é removido (Yudanova e Reshetov, 2006; Paul e

Sharma, 2004; George e Abraham, 2006).

Através da associagao dos grupamentos carboxila negativamente carregados do
alginato (-COQO’) com os grupamentos amino positivamente carregados da quitosana (-
NH,"), é possivel obter um complexo de polieletrdlitos (PEC), cujas propriedades podem
ser melhores em relagao as dos polissacarideos isolados, observando-se, por exemplo,
maior estabilidade a variagdes de pH e maior eficiéncia na liberacio controlada de
principios ativos. O PEC de quitosana-alginato pode ser utilizado na produgio de
membranas para coberturas de feridas, como arcabougos ou scaffolds para a regeragao de
tecidos, microcapsulas para a liberagio controlada de medicamentos e mesmo em
processos de separagao por pervaporagao (Li et al, 2009; Reddy et al., 2008; Wang et al,
2001).

A adicao de uma solugao de quitosana a uma solugao de alginato sob condigoes
controladas de vazao, agitacdo e temperatura pode levar a formagao de agregados
poliméricos. Tais agregados consistem de cadeias de quitosana e alginato interagindo
eletrostaticamente, e mesmo se entrelacando umas as outras, sendo o tamanho do
agregado limitado pela extensao das interagoes estabelecidas entre os polimeros, pelas
condigoes de preparo da mistura, assim como pelo tamanho das cadeias. Em um estudo

anterior realizado pelo grupo de pesquisa, Rodrigues et al. (2008) obtiveram membranas



de quitosana-alginato reticuladas com ions calcio através da produgao controlada de
agregados poliméricos. As membranas produzidas mostraram-se consistentes, com
resisténcia a tragao de cerca de 28MPa, alongamento na ruptura de cerca de 8%, alta
capacidade de absorgao de agua (cerca de 19gH,O/g membrana seca) e alta capacidade de
drenagem de agua, de cerca de |3kg/m’dia. Essas duas Ultimas propriedades fazem com
que tais membranas sejam adequadas para aplicagao na terapia de lesdes com grande
quantidade de exsudato, podendo absorver e drenar o liquido produzido pelo ferimento.
Contudo, levando-se em consideragao o conjunto de resultados obtidos pelo grupo de
pesquisa (Rodrigues et al. 2008; Dallan et al., 2007; Rodrigues e Moraes, 2006; Rodrigues
et al, 2006; Ceron et al, 2006; Dallan, 2005; Marreco et al., 2004) nota-se que as
membranas compostas somente de quitosana sao melhores do ponto de vista da
capacidade de alongamento quando distendidas (em torno de 14%) e da resisténcia a
tragao (em torno de 44MPa) e sao, portanto, mais adequadas para o uso como curativos
em regides de apreciavel esforco mecanico. E de interesse, portanto, a melhoria da
resisténcia mecanica e da capacidade de alongamento das membranas de quitosana-

alginato, sendo este justamente o foco do presente trabalho.

A melhoria das propriedades mecanicas poderia ser supostamente obtida, por
exemplo, pelo aumento da proporcao de quitosana na etapa de produgao da membrana.
No entanto, em um dos trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa (Veiga, 2009), o qual
consistiu de um estudo de substituicao do alginato pela xantana em membranas com
quitosana, verificou-se que o aumento da razao quitosana/xantana nao conduziu aos
resultados esperados. As evidéncias encontradas foram valores menores de resisténcia a
tragao e capacidade de absorgao de agua nas membranas com maiores proporgoes de
quitosana. Desta forma, levando em consideragao estes resultados, optou-se por nao

realizar este tipo de estudo no presente trabalho.

Uma alternativa que se mostra viavel para melhorar a dispersao dos polimeros na
mistura, dando origem a membranas mais homogéneas, e consequentemente com
melhores propriedades mecanicas é o uso de surfatantes biocompativeis, como os ésteres
de sorbitan Tween 80 e Span 80 e o poloxamer Pluronic F68. Outra alternativa para o
reforco das propriedades mecanicas do material seria o uso de agentes reticulantes
alternativos aos ions calcio (que atuam na ligagao idnica de grupamentos carboxila do

alginato que nao se complexaram com grupamentos amino da quitosana). Um reticulante
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que apresenta potencial para a reticulagao idnica dos grupamentos amino da quitosana nao
envolvidos em ligagdes com moléculas de alginato, além de apresentar biocompatibilidade
adequada, é o ion sulfato (Karakegili et al., 2007). Podem-se empregar os ions sulfato de
forma isolada, ou ainda pode-se efetuar a reticulagao com sulfato em conjunto com ions
calcio. Outro agente reticulante seria o glutaraldeido, que ligaria de forma covalente os
grupamentos amino da quitosana nao ligados as carboxilas do alginato (Monteiro e Airoldi,
1999), assim como os grupos hidroxila presentes tanto na quitosana como no alginato

(Berger et al., 2004; Svang-Ariyaskul et al., 2006).

Na literatura, ha relatos sobre os efeitos causados pelo uso de agentes
reticulantes, como glutaraldeido, ions calcio e ions sulfato, além de outros, nas
caracteristicas de membranas e também de microparticulas de quitosana associada ou nao
a alginato. Entretanto, nao foram localizados estudos sistematicos ou comparativos da
influéncia do uso destes compostos em membranas de quitosana e alginato associados. Da
mesma forma, nao foram localizados relatos a respeito do uso de surfatantes em
membranas de quitosana-alginato. Este trabalho ira, portanto, focar estas diversas
alternativas de refor¢o das propriedades mecanicas, comparando-as e verificando qual a

mais adequada.

Neste trabalho enfoca-se também a andlise em carater preliminar do aumento de
escala do processo, com o objetivo de analisar as influéncias das condi¢oes de producao

das membranas sobre as suas propriedades finais.

I.1. Objetivos

O projeto em questao, que tem por objetivo geral contribuir para os trabalhos
realizados no ramo de obtengao de membranas com potencial para utilizagao na
regeneragao de tecidos, enfocando principalmente a melhoria de suas propriedades

mecanicas, tem os seguintes objetivos especificos:

e Estudo do aumento de escala do processo de produgao das membranas de quitosana-
alginato, analisando-se a influéncia de condi¢oes de processo, como volume de reagao,

vazao de adigao e velocidade de agitagao, nas propriedades das membranas;

e Anadlise da influéncia do tipo de agente reticulante (ions célcio e sulfato isolados e em



conjunto e glutaraldeido) nas caracteristicas das amostras;

e Anilise da influéncia da adi¢ao dos surfatantes Tween 80, Span 80 e Pluronic F68 na

homogeneidade e nas caracteristicas mecanicas das membranas;

e Comparagao das caracteristicas das membranas obtidas as de membranas preparadas

por outros procedimentos ja estabelecidos no grupo de pesquisa.



2, REVISAO DA LITERATURA

Tendo em vista a tematica do presente trabalho, os assuntos abordados nesta
revisao de literatura visam proporcionar uma visao geral a respeito dos biopolimeros
empregados principalmente na area médica, como o alginato e a quitosana. As estruturas
quimicas, propriedades e aplicagoes da quitosana e do alginato sao discutidas em detalhes,
assim como a formagao, aplicagao e propriedades do complexo de polieletrdlitos que se
obtém pela mistura destes dois compostos. Como a finalidade das membranas de
quitosana-alginato produzidas neste trabalho é o tratamento de lesdes de pele, outros
temas abordados nesta revisao de literatura sao: a estrutura da pele humana, os tipos de
lesoes existentes, o processo de cicatrizagao, os tipos atuais de coberturas para feridas e
as principais caracteristicas requeridas de um curativo. Para finalizar, sao abordados temas
mais especificos como o uso de surfatantes, reticulantes ionicos e covalentes, além de

outros possiveis métodos de refor¢co mecanico das membranas de quitosana-alginato.

2.1. Biopolimeros

Polimeros naturais, ou biopolimeros, podem ser definidos como quaisquer
polimeros produzidos por organismos vivos. Estes materiais apresentam uma grande
diversidade de aplicagoes no campo da engenharia de tecidos, na medicina regenerativa e
em dispositivos médicos. Exemplos de sistemas constituidos de biopolimeros sao:
implantes ortopédicos, valvulas cardiacas, marcapassos, bioeletrodos, biossensores, lentes
de contato, sistemas de liberagao controlada de medicamentos e curativos para pele

(Ratner et al., 1996, Jagur-Grodzinski, 2006).

A principal vantagem dos biopolimeros é a sua biocompatibilidade, ou seja, a
adequada aceitagao pelo organismo. Outra vantagem € a sua metabolizagao por enzimas.
Problemas como respostas inflamatorias, frequentemente provocados por polimeros
sintéticos, podem ser suprimidos quando do uso de tais materiais. Contudo, por sua
composi¢cao ser muito mais complexa do que a dos polimeros sintéticos, a sua

manipulagao é frequentemente mais complicada (Ratner et al., 1996).

As trés grandes classes de biopolimeros sao: polissacarideos, acidos nucléicos e
proteinas. Os polissacarideos, em particular, possuem diversos papéis em organismos
vivos e na natureza como um todo, sendo elementos-chave em processos biologicos.
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Dentro deste grupo, os amino-polissacarideos como a quitosana sao muito interessantes
com respeito as suas fungoes biologicas e sao, portanto, os mais estudados (II'ina e
Varlamov, 2005). Outros polissacarideos muito usados atualmente sao o acido
hialuronico e o alginato (Rinaudo, 2008). Na Tabela 2.| sao listadas as fontes usuais de

alguns polissacarideos de uso comercial mais intenso.

Tabela 2.1: Fontes usuais de alguns polissacarideos (adaptada de da Cunha et al., 2009).

Polissacarideo

Fonte

Alginato

Agar

Carragena

Goma Arabica
Goma Tragacanto
Goma Guar

Goma de Alfarroba
Goma de Tamarindo
Pectinas

Amido

Inulina

Acido Hialurénico
Heparina

Quitina

Quitosana

Glicanas

Xantana

Dextrana

Gelana

algas marrons

algas vermelhas

algas vermelhas

exsudato da planta Acacia spp

exsudato da planta Astragalus spp

sementes de Cyamopis tetragonolobus
sementes de Ceratonia siliqua

sementes de Tilletia indica

magas e laranjas

milho, trigo, batatas

chicoria, alcachofra de Jerusalém

humor vitreo de bovinos, cristas de galinaceos
pulmao de bovinos e intestinos de porcinos
carapagas de crustaceos

carapagas de crustaceos

fungos das espécies Pleurotus ostreatus e Agaricus blazei
bactérias da espécie Xanthomonas spp
bactérias da espécie Leuconostoc spp

bactérias da espécie Sphingmonas elodea




2.1.1. Quitosana

A quitosana é derivada da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante da
natureza depois da celulose. E encontrada no exoesqueleto de crusticeos e insetos, nos
micélios de fungos e também em moluscos. Sua biocompatibilidade e diversas outras
caracteristicas fazem deste biopolimero um dos mais investigados nos mais diversos

campos da ciéncia (Hein et al., 2008).

Quimicamente, a quitosana é um copolimero de N-acetil glicosamina (B-(1-4)2-
acetamido-2-desoxi-D-glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicose) (Hein et al.,

2008). Sua estrutura é muito semelhante a da celulose e esta representada na Figura 2.1.

Quitosana

Figura 2.1: Estrutura da quitosana, com suas respectivas unidades estruturais (adaptada de
Sacchetin, 2009).

Comercialmente, a quitina é obtida a partir de carapagas de caranguejos e
camaroes, nas quais representa 70% dos compostos organicos totais, estando associada a

proteinas, pigmentos e carbonato de calcio. Considerada como residuo da indlstria da



pesca, sua produgao anual é comparavel a de celulose (Kumar, 2000; George e Abraham,
2006; Rinaudo, 2008). Em 1990, a producao mundial de quitina e quitosana foi estimada
em 10000 toneladas e ja se aproximava de 30000 toneladas em 2004, correspondente ao
processamento de aproximadamente |.440.000 toneladas de rejeitos ricos em quitina

gerados naquele ano, em nivel mundial, pela industria pesqueira (Campana-Filho et al.,

2007).

Para a obtengao da quitosana, a quitina é separada de outros componentes das
carapagas por um processo quimico que envolve etapas de desmineralizagao e
desproteinizagao com solugoes diluidas de HCl e NaOH, seguidas de descoloragao com
KMnO, e acido oxdlico. A quitina obtida, o biopolimero contendo grupos acetil
(NHCOCH,), é desacetilada com solugao concentrada de NaOH, obtendo-se, entao, a
quitosana (Azevedo et al., 2007). A fracao de meros, a sequéncia e o comprimento de
cadeia da quitosana variam de acordo com a origem, lote e grau de desacetilagao da
quitina (Hein et al, 2008). Geralmente, o grau de desacetilagao da quitosana comercial
varia de 70 a 95%, e sua massa molar encontra-se na faixa de 10 a 10° g.mol” (Canella e

Garcia, 2001; Malafaya et al., 2007).

A quitosana é sensivel ao pH devido as grandes quantidades de grupos amino em
sua cadeia. Em pH acido, ocorre sua solubilizagao devido a protonagao dos grupos amino
e a consequente repulsio das cadeias poliméricas (George e Abraham, 2006). Sua
solubilizagao em alguns acidos organicos permite a obtencio de filmes e membranas
(combinada ou nao com outras substancias), possibilitando também a formacao de géis em
solugoes acidas (Kumar, 2000). Destaca-se que a quitosana é um dos poucos
polissacarideos de origem natural que apresenta multiplas cargas positivas em suas

moléculas, sendo mais comum na natureza a ocorréncia de poli-anions.

Dos diversos estudos publicados na literatura, percebe-se que este biopolimero é
um excelente candidato para aplicagao na cicatrizagao de feridas de pele. Dentre suas
diversas caracteristicas, destacam-se sua capacidade de ser absorvido pelo organismo e
suas atividades fungicida, antibacteriana e antitumoral, sendo esta ultima devido a
propriedade de ativar macrofagos. Por ser também um material hemostatico, a quitosana
ajuda no processo de coagulagio natural. A sua degradagao produz N-acetil-B-D-

glicosamina, que estimula a proliferagcao de fibroblastos e ajuda na deposicao ordenada do



colageno, além de estimular o aumento da sintese de acido hialuronico na regiao da ferida.
Desta forma, a quitosana promove uma cicatrizagao mais rapida e previne a formagao de
cicatrizes, podendo ser usada em feridas abertas. Os curativos a base de quitosana podem
ser manufaturados de varias formas, incluindo fibras, filmes, esponjas e géis (Hein et al.,
2008; Rodrigues, 2008, Paul e Sharma, 2004; Suzuki e Mizushima, 1997; Yudanova e
Reshetov, 2006; Malafaya et al., 2007).

A quitosana possui diversas aplicagdes em varias areas da ciéncia, como pode ser
visto na Tabela 2.2, na qual a area biomédica é a mais importante. Uma das suas
aplicacoes, e talvez a mais popular, € como componente em produtos emagrecedores e
redutores de colesterol. Tal aplicagio é possivel devido a sua natureza cationica, que

dificulta a absorc¢ao de lipideos pelo intestino, como indicam diversos estudos (George e

Abraham, 2006).

Tabela 2.2: Principais areas de aplicacao da quitosana (adaptada de Azevedo et al.,, 2007 e
George e Abraham, 2006).

Area Aplicagoes

mecanismos defensivos e adubo para

Agricultura
plantas

floculante para clarificagao, remogao de

Tratamento de agua , o <
ions metalicos e reducao de odores

fibras dietéticas, redutor de colesterol,
conservante para molhos, fungicida e
bactericida, recobrimento de frutas,
aditivo

Industria alimenticia

esfoliante para a pele, tratamento de acne,

Industria de cosméticos ) .
hidratante capilar, creme dental

imunolégico, antitumoral, hemostatico e
anticoagulante, liberagao controlada de
drogas em animais e humanos,
encapsulamento de materiais

Biofarmacéutica

suturas cirurgicas, implantes dentarios,
Biomédica reconstituicao éssea, lentes de contato,
produtos emagrecedores




A degradagao da quitosana ocorre naturalmente no organismo pela agao da
enzima lisozima. Desta forma, este polissacarideo é muito utilizado na liberagao
controlada de farmacos (George e Abraham, 2006). Além disso, suas atividades antiacida e
anti-Ulceras previnem irritagoes no estomago causadas por medicamentos. Recentemente,
hidrogéis de quitosana sensiveis ao pH tém sido avaliados para a liberagao controlada de

drogas em regioes especificas do trato gastrointestinal (Kumar, 2000).

Por prover uma matriz tridimensional para o crescimento celular, a quitosana
também tem sido muito estudada na engenharia de tecidos para fabricagao de matrizes
porosas ou arcabougos (scaffolds) biodegradaveis tridimensionais. Estes scaffolds devem ser
bioabsorvidos e o espaco inicialmente ocupado por eles deve ser totalmente substituido
por tecido regenerado. A quitosana apresenta-se mais vantajosa do que varios polimeros,
como a policaprolactona, por exemplo, por formar uma estrutura porosa composta por
fibras que se degradam a uma velocidade adequada para a regeneragao de tecidos

bioldgicos (Jagur-Grodzinski, 2006; Paul e Sharma, 2004).

Em combinagao com outros materiais (ex: materiais inorganicos, proteinas,
glicosaminoglicanos e outros polimeros naturais), a quitosana tem seu uso ampliado na
area biomédica. Os compostos de calcio sao os materiais inorganicos mais estudados em
conjunto com este polissacarideo. Como exemplo desta categoria, tem-se o fosfato de
calcio e o carbonato de cilcio, os quais podem ser incorporados ao material para
promover aumento da sua resisténcia mecanica em implantes ortopédicos. Ja as proteinas
mais estudadas em conjunto com a quitosana sao o colageno e a gelatina, promovendo
melhorias nas propriedades dos scaffolds utilizados na engenharia de tecidos para reparos
de pele, ossos, cartilagem e nervos. Alguns glicosaminoglicanos utilizados em conjunto
com a quitosana sao a heparina, o sulfato de condroitina e o hialuronato. A heparina, por
exemplo, aumenta a hemocompatibilidade do material (Hein et al, 2008). Quanto aos
polimeros naturais, tem-se a combinagao da quitosana com alginato, pectina, carragena e
xantana, os quais formam materiais atraentes para diversas aplicagdes em conjunto com a

quitosana, sendo o alginato o biopolimero mais estudado (Hein et al., 2008, Veiga, 2009).



2.1.2. Alginato

Alginato é o termo usado normalmente para se referir ao anion do acido alginico,
mas também pode se referir aos seus sais ou ao proprio acido (McHugh, 2003). Este
biopolimero é encontrado na natureza, sendo as algas marinhas marrons sua fonte
principal. O alginato também é encontrado na forma de sais de cations como Ca*', Mg*,
Sr**, Ba®* e Na" (Saxther et al, 2008; George e Abraham, 2006). Além disso, o alginato
pode ser produzido como um polimero exocelular de bactérias como Azotobacter
vinelandii e varias espécies de Pseudomonas (Maurstad et al., 2008). O alginato comercial é
obtido principalmente de algas das espécies Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e
Macrocystis pyrifera, nas quais representa até 40% do peso seco (George e Abraham,

2006).

Quimicamente, o alginato é um copolimero linear formado por blocos de grupos
(1,4)B-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G) (George e Abraham, 2006; Sxther et al.,
2008). As quantidades relativas dos grupos acidos contidos na cadeia e seu arranjo
sequencial variam muito, dependendo da sua origem. Os grupos urénicos sao distribuidos
ao longo da cadeia polimérica em um padrao, no qual blocos homopoliméricos de grupos
G (blocos G), blocos homopoliméricos de grupos M (blocos M) e blocos com sequéncia
alternada de unidades M e G (blocos MG) podem coexistir, como indicado na Figura 2.2
(Szether et al., 2008). A composigao e extensao das sequéncias de meros e a massa molar

determinam as propriedades fisicas do alginato (George e Abraham, 2006).

Para extrair o alginato, as algas marinhas sao moidas e agitadas em uma solugao
de pH basico aquecida, usualmente com carbonato de sédio. O processo de extragao
consiste em converter os sais insollveis em agua (alginato de calcio e magnésio) em
alginato de sddio, o qual é soluvel em agua. O alginato de sodio é entao diluido e os
residuos das algas sao removidos por filtragao. O biopolimero pode estao ser recuperado
da solugao através da adicado de um sal de calcio. Isso faz com que haja formagao de
alginato de calcio insoluvel. Um acido é entao adicionado para converté-lo a acido alginico,
o qual é separado facilmente da mistura. O acido alginico passa entao por um processo de
filtracao para retirada de parte do liquido presente. Adiciona-se entao carbonato de sodio
até converté-lo a alginato de sédio. A pasta de alginato de sédio resultante pode ser

extrudada em graos que sao entio secos e moidos (McHugh, 2003).



O alginato é usado como espessante na industria téxtil e de alimentos em
molhos, xaropes, coberturas, maioneses e iogurtes. Também é usado como estabilizante,
reduzindo a formacao de cristais de gelo e a taxa de derretimento em sorvetes. Além
disso, filmes de alginato de cilcio tém sido usados na preservagao de peixes congelados.
Na industria farmacéutica, este composto tem sido usado na liberagao controlada de
medicamentos e outros produtos quimicos devido a sua sensibilidade ao pH.
Recentemente, microesferas de alginato recobertas com quitosana, que melhora suas

propriedades mecanicas, tém sido testadas na liberagao controlada de varios farmacos

(McHugh, 2003).

Bloco M

Alginato

Figura 2.2: Estrutura quimica do alginato (adaptada de Sacchetin, 2009).

O alginato apresenta alta biocompatibilidade, resisténcia  quimica,
permesseletividade, alta absorcao de agua e bioadesividade (George e Abraham, 2006).
Sua propriedade mais importante é a capacidade de formar géis estaveis a temperatura
ambiente pela reagio com cations divalentes como Ca*, Ba*, Mg”, Sr*, sendo mais

comumente empregado o calcio. A interagao dos cations com o polimero resulta em uma

13



rede tridimensional de fibras de alginato unidas entre si por ligagoes idnicas com os ions
calcio, como pode ser visto na Figura 2.3. Esta interagao resulta em propriedades
gelificantes que auxiliam na remogao dos curativos preparados a partir deste composto e
promovem redugao significativa da dor através do bloqueio dos terminais nervosos (Paul e
Sharma, 2004; George e Abraham, 2006; Abreu et al., 2008). Quando usado em curativos,
o alginato também ¢ capaz de manter o microambiente fisiologico adequado, promovendo
a formacao de tecido de granulagao e facilitando o alcance da hemostase (Ma et al., 2007).
Além disso, esse polissacarideo pode ser absorvido por fluidos corporais, devido a sua

solubilidade quando na forma de sal de sédio (McHugh, 2003).
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Figura 2.3: Formagao da rede de gel de alginato de calcio (Sacchetin, 2009).

Por possuir grupos carboxilicos (-COQO), o alginato apresenta carga liquida
negativa quando em solucao, sendo capaz de interagir eletrostaticamente com a quitosana,
que possui grupamentos positivamente carregados (-NH,"), formando um complexo de
polieletrolitos (PEC). Desde os anos 90, a aplicagdo deste complexo tem sido muito
estudada na engenharia de tecidos na forma de scaffolds, membranas, fibras, érgaos

artificiais e microcapsulas para liberagao de drogas ou de genes (Li et al., 2009; Hein et al,
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2008, Szxther et al, 2008, Rodrigues, 2008), de forma que este assunto sera mais

detalhadamente discutido a seguir.

2.1.3. Complexo de polieletrélitos de quitosana e alginato

Polieletrélitos sao macromoléculas que possuem um numero consideravel de
grupos funcionais carregados, ou que podem se tornar carregados em condi¢oes
apropriadas de pH. As moléculas podem se apresentar nas formas de polications ou

polianions, sendo sua carga elétrica dependente da natureza dos seus grupos funcionais

(Simsek-Ege et al., 2003).

Os PECs, ou complexos de polieletrélitos sao formados pela mistura de duas
solugoes de polieletrolitos de cargas opostas. O grau de interagao entre as
macromoléculas depende do pH do meio, da forga idnica, da temperatura e das
concentragoes das solugoes (Maurstad et al, 2008). A formacao de tais complexos
envolve nao somente as interagoes eletrostaticas, como também ligagcoes dipolo-dipolo,

pontes de hidrogénio e interagoes hidrofébicas (I'ina e Varlamov, 2005).

Como comentado nos itens 2.1.1 e 2.1.2, a quitosana e o alginato sao
polieletrélitos de cargas opostas, sendo que a quitosana pode apresentar carga liquida
positiva e o alginato, carga liquida negativa quando em solugao. O PEC de quitosana-
alginato possui menor tendéncia ao intumescimento em relagao ao alginato e maior
resisténcia a solubilizagdo em baixos valores de pH, quando comparado a quitosana (Li et

al, 2009; Hein et al., 2008, Sxther et al., 2008, Rodrigues, 2008).

O comportamento do PEC de quitosana-alginato varia de acordo com o pH,
como mostrado na Figura 2.4. Em pH muito alto, a interagao entre o alginato e a
quitosana é desfavorecida, assim como em pH muito baixo visto que, nestas condigoes,
ocorre preponderancia de ionizagao do alginato e da quitosana isolados, respectivamente.
Para promover a formagao de um PEC estavel, Cardenas et al. (2003) propoem o ajuste
do pH para 5,28, em um valor intermediario aos valores de pKa da quitosana (6,3 a 7,0)
(Karakegili et al., 2007) e do alginato (3,38 para os grupos M e 3,65 para os grupos G)
(Simsek-Ege et al.,, 2003; Li et al., 2009; Sather et al., 2008), garantindo que a quitosana

esteja potencialmente protonada e o alginato, desprotonado.



Meio basico

Uitosana

O

Meio dcido

Figura 2.4: Efeito do pH na estrutura e comportamento de inchamento do complexo de
polieletrélitos formado por quitosana e alginato. Os circulos representam as interagoes
idnicas entre as cargas negativas (-) do alginato e as cargas positivas da quitosana (+)
(Rodrigues, 2008).

Existem muitos trabalhos na literatura que abordam a obtengao de PECs de
quitosana-alginato. No trabalho realizado por Sather et al. (2008), as propriedades de

particulas resultantes da coacervagao de quitosana-alginato, na forma de PEC, foram
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avaliadas em fungao do seu modo de preparo (velocidade de agitagao, diametro do
agitador). Verificou-se, por andlise de transmitancia no UV e espalhamento dindmico de
luz, uma diminuicdo do tamanho da particula quando se usaram maiores velocidades e
diametro do agitador. A razao entre a quitosana e alginato também foi variada e verificou-
se que particulas menores foram obtidas quando se usou uma das solugdes poliméricas
em excesso. Quando foram usados polimeros de menores massas molares também foram
obtidas particulas menores. A estabilidade do complexo foi investigada por incubagao a
uma temperatura de 37°C por até oito horas e estocagem por um més a 4°C. Verificou-se
que o complexo formado é estavel nas condigoes testadas. Também se observou que a
elevagao do pH para 7 levou a um aumento significativo do tamanho dos agregados

poliméricos.

No estudo de Li et al. (2009), as caracteristicas e a biodegradacao de PECs de
quitosana-alginato, preparados pela liofilizagdo do precipitado resultante da mistura dos
polimeros, foram investigadas. A caracterizagao do material por andlises de raio-X, FTIR e
DSC confirmou que os grupos amino parcialmente protonados da quitosana reagiram com
os grupos carboxila do alginato, formando o PEC. Depois de incubado em solugao de
lisozima, o PEC mostrou grande capacidade de adsor¢ao da enzima e baixa taxa de
degradacao, devido a forte interagao eletrostatica entre a quitosana e o alginato, o que

dificultou o ataque enzimatico a quitosana livre.

O PEC de quitosana-alginato pode ser empregado para a confeccio de
membranas, as quais possuem aplicagoes na terapia de lesdes, mostrando-se flexiveis,
finas, transparentes e mais eficientes do que os curativos convencionais (Paul e Sharma,
2004). Outra aplicagao destas membranas pode ocorrer em processos de separagao por
pervaporagao de azedtropos formados entre a agua e compostos organicos, por exemplo

(Reddy et al., 2008).

Uma das técnicas de preparagao de membranas contendo simultaneamente
quitosana e alginato foi proposta por Yan et al. (2000) e adaptada por Wang et al. (2001,
2002), consistindo na producao controlada de agregados das matérias-primas e em sua
moldagem e secagem apos reticulagao idnica em solugao aquosa de cloreto de calcio. A
mistura das solugoes de quitosana e alginato, sob condigoes pré-estabelecidas de

concentragao dos polimeros, taxa de agitagao, taxa de adi¢ao da solugao de quitosana na
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solugao de alginato, dentre outras, leva a formagao de uma suspensao composta por fibras

finas. Apos seca, esta mistura produz membranas homogéneas (Wang et al., 2001).

Para se obter agregados poliméricos adequados para a preparagao de filmes
homogéneos, a taxa de reagao entre os dois polimeros deve ser suficientemente lenta,
prevenindo a formagao de membranas interfasicas e permitindo, assim, que a reagao seja
completa. A adicao de um solvente organico de baixa polaridade (como a acetona) a
solugao de quitosana faz com que este polimero assuma uma conformagao menos
estendida, o que auxilia no controle da taxa de reagao entre os dois polieletrdlitos,

obtendo-se uma suspensao mais homogénea (Yan et al., 2000).

Fundamentando-se nos trabalhos de Yan et al. (2000) e Wang et al. (2001,2002),
Rodrigues et al. (2008) desenvolveram uma metodologia escalonavel para a obtengao de
membranas de quitosana-alginato. Foram avaliados os efeitos dos parametros taxa de
agitacdo e vazao de adicio da solugao de quitosana a solugdo de alginato nas
caracteristicas mecanicas das membranas. Os resultados obtidos nesse trabalho foram
membranas com capacidade de absorciao de agua de 19g/g, capacidade de drenagem de
4dgua de |3kg/m’.dia, resisténcia a tragio de 28MPa e porcentagem de alongamento de 8%,
capazes de atuarem eficientemente como barreira protetora contra a entrada de bactérias
e nao toxicas a diferentes tipos de células animais. Com relagdo aos ensaios in vivo, as
membranas de quitosana-alginato apresentaram resultados satisfatérios, confirmando seu

bom potencial de uso como curativos.

A literatura mostra outras tendéncias na confeccao de membranas de quitosana-
alginato. Shi et al. (2008) relatam a produgao de membranas em duas camadas. Para o
preparo de tais membranas foi utilizada uma lamina de vidro esterilizada, a qual foi imersa
em uma solugao de quitosana a 0,05% (w/v) e enxaguada em seguida com agua ultrapura.
Apos esta etapa, a lamina foi imersa em uma solugao de alginato a 0,05% (w/v), enxaguada
novamente com agua ultrapura e seca a temperatura ambiente. Avaliou-se a adesao e
ativagao de células endoteliais sobre esta membrana, verificando-se que a mesma ¢é
compativel com este tipo de célula, sendo capaz de manté-la viavel. Estes autores nao
mencionaram se foi utilizado algum tipo de base para a neutralizagao da quitosana, a qual

pode ser solubilizada em agua, se nao for feita a devida corregao do pH.

Maurstad et al. (2008) produziram membranas com multiplas camadas de alginato
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como polidnion e quitosana ou poli-L-lisina (PLL) como polication. O processo de
producao destas membranas, similar ao procedimento de Shi et al. (2008) anteriormente
mencionado, consistiu em imersoes alternadas de uma lamina de vidro em solugdes do
polication e do polidnion. Entre as imersoes, a lamina era enxaguada em uma solucao
salina de mesma forga ionica que as solugdes poliméricas, evitando desta forma que as
membranas fossem expostas a choques osméticos. O pH foi mantindo em 5,5 durante o
procedimento para o sistema quitosana-alginato e 7,4 para o sistema PLL-alginato. Os
autores verificaram que as membranas com PLL sao mais espessas do que as membranas
com quitosana, indicando um maior grau de interpenetragio no sistema quitosana-
alginato. Essa diferenga entre os sistemas pode ser explicada por dois modos de reacao,
sendo a reagao PLL-alginato limitada pela difusao e a reagido entre quitosana-alginato
limitada pela cinética. Desta forma, o sistema PLL-alginato nao permite o rearranjo das
cadeias poliméricas apés um primeiro contato, enquanto no sistema quitosana-alginato,

este rearranjo é possivel.

Curativos a base de quitosana-alginato na forma de esponjas, feitas a partir de
uma suspensao aquosa de microfibras de quitosana e alginato, com adicao de glicerol
foram obtidos por Kucharska et al. (2008). A mistura foi homogeneizada e liofilizada,
resultando em esponjas. Foram avaliadas a capacidade de absorgao, propriedades
mecanicas, citotoxicidade e propriedades hemostaticas. Tais membranas apresentaram
capacidade de absorcao de agua de |7 vezes sua massa seca inicial, alongamento na
ruptura de cerca de 10%, citocompatibilidade e propriedade de ativar a coagulacao

sanguinea.

Verifica-se, portanto, que o PEC de quitosana-alginato é biocompativel, estavel e
apresenta degradagao relativamente lenta no organismo. Este complexo pode ser
processado de diversas formas, existindo uma tendéncia de confecgao de membranas com
uma a varias camadas ou na forma de esponjas, para aplicagao no tratamento de lesoes de

pele de dificil cicatrizagao, as quais apresentam um grande desafio da atualidade.

Visto que os curativos para lesoes de pele devem atender a demandas especificas
para esta aplicagao, uma discussao mais detalhada a respeito da pele e dos tipos de lesoes

existentes sera feita a seguir.



2.2. A pele humana: estrutura e tipos de lesdes

Considerada o maior 6rgao do corpo humano, a pele possui fungoes variadas,
como promover prote¢ao ao organismo, regular a temperatura do corpo, prevenir a
desidratacao, além de dar suporte a vasos sanguineos e nervos. Sua estrutura é composta

por trés camadas denominadas epiderme, derme e hipoderme (Rodrigues et al., 2008).

A epiderme, ou camada externa, € composta em sua maioria por células mortas e
também contém queratina, o que torna esta camada impermeavel, protegendo o corpo do
ambiente. A derme, por sua vez, contém células vivas, vasos sanguineos e nervos. Ja a
hipoderme é composta por células adiposas, responsaveis pela absor¢ao de choques e
pelo isolamento térmico. As células da superficie estaio sempre sendo substituidas por
células da derme e, quando a pele esta ferida, seu reparo é considerado meramente uma

aceleracao desse processo natural (Paul e Sharma, 2004).

As lesoes de pele sao classificadas em feridas sem perda de tecido (como as
decorrentes de cirurgias), e feridas com perda de tecido (queimaduras, abrasoes e ulceras
resultantes de traumas ou de doencas cronicas). As feridas também sao classificadas pelas
camadas envolvidas: feridas superficiais atingem a derme, feridas profundas superficiais
atingem o tecido subcutaneo (hipoderme), e feridas profundas totais atingem os musculos
e as suas estruturas adjacentes (Paul e Sharma, 2004; Mandelbaum et al., 2003 a; Borges et

al., 2007).

O processo de cicatrizagao dos tecidos envolve uma complexa interagao entre as
células, as moléculas da matriz extracelular e os mediadores soliveis. A complexidade
deste processo pode ser resumida em quatro etapas, as quais coincidem com a sequéncia
temporal normal da cicatrizagao: homeostase, inflamagao, proliferagio e remodelagem

(Oztiirk et al., 2006).

O atraso na cicatrizagao € normalmente uma consequéncia do comprometimento
da fisiologia da ferida e ocorre tipicamente em casos de tromboses, edemas, diabetes ou
pressao local prolongada. Diferentemente de outros tipos de lesao, nos quais ha pouca
perda de tecido, como as incisoes cirurgicas, as lesoes cronicas sao dificeis de cicatrizar e
envolvem perda de tecido progressiva, sendo o processo de cicatrizagao natural
insuficiente. A cura destas lesoes representa, portanto, um dos maiores desafios para os

profissionais da salide e pesquisadores da area de curativos (Paul e Sharma, 2004).
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Embora os dados brasileiros sejam pouco precisos, estima-se que quase 3% da
. ~ A . o
populacao seja portadora de lesGes cronicas, estatistica que se eleva para 10% no caso de
diabéticos. Este fato exige maior conhecimento e preparo dos profissionais da area da
saude. Além disso, faz-se necessario um maior investimento em pesquisas, com o objetivo
de criar recursos e tecnologias mais eficientes e acessiveis a populagao brasileira

(Mandelbaum et al., 2003 b).

2.3. Avancos no desenvolvimento de novos curativos para o tratamento de

lesGes de pele

Os produtos para tratamentos de feridas podem ser reunidos em dois grandes
grupos: agentes topicos e curativos. Agentes topicos sao aqueles aplicados diretamente
sobre o leito da ferida ou destinados a limpeza ou protecdo da area em seu redor.
Curativo, também chamado por alguns autores de cobertura, é o dispositivo que cobre
uma ferida, com o objetivo de favorecer o processo de cicatrizagao e protegé-la contra
agressoes externas, mantendo-a Umida e preservando a integridade de sua regiao
periférica. Normalmente os curativos sao divididos em primarios, quando usados em
contato direto com o tecido lesado, e secundarios, quando colocados sobre o curativo

primario (Mandelbaum et al., 2003 a).

Os curativos tradicionais baseados em tecidos comuns como a gaze tém muitas
desvantagens. Uma delas é a forte aderéncia a ferida, levando a oclusio da mesma e ao
acimulo de fluido sob o curativo, o que favorece a proliferacio de patdgenos. Muitas
vezes, estes curativos sao utilizados em conjunto com géis para nao ressecar a ferida e
aliviar a dor inerente a troca. Antibidticos e outros medicamentos podem ser
impregnados no tecido para promover uma agao terapéutica e evitar o crescimento de

microorganismos (Yudanova e Reshetov, 2006).

Atualmente estao sendo desenvolvidos curativos que diferem significativamente
dos tradicionais tanto em concepgao como em propriedades. Biopolimeros da categoria
dos polissacarideos e proteinas sao muito utilizados no desenvolvimento destes novos
curativos, pois possuem alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e frequentemente,
atividade fisioldgica. Encontram-se neste grupo a quitosana, o alginato, a celulose e seus

derivados (metilcelulose, carboximetilcelulose), o colageno, o hialuronato, a gelatina, a
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carragena, a pectina, a xantana, a fucoidina, a goma arabica e a goma tragacanto (Yudanova

e Reshetov, 2006).

Os curativos em forma de filme sao interessantes, pois sao caracterizados por
alta plasticidade, que garante boa modelagem a superficie da ferida. O filme pode ser
transparente, o que torna a visualizagao e o monitoramento da ferida possiveis sem sua

remocao (Yudanova e Reshetov, 2006).

Recentemente, as blendas predominam entre as novas coberturas para feridas e
podem ser obtidas na forma de géis, filmes, placas e pos, dentre outros, através da
combinac¢oes de polimeros. A vantagem de tais sistemas € a possibilidade de variar a sua
composicao e estrutura em limites amplos, controlando as propriedades da matriz

polimérica e o nivel de atividade biolégica (Yudanova e Reshetov, 2006).

Muitos dos curativos modernos sao compostos por um sistema de multiplas
camadas, combinando polimeros de diferentes naturezas e estruturas. A camada que entra
em contato com a ferida deve ser de um material que promova a drenagem de exsudato,
o qual é retido na camada seguinte, com propriedade absorvente (Yudanova e Reshetov,

2006).

No presente trabalho, ha o foco no tratamento de feridas que liberam uma
quantidade significativa de exsudato e necessitam, portanto, de cuidados especiais
referentes ao controle de umidade, de modo a evitar a maceragao da pele. Nesta
condigao, a pele esta mais suscetivel a danos fisicos e mais sensivel a substancias irritantes.
Portanto, deve ser usado um produto que mantenha um ambiente Umido adequado,
drenando o excesso de fluido liberado e ao mesmo tempo, impedindo a desidratagao.
Alguns curativos contém fibras absorventes ou espumas que, rapidamente, retiram o
fluido da superficie da ferida. O fluido entio pode entrar em contato com agentes
formadores de gel presentes no curativo, os quais podem ser derivados de amido ou
polimeros superabsorventes, como a poliacrilamida e o poliacrilato de sodio. Algumas
vezes, como no caso dos curativos de alginato, a camada absorvente e a formadora de gel

sao a mesma (Thomas, 2008; Marconato e Franchetti, 2002).

De acordo com Thomas (2008) e Yudanova e Reshetov (2006), a cobertura ideal
para uma ferida deve ter as caracteristicas descritas na Tabela 2.3. Contudo, deve-se

salientar que, apesar dos inUmeros tipos de coberturas para feridas existentes, nao
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existem curativos universais adequados a todos os tipos de lesoes. Isso é natural, pois,
durante o tratamento de uma ferida, deve-se levar em conta o tipo da mesma e a fase de

cicatrizagao em que esta se encontra (Yudanova e Reshetov, 2006).

Tabela 2.3: Requerimentos para um curativo ideal (Thomas, 2008; Yudanova e Reshetov,
2006).

Requerimentos primarios Requerimentos secundarios

Ser livre de substancias toxicas e irritantes Possuir atividade antimicrobiana
Nao liberar particulas ou fibras nao Ser transparente para possibilitar o
biodegradaveis na ferida monitoramento da cicatrizagao

Formar uma barreira efetiva contra a entrada  Possuir habilidade de remover ou

de microorganismos inativar enzimas proteoliticas em feridas
cronicas

Ser resistente a agua e facilmente removivel Possuir atividade hemostatica

Nao incomodar o paciente Exibir atividade de desbridamento

Nao necessitar de trocas frequentes Ser capaz de combater o mau odor

Manter a hidratagao da pele e funcionar
efetivamente sob compressao

Proteger a pele do exsudato e excesso de
umidade

Nao provocar dor quando aplicado ou
removido

Manter a ferida a temperatura e pH étimos

Modelar-se a regiao ferida

2.4. Desenvolvimento de curativos a base de quitosana e alginato com

reforco nas propriedades mecanicas

Os trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa (Rodrigues et
al. 2008; Dallan et al., 2007; Rodrigues e Moraes, 2006; Rodrigues et al., 2006; Ceron et al.,

2006; Dallan, 2005; Marreco et al, 2004) levaram a conclusio de que membranas
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constituidas somente de quitosana sao mais adequadas do ponto de vista das propriedades
mecanicas quando comparadas as membranas constituidas de quitosana e alginato e
reticuladas com ions calcio. Entretanto, a absorgao de fluidos corporeos e a capacidade de
drenagem sao menores nas membranas compostas somente de quitosana. Na Tabela 2.4
encontram-se listadas algumas das propriedades das membranas constituidas somente de
quitosana (empregando-se 95 ml de solugao de quitosana a 2% em acido acético a 1%
como solugao de partida) e de quitosana-alginato (empregando-se 45 ml de solugao de
quitosana a 1% em acido acético a 2%, 45 ml de acetona e 90 ml de solugao de alginato a
0,5% em agua). As propriedades mostradas nesta tabela sao a espessura e seu aumento
apo6s hidratagao, a capacidade de absor¢ao de agua e de soro fetal bovino (SFB), assim
como a perda de massa nestas mesmas solucoes, a capacidade de drenagem de agua e as
propriedades de resisténcia a tracao e alongamento na ruptura. Destaca-se que a
comparagao direta das propriedades deve, no entanto, ser feita com cautela, visto que as

massas de polissacarideos empregadas diferem grandemente.

Tabela 2.4: Comparagao entre algumas propriedades de membranas compostas somente
de quitosana e membranas de quitosana-alginato (adaptada de Rodrigues, 2008).

Membrana de Membrana de
Ensaio
Quitosana  quitosana-alginato |:1

Espessura da amostra seca (pm) 152,0 78,0
Aumento de espessura apos hidratagao (%) 32,9 711,5
Capacidade de absorgao de agua (g/g) 1,0 19,0
Capacidade de absorgao de soro fetal bovino (%) 2,0 5,0
Perda de massa em agua (%) 4,0 21,0
Perda de massa em soro fetal bovino (%) 3,0 3,0
Drenagem de 4gua (g/m”.dia) 10,0 13,6
Resisténcia a tragao (MPa) 44,0 28,0
Alongamento na ruptura (%) 14,0 8,0

Uma alternativa para o refor¢o mecanico das membranas de quitosana-alginato é

a adicao de agentes reticulantes idnicos adicionais ou a inclusao de agentes reticulantes
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covalentes, que poderiam promover interagdoes em maior nimero ou mais intensas entre

as cadeias poliméricas da membrana.

Outra alternativa é o uso de surfatantes para se obter uma melhor dispersao dos
agregados poliméricos, os quais formariam membranas mais homogéneas e,
hipoteticamente, com melhores propriedades mecanicas. A reticulagio seria, em
consequéncia, indiretamente facilitada pelos surfatantes, uma vez que os agentes
reticulantes também teriam maior facilidade de dispersao no meio reacional. Alguns

surfatantes considerados seguros por sua biocompatibilidade sao o Span 80, o Tween 80 e

o Pluronic Fé8.

O uso de agentes plastificantes nas membranas poliméricas é também uma
alternativa para aumentar a adequagao mecanica das mesmas. Os plastificantes agem
através da redugao das forgas intermoleculares, suavizando a rigidez da estrutura e
aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas. Desta forma, estes compostos
aumentam o alongamento na ruptura e reduzem a resisténcia a tragao das membranas. Os
agentes plastificantes mais utilizados sao glicerol, sorbitol, eritrol, acido litico e
polietilenoglicol (Veiga, 2009). Em um estudo realizado pelo grupo de pesquisa, Rodrigues
(2008) e Pereira et al. (2008) avaliaram a incorporagao de glicerol em membranas de
quitosana e alginato. Verificou-se uma influéncia negativa do plastificante sobre as
propriedades mecanicas e a capacidade de absor¢io de 3dgua em comparagao as
membranas obtidas por Rodrigues et al. (2008), na auséncia de glicerol. Aparentemente, o
plastificante foi removido da estrutura da membrana durante a etapa de reticulagao
secundaria com ions calcio por solubilizagdo, nao havendo incorporagao efetiva do

mesmo.

A reticulagao térmica, aplicada em substituicao a reticulagao ionica, foi empregada
por Bernabé et al. (2005), que reticularam membranas de quitosana e pectina, expondo-as
a temperatura de 120°C em atmosfera de nitrogénio. Este tratamento converte as
ligagoes idnicas formadas entre os grupamentos amino da quitosana e carboxila da pectina
em ligagoes amidicas. Entretanto, os autores notaram que o uso deste método nao
melhorou as propriedades mecanicas das membranas obtidas. Um estudo de reticulagao
térmica em membranas de quitosana e alginato realizado pelo grupo de pesquisa

(Carrasque e Moraes, 2009) também concluiu que este tratamento nao tem influéncia
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positiva sobre as propriedades de resisténcia a tragao e alongamento na ruptura.

A incorporagao de nanofibras de quitina a membranas de quitosana mostrou-se
um método de melhorar as propriedades mecanicas de acordo com o trabalho de Shelma
et al. (2008), no qual obtiveram-se valores de resisténcia a tracao de até 59,5MPa e
alongamento na ruptura de até 7,05%. Nota-se que a resisténcia a tragao destas
membranas é superior a de membranas compostas somente por quitosana produzidas por
Rodrigues (2008), que obteve o valor de 44MPa. Ja os valores de alongamento na ruptura
sao semelhantes entre os dois tipos de membrana. Nao foi encontrado nenhum estudo na
literatura a respeito do uso desta abordagem de incorporagao de nanofibras de quitina em
membranas de quitosana-alginato, o que se mostra uma alternativa interessante para

estudos futuros dentro do grupo de pesquisa.

As abordagens que foram testadas no presente trabalho, e que sao mais
detalhadamente enfocadas a seguir, sao a reticulagao ionica, a reticulagao covalente e a

melhora da dispersao dos polissacarideos pelo uso de tensoativos.

2.4.1. Adicdo de agentes reticulantes

2.4.1.1.Reticulagdo idnica

Como explicado no item 2.1.3, as cadeias do alginato, em pH adequado para a
formacao de PEC com quitosana, apresentam grupamentos negativamente carregados
(-COO)). Assim, se sais de citions multivalentes, como Ca®*, entrarem em contato com o
PEC, havera atragao eletrostatica entre as cadeias poliméricas do alginato cujas carboxilas

nao interagiram com a quitosana (Jay e Saltzman, 2009).

Os ions calcio (Ca®) sio os mais usados como agentes reticulantes, pois resultam
em um produto clinicamente seguro e com propriedades funcionais. Nos trabalhos de
Kucharska et al. (2008) e Notara et al. (2008) observou-se que estes ions, além de
reticular os filmes polissacaridicos, possuem capacidade de ativar plaquetas e acelerar o

processo de cicatrizagao.

Sr**, Ba®" e Zn* também apresentam capacidade de reticular o alginato. O Zn*

age menos especificamente do que outros ions, formando ligagdes entre os blocos G
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(GG), entre os blocos M (MM) e entre os blocos M e G (MG); Ca** e Sr** formam ligagdes
predominantemente GG e Ba’' nio faz ligagdes MM e GG. Apesar da aparente melhor
capacidade reticulante do zinco, este ion nao é muito estudado devido a maior

biocompatibilidade do calcio (Jay e Saltzman, 2009).

Com relagao a quitosana, que possui terminais amino positivamente carregados
(-NHj;"), dnions ou moléculas aniénicas sio responsaveis pela sua reticulagio. Similarmente
ao que ocorre com o alginato, os ions multivalentes formam pontes entre as cadeias
poliméricas, através da atragao eletrostatica com os terminais amino da quitosana. Um
anion de utilizagdo comum para este fim é o sulfato, que pode ser proveniente do acido

sulfirico, ou de sais como o sulfato de amonio (Karakegili et al., 2007).

2.4.1.2. Reticulagdo covalente

Tanto a quitosana como o alginato podem ser covalentemente reticulados por
dialdeidos, como o glutaraldeido, ou |,5-pentanodial (OHC-(CH,),-COH). A reagao deste
reticulante com a quitosana é bem documentada. Os grupos aldeido formam ligagoes
duplo-etilénicas com os grupos amino da quitosana via reacao de Schiff (Berger et al,
2004; Monteiro e Airoldi, 1999; Beppu et al., 2007). O glutaraldeido também reage com os
grupos hidroxila presentes nos dois polissacarideos (Berger et al., 2004; Svang-Ariyaskul et
al, 2006). Em um estudo de Yeom e Lee (1998), andlises de infra-vermelho realizadas em
membranas de alginato reticuladas covalentemente com glutaraldeido evidenciaram a

formacao de ligagdes éter e o surgimento de anéis acetal.

O uso deste agente bifuncional pode bloquear os grupos amino e tornar a
quitosana mais inerte e resistente a meios acidos, alterando também sua absorgao de agua,
permeabilidade e propriedades mecanicas (Beppu et al., 2007). Com relagao ao alginato, o
glutaraldeido pode reduzir a solubilidade e melhorar o desempenho em processos de

separagao por pervaporagao (Yeom e Lee, 1998).

Apesar de toxico, o glutaraldeido pode ser empregado na produgao de
membranas para tratamento de lesdes de pele, desde que o excesso nao-reagido deste
composto esteja presente em quantidades insignificantes. Wittaya-Areekul e Prahsarn
(2006) produziram curativos de quitosana contendo polipropilenoglicol, amido de milho

ou dextrana na forma de membranas, reticulados com uma pequena quantidade de
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glutaraldeido. A membrana nao foi lavada apds o tratamento. A quantidade residual de
glutaraldeido foi analisada por CG-MS apés a dissolugao da membrana, nao se detectando
o composto livre. De acordo com Scherr (2007), testes in vivo de membranas de quitosana

tratadas com glutaraldeido mostraram que o material nao apresenta citotoxicidade.

2.4.2. Adicdo de surfatantes

Sistemas contendo surfatantes e polimeros soluveis em agua possuem uma ampla
gama de aplicagoes. Os surfatantes podem ser empregados para alcancar diferentes
objetivos: estabilidade coloidal, emulsificagao, floculagao, estruturagao, suspensao,
controle da reologia, mas em alguns casos busca-se um efeito sinergético. A combinagao
entre polimeros e surfatantes é encontrada em produtos diversos como cosméticos,
tintas, detergentes, alimentos, formulagoes farmacéuticas e de pesticidas (Holmberg et al.,
2002). No caso de aplicagao na pele, surfatantes nao-idnicos, como Span 80, Tween 80 e
Pluronic F68, sao considerados mais adequados do que os surfatantes idnicos, por serem

menos prejudiciais a pele em formulagoes cosméticas (Rhein et al., 2007).

2.4.2.1. Span 80

Os ésteres de sorbitan sao surfatantes nao-idnicos importantes. Entre os mais
utilizados estao os da série Span (ésteres de sorbitan acilados) e os da série Tween
(derivados do polioxietileno-sorbitol) (Lu et al, 2000). O Span 80, ou monooleato de
sorbitan 80, tem massa molar de 428,6g/mol (Sigma-Aldrich, 2009 a). Sua estrutura

quimica encontra-se ilustrada na Figura 2.5.

Este surfatante apresenta-se na forma de um liquido marrom claro e viscoso
(Sigma-Aldrich, 2009 a) e é conhecido por sua aplicagao como componente de cremes,
logoes cosméticas e emulsificantes de alimentos. Sua sintese se da pela reagao de sorbitol
com acidos graxos (principalmente acido oléico) a uma temperatura elevada (Kato et al,

2008).
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Figura 2.5: Estrutura quimica do Span 80 (Sigma-Aldrich, 2009 a).

Existem muitos trabalhos na literatura que citam o uso do Span 80 em associagao
com polissacarideos, principalmente em processos de fabricagio de microcapsulas
poliméricas. Ribeiro et al. (1999) utilizaram uma blenda de Span 80 e Tween 80 como
dispersante na fabricagdo de microcapsulas de quitosana-alginato contendo 6leo de soja e
um marcador lipofilico. Liu e Deng (2002) também usaram Span 80 e Tween 80 para
melhorar a encapsulagio de DNA em microesferas de poli(DL-acido latico-
polietilenoglicol) utilizadas para a liberagio controlada de genes. Em dois trabalhos
realizados pelo grupo de pesquisa, Rodrigues (2004) e Sacchetin (2009) produziram
microparticulas de alginato e de quitosana-alginato, respectivamente, para aplicagao na
imunizagao de peixes do tipo Tilapia do Nilo por via oral. Em ambos os trabalhos foi
avaliado o uso de Span 80 como agente emulsificante, verificando-se um bom desempenho

do mesmo, que contribuiu para aumentar a esfericidade das particulas.

2.4.2.2. Tween 80

Os tensoativos da classe Tween representam uma familia de surfatantes nao-
ionicos derivados do polioxietileno-sorbitol. Na estrutura quimica desta familia, o nimero
de grupos polioxietileno é sempre constante (20), variando a composi¢ao da cadeia de

hidrocarbonetos (Preté, 2000).

Na Figura 2.6, tem-se a estrutura quimica do Tween 80, ou polisorbato 80, o qual

é derivado do acido oléico, possuindo massa molar de |1310g/mol (Sigma-Aldrich, 2009 b).
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Figura 2.6: Estrutura quimica do Tween 80, para o qual x+y+w+z=20 (Sigma-Aldrich, 2009
b).

Os surfatantes da série Tween apresentam emprego muito variado, sendo
utilizados como coadjuvantes em preparagdoes medicamentosas antitumorais € como
estabilizantes de preparagoes injetaveis contendo, por exemplo, insulina. Observa-se
também a aplicagao dos tensoativos desta classe na industria alimenticia, como aditivos, e

em cosméticos, no preparo de emulsoes para aplicagao topica (Preté, 2000).

O Tween 80 apresenta-se na forma de um liquido de cor castanha, viscoso e
inodoro, o qual se solubiliza facilmente em agua e etanol (Labsynth, 2009). Assim como o
Span 80, também é utilizado na produgao de particulas poliméricas. Morello et al. (2007)
testou sete tipos de surfatantes e selecionou Tween 80 por sua hidrofilicidade e habilidade

de produzir uma dispersao estavel de particulas de PMMA-Fe,O,.

2.4.2.3. Pluronic F68

Os tensoativos da classe dos Pluronics ou Poloxamers sao copolimeros de
polioxietileno e polioxipropileno. Sua estrutura quimica consiste em um bloco central de
polioxipropileno, o qual é relativamente hidrofébico, cercado dos dois lados por blocos
de polioxietileno, o qual é relativamente hidrofilico. A estrutura quimica geral dos

Pluronics é mostrada na Figura 2.7 (Sigma-Aldrich, 2009 c; Karmarkar et al., 2008).

CH,
o O
H ® OH
X y X

Figura 2.7: Estrutura quimica dos Pluronics (Sigma-Aldrich, 2009 c).
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Devido a variagao dos indices x e y mostrados na Figura 2.7, existem varios tipos
de Pluronics, os quais se apresentam em diferentes formas fisicas. A designagao dos
Pluronics é feita do seguinte modo: F para flocos, P para pasta e L para liquido (Karmarkar
et al., 2008). Particularmente, o Pluronic F68 apresenta-se na forma de um p6 branco, sem
cheiro ou sabor. Seus indices x e y correspondem a 80 e 27, respectivamente (Karmarkar

et al, 2008), e sua massa molar é em média 8350g/mol (Sigma-Aldrich, 2009 c).

Os Pluronics sao muito usados na indlstria farmacéutica devido a sua
termorreversibilidade e ampla compatibilidade com diversas formulagdes medicamentosas.
Estas caracteristicas fazem destes surfatantes 6timos veiculos para liberagao controlada de
medicamentos. Este surfatante é aprovado pela FDA para uso na composi¢ao de produtos
de higienizagao da pele e, segundo um estudo realizado com mais de 1000 pacientes que
apresentavam lesoes dérmicas, a aplicagao de Pluronic F68 sobre as feridas nao causou
reagoes adversas, prevenindo a ocorréncia de infeccoes (Rodeheaver et al.,, 1980). Ainda,
de acordo com Karmarkar et al. (2008), varios artigos citam o uso dos Pluronics em
formulagoes de géis, emulsoes agua-oleo e 6leo-agua, nanoparticulas e blendas poliméricas
solidas. Particularmente, o Pluronic F68 é um aditivo comum em meios de cultura de
células em larga escala, funcionando como um agente protetor contra o cisalhamento
(Galesi, 2007). Um estudo interessante feito com Pluronic F68 foi o de Park et al. (2009),
que desenvolveram um hidrogel injetavel de quitosana-Pluronic como carreador de células

para regeneragao de cartilagem.

2.5. Analise conclusiva da literatura consultada

Tendo em vista os topicos abordados nesta revisao bibliografica, verifica-se a
importancia do desenvolvimento de novos tipos de coberturas de lesoes de pele, cuja
matéria-prima seja de facil acesso. Membranas de quitosana-alginato apresentam potencial
aplicagao no tratamento de lesdes com alta produgao de exsudato, sendo necessario,
porém, melhorar suas propriedades mecanicas de modo que estas possam ser empregadas

em regioes do corpo humano que requeiram esfor¢o mecanico consideravel.

O uso de agentes reticulantes para o reforgo da estrutura de membranas e
particulas de quitosana-alginato se faz presente na literatura. Porém, nenhum estudo

comparativo entre a reticulagao idnica e covalente foi localizado. Da mesma forma, nao
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foram localizados trabalhos referentes a dupla-reticulagao de membranas com ions calcio
e sulfato. O emprego de surfatantes para melhorar a dispersao polimérica também se
constitui em um estudo inédito e apresenta potencial para formar membranas com
melhor aspecto e propriedades mecanicas. Assim, neste trabalho, essas diferentes
estratégias de reforco mecanico foram testadas nas membranas de quitosana-alginato,

produzidas de acordo com o método desenvolvido por Rodrigues et al. (2008).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtengao das membranas de quitosana-alginato, os principais reagentes
utilizados foram quitosana com grau de desacetilagao minimo de 85% e alginato de sédio
de baixa viscosidade, ambos da Sigma Chemical Co. De acordo com o fornecedor, o grau
de desacetilagio médio da quitosana é de 98% nao havendo dados a respeito da massa
molar do polimero. Ja o alginato apresenta massa molar entre 12000 e 80000 g/mol. A
proporc¢ao entre os blocos M e G seria de aproximadamente 1,78 (Panikkar e Brasch,

1996).

Outros reagentes utilizados foram acido acético glacial, acetona e Tween 80 da
Synth, cloreto de calcio dihidratado, sulfato de aménio e hidroxido de sédio da Merck,
Span 80 da Fluka, Pluronic F68 da Sigma Chemical Co. e glutaraldeido (solugao aquosa a
25%) da Nuclear.

Os equipamentos para a produgao das membranas foram um reator de ago
inoxidavel encamisado com diametro interno de 10cm e altura de 20cm, uma bomba de
infusao ST 670 T da Samtronic acoplada a uma seringa de vidro BD 50 da Artiglass de
50ml de capacidade, uma estufa com circulagio de ar 410D da Nova Etica, uma plataforma
giratéria com diametro de 25cm da Autoart, um banho ultratermostatico Q-214 M2, um
agitador mecanico Q-251 D com hélice do tipo pas inclinadas de raio de 2,Icm e uma

bomba de vacuo Q-355B2 da Quimis.

3.2. Meétodos

Para o preparo das membranas de quitosana-alginato utilizou-se como base o
método proposto por Rodrigues (2008), sumarizado em Rodrigues et al. (2008). Este
método é fundamentado na formagao de agregados poliméricos através da lenta adigao de
uma solugao de quitosana a uma solugao de alginato, sob agitacao. Este método sofreu
algumas modificagoes neste trabalho, na tentativa de aumentar a escala do processo,

facilitar a produgao e melhorar o aspecto e as propriedades mecanicas das membranas.
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3.2.1. Preparo das membranas visando a ampliacédo da escala produtiva

O procedimento de partida foi descrito em detalhes por Rodrigues (2008), que
utilizava, para a obtencao das membranas, um reator de vidro Pyrex encamisado de 5cm
de didmetro interno e 7cm de altura. A primeira modificagao feita com relagao a este
protocolo foi um aumento de escala do processo, utilizando-se um reator de ago
inoxidavel encamisado com diametro interno de 10cm e altura de 20cm. Esta alteracao
permitiu a obtencao de duas membranas por batelada, sendo os volumes das solugoes
utilizados por Rodrigues et al. (2008), que eram de 90ml para as solu¢oes de quitosana e
alginato a 0,5%, simplesmente duplicados. O sistema utilizado neste trabalho para a

producgao das membranas encontra-se na Figura 3.1.

Figura 3.1: Sistema utilizado na preparagao da mistura polimérica formadora das
membranas

Inicialmente, foram preparadas as seguintes solugoes: alginato a 0,5% (m/v) em
agua milli-Q, quitosana a 1% (m/v) em solugao aquosa de acido acético a 2% (v/v), NaOH a
IM e CaCl, a 2% (m/v). Estas solugoes foram armazenadas em geladeira por cerca de 24

horas antes do uso.

Para a obtengao das membranas, colocou-se uma aliquota de 180ml da solugao
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de alginato no reator. A seguir, em separado, misturou-se uma aliquota de 90ml da
solugao de quitosana a 90ml acetona. Esta mistura foi colocada na seringa de vidro e
adicionada lentamente a solucao de alginato com auxilio da bomba de infusao, a uma vazao
de 80ml/h, duplicando-se, assim, a vazao de adigao utilizada por Rodrigues et al. (2008),
que era de 40ml/h. Foram também testadas as vazoes de 120 e 160ml/h, com o objetivo
de verificar a viabilidade de acelerar o processo de produgao. Durante o gotejamento, o
sistema foi mantido sob agitacao constante de 100 a 500rpm e temperatura de 25°C. Ao
término do gotejamento, aumentou-se a taxa de agitagao para 1000rpm e a mistura foi
agitada por mais 10 minutos. A seguir, adicionou-se 16,8ml de NaOH a | M, visando
ajustar o pH para o valor de 5,28 (pH no qual a quitosana apresenta-se protonada e o
alginato, desprotonado), mantendo-se a agitagao do sistema em 1000rpm por mais 10
minutos. Por fim, 3,6ml de CaCl, a 2% (m/v) foram adicionados ao sistema, o qual
permaneceu sob agitacdo por mais |10 minutos, para que ocorresse a complexacao das

carboxilas remanescentes com os ions C3,2+.

Apos a etapa de reacao, a mistura polimérica obtida foi colocada em um kitassato
e desaerada em bomba de vicuo por 90 minutos. Em seguida, a mistura foi dividida
igualmente em termos massicos em duas placas de Petri de poliestireno de |5cm de
didametro e levada a estufa com circulagio de ar a 37°C por 20 horas. Devido ao fluxo de
ar desigual dentro da estufa, nas primeiras duas horas de secagem as placas foram giradas
em sentido horario de 30 em 30 minutos em um angulo de 90° para favorecer a obtencao

de membranas homogéneas.

Ao término da secagem, cada membrana foi imersa em |50ml de CaCl, a 2% por
uma hora para reticular as cadeias de alginato que ainda se encontravam livres. Para a
retirada do CaCl, em excesso foram feitas mais duas imersoes de uma hora em 200ml de
agua deionizada. A secagem final foi realizada em temperatura ambiente por 24 horas,

sendo as bordas das membranas presas para evitar encolhimento excessivo.

Ao final deste processo, as membranas obtidas foram esterilizadas com 6xido de
etileno a 30% (Oxyfume-30) na empresa Acecil Central de Esterilizagio Comércio e
Industria Ltda (Campinas, SP) sob as seguintes condi¢oes: vacuo de 400mmHg, tempo de
exposicio das amostras ao gas de 8 horas, pressio de 0,5kgf/cm’ umidade entre 40 e

50%, temperatura de 40°C e aeragdo de trés trocas com nitrogénio. Antes de sua
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utilizagao, as amostras esterilizadas foram armazenadas por um periodo minimo de 72
horas, para garantir a saida dos gases residuais da esterilizagao, conforme recomendacao
da empresa. Previamente a esterilizagao, as amostras foram colocadas em embalagens
apropriadas constituidas por uma face plastica e outra de papel, fornecidas pela propria

empresa de esterilizagao, sendo tais embalagens seladas a quente.

Alternativamente, testou-se a produgao das membranas de quitosana-alginato
utilizando uma taxa de agitagcao Unica de 500rpm ao longo do processo, ao invés de se
empregar a taxa de agitagao de 1000rpm apds o término do gotejamento, de forma a

minimizar a ruptura das fibras e agregados formados.

Em uma terceira etapa, avaliou-se também a substituicao do agitador de trés pas
inclinadas por um de ancora perfurada, ambos ilustrados na Figura 3.2, o qual permitia a
obten¢ao de um vortice maior na mistura, e poderia, desta forma, levar a membranas mais

homogéneas.

Finalmente, avaliou-se a viabilidade do uso de uma plataforma giratéria automatica
na etapa de secagem da mistura a 37°C. Esta plataforma evitou que as membranas
tivessem que ser giradas manualmente nas duas primeiras horas de secagem, permitindo,
em adicao, a mudanga de posicionamento com frequéncia muito superior a da condicao

anterior.

Figura 3.2: Agitadores utilizados neste trabalho: (A) trés pas inclinadas, (B) ancora
perfurada.

3.2.2. Estudo de reticulagcdo com glutaraldeido

A reticulagao covalente com glutaraldeido consistiu na imersao de membranas
nao reticuladas ionicamente (preparadas, portanto, na auséncia de CaCl, e (NH,),SO,) em

I 50ml de solugao de glutaraldeido com concentragao massica variando de 0,5 a 2,0% (m/v)
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por periodos de 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a reticulagao, as membranas
foram lavadas por quatro vezes em 150ml de agua, sendo os tempos de imersao de 30
minutos, para remogao do excesso de glutaraldeido. As membranas resultantes foram

comparadas entre si, e também com membranas reticuladas através de outros métodos.

3.2.3. Estudo com diferentes agentes reticulantes i6nicos

Esta etapa do trabalho consistiu na reticulagio de membranas de quitosana-
alginato com os agentes CaCl, e (NH,),SO,, sozinhos ou em conjunto. Para reticular as
membranas, 3,6ml de solucao salina com concentracao variando de 0,05 a 0,36M foram
adicionados ao sistema na etapa de reagao. Apos a secagem, as membranas foram imersas
em 150ml da mesma solugao que havia sido adicionada. No caso da dupla reticulagao,
3,6ml de cada solugao foram adicionados em sequéncia ao sistema reacional. A adigao
sempre era feita na seguinte ordem: primeiro a solugao contendo SO,* seguida da solugio
contendo Ca*". Esta ordem foi estabelecida devido ao maior poder reticulante observado
para o Ca”, o qual provocava o aumento da viscosidade da mistura apés |0 minutos de
agitacdo. Desta forma, permitiu-se que os ions SO,” tivessem contato suficiente com a
mistura polimérica. Apds a secagem, as membranas foram imersas em dois banhos de |
hora cada, primeiro em solu¢gao de CaCl, seguido por (NH,),SO, nas mesmas
concentragoes em que haviam sido adicionados ao sistema. Esta ordem, inversa a de
adicao das solugoes ao sistema, evitou uma possivel solubilizagio das membranas em

solugao de (NH,),SO,, de baixo poder de reticulagao.

A faixa de concentragao testada foi estabelecida com base em experimentos
anteriores de Rodrigues et al. (2008), que utilizaram a concentragao de 0,18M de CaCl,
para a reticulagao das membranas de quitosana-alginato. Optou-se por abordar
concentragoes menores e maiores do que essa para ambos os agentes de reticulagao, de

maneira que a mesma se encontrasse em posigao intermediaria.

Os efeitos das diferentes concentragoes salinas foram comparados através de um
planejamento experimental em estrela, como mostrado na Tabela 3.1, de forma a verificar
quais condigoes melhorariam as caracteristicas das membranas. Os valores nulos na matriz
de planejamento, apesar de significarem a auséncia de uma das varidveis, podem estar

presentes, desde que as andlises sejam feitas com os dados codificados. Desta forma, a
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variavel original nula nao tem implicagoes no tratamento estatistico.

Tabela 3.1: Planejamento experimental em estrela empregado para avaliagao de diferentes
condi¢oes de reticulagao idnica.

CaCl, (NH,),SO,

Experimento Nivel Concentragao (mol/l) Nivel Concentragao (mol/l)

I -1 0,05 -1 0,05
2 I 0,31 -1 0,05
3 -1 0,05 | 0,31
4 I 0,31 | 0,31
5 0 0,18 0 0,18
6 0 0,18 0 0,18
7 0 0,18 0 0,18
8 -1,41 0,00 0 0,18
9 1,41 0,36 0 0,18
10 0 0,18 -1,41 0,00
I 0 0,18 1,41 0,36

3.2.4. Preparo das membranas na presenca de surfatantes

Na tentativa de melhorar a homogeneidade e, consequentemente, as
propriedades mecanicas das membranas de quitosana-alginato, tornando as fibras
poliméricas mais bem distribuidas, Tween 80, Span 80 e Pluronic F68 foram adicionados a

mistura reacional na proporgao de 0,5%.

Para o preparo das membranas com Span 80 ou Tween 80, |,8ml destes
surfatantes foram adicionados a 180ml de solugao de alginato a 0,5%, previamente a adicao
desta ao reator. As outras etapas seguiram de acordo com o item 3.2.1, empregando-se
vazao de 160 ml/h, taxa de agitagao inicial de 500 rpm seguida por 1000 rpm e impelidor
de trés pas inclinadas. As membranas foram secas em estufa com auxilio da plataforma
giratoria.

Ja para o preparo das membranas com Pluronic F68, que se apresenta na forma
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de po, 1,8g do surfatante foram misturados a 180ml de solugao de alginato a 0,5%,
previamente a sua adicao ao reator. As outras etapas do procedimento seguiram

normalmente como para as membranas com Span 80 ou Tween 80.

A condicao de reticulagdo das membranas com surfatantes foi a mesma que havia

sido utilizada por Rodrigues et al. (2008), CaCl, a 0,18M.

3.2.5. Caracterizacdo das membranas

As membranas obtidas foram caracterizadas de acordo com os procedimentos

descritos a seguir, com base no trabalho de Rodrigues et al. (2008).

3.2.5.1. Aspecto

As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto a olho nu e fotografadas

com camera digital.

3.2.5.2. Morfologia da superficie e da sec¢do transversal

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletronica de

varredura (MEV) em microscopio modelo LEO 440, Leica.

As membranas foram previamente cortadas em corpos de prova de 2 cm x | cm,
com auxilio de um molde de vidro, e deixadas em dessecador por 24 horas. Apds este
periodo, as amostras foram fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini Sputter
coater, SC 7620) através da deposicao de uma fina camada de ouro (espessura de 92

Angstrons) em suas superficies.

Para a obtengao das imagens da secgao transversal, as amostras foram fraturadas

em nitrogénio liquido antes de sua metalizagao.

3.2.5.3. Espessura

As espessuras das membranas em equilibrio com a umidade ambiente foram

medidas com micrometro Digimess através de quatro medigoes de 90 em 90° ao longo
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da extensao da membrana.

Para a medida da espessura das membranas Uumidas, estas foram deixadas em
banho de agua Milli-Q a 37°C por um periodo de 24 horas, tempo necessario para atingir

um valor de espessura aproximadamente constante.

3.2.5.4. Propriedades mecadnicas

As propriedades mecanicas das membranas foram determinadas com base em
adaptagoes no método ASTM D882 realizadas por Rodrigues et al. (2008), utilizando uma
Maquina Universal de Ensaios Tinius Olsen, modelo H5K-5, localizada na Faculdade de

Engenharia Mecanica da UNICAMP.

As membranas foram previamente cortadas em corpos de prova de dimensoes 8
cm x | ecm, os quais foram fixados nos mordentes da Maquina Universal de Ensaios e
alongados a uma taxa de deformagao constante de |0 mm/min, utilizando-se uma célula de
carga de 200 N e uma distancia entre garras de 45 mm. O local onde os ensaios foram
realizados, apesar de dispor de condicionamento de ar, nao dispunha de sistema de

controle da umidade ambiente.

Destaca-se que nao foi localizada na literatura consultada uma norma de
padronizacao das condi¢coes que devem ser utilizadas nos ensaios mecanicos de curativos.
Muitos autores relatam o uso de diferentes tamanhos de amostras, taxas de deformacao,
células de carga e distancias entre garras. Contudo, um ensaio realizado em um
texturometro TA.XT2 (Stable Microsystems SMD), utilizando-se amostras de dimensoes 8
cm x 2,54 cm, taxa de deformagiao de | mm/min, célula de carga de 50N e distancia entre
garras de 50 mm, forneceu resultados de resisténcia a tragao e alongamento na ruptura
(para amostras de mesma formulagao) semelhantes aos valores obtidos em um ensaio
realizado de acordo com as condigoes utilizadas por Rodrigues et al. (2008) e também

empregadas na realizagao do presente trabalho.

Os ensaios foram realizados com 10 corpos de prova para cada tipo de
membrana, visto que ocorrem muitas rupturas prematuras no material em decorréncia de
eventuais problemas de dispersao pouco homogénea dos agregados poliméricos nas

amostras e da retengao de bolhas durante o processamento.
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3.2.5.5. Capacidade de absorcdo de dgua e de solugbes aquosas

A capacidade de absorcao das membranas foi determinada em agua, solugao
salina 0,9%, fluido corpéreo simulado (FCS) e soro fetal bovino (SFB) da Nutricell

Nutrientes Celulares Ltda.

As membranas foram previamente cortadas em corpos de prova de dimensoes 6
cm x | ¢cm, sendo os ensaios realizados em triplicata. Cada corpo de prova foi pesado em
balanga analitica, para determinagao de sua massa inicial, e posteriormente hidratado com
|Oml das referidas solugoes por 24 horas em estufa a 37°C. Apos este periodo, o excesso
de solvente foi removido com papel de filtro e as amostras foram novamente pesadas para

determinacao de sua massa Umida.

A capacidade de absorg¢ao de agua e solugdes aquosas foi determinada segundo a
Equagao I:

_ (Mu _Mi)
w M.

]

C (Equagaol)

onde M refere-se a massa inicial da amostra em equilibrio com o ambiente e M, refere-se

a massa da amostra umida.

O fluido corporeo simulado foi preparado em solugao tampao TRIS-HCI, sendo o
pH final da solugao ajustado para 7,4, de acordo com o método proposto por Kokubo et
al. (1990). A composigao do fluido corporeo simulado (FCS), assim como a do plasma

humano, para fins comparativos, encontram-se listadas na Tabela 3.2.

3.2.5.6.Perda de massa em dgua e em solugbes aquosas

A perda de massa foi avaliada em agua, solugao salina 0,9%, fluido corpoéreo

simulado (FCS) e soro fetal bovino (SFB).

Para a realizagao destes ensaios, as membranas foram cortadas em corpos de
prova de dimensdes 6 cm x | cm, sendo os ensaios realizados em triplicata.
Primeiramente, os corpos de prova foram pesados em balanga analitica para determinagao
da sua massa seca inicial. Os corpos de prova foram entao imersos em 10ml das referidas
solugoes por um periodo de uma semana a 37°C. Apos este periodo, as amostras foram
retiradas e secas em estufa a 37°C até atingirem massa seca constante (por 24 horas, no
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caso das membranas sem surfatantes, ou por 72 horas, no caso das membranas com
surfatantes, devido a sua maior capacidade de absorcao de fluidos e consequente

dificuldade de secagem).

A perda de massa foi determinada através da Equacao 2:

M -M
M :Mxlo

b 0 (Equacao 2)

i

onde M, refere-se a massa seca inicial e M; refere-se a massa seca final apos o periodo de

incubacao nas solugoes.

Tabela 3.2: Composigao idnica do fluido corpéreo simulado e do plasma humano (Kokubo
et al., 1990).

Concentragao (mM)

lon

FCS Plasma humano
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg** 1,5 1,5
Ca* 2,5 2,5
(@) 148,8 103,0
HCO; 42 27,0
HPO42' 1,0 1,0
SO42' 0,5 0,5

3.2.5.7.Andlise elementar

Andlises de EDS (espectrometria por dispersao de energia) foram realizadas para
detectar a presen¢a de reticulantes nas amostras. As membranas foram previamente
cortadas em corpos de prova de 2 cm x | cm, com auxilio de um molde de vidro, e
deixadas em dessecador por 24 horas. Apos este periodo, as amostras foram fixadas em
um suporte adequado e sua composigao foi analisada no microscépio modelo LEO 440,

Leica.
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3.2.6. Andlise estatistica

O software Statistica 7° foi utilizado para analisar os resultados numéricos
referentes as propriedades das membranas, empregando-se o teste de comparagao de
médias de Tukey com nivel de significancia de 5%. A analise do planejamento experimental

também foi realizada com auxilio deste sofware.

Todos os resultados sao expressos como a média das medidas experimentais,
calculadas com, no minimo, trés amostras independentes. Cada valor médio é
acompanhado de seu respectivo erro padrao, o que ¢ indicado para realizar comparagoes

entre médias de diferentes populagoes (Paes, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serao apresentados os resultados referentes as membranas de
quitosana-alginato obtidas com aumento de escala do processo, entre outras modificagoes
feitas nos parametros de processamento utilizados anteriormente por Rodrigues et al.
(2008). Também serao mostrados os resultados referentes as membranas reticuladas
covalentemente com glutaraldeido e ionicamente com ions calcio e sulfato. Por fim, serao
apresentados os resultados referentes ao uso de surfatantes sobre o aspecto e

propriedades das membranas.

4.1. Comportamento observado no estudo do escalonamento do processo

de producido das membranas

Nos ensaios de escalonamento do processo de producao de membranas de
quitosana-alginato, procurou-se verificar se a utilizagdo de um reator de maior capacidade,
além do uso de vazio e taxa de agitagao inicial maiores causariam modificagoes
significativas nas propriedades das membranas produzidas em relagao as obtidas por
Rodrigues et al. (2008). Por envolver a mistura de solugdes viscosas e a formagao de
agregados, tanto aspectos de transferéncia de massa e de quantidade de movimento

quanto potenciais questoes cinéticas devem ser considerados.

Inicialmente, percebeu-se que o uso de uma agitagao inicial de 100rpm nao levou
a uma mistura adequada entre os polimeros, sendo que estes aderiam as pas do agitador.

Portanto, a agitagao inicial de 500rpm foi utilizada nos ensaios subsequentes.

Nas condi¢oes de agitagao inicial de 500rpm e vazao de adicao de 80ml/h, as
membranas obtidas mostraram-se homogéneas. No estudo de aumento de vazao, as
membranas resultantes mostraram-se com aspecto similar a obtida a 80ml/h. A Figura 4.1

mostra as membranas de quitosana-alginato obtidas com as vazoes de 80, 120 e 160ml/h.

Com o intuito de verificar possiveis diferengas nas propriedades das membranas
produzidas a diferentes vazoes, foram avaliadas a espessura, a absorgao e perda de massa
em agua, a resisténcia a tragao e o alongamento na ruptura. A Tabela 4.| mostra os

valores encontrados para estas membranas com seus respectivos erros padrao.
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Figura 4.1: Membranas obtidas com aumento de escala: (A) 80ml/h, (B) 120ml/h, (C)
| 60ml/h.

Tabela 4.1: Propriedades das membranas de quitosana-alginato obtidas com aumento de
escala.

Vazio de preparagao (ml/h)

Propriedade

40* 80 120 160
Espessura seca (um) 78,00 £ 17,76® 77,50 + 8,45¢ 68,13 £ 4,62  100,83+17,67@
Espessura imida (pm) 633,00 +21,68® 204,38 £19,03© 220,00 + 16,649 215,00 +13,53¢
Absorcio de agua (g/g) 19,20 £ 0,61 8,97 + 1,00© 6,78 £ 1,97© 5,67 + 0,53
Perda de massa (%) wk 7,01 1,399 6,74 + 0,559 6,84 + 0,699
Resisténcia a tragao (MPa) 27,7 £ 2,87@ 9,52+ 1,81M 591 £ 1,14® 10,97 + 1,97®
Alongamento na ruptura (%) 8,42 + 2,820 3,28 + 0,299 3,85+0,180 2,80 + 0,20

Mesma letra na mesma linha indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

*Valores obtidos por Rodrigues et al. (2008), utilizando taxa de agitagdo inicial de 100 rpm e volume de
reacao de 180 ml (metade do utilizado neste trabalho).

**QO valor de perda de massa niao péde ser comparado entre os diferentes trabalhos, uma vez que a perda
de massa foi medida por Rodrigues et al. (2008) ap6s imersdo em agua por 43 dias a 4°C.

Os resultados para as diferentes vazoes foram comparados entre si através do
teste de Tukey. Notou-se que para as vazoes utilizadas neste trabalho nao houve diferenca
significativa entre os valores médios, com excecao do alongamento na ruptura. A
membrana obtida a 160ml/h, apesar de apresentar um menor valor de alongamento na
ruptura, foi considerada como a mais adequada, uma vez que pode ser produzida em um

tempo menor, além de apresentar um valor discretamente maior de resisténcia a tragao.

Quando os dados obtidos neste trabalho, para a condicao de 160ml/h, sao
comparados aos de Rodrigues et al. (2008), que utilizaram uma vazao de 40ml/h e taxa de
agitagao inicial de 100rpm, notam-se diferengas significativas em todas as propriedades,

com excegao da espessura das amostras secas, de cerca de 78uym. Com relagao as
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propriedades das membranas produzidas a 160 ml/h, a espessura das amostras Umidas
obtidas por Rodrigues et al. (2008) foi cerca de trés vezes maior, a absorgao de agua foi
3,4 vezes maior, a resisténcia a tragao foi 2,52 vezes maior e o alongamento na ruptura foi
3 vezes maior. As perdas de massa nao puderam ser comparadas entre estes trabalhos
pois os métodos de medida utilizados por cada um foram diferentes. Rodrigues et al.
(2008) avaliaram a perda de massa por um periodo de 43 dias a 4°C, condigoes que foram
alteradas para | semana a 37°C, de maneira a aproximar-se da realidade de aplicagao dos

curativos.

Percebe-se, portanto, que o aumento de escala levou a membranas com
propriedades nao tio adequadas quanto as obtidas por Rodrigues et al. (2008). Uma das
provaveis razoes para essa diferenca é que o aumento da velocidade de agitagao inicial,
apesar de ter promovido uma mistura melhor entre os polimeros, pode ter provocado a
reducao do tamanho dos agregados poliméricos e mesmo a quebra das cadeias,
diminuindo, consequentemente, a resisténcia mecanica. Acredita-se também que, como a
formacao dos agregados deve ocorrer a uma velocidade lenta, o aumento de vazao pode
ter impedido uma melhor interagao entre os polimeros e sua interpenetraciao, o que

fortaleceria a estrutura da membrana resultante.

Assim, tentou-se contornar este problema através de outras modificagdes no
processo, na tentativa de produzir mais membranas por batelada e com melhores
propriedades fisicas. Uma dessas modificagoes foi a utilizagio de uma velocidade de
agitacao Unica de 500rpm ao longo do processo, ou seja, sem aumentar para |000rpm ao
término da etapa de gotejamento da solugao de quitosana, na tentativa de evitar a quebra
dos agregados poliméricos. No entanto, as membranas produzidas a 500rpm nao foram
satisfatorias, apresentando-se como um material nao homogéneo como pode ser visto na
Figura 4.2. O aspecto final da membrana obtida indica a necessidade do uso de uma
velocidade de agitagao maior do que 500rpm ao final do gotejamento para se obter uma
melhor distribuicao das fibras poliméricas, mesmo que essa velocidade possa se apresentar
como um fator favoravel a quebra ou diminuicdo do tamanho dos agregados. Assim,
optou-se por manter a agitagao de 1000rpm apos o término do gotejamento, assim como

ja havia sido utilizado por Rodrigues et al. (2008).
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Figura 4.2: Membrana obtida a 500rpm.

A tentativa de substituir o agitador de trés pas inclinadas por um de ancora
perfurada, o qual permitiria a obtengao de um vortice maior na mistura, resultou em uma
maior incorporagao de ar, levando a formacao indesejada de espuma. Além disso, houve
perda de material provocado pelo espirramento da suspensao, causado pelo novo
elemento de agitacao. Assim, decidiu-se manter o uso do agitador de hélice de trés pas

inclinadas durante este estudo.

Com relagao a utilizacao da plataforma giratéria na etapa de secagem, seu uso
mostrou-se vantajoso, visto que simplificou o processo de produgao e levou a membranas

mais homogéneas.

Desta forma, nos ensaios subsequentes, além da inclusao da plataforma giratéria
na etapa de secagem, mantiveram-se as condi¢oes de processo que se mostraram mais
adequadas neste trabalho (vazao de adicao de 160ml/h e taxa de agitagao inicial de
500rpm) e procurou-se, através de alternativas de refor¢o mecanico, como a reticulagao
ionica e covalente e a inclusao de surfatantes, melhorar as caracteristicas das membranas

de quitosana-alginato obtidas com o escalonamento do processo.

4.2. Caracteristicas das membranas reticuladas covalentemente com

glutaraldeido

A reticulagao covalente foi realizada através da imersio de membranas de
quitosana-alginato nao reticuladas ionicamente em solu¢coes de glutaraldeido de
concentragoes que variaram de 0,5 a 2,0% (m/v) por um periodo de 30 minutos. Na Figura
4.3 é mostrado o aspecto visual das membranas reticuladas com glutaraldeido, processo

este que nao se mostrou satisfatorio.
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Figura 4.3: Membranas reticuladas com glutaraldeido (A: 0,5%; B: 1,0%, C: 1,5%, D: 2,0%).

Na Figura 4.3, nota-se que as membranas obtidas em qualquer uma das
concentragoes testadas tornaram-se amareladas e muito quebradigas apds o contato com
a solugao reticuladora. Além disso, as membranas nao mantiveram sua forma original

depois da secagem.

O aumento da fragilidade das membranas nao era esperado, pois varios autores
mencionam o uso de glutaraldeido para a reticulagio de membranas tanto de quitosana
como de alginato (Kanti et al, 2004; Yeom e Lee, 1998; Svang-Ariyaskul et al., 2006;
Monteiro e Airoldi, 1999; Beppu et al., 2007; Zhang et al., 2010; Orrego e Valencia, 2009).

Knaul et al. (1999) produziram fibras de quitosana reticuladas com dialdeidos,
como o glutaraldeido. A reacgao procedeu a 25,8°C por um periodo de | hora. Com o
aumento da concentragio de glutaraldeido, que variou de 1,46*10* a 2,2*10" mol/l,
observou-se um aumento do médulo de Young e uma diminuicao da regiao plastica do
grafico tensao versus deformacao, indicando um aumento da fragilidade do material.
Quando a concentragao de glutaraldeido ultrapassou 0,05mol/l (aproximadamente
0,5%v/v), as fibras se tornaram ainda mais quebradicas, iniciando-se uma diminuicao do
modulo de Young. Este fato sugere que o dialdeido pode degradar a estrutura molecular a
altas concentragoes. Assim, teria-se um limite da concentragao de solugao de

glutaraldeido que pode ser utilizada no processo de reticulagao.

Em contraste com o trabalho de Knaul et al. (1999), mencionado anteriormente,
alguns trabalhos citam o uso de concentragoes maiores de glutaraldeido, além do uso de

diferentes temperaturas, solventes e a inclusio de catalisadores. Yeom e Lee (1998)
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relatam a produgao de membranas de alginato, reticuladas através de imersao em solucao
de glutaraldeido (0 a 20% vol) e HCI (0,05% vol) em acetona por 48h a 40°C. A acetona
foi utilizada por ser um nao-solvente do alginato e o HCI funcionaria como catalisador.
Apods este procedimento, as membranas foram lavadas em metanol. Os autores
encontraram que a concentragoes de glutaraldeido abaixo de 5%, a reticulagaio era

insuficiente.

Em outro trabalho, de Svang-Ariyaskul et al. (2006), foram produzidas membranas
compostas por quitosana e PVA, que foram reticuladas através de imersao em uma
solugao consistindo de glutaraldeido a 1,5%, acido sulfurico a 0,5% e acetona a 48% em
agua deionizada por 25 minutos. As membranas resultantes tiveram um bom desempenho

no processo de separagao por pervaporagao.

Levando-se em consideragao os trabalhos da literatura mencionados, percebe-se
que a reticulagao da quitosana e do alginato com glutaraldeido nao segue um padrao
especifico, podendo-se utilizar diversas concentracoes e condicoes de processo, como
tempo e temperatura. No caso do presente trabalho, todas as concentracoes testadas,
apesar de estarem em conformidade com alguns dados da literatura, levaram a membranas

altamente frageis e de aspecto inadequado.

Com relagio ao aspecto amarelado do material obtido, comportamento
semelhante foi relatado por Ngah e Fatinathan (2008), que produziram particulas de
quitosana reticuladas com glutaraldeido para remogao de cobre de aguas residuais. A
reticulagao foi realizada através da imersao das particulas em solugdes de 0,025 a 0,05 M
por 24 horas a temperatura ambiente. Observou-se uma variagao de cor do gel
polimérico, de branco a vermelho-tijolo, de acordo com o grau de reticulagao. Apds a
secagem das particulas, a matriz polimérica tornou-se mais escura e o espectro de cores
observado foi de amarelo a vermelho-tijolo escuro. Espectros de FTIR mostraram a
formacao de ligagoes imina e duplo-etilénicas, cujas frequéncias de pico aumentaram com
a intensidade de reticulagao. Assim, a variagao de cores pode ser atribuida a reagao

quimica entre polimeros e reticulante.

Para compreender melhor o efeito do glutaraldeido na estrutura das membranas
de quitosana-alginato, na Figura 4.4 sao mostradas as imagens tipicas obtidas por

microscopia eletronica de varredura.
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Figura 4.4: Morfologia de uma membrana reticulada com glutaraldeido a 0,5% (A:
superficie, B: secgao transversal).

Através da andlise da Figura 4.4, percebe-se que as membranas reticuladas com
glutaraldeido apresentaram uma superficie muito rugosa. As imagens indicam que o efeito
do reticulante foi ocasionar quebras na superficie e o consequente desprendimento de
camadas. As imagens da secgao transversal nao mostraram a presenga de lamelas internas,

como observado para as membranas reticuladas com calcio produzidas por Rodrigues et

al. (2008).

Em comparagao a estes resultados, Beppu et al. (2007) reticularam membranas de
quitosana através da imersao das mesmas em solugao de glutaraldeido a 0,25% (w/w) por
4 h a 25°C. Apos este procedimento, as membranas foram lavadas exaustivamente com
agua Milli-Q. Os autores verificaram, através de andlises de raio X, que o aumento da
intensidade de reticulagao reduzia a cristalinidade das membranas. Para explicar esse
comportamento, os pesquisadores propuseram que quando uma membrana seca, com
arranjo das cadeias poliméricas previamente definido, é exposta a uma solugao de
glutaraldeido, sua estrutura se torna menos organizada, devido a reagao quimica com o

reticulante.

No caso dos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que apenas a
superficie das membranas se tornou desorganizada, havendo o desprendimento de
camadas, enquanto o interior da estrutura permaneceu intacto. Isso indica que
provavelmente a reticulagao ocorreu de forma rapida e intensa, dificultando a difusao do
glutaraldeido através da membrana, o que poderia explicar a grande fragilidade do material

obtido. A ocorréncia de reticulagio apenas na superficie também pode explicar o
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encolhimento das membranas. Provavelmente, a reagao com glutaraldeido causou um
aumento da densidade da superficie das membranas, desorganizando a estrutura

polimérica previamente estabelecida.

Foram feitas tentativas de caracterizacao das membranas por FTIR, como forma
de identificar a ocorréncia da reticulagao através da formagao de ligagoes imina e éster.
No entanto, as membranas eram demasiadamente quebradigas, e sua prensagem pelo
equipamento de FTIR causava ruptura do material, impossibilitando, assim, a analise. Além
disso, a deformagao da membrana apods a reticulagao nao permitiu a obten¢ao de corpos

de prova com tamanhos adequados a analise.

Os resultados obtidos através da reticulagio covalente com glutaraldeido
mostraram a necessidade de estudo de alternativas menos agressivas as estruturas

poliméricas, que poderiam ser a reticulagao ionica com CaCl, e/ou (NH,),SO.,.

4.3. Membranas de quitosana-alginato obtidas através de diferentes

condicOes de reticulacdo ionica

Os ensaios do planejamento experimental em estrela, apresentado na Tabela 3.1,
foram realizados com o intuito de verificar qual a condigao de reticulagao idnica que
melhoraria as caracteristicas das membranas de quitosana-alginato. Entretanto, alguns
ensaios preliminares foram realizados com o intuito de verificar a ocorréncia de
precipitacio de CaSO, no sistema. Os resultados destes ensaios, assim como os
resultados referentes ao aspecto, morfologia, espessura, absorgao e perda de massa em
agua e propriedades mecanicas das membranas obtidas através do planejamento fatorial

sao apresentados nos proximos itens.

4.3.1. Ensaios preliminares para a verificacdo da precipitacdo de CaSO,

A adicao dos reticulantes CaCl, e (NH,),SO, pode causar precipitagao de CaSO,,
um sal insolivel em agua. De acordo com Calmanovici et al. (1993), a solubilidade deste
sal em agua a 20°C é 0,014M (equivalente a 0,24g/100ml). Como as membranas sao
preparadas a uma temperatura proxima a esta (25°C), a quantidade de CaSO, solubilizada

nessa condicao seria insuficiente para promover de forma efetiva a reticulagao dos grupos
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ionizaveis da quitosana e do alginato que nao interagiram entre si. Como o uso de CaSO,
mostrou-se pouco viavel, verificou-se a possibilidade de realizar a dupla reticulagao através
da adicao de duas solugoes salinas diferentes, uma de (NH,),SO, e outra de CaCl,.
Calculou-se que a adigao ao sistema reacional de (NH,),SO, e CaCl, na quantidade
maxima referente ao planejamento experimental (3,6 ml de solugdes a 0,36 M) forma uma
massa equivalente de CaSQO, inferior a 0,24g/100ml. Desta forma, nao haveria precipitacao

do sal. Para verificar esta hipotese, foram realizados alguns ensaios preliminares.

Os ensaios foram conduzidos sem a presenca de quitosana e alginato, utilizando-
se quantidades de agua, acetona, acido acético e NaOH nas mesmas proporgoes em que
seriam utilizadas no reator. Foram feitas solu¢oes a 0,5M de (NH,),SO, e 0,5M de CaCl,,
as quais foram adicionadas ao sistema em volumes iguais. A concentragao de 0,5 M ¢é
superior ao valor maximo com que se desejava trabalhar (0,36 M) para assegurar que o sal
nao seria precipitado mesmo em concentragdes maiores. Foram feitas trés diferentes
simulagoes, levando em conta a ordem de adicao das solugdes salinas. Na primeira,
efetuou-se a adigao de (NH,),SO, seguida da adicao de CaCl,. Na segunda, adicionou-se o
CaCl, e, em seguida, o (NH,),SO,. Na terceira, misturaram-se fora do sistema as solugoes
de (NH,),SO, e CaCl, e esta mistura foi imediatamente adicionada ao sistema. Apos a
realizagao desses testes, um pequeno volume de cada mistura obtida (cerca de 10 ml) foi
centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos para verificar se nao teria havido precipitagao
do CaSO,. Os dois primeiros ensaios resultaram em solugoes limpidas, enquanto que no
terceiro foi possivel verificar uma pequena quantidade de sal precipitado. Os resultados
destas simulagoes permitem concluir que se os ions calcio e sulfato forem adicionados, de
forma isolada, diretamente no sistema reacional, os mesmos permanecerao sollveis. No
entanto, se forem misturados antes da adigao ao sistema, ocorre precipitagao do CaSO,,
provavelmente devido a presenga de compostos organicos como a acetona e acido

acético e ao pH de operagao (pH 5,28).

Verificou-se, portanto, que a dupla reticulagio dos coacervados de quitosana-
alginato seria viavel através da adicao dos dois tipos de solugoes salinas em sequéncia, uma
contendo ions célcio (Ca*) e outra contendo ions sulfato (SO,*). Observou-se também
que nao importa a ordem de adigao dos sais, contanto que ambos nao sejam adicionados

ao mesmo tempo, o que se mostrou promissor para a continuidade deste trabalho.
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4.3.2. Aspecto das membranas e dos agregados poliméricos

Na Figura 4.5 sao apresentados os aspectos visuais dos diferentes tipos de

membrana obtidos através do planejamento experimental.

Como pode ser visto na Figura 4.5, membranas homogéneas foram obtidas para
concentragoes de Ca** menores do que 0,31M. Concentragdes maiores ou iguais a este
valor levaram a formacao de membranas com falhas na estrutura, além de serem
extremamente rigidas. A variagdo da concentragio de SO,* nio teve efeito significativo

sobre o aspecto das membranas.

Figura 4.5: Membranas obtidas através do planejamento experimental (A: 0,05M CaCl, e
0,05M (NH,),SO, B: 0,3IM CaCl, e 0,05M (NH,),SO, C: 0,05M CaCl, e 0,3IM
(NH,),SO,; D: 0,3IM CaCl, e 0,3IM (NH,),SO,; E: 0,18M CaCl, e 0,18M (NH,),SO,; F:
0,I18M (NH,),SO,; G: 0,36M CaCl, e 0,I18M (NH,),SO,; H: 0,18M CaCl,; I: 0,18M CaCl, e
0,36M (NH,),SO,).

Na Figura 4.6 siao apresentados os aspectos dos agregados poliméricos obtidos

com diferentes quantidades de cilcio, antes da secagem do material em estufa.
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Figura 4.6: Agregados poliméricos (A: sem CaCl,; B: com 0,I8M CaCl,; C: com 0,36M
CaCl,).

De acordo com Muzzarelli (1973), quando ions calcio sao adicionados em
quantidades crescentes a uma solucao de alginato, a viscosidade da solu¢gao aumenta até
que o excesso de calcio ocasiona a precipitagao, resultando na diminuicao da viscosidade.
Em concordancia com estes dados, George e Abraham (2006) afirmam que altos teores
de calcio levam a precipitagao ou gelificagao, resultantes da associagao permanente entre
as cadeias de alginato. Assim, os resultados obtidos neste trabalho estao de acordo com a

literatura.

Ainda com relagao aos resultados mostrados na Figura 4.6, no trabalho de da
Silva (2009) foi verificado que a maxima proporgao entre reticulante e polimero que pode
ser utilizada na produgao de filmes de quitosana-alginato é de 0,07g CaCl,.2H,O/g alginato
no primeiro estagio de reticulagao. Neste caso, o primeiro estagio refere-se a etapa da
adicao de solugao reticuladora a mistura polimérica. Acima desta concentragao, a solugao
filmogénica tornava-se de dificil manuseio, ocorrendo gelificagao excessiva. No caso deste
trabalho, acima de 0,18g CaCl,.2H,O/g alginato (0,31M), verificou-se a ocorréncia de
excesso de gelificagao. No entanto, € importante ressaltar que as condigoes operacionais
utilizadas por da Silva (2009) eram taxa de agitagao de 14000rpm e temperatura de 77°C,
diferentes das condigoes empregadas neste trabalho, que foram de 500 a 1000rpm e 25°C.
Além disso, as proporgoes entre quitosana e alginato estudadas pela autora nao foram as
mesmas deste trabalho, sendo de no maximo, 0,35g de quitosana por grama de polimeros

totais. No presente trabalho, a proporg¢ao massica utilizada foi de 50%.

Nota-se, portanto, que a faixa de concentragoes de 0,05 a 0,36M é ampla,
possibilitando visualizar os efeitos do excesso de reticulagao com ions calcio, que, neste

caso, nao levou a formagao de membranas satisfatorias.
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4.3.3. Andlises de microscopia eletrénica de varredura

Os efeitos da reticulagao sobre a morfologia das membranas foram analisados
por microscopia eletronica de varredura. As amostras escolhidas para estas analises foram
as que apresentaram aspecto satisfatorio, produzidas nas condigoes relativas aos pontos |,
8, 10, Il e central do planejamento em estrela indicado na Tabela 3.1. As imagens sao

mostradas na Figura 4.7.

Hag= 1.08 K X LRAC (FEQ/UNICAMP 36 -Nov-2680

Hag= 1.08 K X LRAC(FEQ/UNICAMP 38 -Nov-2880 1 18pm Hag= 1.08 K X LRAC (FEQ/UNICAMP 36 -Nov-2680

o Mag- 1.8 K X LRAC/FEQ/UNICAHP 38 -Nov-2089

Figura 4.7: Morfologia das superficies das membranas (A: 0,I8M (NH,),SO,; B: 0,18M
CaCl,; C: 0,05M CaCl, e 0,05M (NH,),SO,; D: 0,18M CaCl, e 0,18M (NH,),SO,; E: 0,18M
CaCl, e 0,36M (NH,),SO,).
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Através da comparagao entre as imagens mostradas na Figura 4.7, observa-se
grande diferenca entre as rugosidades das superficies das membranas. A membrana
mostrada na Figura 4.7 A, reticulada apenas com 0,I8M de (NH,),SO,, possui uma
superficie lisa. J4 a membrana mostrada na Figura 4.7 B, reticulada com 0,18M de CaCl, se
mostrou muito mais rugosa, indicando que os ions calcio modificaram a superficie da
membrana. A membrana duplamente reticulada com 0,05M de ambos os reticulantes
(Figura 4.7 C) mostrou uma superficie praticamente lisa, com algumas poucas rugosidades.
J& a membrana reticulada com 0,I8M de CaCl, e 0,I8M de (NH,),SO, (Figura 4.7 D)
possui muitas pequenas ondulagoes, porém, estas sao aparentemente mais suaves do que
na membrana reticulada apenas com 0,18M de CaCl, (Figura 4.7 B). Quando a quantidade
de sulfato é aumentada para 0,36M (Figura 4.7 E), nota-se uma redugao ainda maior no
numero de ondulagdes da superficie. Desta forma, observou-se que o cilcio parece ter
uma tendéncia de aumentar a rugosidade, enquanto os ions sulfato parecem agir no

sentido de diminui-la.

Karakegili et al. (2007) também produziram membranas de quitosana reticuladas
com ions sulfato. O procedimento de reticulagao consistiu de imersao em solugao de
acido sulfurico a 0,02M em acetona a 50% (v/v) por | hora a temperatura ambiente.
Andlises de microscopia de forga atémica (AFM) indicaram que os ions sulfato tiveram
forte influéncia sobre a topografia da superficie, tornando-a a mais homogénea e
relativamente plana. Os autores explicam que as rugosidades nas membranas nao
reticuladas poderiam ser terminagoes de fibras de quitosana desniveladas. Apods a
reticulagao, teria ocorrido a formagao de feixes de fibras, aplanando a superficie. Também
foi observado que mudangas na nanotopografia poderiam afetar a molhabilidade da

superficie, assim como alterar os sitios reacionais.

Na Figura 4.8 sao mostradas as imagens obtidas por microscopia eletronica de

varredura das seg¢oes transversais das membranas.

A andlise das imagens das segOes transversais das membranas permitiu observar
diferengas entre as espessuras de acordo com o tipo de reticulagio realizado.
Aparentemente, todas as membranas apresentaram estrutura lamelar, o que pareceu mais
evidente para as membranas reticuladas com maiores quantidades de CaCl,. O aspecto

lamelar esta de acordo com as membranas de quitosana e alginato obtidas anteriormente

56



por Rodrigues (2008), as quais foram reticuladas com CaCl, a 0,I8M. Uma analise

detalhada a respeito das espessuras e da estrutura lamelar das membranas sera realizada

mais adiante.

LRAC/FEQ/UNICAMP 1-Dec-2889

LRAC/FEQ/UNICAMP 1-Dec-2889| Zun H Mag= 3.88 K X

|
‘ Zun H Mag= 3.88 K X

Mag= 3.88 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 1-Doc-2089

Mag= 3. .88 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 1-Dac-26889

Figura 4.8: Morfologia das se¢oes transversais das membranas (A: 0,18M (NH,),SO,; B:
0,18M CaCl,; C: 0,05M CaCl, e 0,05M (NH,),SO,; D: 0,18M CaCl, e 0,18M (NH,),SO,; E:
0,18M CaCl, e 0,36M (NH,),SO,).
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4.3.4. Andlise elementar das membranas por EDS

Para comprovar a presenca dos ions reticulantes na estrutura das membranas,
garantindo que os mesmos nao foram removidos apos a lavagem das mesmas com agua,
foi realizada uma andlise de EDS (espectrometria por dispersao de energia) no mesmo
equipamento usado para a microscopia eletronica de varredura. A Figura 4.9 mostra o

aspecto tipico do espectro obtido.
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Figura 4.9: Espectro de EDS tipico da membrana reticulada com CaCl, a 0,I8M e
(NH,),SO,a 0,18M.

Como pode ser percebido pela Figura 4.9, foram detectados quatro elementos
em maior proporgao, sendo estes carbono (em maior quantidade), oxigénio, enxofre e
calcio. A detecgao dos dois ultimos elementos confirmou a presenga dos ions reticulantes
Ca® e SO,*, mesmo apés a lavagem das membranas, permitindo supor que os mesmos

interagiram com os grupos ionizaveis da membrana.

4.3.5. Espessura e comportamento das membranas em agua

Todas as membranas de quitosana-alginato obtidas através do planejamento
experimental foram analisadas quanto a sua espessura, absorgao (24 hs) e perda de massa

(uma semana) em agua, sendo os dados mostrados na Tabela 4.2. As propriedades
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mecanicas nao foram medidas para todas as amostras devido a inadequagao de aspecto

verificada nas amostras produzidas nas condigoes 2, 4 e 9 do planejamento experimental.

Tabela 4.2: Propriedades das membranas resultantes do planejamento experimental em
estrela.

Condigio [Ca*] [SO,*] Espessura (um) Absorcio (g/g) Perda de massa (%)

| 005 005 8250%772® 528+038¢9 456 |48

2 031 005 252,50+2036® 541£0389 7,20 0,335
3 005 031 6583 %436® 1853+0,52¢ 13,35 1,96Y
4 031 031 15367£2635" 867%0349 996+ |,76%><9
5 018 018 1166710227 584+0209 895+ |56
6 018 018 10983+804% 885+0,129 63208809
7 018 018 12550+ 17,29% 839+026° 839 + |,4465<9
8 0 018 6667+307% 13,13+037% |1,5] £ 0,740
9 036 0,18 319,00 +44,60° 4,600,499 80| + [,03¢59
10 018 0 10083+ 17,67% 567+0539 684+ 0,699

I 0,18 036 7800=6,18" 19,64+ 1,13® 12,19 +0,89*>

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

4.3.5.1.Espessura das membranas

Os dados de espessura obtidos foram analisados através do software Statistica 7°.
Na Tabela 4.3, sao mostrados os efeitos linear (L) e quadratico (Q), assim como o seu
desvio padrao. O valor de p indica quando um efeito é significativo. Neste caso, como foi
utilizado um intervalo de confianga de 95%, ou seja, um nivel de significancia de 5%, o

efeito é considerado significativo quando p<0,05.

Observou-se que todos os fatores apresentaram efeitos significativos, sendo mais
pronunciado o efeito linear do CaCl,, o qual foi positivo sobre as espessuras das

membranas. Ja o (NH,),SO, teve efeito negativo, diminuindo a espessura das membranas.
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A interagao entre os fatores também se mostrou negativa. As imagens de microscopia
eletronica de varredura da secgao transversal das membranas (Figura 4.8) confirmam estes
dados, permitindo visualizar a variagao da espessura de acordo com a quantidade de

reticulante utilizada.

Tabela 4.3: Estimativa dos efeitos codificados para o modelo estatistico referente a
espessura seca das membranas.

Fator Efeito Desvio Padrao p
Média 117,33 4,53 0,0015%
CaCl,(L) 153,67 5,55 0,0013*
CaCl,(Q) 74,25 6,61 0,0078*
(NH,),SO, (L) -36,95 5,55 0,0219*
(NH,),SO, (Q) -29,17 6,61 0,0477%*
Interagao  -41,08 7,85 0,0347*

*Efeitos significativos (p<0,05).

Na Tabela 4.4 é apresentada a analise de variancia Anova, para verificar a validade

do modelo estatistico.

Tabela 4.4: Tabela ANOVA para os dados de espessura.
Fonte de variagio Soma quadratica N°de gl. Média quadratica F_ .40 Fuendo

Regressao 63451,71 5 12690,34 28,4926 5,05
Residuos 2226,97 5 445,39

Falta de ajuste 2103,58 3 701,19 11,3663 19,16
Erro puro 123,39 2 61,69

Total 65678,68 10

% de variagao explicada: 96,61 %

% maxima de variagao explicavel: 99,81%

Os dados da tabela Anova permitiram concluir que o modelo estatistico ¢ valido,
reproduzindo 96,61% da variagao total. No teste F, o valor de F_ .4, da regressao em
relagao aos residuos foi 5,6 vezes maior do que o F ... Na literatura nao existe um
consenso a respeito dos melhores valores para a relagao F . .40/Fubendo: Alguns autores,

como Barros Neto et al. (2001) consideram que para razées maiores do que 5, o modelo
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é significativo. Ja o F_,,.4, da falta de ajuste em relagao ao erro puro foi 1,68 vezes menor

do que o F_,..4, indicando que nao ha falta de ajuste do modelo.

Verificada a validade do modelo, foi possivel construir a superficie de resposta e a
curva de contorno para a espessura em fungao das concentragoes de CaCl, e (NH,),SO,,
mostradas na Figura 4.10. Esta descrigao grafica do modelo ajustado permite simplificar a

interpretagao dos resultados.
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Figura 4.10: Superficie de resposta e curva de contorno para os valores de espessura das
membranas em fungao das concentragoes de CaCl, e (NH,),SO,.

Através da analise da Figura 4.10, é possivel visualizar o que foi discutido com
relagao aos dados da Tabela 4.3. A influéncia do CaCl, sobre a espessura das membranas
foi positiva enquanto a influéncia do (NH,),SO, foi negativa. Era de se esperar, no entanto,
que o efeito de ambos os reticulantes ionicos fosse o de provocar um maior

empacotamento da estrutura polimérica, diminuindo a espessura das membranas.

Uma possivel explicagao para esta diferenca de comportamentos entre os dois
agentes reticulantes ionicos € que, os ions calcio, quando adicionados a suspensao de
agregados de quitosana-alginato, reagiram fortemente com os grupos carboxila, reduzindo
a mobilidade das cadeias poliméricas e estabilizando rapidamente a conformagao existente
na suspensao. Assim, quanto maior a quantidade de calcio adicionada ao sistema, menor a
mobilidade das cadeias, as quais nao se aproximaram durante a secagem das membranas,

resultando em maiores valores de espessura e em lamelas mais evidentes. Com os ions
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sulfato, ocorreu um maior empacotamento da estrutura polimérica, diminuindo a
espessura. Essa diferenga ocorreu, provavelmente, devido a menor afinidade do sulfato
pelos grupos amino da quitosana, comparada a afinidade do calcio pelos grupos carboxila
do alginato, como discutido no item 4.3.4, possibilitando, entdo, maior acomodagao dos

agregados e das cadeias eventualmente nao reticuladas.

4.3.5.2. Comportamento das membranas em agua

Os dados referentes aos efeitos estatisticos dos agentes reticulantes sobre a

capacidade de absor¢ao de agua das membranas de quitosana-alginato sao mostrados na

Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Estimativa dos efeitos codificados para o modelo estatistico referente a
capacidade de absorcao de agua das membranas.

Fator Efeito Desvio Padrao P
Média 7,69 0,94 0,0145*
CaCl,(L) -5,45 [,I5 0,0416*
CaCl,(Q) 0,53 1,37 0,7356
(NH,),SO, (L) 9,06 [,I5 0,0157*
(NH,),SO, (Q) 4,32 1,37 0,0870
Interacao -5,00 1,62 0,0912

*Efeitos significativos (p<0,05).

Nota-se que apenas os efeitos lineares de ambos os agentes reticulantes sao
significativos. Verificou-se o CaCl, agiu de forma a diminuir a absor¢ao de agua, enquanto
o (NH,),SO, apresentou efeito positivo, aumentando a capacidade de absorgao. A maior

influéncia sobre os resultados foi do sulfato de amonio.

Na Tabela 4.6 é apresentada a analise de variancia, que foi efetuada
desconsiderando-se os efeitos nao significativos. Verificou-se que o modelo estatistico tem

uma porcentagem de variagao explicada de 78,09%. No teste F, o F da regressao em

calculado

relagao aos residuos foi apenas 3,19 vezes maior do que o F JaoF da falta de

tabelado*® calculado

ajuste em relagao ao erro puro foi 5,31 vezes menor do que o F,..4, indicando que nao

ha falta de ajuste do modelo. Assim, validado o modelo estatistico, foram construidas a
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superficie de resposta e a curva de contorno para os dados de capacidade de absorgao de

agua, mostrados na Figura 4.1 1.

Tabela 4.6: Tabela ANOVA para os valores de capacidade de absorgao de agua das
membranas.

Fonte de variagdo Soma quadratica N°®de gl. Média quadratica F_ 40 Fuaelado

Regressao 223,70 2 11,85 14,25 4,46
Residuos 62,78 8 7,85

Falta de ajuste 57,51 6 9,59 3,64 1933
Erro puro 5,27 2 2,63

Total 286,48 10

% de variagao explicada: 78,09%

% maxima de variacao explicavel: 98,16%
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Figura 4.1 1: Superficie de resposta e curva de contorno para os valores de absor¢ao (24
hs, 37°C) em funcao das concentragoes codificadas de CaCl, e (NH,),SO,.

bRy

(NH4)2504

Verificaram-se, assim, comportamentos distintos entre os reticulantes ionicos.
Com a adicao de CaCl, ao sistema ocorreu, provavelmente, a formagao de uma matriz
com fibras poliméricas mais fortemente unidas e com menor mobilidade. Desta forma,
uma estrutura mais rigida teria mais dificuldade para acomodar grandes quantidades de
agua. Sabe-se, também, que a capacidade de intumescimento do alginato € facilitada pelos
grupos carboxilicos, que se associam fortemente a moléculas de agua. Um aumento na
concentragao de ions calcio diminui a disponibilidade destes grupos e consequentemente a

hidrofilicidade do sistema. No trabalho de Da Silva (2009), o mesmo efeito referente ao
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calcio foi observado em filmes de alginato e quitosana-alginato, verificando-se uma
diminuicao do grau de intumescimento dos filmes com o aumento da concentragao da

solucao reticuladora.

O (NH,),SO,, por sua vez, pareceu facilitar a entrada de agua na membrana,
provavelmente devido a sua pouca afinidade pela quitosana. Assim, cadeias poliméricas
fracamente reticuladas poderiam se afastar com maior facilidade, de maneira a acomodar
grandes quantidades de agua. Além disso, Lee et al. (1997) observaram em seu trabalho
que as interagoes ionicas entre os grupos amino da quitosana e os anions sulfato
aumentam a densidade de cargas da membrana, levando a um aumento da afinidade da

mesma com a agua.

Com relagao aos dados de perda de massa, na Tabela 4.7 encontram-se os

valores referentes aos efeitos e sua significancia.

Tabela 4.7: Estimativa dos efeitos codificados para o modelo estatistico referente a perda
de massa das membranas em agua.

Fator Efeito Desvio Padrao p
Média 7,89 0,80 0,0101*
CaCl,(L) -1,42 0,98 0,2837
CaCl,(Q) 1,44 1,17 0,3432
(NH,),SO, (L) 4,78 0,98 0,0396%*
(NH,),SO, (Q) 1,19 1,17 0,4148
Interacao -3,01 1,39 0,1617

*Efeitos significativos (p<0,05).

Nota-se que o efeito linear do (NH,),SO, € o Unico significativo, assim, um
aumento na concentragao deste reticulante provoca um aumento na perda de massa das
membranas de quitosana-alginato. O efeito negativo do CaCl, indica que seu efeito é

diminuir a perda de massa das membranas, mas de forma pouco pronunciada.

Na Tabela 4.8 ¢é apresentada a andlise de variancia para validagao do modelo
estatistico, que indicou um valor razoavel para a porcentagem de variagao explicada pelo

modelo, de 63,29%. O teste F da regressao em relagao aos residuos resultou que o F

calculado

é apenas 3,04 vezes maior que o F no entanto, o modelo nao apresentou falta de

tabelado?

ajuste, sendo o F I 1,45 vezes menor que F. g0

calculado
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Tabela 4.8: Tabela ANOVA para os dados de perda de massa das membranas em agua.

Fonte de variagdo Soma quadratica N°®de gl. Média quadratica F_ 4o  Feavelado
Regressao 45,68 | 45,68 1554 5,12

Residuos 26,50 9 2,94

Falta de ajuste 22,66 7 3,24 1,69 19,35
Erro puro 3,84 2 1,92

Total 72,18 10

% de variagao explicada: 63,29%

% maxima de variacao explicavel: 94,68%

Na Figura 4.12 sao mostradas a superficie de resposta e curva de contorno para
os valores de perda de massa em agua, que permitiu observar que quanto maior a
concentragao de (NH,),SO,, maior o valor da propriedade analisada, lembrando que o

efeito do CaCl, nao foi significativo para o modelo matematico.

1,4
1,2
1,0
08
06
04
02F
0,0

02

04

06 |

08

10

12

14
44 12 -10 08 06 -04 02 00 02 04 06 08 10 12 14
caCi2

IR FY BE A

(NH4)2504

[=R=]

(L]

1
1
1
9
8
7
6

Figura 4.12: Superficie de resposta e curva de contorno para os valores de perda de massa
em agua (I semana, 37°C) em fungao das concentragoes codificadas de CaCl, e
(NH,),50,

Analisando-se o conjunto de dados referentes tanto a absor¢ao quanto a perda
de massa em agua, observou-se que o (NH,),SO, teve efeito positivo nos dois casos,
parecendo facilitar a entrada de agua nas membranas, assim como a sua solubilizagao. Ja o
CaCl, apresentou efeito oposto ao (NH,),SO, e de menor significancia estatistica.

Observa-se, entao, que maiores valores de absor¢ao implicam em maiores valores de
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perda de massa. Assim, quanto maior a quantidade de agua que a membrana absorve,
maior o afastamento entre as cadeias poliméricas, o que diminui a intensidade de

interagao entre as mesmas provocando a solubilizagdo da membrana.

Tendo-se em vista a otimizagao da producao de membranas de quitosana e
alginato através do uso de condigoes de reticulagao ionica mais adequadas, as amostras
com maiores quantidades de ions sulfato e menores quantidades de ions calcio seriam as
mais indicadas para o tratamento de feridas com alta liberagao de exsudato. Apesar de
estas amostras também terem apresentado altos valores de perda de massa, esses nao sao

altos o suficiente para indicar instabilidade do material em meios aquosos.

4.3.6. Propriedades mecdanicas das membranas

Como ja comentado, as propriedades mecanicas nao puderam ser avaliadas para
todas as amostras obtidas através do planejamento experimental. A resisténcia a tragio e
ao alongamento na ruptura das amostras que nao se mostraram integras para os ensaios
mecanicos (membranas referentes as condigoes 2, 4 e 9 do planejamento mostrado na
Tabela 3.1) foram, entao, atribuidos valores nulos, apenas para que se pudesse avaliar as
tendéncias de comportamento do sistema. Essa consideracao é valida, uma vez que tais
amostras sofreriam ruptura praticamente imediata logo apds o inicio do ensaio de tragao,
em funciao das diversas falhas presentes em sua estrutura. Os resultados referentes as

propriedades mecanicas saio mostrados na Tabela 4.9.

Observou-se que a maior resisténcia a tracao foi de 19,43MPa, referente a
membrana do ponto | do planejamento experimental. O alongamento na ruptura variou
pouco entre as amostras, sendo o maior valor de, 3,87%, referente a membrana 7 (ponto

central).

Dos efeitos estatisticos, mostrados na Tabela 4.10, apenas o efeito linear do
CaCl, foi significativo, de maneira a diminuir a resisténcia a tragao das membranas de

quitosana-alginato.

A Tabela Anova, mostrada na Tabela 4.11, indicou um valor alto para a
porcentagem de variagao explicada pelo modelo, de 81,49%. O teste F da regressao em

relagao aos residuos mostrou que F_, .4 € 7,74 vezes maior do que o F ... J2 O teste F

66



da falta de ajuste em relagao ao erro puro mostou que F

oF

tabelado*

Tabela 4.9: Propriedades mecanicas das membranas obtidas através do planejamento

experimental em variadas condigoes de reticulagao.

calculado

é 7,93 vezes menor do que

[Ca*]  [SO/] Resisténcia a tracao Alongamento na ruptura
Condicao
(M) (M) (MPa) (%)

I 0,05 0,05 19,43 + 4,14 3,17 £ 0,789
2 0,31 0,05 0d 0d

3 0,05 0,31 9,97 + 2,69 “><9 2,35 + 0,429
4 0,31 0,31 0d 09

5 0,18 0,18 8,45 + 2,17¢><9 3,62 + 0,83*>
6 0,18 0,18 4,48 + 0,559 4,13 + 0,56*9
7 0,18 0,18 6,46 + 1,280 3,87 + 0,48*"
8 0,00 0,18 15,58 + 2,10®°9 2,48 + 0,39*>
9 0,36 0,18 09 09

10 0,18 0,00 10,97 + 1,97®9 2,80 + 0,20®°9
I 0,18 0,36 8,01 + 1,60®<9 1,95 £ 0,165

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

Tabela 4.10: Estimativa dos efeitos codificados para o modelo estatistico referente a
resisténcia a tracdo das membranas.

Fator Efeito  Desvio Padrao p
Média 6,46 [,15 0,0300*
CaCly(L) -12,86 1,40 0,0117*
CaCl,(Q) 0,68 1,67 0,7231
(NH,),SO,(L) -3,41 1,40 0,1356
(NH,),SO,(Q) 2,38 1,67 0,2905
Interagao 4,73 1,99 0,1401

*Efeitos significativos (p<0,05)
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Tabela 4.11: Tabela ANOVA para os valores de resisténcia a tragao das membranas.

Fonte de variagdo Soma quadratica N°®de gl. Média quadratica F_ 4o  Feavelado

Regressao 330,64 I 330,64 39,62 5,12
Residuos 75,10 9 8,34

Falta de ajuste 67,22 7 9,60 2,44 19,35
Erro puro 7,88 2 3,94

Total 405,74 10

% de variagao explicada: 81,49%

% maxima de variacao explicavel: 98,06%

Com relagao a andlise estatistica dos dados de alongamento na ruptura, os efeitos
estatisticos dos reticulantes idnicos sao mostrados a seguir na Tabela 4.12. Notou-se que

apenas o efeito linear do (NH,),SO, e o efeito de interagao nao sao significativos.

Tabela 4.12: Estimativa dos efeitos codificados para o modelo estatistico referente ao
alongamento na ruptura das membranas.

Fator Efeito Desvio Padrao p
Média 3,87 0,15 0,0014*
CaCl,(L) -2,26 0,18 0,0063*
CaCl,(Q) -2,85 0,21 0,0056*
(NH,),SO,(L) -0,50 0,18 0,1079
(NH,),SO,(Q) -1,71 0,21 0,0154*
Interagao 0,41 0,26 0,2503

*Efeitos significativos (p<0,05)

Tabela 4.13: Tabela ANOVA para os valores de alongamento na ruptura das membranas.

Fonte de variagio Soma quadratica N°de g.l. Média quadratica F_ .0 Fubendo

Regressao 22,83 3 7,61 31,43 4,35
Residuos 1,69 7 0,24

Falta de ajuste 1,56 5 0,31 48| 19,30
Erro puro 0,13 2 0,07

Total 24,52 10

% de variagao explicada: 93,1 1%

% maxima de variagao explicavel: 99,47%

O modelo estatistico se mostrou valido, sendo F_, .4, da regressao em relagao

aos residuos 7,23 vezes maior do que 0 F..40- O Foiunde da falta de ajuste em relagao ao
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erro puro foi cerca de 4 vezes menor do que o F, ... A porcentagem de variagao

explicada pelo modelo foi alta, de 93,1 1%.

Validados os modelos estatisticos para a resisténcia a tragao e alongamento na

ruptura, nas Figuras 4.13 e 4.14 sao mostrados os graficos de superficie de resposta e
curva de contorno.
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Figura 4.13: Superficie de resposta e curva de contorno para os valores de resisténcia a
tragao em fungao das concentragoes codificadas de CaCl, e (NH,),SO,.
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Figura 4.14: Superficie de resposta e curva de contorno para os valores de alongamento na
ruptura m fungao das concentragoes codificadas de CaCl, e (NH,),SO,.

i, B, AR

(NH4 12504

(<IN SRR

[N

=
=
[
[
[
=]
[

14

Como pode ser observado nas Figuras 4.13 e 4.14, o aumento da quantidade de

ions calcio levou a membranas com menor resisténcia a tracao. Além disso, verificou-se
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um ponto otimo para alongamento na ruptura em concentragoes de CaCl, e (NH,),SO,

proximas ao ponto central.

Este comportamento nao era esperado de acordo com alguns dados da literatura.
Da Silva (2009) observou efeito positivo dos ions calcio sobre a resisténcia a tragao na
reticulagao de filmes de alginato e de quitosana-alginato, havendo, por outro lado, uma
diminuicao do alongamento na ruptura. Rhim (2004) observou comportamento
semelhante para filmes de alginato de sodio reticulados com cloreto de cilcio. Em
contraste com estes trabalhos, Wang et al. (2001, 2002) verificaram que o aumento da
quantidade de CaCl, na reticulagao de filmes de quitosana-alginato levou a um aumento

tanto da resisténcia a tragao quanto do alongamento na ruptura.

Com relagao ao efeito do uso de ions sulfato ou de dupla-reticulagao sobre as
propriedades mecanicas de estruturas polissacaridicas, poucas referéncias foram
encontradas. Xu et al. (2007) produziram particulas de quitosana-alginato reticuladas
através de imersao em solugoes de CaCl, a 0,I18M e Na,SO, a 0,18M. As particulas
duplamente reticuladas apresentaram maior resisténcia mecanica do que aquelas
reticuladas apenas com CaCl,, Os mesmos autores também produziram particulas
reticuladas apenas com Na,SO,, as quais se mostraram muito frageis. Os resultados
obtidos por estes autores nao concordam com os obtidos neste trabalho, uma vez que
nao foi observada melhora de resisténcia mecanica quando outro agente reticulante foi
incluido. Essa diferenga de resultados pode ter sido devida a diferentes modos de agao de
Na,SO, e (NH,),SO, e também ao fato de que os autores mencionados realizaram
reticulagao apenas por imersao das particulas em solugao salina, e nao em duas etapas,

como foi o caso deste trabalho.

Para entender a diferenca de resultados em relagao ao trabalho mencionado
anteriormente, conduziram-se alguns testes simples para visualizar a reticulagio da
quitosana com solugoes de (NH,),SO, e Na,SO,. Uma solugao de quitosana a 1% foi
gotejada em um frasco contendo solugao salina de Na,SO, ou (NH,),SO, a 0,5M. Para
comparagao do efeito reticulante, uma solugao de alginato a 0,5% foi gotejada em solugao
de CaCl, a 0,5M. A reticulagio do alginato foi imediatamente percebida em CaCl,,
ocorrendo a formagao de esferas gelificadas. Também a reticulagao da quitosana pode ser

visualizada nas solugoes de (NH,),SO, e Na,SO,, sendo que a intensidade de gelificagao foi
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similar nos dois casos, porém menor em relagao ao alginato. Solu¢oes de alginato em
Na,SO, ou (NH,),SO,, e solugoes de quitosana em CaCl, nao tiveram nenhum resultado
perceptivel de gelificacao, como era esperado. Esses resultados comprovam que o
(NH,),SO, tem poder reticulante sobre a quitosana, sendo que as diferengas em relacao

ao trabalho de Xu et al. (2007) nao puderam ser explicadas até o momento.

Como forma de melhorar o entendimento dos resultados obtidos, tentou-se,
também, quantificar os ions calcio e sulfato nas membranas reticuladas ionicamente. O
método de quantificagdo mais confidvel e de mais facil acesso seria a espectrofotometria
de absorgao atomica, que requer a prévia digestao da amostra. De acordo com resultados
relatados anteriormente, membranas de quitosana complexada com alginato nao se
dissolvem quando expostas por 24 h a 37°C a solugbes aquosas de acido acético a | mol/l,
hidroxido de sédio a | mol/l, tampao citrato de sédio a 55 mmol/l (pH 3,2) e acido
cloridrico a | mol/l (Rodrigues et al. 2008). Tentou-se, entao, solubilizar as membranas de
quitosana e alginato em agua régia, um liquido altamente corrosivo, preparado pela
mistura de acido nitrico e acido cloridrico na proporgao de 1:3 (v/v). O tempo de imersao
utilizado para testar a solubilizagdo das membranas em agua régia foi de dois dias. No
entanto, também nesta solucdao as membranas se mostraram insolGveis. Sendo assim, a
andlise quantitativa de calcio e sulfato nas membranas n3ao se mostrou viavel,

considerando-se os métodos disponiveis.

A andlise das propriedades mecanicas permitiu observar que os maiores valores
de resisténcia a tragao foram obtidos quando se utilizaram pequenas quantidades de
reticulantes ionicos. O alongamento na ruptura variou pouco entre as amostras em
comparagao a variagao observada para resisténcia a tragao. Sendo assim, a resisténcia a
tragao foi utilizada como critério para a escolha da melhor condigao de reticulagao em
relagao as propriedades mecanicas. Desta forma, em condigoes proximas ao ponto | do
planejamento (CaCl, e (NH,),SO, a 0,05M), obtém-se membranas com melhores

propriedades mecanicas.
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4.3.7. Andlise comparativa global dos efeitos sobre as propriedades das membranas

avaliadas pelo uso do planejamento experimental

A Figura 4.15 a seguir permite visualizar de forma comparativa os efeitos das
concentragoes de solugoes reticuladoras sobre a espessura, capacidade de absorgao e

perda de massa das membranas referentes ao planejamento experimental.

Percebe-se que o efeito da variagdo das condigoes de reticulagio sobre a
espessura foi muito mais pronunciado do que os efeitos sobre o comportamento das

membranas em agua e sobre as propriedades mecanicas.

s cacl, (U M Espessura/5 (um)

30 4 & m Capacidade de absorcio (g/g)
E Perda de massa (%)
f 20 CaCl,(Q) B Resisténcia a trac3o (Mpa)
? = (NH,).50,(L) m Alongamento na ruptura (%)
:c 107 g L (NH.);504(Q) CaCl,x (NH,),50,
o]
5

*

-20 -

Figura 4.15: Grafico de barras de comparagao dos efeitos das concentragoes de solugoes
reticulantes sobre as propriedades das membranas avaliadas pelo planejamento
experimental (* Efeitos significativos)

Os efeitos sobre a espessura apresentaram, em muitos casos, sinal oposto aos
efeitos sobre o comportamento das membranas em agua. Assim, o aumento de espessura
parece estar associado a diminuicao dos valores de absorgao e perda de massa, e vice-
versa. Este comportamento é devido aos diferentes modos de agao dos agentes
reticulantes, pois, como discutido anteriormente, as membranas menos espessas sao
reticuladas com grandes quantidades de sulfato, reticulante que favoreceu a capacidade de

absorgao e a perda de massa das amostras expostas a agua.

Outra alternativa testada neste trabalho, com o objetivo de melhorar a dispersao
polimérica, assim como as propriedades mecanicas das membranas, foi a adigao de

surfatantes, cujos resultados sao mostrados a seguir.
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4.4. Membranas obtidas na presenca dos surfatantes Span 80, Tween 80 e

Pluronic F68

Utilizando o método descrito no item 3.2.4, diferentes surfatantes foram
adicionados a mistura reacional na proporg¢ao de 0,5%, na tentativa de obter membranas
mais homogéneas e com melhores propriedades mecanicas. A condicao de reticulagao
desta etapa foi a mesma que havia sido utilizada no inicio do trabalho, com base no
trabalho de Rodrigues et al. (2008). Primeiramente, os trés surfatantes utilizados neste
trabalho (Span 80, Tween 80 e Pluronic F68) foram comparados entre si com respeito ao
aspecto da mistura polimérica obtida apos a reagao e, em uma segunda etapa, com relagao

a aparéncia final das membranas produzidas.

4.4.1. Aspecto dos agregados poliméricos e das membranas

A mistura obtida com o surfatante Span 80, logo apds ser retirada do reator,
mostrou-se fibrosa e de dificil manuseio. Uma vez que a mistura nao apresentava muitas
bolhas, excluiu-se a etapa de desaeragao do processo. Esperava-se que as bolhas
desaparecessem no intervalo de tempo de secagem em estufa. No entanto, a membrana
obtida nao se mostrou adequada, sendo nao maleavel, com aspecto oleoso, fosco e de
coloragao amarelada e possuindo, ainda, algumas bolhas. Paralelamente, produziu-se uma
membrana com Span 80 com a etapa de desaeragao. A membrana apresentou uma
distribuicao polimérica nao-uniforme e ainda notou-se a presenga de bolhas, o que mostra
que o material obtido necessita de um maior tempo de desaeragao. Assim, as membranas
com Span 80 foram consideradas insatisfatorias do ponto de vista da homogeneidade e
maleabilidade do material, sendo este surfatante excluido de experimentos futuros. O
aspecto das amostras obtidas com Span 80 é mostrado na Figura 4.16.

Os surfatantes Pluronic F68 e Tween 80 resultaram em materiais de aspecto
muito semelhante entre si, na forma de espumas homogéneas de baixa consisténcia. Estes
materiais foram desaerados de acordo com o procedimento tradicional de obtengao de
membranas de quitosana-alginato. No entanto, houve a formagao de membranas
descontinuas, com falhas na sua estrutura, provavelmente devido a separagao de fases,

como pode ser visto na Figura 4.17.
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Figura 4.17: Membranas obtidas com a etapa de desaeragao: (A) Tween 80, (B) Pluronic
Fé8.

Desta forma, optou-se por excluir a etapa de desaeragao do processo, para
verificar se o material obtido se apresentaria continuo. As membranas obtidas sem esta
etapa apresentaram-se muito porosas, na forma de uma espuma homogénea, como pode
ser visto na Figura 4.18. Notou-se que para a obtengao de tais membranas, o material
deve ser colocado para secar na estufa a 37°C imediatamente. Se o mesmo for mantido
em repouso por cerca de uma hora ou mais a temperatura ambiente, a dispersao se
desestabiliza e nao ha mais manutengao de uma espuma homogénea, como pode ser visto

na Figura 4.19.

Figura 4.18: Aspecto final das membranas obtidas sem a etapa de desaeragao (material nao
submetido a repouso antes de ser colocado na estufa): (A) Pluronic F68, (B) Tween 80.
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Figura 4.19: Membrana com Pluronic F68 obtida sem a etapa de desaeragao (material
submetido a repouso antes de ser colocado na estufa).

Verificou-se, portanto, que a utilizagio de Tween 80 e Pluronic F68 levou a
formacao de membranas de quitosana-alginato com caracteristicas peculiares, de estrutura
altamente porosa e homogénea. Tais membranas foram consideradas atraentes do ponto
de vista da utilizagdo como curativos para feridas com alta produgao de exsudato, assim

como para arcabougos (scaffolds) para o crescimento de células animais.

4.4.2. Andlises das interacées entre os surfatantes e os polissacarideos quitosana e

alginato

As diferengas observadas entre os surfatantes testados e a possivel separagao de
fases observada nas misturas que foram submetidas a repouso podem ser atribuidas a
varios fatores. Sabe-se que os surfatantes agem diminuindo a tensao interfacial e a energia
livre do sistema. Isso ocorre por serem moléculas anfifilicas, com partes hidrofilicas e
hidrofébicas. Quando um polimero é associado a um surfatante, assume uma conformagao
mais estendida, existindo duas alternativas de interagao entre ambos: uma é a associagao
através de atragao eletrostatica, hidrofobica ou pontes de hidrogénio, por exemplo, e
outra é a formagao de micelas do surfatante sobre o polimero, ou nas suas vizinhangas

(Holmberg et al., 2002).

Neste caso, os polissacarideos alginato e quitosana, que sao moléculas com alto
carater hidrofilico, devido a presen¢a de muitos grupos —OH (Rinaudo, 2008), podem
interagir com os surfatantes Tween 80, Span 80 e Pluronic F68, que também possuem
grupos —OH, através de pontes de hidrogénio. Outra provavel interagao é a hidrofébica,

que se daria pela atragao entre as partes apolares das moléculas dos surfatantes e dos
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polimeros (Holmberg et al., 2002). As atragoes eletrostaticas nao ocorrem neste caso,

uma vez que os surfatantes utilizados sao nao-idnicos.

A formagao de micelas dos surfatantes interagindo com os polimeros também é
uma possibilidade, mas para tanto, a concentracao dos surfatantes deve estar acima da
CMC (concentragao micelar critica). De acordo com Holmberg et al. (2002), quando as
moléculas de surfatante ja saturaram as moléculas poliméricas através de associagoes
como as interagoes hidrofobicas e as pontes de hidrogénio, ocorre a diminui¢ao da tensao
superficial até se atingir a CMC, quando se inicia a formagao de micelas de surfatante e a

tensao se estabiliza.

Verificou-se que os valores de CMC em agua para os tensoativos estudados sao
0,012mM para Tween 80 (Sigma-Aldrich, 2009 b), 0,04mM para Pluronic F68 (Sigma-
Aldrich, 2009 c) e 0,4mM para Span 80 (Torres et al, 2005). No entanto, estes valores
foram determinados em agua, sendo necessario verificar os efeitos da presenca de
cossolutos e cossolventes que, no caso do sistema reacional em questao, seriam a
acetona, o acido acético, o cloreto de cilcio e o hidroxido de sodio. A acetona esta
presente em quantidade mais significativa que os demais compostos, desta forma seu
efeito deve ser mais pronunciado, de modo a causar uma diminui¢gao no valor da CMC.
Isso deve ocorrer porque cossolventes de menor polaridade tém preferéncia pelo interior
das micelas, e nao pela fase aquosa, o que estabiliza as estruturas micelares formadas e
diminui o valor da CMC (Holmberg et al.,, 2002). No entanto, nao é possivel afirmar com
certeza quais os valores corretos de CMC no sistema em questao, pois nao foram
encontrados dados mais especificos na literatura e estes dados nao foram determinados
experimentalmente neste trabalho. Deve-se considerar também que a composicao da fase
aquosa sofre alteragoes durante a etapa de secagem das membranas, o que
potencialmente poderia causar também modificagdes na forma de interagao dos
tensoativos com os polissacarideos. Independentemente destes fatos, as concentragoes de
Tween 80, Span 80 e Pluronic F68 utilizadas neste trabalho foram muito maiores que os
valores de CMC em agua encontrados na literatura, assim, é bastante provavel que ocorra

a formagao de micelas.

Portanto, supoe-se que além da atragao entre as moléculas individuais de ambos

os tipos de compostos (polissacarideos e surfatantes), existe a possibilidade de haver
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interagao entre os polissacarideos e as micelas de surfatantes.

Ainda com relagao ao efeito da presenga de acetona nas caracteristicas das
micelas, Chu e Kwan (2003) observaram que poluentes de solos contaminados sao
removidos de maneira eficiente quando se utiliza uma mistura de surfatantes e solventes
organicos, como a acetona. Os autores mencionam que o interior das micelas de
surfatantes age como uma pseudofase hidrofébica, na qual os componentes organicos sao
solubilizados. Com a adicao de acetona, o tamanho das micelas aumenta devido a
solubilizagao do solvente organico no seu interior. Desta forma, tem-se um sistema com
maior capacidade descontaminante, uma vez que os poluentes, que tém grande afinidade
pela acetona, serao solubilizados no interior das micelas. Os autores também observaram
que o Tween 80, que possuia a maior cadeia hidrofébica em comparagao aos outros
tensoativos testados, polioxietileno-23-lauril éter e dodecil sulfato de sodio, teve o pior

desempenho na solubilizagao dos compostos organicos.

Levando-se em consideragao os resultados do estudo de Chu e Kwan (2003),
pode-se inferir que, como a molécula de Span 80 é a menor dos trés surfatantes testados,
esta provavelmente possui maior capacidade de solubilizar a acetona no interior das
micelas. Desta forma, o Span 80 diminuiria o contato da quitosana com o solvente
organico, fazendo com que o polissacarideo assumisse uma conformagao mais estendida.
Essa conformagao resultaria em um aumento da taxa de reagao entre a quitosana e o
alginato e, consequentemente, haveria a formagao de membranas interfasicas, levando a
piora da distribuicao polimérica observada nas membranas com Span 80. Ja para os demais
surfatantes, que possuem cadeias longas, a solubilizagao da acetona no interior das micelas

seria dificultada.

Outro dado importante que deve ser considerado para avaliar as possibilidades
de interagao entre os polissacarideos e os surfatantes, assim como a formagao de espuma,
é o equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) ou hydrophilic-lipophilic balance (HLB), que mede a
hidrofilicidade dos surfatantes com base na porcentagem relativa entre seus grupos
hidrofilicos e hidrofobicos. Verificou-se na literatura que para o Span 80, o valor de HLB é
de 4,3 (Torres et al., 2005; Peltonen e Yliruusi, 2000), o que significa que este surfatante é
olefilico e apresenta baixa capacidade de dispersao em agua e de formagao de espuma

(Ponzetto e Rosa, 2003). Ja o Tween 80 e o Pluronic F68 apresentam valores de HLB mais

77



elevados, sendo estes |5 e 29, respectivamente (Torres et al., 2005; Kan et al., 1999), o
que indica alta capacidade de formar solugoes aquosas limpidas e espumas (Ponzetto e
Rosa, 2003). Nao foram localizados na literatura dados de comportamento equivalente

para sistemas aquosos contendo acetona.

Para verificar o efeito da presenga dos cossolutos e cossolventes no sistema em
estudo (acetona, acido acético, NaOH e CaCl,) sobre a solubilizagdo dos surfatantes,
foram conduzidos alguns experimentos simulando o meio reacional, sem a presenga dos
polimeros, que dificultariam a visualizagao dos resultados. Verificou-se que o Tween 80 e
o Pluronic F68 formaram solugoes limpidas com a agua, as quais, sob agitacao, formaram
espumas. Ja o Span 80 nao foi solubilizado e tampouco formou espuma, o que é
consistente com relacdo aos dados da literatura. Com a adicao de solugao aquosa de
acido acético a 2% misturada a acetona, na proporgao |l:lI, o Tween 80 e o Pluronic F68
mantiveram-se solubilizados, ja o Span 80 permaneceu na fase oleosa, na forma de gotas
grandes. A adicao de NaOH a IM seguida da adicao de CaCl, a 2% nao modificou as
caracteristicas visuais da solubilizagao do Tween 80 e Pluronic F68, ja o Span 80 mostrou
uma melhoria na dispersao, contudo, ainda permaneceu no sistema como uma segunda
fase visivel. Estes ensaios permitiram inferir que os tensoativos Tween 80 e Pluronic F68
distribuem-se uniformemente no sistema, mas o Span 80 nao se dispersa adequadamente.
No entanto, verificou-se também uma influéncia positiva dos polimeros sobre a
solubilizagao dos tensoativos. Quando Span 80 foi adicionado a uma solugao de alginato a
0,5%, houve uma dispersao mais uniforme do surfatante, com a formagao de goticulas bem
distribuidas por todo o volume da mistura. Este fato permite supor que o Span 80 pode
associar-se ao alginato através de interagoes hidrofébicas. Ja com relagao ao Tween 80 e
ao Pluronic F68, houve uma dispersao bem mais uniforme em solugao de alginato a 0,5%,
em comparagao com o Span 80. Com relagao a estes resultados, pode-de afirmar que a
baixa dispersao do Span 80 no sistema é outro fator que pode ter contribuido para

formar membranas com cadeias poliméricas mal-distribuidas.

Como foi observado, quando do uso do Tween 80 e do Pluronic F68, o material
obtido apos a etapa de reagao nao resultou em membranas continuas quando foi
submetido a repouso por cerca de uma hora. Tal fato foi verificado apenas quando a
membrana foi retirada da estufa, apos sua secagem. Notou-se a presen¢a de regioes

contendo polimeros e regices aparentemente vazias. Uma explicagao é a que a forga
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gravitacional atuou na espuma, causando a drenagem do liquido depositado entre as
bolhas de ar, resultando em uma separagao de fases nao perceptivel em um primeiro
momento. Tal separagao de fases pode ser considerada associativa, ou seja, o tipo de
separacao de fases quando ha uma forte atragao entre as substancias presentes na mistura,
sendo que apenas a agua e demais solventes (acido acético e acetona) separaram-se do
restante dos componentes (Holmberg et al, 2002). Uma das fases consistiu de uma
espuma mais seca e com bolhas mais préximas entre si, formada por ambos os polimeros
mais o surfatante associados e outra consistiu da fase aquosa diluida. A evaporagao da fase
aquosa quando da secagem da membrana provocou as falhas observadas na sua estrutura.
Similarmente, houve uma separagao de fases do tipo associativa quando o material foi
submetido a etapa de desaeracado em bomba de vacuo, havendo concentragio de
polimeros e surfatantes em uma fase e liquidos em outra, ao mesmo tempo em que o ar

era retirado da espuma.

Verificou-se que membranas porosas que nao passaram pelo procedimento de
reticulagao posterior com CaCl, e lavagem com agua deionizada tornaram-se amareladas
apds cerca de um més, como possivel consequéncia da oxidagao do surfatante. Desta
forma, é provavel que, quando a membrana ¢é reticulada e lavada, o surfatante seja parcial
ou completamente removido, o que é bastante favoravel do ponto de vista das aplicagoes
desejadas, visto que a presenca de altas concentragoes de tensoativos poderia levar a um

certo grau de toxicidade.

Na Figura 4.20 encontra-se uma representagao do que se supoe que ocorra ha
espuma formada pelas solugoes poliméricas e pelo surfatantes Tween 80 e Pluronic Fé68.
De acordo com esta figura, as cadeias de quitosana e alginato, solubilizadas no filme
liquido interagem com o surfatante, o qual se encontra na forma de micelas ou de
moléculas isoladas. As moléculas de surfatante também se distribuem na interface
ar/liquido, com a parte polar voltada para o liquido e a parte apolar voltada para o ar. A
presenca dos polissacarideos e sua interagao com os surfatantes aumenta a viscosidade do
sistema, contribuindo para aumentar também a estabilidade da espuma. Além disso, devido
ao grande tamanho das moléculas polissacaridicas, ha impedimento do colapso do filme
por impedimento estérico (Holmberg et al., 2002). Desta forma, a espuma formada
permanece estavel por tempo suficiente, permitindo que a secagem da mesma resulte em

uma membrana altamente porosa.

79



Ar

Associagdo por pontes
de hidrogénioe
interagSes hidrofébicas

Filme de liquido

Cadeiade quitosana < '\

Cadeiade alginato \ /; -

Interagdo com o filme da interface Ar

Figura 4.20: Representagao do filme liquido da espuma formada no sistema contendo os

polissacarideos quitosana e alginato e os surfatantes nao-ionicos.

4.4.3. Caracterizacdo das membranas obtidas na presenca de Tween 80 e Pluronic

F68

As membranas obtidas na presenga de Tween 80 e Pluronic F68, por serem
consideradas as mais adequadas, foram avaliadas com relagao a morfologia da superficie e
da secgao transversal, propriedades mecanicas, capacidade de absorcao e espessura em

diferentes solugoes aquosas e perda de massa nas mesmas solugoes.

4.4.3.1.Caracteristicas morfoldgicas

Nas Figuras 4.21 e 4.22 sio apresentadas imagens tipicas destas membranas

obtidas por microscopia eletronica de varredura.

Através da analise da Figura 4.21, foi possivel obter uma boa visualizagao dos
poros formados. A regiao analisada da membrana preparada com Pluronic F68 possui uma
maior quantidade de poros (partes escuras da imagem). Ja a regiao analisada da membrana
obtida na presenca de Tween 80 mostra uma depressao contendo dois poros menores
em seu interior. Observou-se que o tamanho e formato dos poros apresentam
distribuicao variada, notando-se diametros de cerca de 90 ym a 270 ym. As demais

regioes das membranas sao, em geral, rugosas.
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Figura 4.21: Morfologia da superficie das membranas de quitosana-alginato obtidas na
presenca de surfatantes: (A) Pluronic F68, (B) Tween 80.
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Figura 4.22: Morfologia da secgao transversal das membranas de quitosana-alginato obtidas
na presenga de surfatantes: (A) Pluronic F68, (B) Tween 80.

Verificou-se para ambas as segOes transversais das membranas uma estrutura
com camadas bem espagadas, sendo cada uma composta por finas lamelas. A estrutura
lamelar ja havia sido observada para membranas sem surfatantes obtidas neste trabalho e
anteriormente por Rodrigues et al. (2008). A presenga em conjunto de poros e lamelas
permite denominar estas membranas de membranas lamelares porosas. Na imagem
mostrada, a membrana com Pluronic F68 possui camadas mais distantes entre si do que a
membrana com Tween 80. Em algumas partes das imagens também foi possivel visualizar

fibras poliméricas.

Ainda de acordo com a Figura 4.22, os poros aparentemente nao atravessam a
estrutura total da membrana de forma continua, o que seria vantajoso com relagao ao
aspecto de protecao de uma lesao contra o ataque externo de microorganismos

contaminantes, no caso de aplicagao como curativo.
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4.4.3.2.Propriedades mecdnicas

Na Tabela 4.14 sao mostrados os resultados obtidos para as propriedades

mecanicas.

Tabela 4.14: Propriedades mecanicas das membranas preparadas na presenca de Tween 80
e Pluronic Fé68.

Propriedade Tween 80 Pluronic F68
Resisténcia a tragao (MPa) 1,54 +0,16® 0,98 + 0,07
Alongamento na ruptura (%) 2,06 £ 0,13© 1,96 + 0,14

Mesma letra na mesma linha indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

A andlise dos dados da Tabela 4.14 permite concluir que a resisténcia a tragao foi
um pouco maior para as membranas com Tween 80. Ja& o alongamento na ruptura nao
diferiu estatisticamente entre os dois tipos de membrana. Uma possivel explicagao
encontrada na literatura para o melhor desempenho mecanico das membranas com
Tween 80 estd relacionada a estrutura quimica dos surfatantes. Devido ao menor
comprimento das cadeias de polioxietileno do Tween 80, em relagio as cadeias de
Pluronic F68, estas se posicionam de forma mais empacotada na interface ar-liquido,
diminuindo mais eficientemente a tensao superficial e talvez melhorando o
empacotamento das cadeias polissacaridicas. Surfatantes com cadeias de polioxietileno
mais longas, como o Pluronic F68, tém menor capacidade para formar camadas coesas em
uma espuma (Holmberg et al., 2002). Desta forma, supoe-se que a espuma formada pelo
Tween 80 possui uma interface mais forte e elastica, possibilitando obter uma membrana

mais compacta e com propriedades mecanicas um pouco melhores.

Em comparagao com dados da literatura, Kucharska et al. (2008) prepararam
esponjas de quitosana-alginato por liofilizagao, as quais apresentaram menor resisténcia a
tragao do que as membranas obtidas neste trabalho, ao redor de 0,6MPa (valor estimado
a partir da tenacidade fornecida pelos autores). Por outro lado, o alongamento na ruptura
encontrado por estes autores foi maior, de 10%. Lai et al. (2003) também produziram
esponjas de quitosana-alginato que apresentaram alongamento na ruptura maior do que os
valores encontrados neste trabalho, sendo este de 3% para uma proporgao de |:| entre

os polissacarideos. A for¢a maxima suportada por essas esponjas antes de sua ruptura foi
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de 5N, a qual nao pode ser comparada aos dados deste trabalho, uma vez que os autores
nao forneceram detalhes a respeito das dimensdes dos corpos de prova utilizados nos
ensaios. Contudo, uma vez que nao existe um consenso a respeito das condicoes em que
os ensaios sao realizados (dimensoes dos corpos de prova, velocidade de distensao e
forga aplicada a amostra, distancia entre as garras do equipamento, umidade relativa, etc.),
comparagoes diretas entre os dados da literatura podem eventualmente levar a
conclusoes equivocadas. Ainda, deve-se destacar que, para o uso almejado, tais
membranas possivelmente estariam hidratadas, e nesta situagao a agua poderia atuar como

um agente plastificante, alterando o comportamento mecanico das amostras.

4.4.3.3.Comportamento das membranas em solugdes fisiolégicas

Os valores obtidos para a capacidade de absor¢ao de agua, NaCl a 0,9%, fluido
corporeo simulado (FCS) e soro fetal bovino (SFB), assim como a perda de massa das
membranas quando expostas as mesmas solugdes fisioldgicas sao mostrados na Tabela

4.15.

Tabela 4.15: Valores de absorgao por 24 h a 37°C e perda de massa apos uma semana a

37°C em agua e em solugoes fisioldgicas aquosas das membranas preparadas na presenca
de Tween 80 e Pluronic F68.

Absorcao (g/g) Perda de massa (%)
Solugao
Tween 80 Pluronic F68 Tween 80 Pluronic F68
Agua 13,67 £ 0,499®™ 13,83 +0,42@® 31,38 + 0,989" 30,47 + 2,169W
NaCl 0,9% 11,27 £0,73®® 11,96 + 0,530® 6,54 + 0,830C0 8,33 + 2,1604®
FCS 5,90 + 0,2209© 7,74 £ 0,699® 11,84 + 1,609®) 13,01 + 3,26©@*8
SFB 6,76 £ 0,259 7,95 + 0,849®) -8,24 + 6,86 )% 3,04 + 10,35 ®

Mesma letra minuscula na mesma linha indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

Mesma letra maitscula na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

*Valores dispares devido a provavel adsor¢io de proteinas do soro pela membrana preparada com Tween
80.
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Os resultados obtidos para a capacidade de absor¢ao sao comparaveis a alguns
dados da literatura referentes a membranas porosas ou esponjas de quitosana-alginato
preparadas por liofilizagdo. As esponjas produzidas por Kucharska et al. (2008)
absorveram 17,50g/g de agua apds 180 minutos. Oztiirk et al. (2006) produziram esponjas
capazes de absorver de 6,51 a 12,04g/g de tampao fosfato (pH 7,4), apés 10 minutos de
exposi¢ao. Yu et al. (2005), por outro lado, reportaram valores maiores de absorgao, que
variaram de 9 a 73g/g de tampao PBS apds imersao de 24 horas. Esta diferenga de valores
pode ser atribuida ao processo de liofilizacao utilizado durante o preparo das esponjas,
condicao de pH, proporgao massica entre a quitosana e o alginato e uso de diferentes

agentes reticulantes.

Os valores de perda de massa indicam que as membranas porosas sao estaveis
em contato com as solugoes fisioldgicas, que simulam fluidos corporeos e solugdes que
poderiam ser aplicadas para hidratar as membranas previamente ao seu uso como
curativos. A maxima perda de massa foi observada em agua, apresentando valor em torno
de 31% para ambas as membranas. Quando em soro fetal bovino, as membranas
aumentaram sua massa, provavelmente devido a adsorgcao de proteinas presentes na

solugao.

O teste de Tukey realizado com os resultados de capacidade de absorgao e perda
de massa indicou que nao houve variagao significativa entre as membranas preparadas com
os diferentes surfatantes. Por outro lado, houve variagoes significativas entre as solugoes
fisiologicas testadas. As maiores capacidade de absorcao e perda de massa foram

observadas em agua.

De acordo com Maurstad et al. (2008) e Bartkowiak (2002), a presenga de ions
pode causar a blindagem das cargas dos polissacarideos em solugao, através da formacao
de uma nuvem de contra-ions que reduziria a repulsao eletrostatica entre as cadeias.
Com o aumento da forga ionica, essa blindagem seria mais evidente, resultando em
cadeias poliméricas mais flexiveis e empacotadas (Strand et al., 2001). Desta forma, quanto
maior a concentragao ionica, maior a aproximagao entre as cadeias de polissacarideos, o
que impediria a agua de penetrar na estrutura da membrana, provocando menores valores
de capacidade de absorcao e perda de massa. Para verificar se houve maior

empacotamento na membrana quando em solugoes salinas, mediram-se as espessuras
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Umidas das membranas em agua, NaCl a 0,9%, FCS e SFB ap6s um periodo de imersao de

24 h a 37°C. Os resultados sao mostrados na Tabela 4.16.
Na Tabela 4.16, a fragao de variagao (V) da espessura (E) em relagao a amostra
seca foi calculada de acordo com a Equagao 3.

E . —E
V= %x 100 (Equagdo 3)

seca

No caso das amostras umidas, a maior variacao de espessura foi verificada para as
membranas que estavam em contato com agua, sendo identificado um aumento de 290%
para o Tween 80 e 220% para o Pluronic F68 em comparagao a espessura das membranas
secas. Os valores das espessuras umidas das amostras diminuiram para NaCl a 0,9%,
seguido por FCS e SFB. Assim, aparentemente, o aumento da forga idnica e mesmo da
osmolalidade parecem ter causado uma redugao da expansao da membrana no liquido.
Estes resultados corroboram com a teoria da blindagem de cargas elétricas discutida

anteriormente.

Tabela 4.16: Espessuras das membranas preparadas na presenga de Tween 80 e Pluronic
F68 em diferentes solugoes fisioldgicas aquosas.

Fracao de variagao da

Espessura (um) espessura em relagao a

Sistema
amostra seca (%)
Tween 80 Pluronic F68 Tween 80 Pluronic F68

Membrana seca 380 £+ 30@4H 4]0 £ 60" - -
Membrana em agua 1480 + 1709®9 3]0 + 80©® 290 220
Membrana em NaCl 0,9% 1190 + 509®<P) 1290 + 409® 213 215
Membrana em FCS 950 + 50@“PH 130 £+ 309® 150 176
Membrana em SFB 730 + 90@APH 900 + 30@© 92 120

Mesma letra minuscula na mesma linha indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).
Mesma letra maitscula na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).
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Uma consideragao importante a se fazer com relagao aos dados de espessura é
que, tanto no estado seco quanto Umido, ambos os tipos de membrana estao de acordo
com as recomendagoes de Ma et al. (2001). Estes autores afirmam que os substitutos
poliméricos da derme aplicados como scaffolds na area de engenharia de tecidos devem
ser geralmente mais finos do que a pele humana, cuja espessura varia de 0,5 a 2mm,
dependendo da idade, sexo e regiao do corpo. Membranas porosas produzidas por outros
autores apresentaram espessuras maiores do que as obtidas neste trabalho, encontrando-
se uma variagao de 2,5 a 8 mm (Kucharska et al., 2008; Lai et al., 2003; Wan et al., 2007; Li
e Zhang, 2005). Essas espessuras maiores sao provavelmente consequéncia do uso de
maiores quantidades de material, assim como do maior niumero e tamanho dos poros

formados através do processo de liofilizagao.

Apesar do aumento da forga i6nica causar redugao na variagao de espessura e na
capacidade de absorg¢ao, o mesmo nao ocorreu para a perda de massa, como pode ser
visto na Tabela 4.15. Era esperado, no entanto, que a perda de massa também diminuisse
gradualmente, uma vez que o aumento da forga idnica dificultou a entrada de agua na
membrana e formou uma estrutura polimérica aparentemente mais coesa. O que se
notou, contudo, foi uma maior perda de massa em FCS, de maior forga ionica, do que em
NaCl 0,9%, de menor forga ionica. Este comportamento pode ter ser devido a diferenca
entre os valores de pH destas solu¢ées. O pH da solugao de FCS ¢é de 7,4, enquanto o pH
de NaCl 0,9% ¢é de 6,0. Sabe-se, pelos valores de pKa da quitosana (6,3 a 7,0) e do alginato
(3,38 e 3,65), que um valor de pH igual a 6,0 é favoravel a interagao eletrostatica entre os
polieletrdlitos, uma vez que este valor é intermediario aos valores de pKa dos
polissacarideos. Ja em pH igual a 7,4, os grupos amino da quitosana encontram-se, em sua
maioria, desprotonados, portanto, nao interagem com os grupos carboxila do alginato,
negativamente carregados. Desta forma, a formagao do complexo de polieletrolitos seria
desfavorecida neste valor de pH, enfraquecendo a estrutura da membrana, a qual seria

mais facilmente solubilizada.

4.4.3.4.Consideragbes sobre as membranas obtidas na presenca de surfatantes

Quanto a possivel toxicidade das membranas quando da adicao de surfatantes a
sua formulagao, tanto o Tween 80 quanto o Pluronic F68 possuem aplicagdoes como

dispersantes de nutrientes em cultivos celulares. Sakai et al. (2001), por exemplo, apontam
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que, para células CHO, obtidas de ovario de hamsters, a concentragao maxima de
tensoativo que nao cause toxicidade pode chegar a 20 mg/l no caso do uso de Tween 80,
enquanto para o Pluronic F68, nao foram verificados efeitos deletérios para estas células
em concentragoes até 500 mg/l. Destaca-se que a concentragao maxima de Tween 80
tolerada por esta linhagem celular é muito superior a empregada em membranas
preparadas tanto na presenga de Tween 80 quanto de Pluronic F68, mesmo se se
considerar que todo o surfatante adicionado a formulagao permaneceria na estrutura da
membrana No entanto, como parte do surfatante pode ser removida na lavagem, os
riscos de toxicidade seriam ainda menores. Assim, pode-se inferir que as membranas
podem ser preparadas na presenca de quantidades de surfatantes comparaveis a massa

total de polimeros, obtendo-se um material de aspecto adequado, além de biocompativel.

Considerando-se todas as propriedades analisadas para as membranas porosas,
tem-se que as membranas preparadas na presenca de Tween 80 e Pluronic F68 sao
significativamente diferentes entre si apenas com relagao a espessura e a resisténcia a
tragao, sendo as membranas com Tween 80 menos espessas e mais resistentes
mecanicamente. Uma vantagem apresentada pelo Tween 80 com relagao ao Pluronic F68
€ o seu menor custo, o que pode ser de grande impacto se se considerar a produgao do

curativo em escala industrial.

Na Tabela 4.17 tem-se uma comparagao mais direta entre algumas propriedades

das membranas preparadas na presenca ou nao de Tween 80.

Tabela 4.17: Comparagao entre membranas com e sem o surfatante Tween 80.

Propriedade Sem Tween 80 * Com Tween 80
Espessura (um) 100,83 + 17,67 380,00 + 30,00®
Espessura Gmida (um) 215,00 £+ 13,53© 1480,00 + 170,00
Absorcao de 4gua (g/g) 5,67 +0,53¢ 13,67 + 0,499
Perda de massa em 4gua (%) 6,84 + 0,69® 31,38 + 0,98"
Resisténcia a traciao (Mpa) 10,97 + 1,979 1,54 + 0,169
Alongamento na ruptura (%) 2,80 £ 0,20 2,06 £ 0,13

Mesma letra na mesma linha indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

(*) Consideraram-se os dados obtidos com |60ml/h para ambos os tipos de membrana, sendo a
mesma condicao de reticulagdo empregada para ambas as membranas (CaCl, a 0,18M)
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Percebe-se que as membranas obtidas com Tween 80 sao cerca de quatro vezes
mais espessas no estado seco e cerca de sete vezes mais espessas no estado Umido em
comparagao as membranas sem Tween 80. Por serem mais porosas, tais membranas
apresentaram uma capacidade de absorcao de agua cerca de 2,4 vezes maior e uma perda

de massa 4,6 vezes maior.

Quanto as propriedades mecanicas, no entanto, tem-se que as membranas com
Tween 80 sao mais frageis, sendo sua resisténcia a tragao cerca de 7 vezes menor e seu
alongamento na ruptura, cerca de |,4 vezes menor. Estas diferencas nas propriedades
mecanicas entre as membranas com e sem Tween 80 permitem concluir que a adigao do
surfatante contribuiu apenas para a homogeneizagao do sistema, € nao para o aumento
efetivo da resisténcia do material, como era desejado. Como comentado anteriormente, a
obtencao das membranas somente foi possivel com a exclusao da etapa de desaeragao da
mistura, o que levou a membranas com muitas bolhas de ar e camadas bem espacgadas. Tal
estrutura nao é vantajosa do ponto de vista das propriedades mecanicas, uma vez que
membranas com camadas mais compactas e sem bolhas, como as obtidas por Rodrigues et

al. (2008), apresentam melhor resisténcia e alongamento na ruptura.

Apesar dos resultados indicarem certa inferioridade do ponto de vista das
propriedades mecanicas das membranas obtidas na presenca de Tween 80, deve-se
ressaltar que estas apresentam um aspecto de espuma interessante. Além disso, devido a
sua alta porosidade, é possivel utiliza-las em outros tipos de aplicagdes, como por
exemplo, em arcabougos (scaffolds) para regeneragao de tecidos, uma vez que as células
terao suporte suficiente entre as diversas camadas lamelares observadas nas analises por

MEYV, e devido aos poros e as lamelas, a intercomunicagao celular sera possivel.

Outro aspecto positivo a respeito das membranas lamelares porosas é a sua
facilidade de produgao. Nao foi feito uso de métodos onerosos, como a liofilizagao, que
foi utilizada por autores como Kucharska et al. (2008), Li et al. (2009), Yu et al. (2005), Lai
et al. (2003), Oztiirk et al. (2006), Madihally e Matthew (1999), Subramanian e Lin (2005),
Wan et al. (2007) e Li e Zhang (2005).

Como forma de dar continuidade aos estudos com as membranas lamelares

porosas obtidas neste trabalho, na tentativa de melhorar suas propriedades, foram
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produzidas membranas na presenca de Tween 80 empregando a melhor condigao de

reticulagao encontrada para as membranas preparadas na auséncia de tensoativos.

4.4.4. Membranas lamelares porosas reticuladas na melhor condicdo verificada

para membranas lamelares

Dos métodos de reforco mecanico estudados neste trabalho, a reticulagao i6nica
se mostrou mais eficaz do que a reticulagio covalente com glutaraldeido. Como
comentado no item 4.3.6, na condi¢ao de reticulagao de CaCl, a 0,05M e (NH,),SO, a
0,05M foram obtidas membranas com maior resisténcia a tragao. Essa condicao foi entao

empregada na produgao de membranas na presenca de Tween 80.

O aspecto do material obtido é mostrado na Figura 4.23. Verificou-se que, apesar
de uma espuma haver sido formada antes da secagem do material, a membrana resultante
nao apresentou estrutura homogénea e porosa, sendo que as bolhas e poros

concentraram-se apenas em uma regiio.

Figura 4.23: Membrana preparada na presenga de Tween 80 e reticulada com CaCl, a
0,05M e (NH,),SO, a 0,05M.

Este resultado ocorreu provavelmente devido a baixa concentragao de CaCl,
empregada. Como ja discutido anteriormente, o CaCl, provoca o aumento da viscosidade
da mistura polimérica apos a reticulagio das cadeias de alginato, e a viscosidade do
sistema é de grande importancia para que o sistema formado pelos polissacarideos e pelo
surfatante se mantenha como uma espuma estavel durante a secagem do material. O uso

de (NH,),SO,, por outro lado, seria prejudicial a manutengao da espuma, uma vez que o
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mesmo pareceu favorecer o empacotamento, assim como o movimento das cadeias de

polissacarideos, o que provavelmente contribuiu para a desestabilizagao da espuma.

Apesar de a condicao de reticulagao de 0,05M CaCl, e 0,05M (NH,),SO, ser
favoravel a obtengao de membranas lamelares, o mesmo nao se aplica a produgao de
membranas lamelares porosas, embora os materiais possuam composigoes similares em

termos dos polissacarideos empregados.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

5.1. Conclusodes

As membranas de quitosana-alginato obtidas neste trabalho mostraram
propriedades promissoras para serem usadas no tratamento de lesoes de pele, sendo os
valores de espessura, capacidade de absorcao, perda de massa e propriedades mecanicas
de resisténcia a tragao e alongamento na ruptura considerados adequados para a proposta

de aplicagao.

O estudo preliminar de ampliagao de escala mostrou que o aumento de vazao de
adicio da solugao de quitosana a solugao de alginato nao altera as propriedades

mecanicas, de absorgao e perda de massa das membranas.

Das alternativas de refor¢o mecanico abordadas, que incluiram reticulagao i6nica
com CaCl, e (NH,),SO,, reticulagao covalente com glutaraldeido e adi¢ao de surfatantes a
mistura polimérica, a reticulagao idnica se mostrou como a Unica estratégia promissora.
Observou-se que para se obter membranas com melhores propriedades mecanicas,
devem ser usadas baixas concentragoes de CaCl, e (NH,),SO,, uma vez que o aumento
das mesmas levou a membranas com menores resisténcia a tragao e alongamento na
ruptura. A membrana com melhores propriedades mecanicas, reticulada na condigao de
CaCl, e (NH,),SO, a 0,05M, apresentou resisténcia a tragao de 19,43MPa, alongamento na
ruptura de 3,17%, capacidade de absorgao de agua de 5,28 g/g e perda de massa de 4,56%.
Verificou-se que os limites superiores de concentracio testados nos estudos de
reticulacao, tanto ionica como covalente, se mostraram muito elevados, levando a
membranas muito quebradigas, no caso do glutaraldeido, e altamente heterogéneas, no

caso da reticulagao ionica.

Dentre os surfatantes testados, o Tween 80 e o Pluronic F68 resultaram em
membranas satisfatorias do ponto de vista do seu aspecto e maleabilidade, porém sua
resisténcia mecanica e alongamento na ruptura foram baixos. No entanto, o aspecto
poroso e lamelar, a alta absorgao de solugdes fisiologicas (de 6 a 14 g/g), além da facilidade
de produgao, fazem com que tais membranas sejam interessantes para uso como curativos

e também como scaffolds para o cultivo de células animais.
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5.2.

Sugestoes para trabalhos futuros
Sugere-se a continuagao deste trabalho enfocando-se:

O estudo de escalonamento do processo, com produgao de mais membranas por

batelada, assim como o uso de maiores taxa de agitacao e vazao;

O uso de outros agentes reticulantes para a quitosana, como a aglicona Genipina ou

ions fosfato;

O emprego de outros cétions bivalentes para a reticulagio do alginato, como Ba*’,

Sr**, Zn* e AI**, com anlise concomitante da toxicidade das membranas produzidas;

O uso de menores quantidades de glutaraldeido e reticulantes i6nicos para a

reticulacao das membranas;

A identificagao e quantificagdo dos agentes reticulantes através de técnicas como

FTIR, Fluorescéncia de raios x, ou métodos espectrofotométricos;
O emprego de menores quantidades de surfatantes na formulagao das membranas;

O controle de umidade durante os ensaios de caracterizacdo mecanica das

membranas;
A avaliagao da biocompatibilidade das membranas através de ensaios in vitro e in vivo;

O estudo do efeito da temperatura durante a etapa de reagao entre a quitosana e o

alginato;

A andlise da influéncia do aumento da temperatura de secagem das membranas, de

modo a diminuir o tempo desta etapa da produgao;

A avaliacdo do uso das membranas de quitosana-alginato na liberagao controlada de

farmacos;

A andlise da viabilidade economica da produgao industrial das membranas.
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