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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MORFOLOGICA
DE BIOFILMES DE QUITOSANAS NACIONAIS

Danielle Gomes de Oliveira”

RESUMO

O biopolimero quitosana possui caracteristicas e propriedades bioldgicas que favorecem a sua
utilizacdo em diversas areas. Dentre as aplicagdes farmacéuticas, vem sendo utilizada na
confecgdo de matrizes carreadoras de fairmacos e regeneracdo tecidual. Neste contexto, este
trabalho objetivou desenvolver e caracterizar biofilmes a base de quitosanas comerciais de
dois fornecedores nacionais, aqui denominados A ¢ B, visando aumentar a efetividade e
aplicabilidade. As caracterizagdes envolveram técnicas como: Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de Raios-X (DRX), Analise
Térmica, além de uma avaliagdo macro e microscopica. Os resultados mostraram que ndo
foram constatadas diferencas morfologicas consideraveis em escala macro e microscopica. A
técnica FTIR mostrou uma estrutura condizente com a quitosana, conforme descrito na
literatura. Através da DRX e calculo do indice de cristalinidade ficou constatado que o
biofilme A apresentou-se mais amorfo que o B, revelando assim uma maior facilidade de
degradagdo do material. De acordo com a termogravimetria, os dois materiais apresentaram
perdas de massas similares, resultando em uma massa residual em torno de 30%. Na andlise
de Calorimetria Exploratoria Diferencial, o biofilme A, apresentou um evento endotérmico
mais intenso, atingindo valores de 587,45 J/g para o biofilme A e 264,1 J/g para B. Sendo
assim, foi constatado que os biofilmes desenvolvidos apresentam um potencial para uso na
tecnologia farmacéutica, mesmo apresentando especificidades diferenciadas, sendo o biofilme
A mais indicado para preparagdes de degradagcdo mais rapida e o biofilme B para uso em
produtos condizentes com uma degradacao mais lenta.

Palavras-chave: Biopolimero. Biomaterial. Quitosana.

" Aluna de Graduagdo em Farmacia na Universidade Estadual da Paraiba — Campus I.
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1 INTRODUCAO

Segundo Vroman e colaboradores (2009), polimeros biodegradaveis e/ou
biopolimeros, comegaram a ser estudados, a partir de 1980. Eles podem ser agrupados em
duas classes: naturais ¢ sintéticos. Os de origem natural estdo disponiveis, a partir de fontes
renovaveis, enquanto os sintéticos sdo derivados petroliferos. Sdo materiais nos quais a
degradagdo resulta da acdo de microrganismos, tais como fungos, bactérias, algas e outros
fatores externos, gerando CO,, CH4, H,O, componentes celulares e outras espécies de menor
massa molar (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Os biopolimeros naturais possuem
elevado potencial de aplicagdes, principalmente como biomateriais, como por exemplo,
curativos para reparacdo tecidual, ceratoproteses corneas (TOCCE et al., 2012), fibras

musculares de polimeros condutores, vacinas e carreadores de farmacos.

O termo biomaterial vem sendo definido como dispositivo que entra em contato com
sistemas biologicos, com aplicagdes diagnosticas, vacinais, cirrgicas ou terapéuticas. Sua
constituicdo quimica pode ser de origem sintética ou natural, assim como de materiais
naturais quimicamente modificados (MORAES; PIRES; BIERHALZ, 2015). Podem ser
disponibilizados em diferentes formatos e formas de apresentagdo, tais como adesivos, géis,
cilindros, discos, microparticulas, granulos, filmes, pos, plésticos, blendas, borrachas, fibras,
entre outros (KOUTSOS, 2009; MIGUEL et al.,, 2013). Com isso, o termo biofilmes
compreende a filmes ou membranas biodegradaveis, utilizados em sistemas biologicos para

fins preventivos e terapéuticos.

A quitosana ¢ um biopolimero rico em grupos amina, obtido da remocao parcial dos
grupos acetamida, presentes na quitina, encontrada na composicdo estrutural de algas,
artropodes, essencialmente no exoesqueleto de camardo, lagostas, caranguejos e insetos
(NEVES et al., 2013). Entretanto, a quitosana também pode ser obtida da biomassa micelial
de alguns fungos (PINTO, 2014). Quando sua desacetilagdo supera o valor de 50%, o
biopolimero torna-se soluvel em solugdes aquosas acidas e se comporta como um
polieletrolito catidnico, devido & protonagio dos grupos amina em presenga de ions H', sendo

caracterizado como quitosana e ndo mais quitina (TOLAIMATEA et al., 2003).

O biopolimero de quitosana vem despertando uma atengdo maior no meio cientifico,

por  apresentar  atoxicidade, alergenicidade, versatilidade, = biocompatibilidade,



degradabilidade, reatividade do grupo amino desacetilado, permeabilidade seletiva, acdo
polieletrolitica, habilidade de quelacdo, capacidade adsortiva, facilidade de formar géis e
filmes, atividades antimicrobiana e antifungica. (AZEVEDO et al., 2007; FRAGUAS et al.,
2015a; ASSIS; LEONI; NOVAES, 2007; OLIVEIRA, 2014). Com isso, pesquisadores
trabalham no desenvolvimento e/ou otimiza¢do da quitosana e seus derivados, baseando-se
em sua ampla faixa de aplicacdes nas dreas de alimentos, cosméticos, farmacéuticas,
tecnologicas, biomédicas, entre outras. Dentre os estudos destacam-se para elaboracdo de
biofilmes para auxiliar na regeneragao tecidual, incluindo tenddes (SANTANA et al., 2014;
SANTANA, 2013), sangue, pele (SOUZA, 2014), musculos, ossos e nervos (OLIVEIRA,
2013) e preservagdo de alimentos (DIAS, 2013; PEELMAN et al., 2013; SILVA, 2015). No
ramo farmacéutico ¢ utilizada também na incorporacdo de farmacos e hormonios, tendo como
exemplo, microcapsulas de quitosana para liberacdo controlada de progesterona (LEITE,
2014).

As caracteristicas fisico-quimicas da quitosana conferem boa capacidade filmogeénica,
robustez mecanica ¢ propriedade bioadesiva (MOURA, 2014), assim como, barreira
moderada ao oxigénio, barreira ao diéxido de carbono e alta permeabilidade ao vapor de dgua,
devido a sua natureza hidrofilica (MELO, 2014). Os biofilmes se tornaram atrativos aos
pesquisadores devido as suas diversas propriedades citadas anteriormente, sendo estudadas
em diversas areas destacando-se no setor de inovagao tecnologica, como exemplo, aplicacao
na plataforma de biossensores eletroquimicos (CORREA et al., 2014). O estudo das
propriedades desses biofilmes pode resultar em melhoria no desempenho e também auxiliar,

aprimorando novas configuragdes do mesmo.

No mercado brasileiro, ha duas principais indistrias que produzem quitosana em larga
escala, com apoio de centros de pesquisas vinculados a universidades, sendo uma do estado
do Ceara ¢ a outra do estado de Santa Catarina (SANTOS, 2004).

Os biofilmes produzidos a base de quitosana de diferentes fornecedores podem
apresentar variacdes na sua formagdo, morfologia, cristalinidade, biodegradabilidade,
estabilidade térmica entre outros, devido as diferentes caracteristicas do fornecedor da
matéria-prima. Sendo assim, realizar uma pesquisa que estabeleca uma comparagdo entre os
biofilmes produzidos a partir de produtos nacionais, se torna util para pesquisadores,
industrias farmacéuticas e publico em geral, pelo acréscimo de informagdes que possam a vir

esclarecer as especificacdes das matrizes poliméricas, ampliando seu campo de aplicabilidade.



Com base nos aspectos acima descritos, este trabalho teve como objetivo desenvolver
biofilmes de quitosana a partir de matérias-primas comerciais nacionais. Caracterizando-os

quanto a aspectos morfologicos e fisico-quimico.

2 OBJETIVOS

21  Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar biofilmes a base de quitosanas comerciais de dois
fornecedores nacionais e estabelecer uma comparacdo entre estes materiais, visando sua

utilizacdo de maneira mais efetiva, no meio farmacéutico.

2.2  Objetivos Especificos

* Realizar uma avaliagdo morfologica dos biofilmes desenvolvidos.
* Comparar os grupos quimicos funcionais dos biofilmes produzidos.

* Avaliar a cristalinidade dos biofilmes de quitosana avaliando a consequéncia da
diferenca de cristalinidade.

* Caracterizar o comportamento térmico dos biofilmes obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Polimeros biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis e/ou biopolimeros sdo classificados de acordo com sua
fonte de obtencdo, podendo ser principalmente provenientes de fontes naturais renovaveis,
como o amido e celulose, fontes animais, como a quitina e quitosana, denominados
biopolimeros naturais ou os de origens fosseis, como a poliesteramidas e copoliésteres
aromaticos, designados biopolimeros sintéticos (BRITO et al., 2011; SOUZA, 2014; SOUZA,
2015). As diferengas principais dos polimeros estdo associadas a ampla variedade de arranjos

estruturais tridimensionais (3D) e suas composi¢oes quimicas (MIGUEL et al., 2013).

A biodegradacdo dos biopolimeros pode ocorrer sob a acdo da temperatura, luz,
dioxido de carbono, agua, metano, compostos inorganicos, sendo a agdo enzimatica de
microrganismos (fungos e bactérias) o mecanismo predominante de decomposicdo.
Apresentando-se necessarias condi¢cdes favoraveis de temperatura, umidade, pH e
disponibilidade de oxigénio, para a atuacdo desses microrganismos, ou seja, as condi¢des nas
quais eles atuam estao relacionadas com todas as caracteristicas do meio (LIMA; OKIMOTO,
2009; BRITO et al., 2011; TORO, 2015). A decomposicdo destes materiais depende também
da estrutura quimica, massa molar, area superficial, impurezas dos mesmos, entre outros

fatores (CHAGAS, 2012).

Muitos pesquisadores vém se dedicando ao estudo de polimeros biodegradaveis,
devido o menor impacto ambiental gerado, quando comparado a outros polimeros. Além da
relativa abundancia, grande variedade de composicdes associado com a possibilidade de
modificagcdes de suas propriedades, o que amplia sua aplicabilidade (MATSUI, 2007;
COSTA, 2015). Os polimeros biodegraddveis quando utilizados nas areas biomédicas sdo
otimizados para apresentar uma degradacdo programada quando expostos a ambientes
corporeos, por mecanismos fisico-quimicos ou biologicos (RODRIGUES, 2013). Alguns
destes polimeros possuem caracteristicas intrinsecas que vem despertando interesses para as
areas biomédicas e farmacéuticas, como € o caso da quitosana, que possui biocompatibilidade
e biodegradabilidade por enzimas, garantido sua metabolizagdo por mecanismos fisiologicos

(BESSA-JUNIOR; GONCALVES, 2013; MATSUIL, 2007).
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3.2 Biomateriais

Os biomateriais sdo definidos como materiais de origens naturais ou sintéticas que
atuam nos sistemas biologicos, para fins terapéuticos, diagnostico, reparacdo e/ou reposi¢cao
de tecidos, 6rgaos ou algumas fungdes exercidas por eles (SPIN-NETO et al., 2008; BISPO,
2009; SANTANA et al., 2014). Dentre os pré-requisitos essenciais para ser um biomaterial,
encontra-se a biocompatibilidade com o organismo, definida pela capacidade do material
apresentar resposta apropriada em contato com os sistemas biologicos, ndo devendo ocasionar
reagOes toxicas, inflamatdrias e imunologicas (RODRIGUES, 2013; FRANCO, 2014). As
propriedades fisico-quimicas, mecanicas, pureza, estabilidade, metodologia de obtengao, sdo
alguns parametros também necessarios serem avaliados, para considerar um material para

aplicacdo como um possivel biomaterial (RESENDE, 2014; SALAZAR, 2015).

Uma variedade de materiais vem sendo estudada objetivando aplicagdes biologicas,
tendo destaque os polimeros naturais: quitina, quitosana, alginato, celulose, 4cido hialurdnico
(RANGEL, 2012). H4 um interesse especial, por essa classe de polimeros biodegradaveis,
devido ao baixo custo, facil acesso, versatilidade, além de possuirem boas caracteristicas que
se adequam as fungdes desejadas (MATSUI, 2007; MIGUEL et al., 2013; COSTA, 2015).
Estes biomateriais sdo aplicados em diversas dreas da satde, como a regeneracdo do tecido
6sseo na ortopedia, implantes dentarios na odontologia e os sistemas de liberagdo controlada

de farmacos na tecnologia farmacéutica (RESENDE, 2014; GARCIA et al., 2015).

Os polimeros biodegradaveis considerados biomateriais encontram-se disponiveis nas
formas de po6s, adesivos, discos, géis, filmes, compositos, blendas, cilindro, fibras, dentre
outros (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; MIGUEL et al., 2013). Os filmes,
denominados na 4rea biomédica como biofilmes, sdo utilizados principalmente como
carreadores de farmacos e hormonios, que segundo Corréa e colaboradores (2014) sdo
geralmente formados a partir da reorganiza¢do espontanea dos componentes em substrato
solido, levando a formagao de multicamadas nanométricas. Pode-se associar sua formagao
também com as forcas de adesdo e coesdo das interagdes moleculares nas estruturas

poliméricas (MOURA, 2014).
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3.3 Quitosana

Dentre os biopolimeros naturais, destaca-se a quitosana, proveniente da desacetilagao
parcial da quitina, presente em algumas algas e no exoesqueleto de alguns animais como
camardes, siris caranguejos e insetos (CHAGAS, 2012). A quitosana também pode ser
encontrada na parede celular de alguns fungos (CATAO, 2012). Suas estruturas sio
diferenciadas através das propor¢des de unidades monoméricas, sendo a quitosana com maior
quantidade de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e menor numero de unidades 2-
acetamida-2-desoxi-D-glucopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas  (1-4) (BASTOS,
2012). Considera-se quitosana o material obtido da quitina com grau de desacetilagao superior
a 50%, ou seja, quando a conversdo de grupos acetil em grupamentos amina for superior a
50% (FERNANDES, 2009; BRANGEL, 2011). A Figura 1 ilustra a estrutura quimica da
quitina e da quitosana. Geralmente, a quitosana adquirida comercialmente apresenta grau de
desacetilagdo variando entre 70% a 95% e massa molar 104-106 g. mol™ (PINTO, 2011).

Figura 01. Representagdo evidenciando o grupo acetila na unidade monomérica da quitina (esquerda) e do grupo
amino na unidade monomérica da Quitosana (direita).

[ CHOH ] /' NHy]| )
J 0 . | Howm.
ﬂ/m Desacetilacio .._n1 \ ;

HO -\ . . -
NH CH,OH
_' f’ 1] \
- O=C = } | | m

Fonte: Adaptado de DESSELER (2008).

Do ponto de vista reacional, a quitosana ¢ considerada um biopolimero versatil, muito
mais atrativo que a quitina, pois possui grupamento amino livre que propicia modifica¢ao
quimica, tais como N-acetilagdo, N-alquilagdo, N-carboxilacdo e N-sulfonacdo na estrutura
polimérica original, facilitando sua otimizagdo, aplicabilidade e permitindo o
desenvolvimento de derivados. A presenca de grupos amina livre confere a quitosana uma
maior solubilidade em solugdes diluidas de acidos organicos, devido a protonagao do (-NH,)

N : N o
na presenca de H', consequentemente amplia suas aplicagdes, sendo responsaveis pela
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maioria das propriedades deste polimero (GODOI, 2013; REGO, 2014). A quitosana se
destaca também em razdo das suas propriedades estruturais e funcionais favoraveis, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, atoxicidade, capacidade adsortiva e
quelativa, acao polieletrolitica, habilidade de formar filmes e géis, atividade antimicrobiana e
antifingica entre outras (COSTA, 2015; SZYMANSKA; WINNICKA, 2015).

As quitosanas disponiveis, principalmente no Brasil, sdo de procedéncias diversas e
apresentam diferentes graus de pureza, densidade molar, polidispersao, viscosidade,
solubilidade, além de ndo seguirem industrialmente um procedimento comum de
desacetilacdo, o que torna os materiais comerciais consideravelmente diferentes entre si
(PINTO, 2014). Com frequéncia, diferencas nas caracteristicas dos polimeros naturais de lote
para lote, fator também atribuido a espécies biologicas das quais se extrai o material de
partida ou ao local, época de coleta, coleta sem discrimina¢do de sexo, idade e fase de
desenvolvimento do animal (MORAES; PIRES; BIERHALZ, 2015; ALVES, 2013). Sendo
assim, pode-se afirmar que a falta de uma padronizagdo efetiva da matéria prima é um dos
desafios para o estabelecimento de aplicagdes tecnoldgicas, essencialmente na industria

farmacéutica e biomédica.

3.4  Aplicabilidade da quitosana

No Brasil, a quitosana ¢ regulamentada na Agéncia Nacional de Saude (ANVISA),
segundo a Resolugdo RDC 278/2005, como alimento funcional, comercializado para auxilio
na reducdo de peso ¢ absor¢do do colesterol e triglicerideos. Segundo Almeida (2009), esta
caracteristica ¢ conferida pela capacidade de se ligar aos lipideos da dieta, interferindo na
absorcdo intestinal dessas gorduras. As propriedades diferenciadas da quitosana determinam

sua possibilidade de uso nas mais distintas areas, apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Quadro referente as principais areas de aplicagdo da quitosana.

AREA

Farmacéutica

Biomédica

Cosmeética

Alimenticia

Agricola

Veterinaria

Tratamento de efluentes

APLICABILIDADE

Controle de colesterol;
Vacinas;
Agentes cicatrizantes;

Carreadores de farmacos e hormonios.

Fios de sutura cirargica;
Implantes dentérios;
Reparagdo tecidual;

Curativos.

Esfoliante da pele;
Tratamento de acnes;

Hidratagdo capilar.

Aditivos alimentares;
Pelicula antimicrobiana e antifingica;
Filmes protetores de alimentos;
Fibras dietéticas;
Adsorc¢ao de gorduras.
Modulagdo do tempo de liberagdo de fertilizantes e/
ou nutrientes do solo;

Protecdo de sementes.

Aditivo para alimento de animais;

Reparagao tecidual de animais.

Remocao de ions metalicos;

Remogédo de corantes.

Fonte: Adaptado de ANDRADE (2012).

A incorpora¢do de farmacos em biofilmes poliméricos apresenta-se como uma das

inimeras aplica¢des da quitosana na tecnologia farmacéutica. As propriedades filmogénicas,
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gelificantes e mucoadesivas da quitosana estdo diretamente relacionadas a natureza catidnica
de formar ligacdes de hidrogénio entre as cadeias, tornando possivel a preparagdo de
dispositivos de liberagdo de farmacos, para administragdo oral, nasal, bucal, parenteral,
epidérmica entre outras (SALAZAR, 2015).

Os biofilmes de quitosana apresentam-se bastante resistentes e geralmente
representam uma boa barreira ao oxigénio quando a umidade relativa é baixa, por serem
altamente polares. No entanto, sdo uma pobre barreira & umidade, devido a sua natureza
hidrofilica (FERREIRA, 2012).

Qualquer que seja o campo de aplicagao, biomateriais provenientes da quitosana tém
potencial para apresentar uma melhor relacdo custo/beneficio do que seus similares presentes
no mercado, obtidos de outras fontes, e, na maioria das vezes, produzidos com tecnologia
importada (SIPIN-NETO, 2008). Os estudos sobre as caracteristicas dos biofilmes obtidos sdo
essenciais, por sua procedéncia ser de origem biopolimérica natural, apresentando variagdes
nos lotes da matéria-prima, dentre outros fatores descritos anteriormente, assim como as

etapas de sua producdo, que podem interferir nas suas caracteristicas finais.

Os estudos desenvolvidos e apresentados neste trabalho vem ao encontro dessa
necessidade, contribuindo para indicar parametros que norteardo estudos futuros e apontardo

para provavel comportamento dos biofilmes produzidos.

4 REFERENCIAL METODOLOGICO

4.1 Material

4.1.1 Reagentes

O Acido Acético (CHEMCO® - Industria e comércio LTDA) e o Hidroxido de sodio
(VETEC®- Quimica Fina). Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau

analitico PA.
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4.1.2 Amostras de quitosana

Foram utilizadas para obtencdo dos biofilmes, quitosanas de dois fornecedores
nacionais; Denominadas Quitosana A, lote: 20091115, com peso molecular médio,
proveniente da regido Nordeste (Ceara-CE) e Quitosana B, lote: 110221, apresentando peso

molecular alto, produzida no sul do pais (Santa Catarina- SC).
4.2 Obtencao dos biofilmes de quitosana

A metodologia utilizada para obtencdo dos biofilmes de quitosana, foi baseada em
Dallan (2005) e em Cui et al. (2008), com adaptacdo de Lima (2010), utilizando-se a técnica
conhecida como método sol-gel. Esta técnica pode ser dividida em trés etapas: 1°) Dissolugdo
da quitosana em uma solucdo de acido organico, 2°) Transferéncia desta solu¢do para moldes
planos e 3°) secagem, formando a membrana propriamente dita.

Inicialmente foi obtida uma solugdo filmogénica de quitosana em acido acético a 1%,
onde: 1g de quitosana foi dispersa em 100 mL de acido acético diluido (1%) e mantida sob
agitacdo magnética constante durante 24hs, com auxilio de um agitador magnético
(Biomixer®). A solugdo resultante foi filtrada através de membranas de porosidade 14 pm,
utilizando-se uma bomba & vacuo (Prismatec”, modelo 121). Em seguida 50 mL da solugdo
foi vertida em cada placa de Petri de 12cm. A solug@o foi submetida a secagem em estufa a
50°C, com circulagdo de ar, por um periodo de 12 a 24 hs (método da evaporacao do
solvente). Sobre os biofilmes secos foram adicionados 50 mL de solugdo de hidroxido de
sodio a 1M, a fim de assegurar a completa neutralizagdao do acido. Em seguida, procedeu-se
lavagem em agua destilada (500mL para cada placa de 120cm), por 1h e aferido o pH da
agua. Houve repeticdo do processo até a obtencdo do pH 7,0. A secagem se deu em
temperatura ambiente em moldes de vidro sendo entdo, submetidos aos processos de

caracterizagao.
4.3 Caracterizacao dos biofilmes de quitosana de diferentes fornecedores nacionais

Os biofilmes obtidos utilizando a quitosana A, foram denominados biofilmes A e os
que utilizaram a B, foram denominados biofilmes B. As amostras foram fotografadas
utilizando-se uma camera Sony, Cyber-shot 12.1 mega pixels, € a morfologia dos materiais

foi analisada macro e microscopicamente. Foram caracterizados pelas técnicas de
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Microscopia Optica Digital, Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios-X e Analise Térmica.

4.3.1 Microscopia Optica Digital

Os biofilmes confeccionados foram submetidos a microscopia Optica digital,
utilizando um Microscopio Digital Hirox® KH 7700, que se encontra instalado no Laboratorio
de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais (Certbio) do Departamento de Farmacia, da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As andlises foram feitas com as seguintes
especificagdes: Lentes (MX(G)-10C: OL-35011: x350), H — Visor (886.060 um) e Resolucao
(0.554 um).

4.3.2 Espectroscopia na regido infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Esta analise foi realizada utilizando um espectrdmetro Spectrum 400 Perkin Elmer”
FT-IR/FT-NIR Spectrometer, com varredura de 4000 a 650 cm’, instalado no Certbio, do
Departamento de Engenharia de Materiais, da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCQG).

4.3.3 Difragdo de Raios X (DRX)

Foi utilizado em um Difratdmetro de Raio-X (Shimadzu®, modelo XRD 6000) com
varredura angular 5°<20<35°, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 0-20, utilizando-se
radiagdo de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (260), com intervalo de 0,6 segundo para
cada amostra. As andlises foram realizadas no Certbio, do Departamento de Engenharia de
Materiais da UFCG.

A medida de cristalinidade dos biofilmes foi estimada pela medida das intensidades
das regides cristalina e amorfa, tendo como base os estudos Dallan (2005). Desta forma, o

célculo do Indice de cristalinidade foi realizado utilizando-se a Equagéo 1.

Equacéo 1. Calculo do indice de cristalinidade.

Jr:a:*i: i,

Tl
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Sendo Ic e In as intensidades dos sinais das regides cristalinas e amorfas,

respectivamente.
4.3.4 Analise Térmica

As amostras foram submetidas as técnicas termoanaliticas Calorimetria Exploratoria

Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG).

4.3.4.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas nao isotérmicas (TG) foram obtidas em um modulo
termogravimétrico TG/DTA modelo Q600 (TA® - Instruments), na razio de aquecimento de
10 °C min™', com temperatura inicial de 35°C até 900 °C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio,
com fluxo de 50 mL min~'. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg acondicionada em cadinho
de aluminio para cada amostra. A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdo de

oxalato de calcio.
4.3.4.2 Analise Calorimétrica (DSC)

As curvas DSC dos biofilmes foram obtidas em um modulo Calorimétrico
Exploratorio Diferencial DSC modelo Q20 (TA® - Instruments). Foram utilizadas amostras de
2,00 £ 0,05 mg, acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechados, analisadas
na razio de aquecimento de 10 °C min™, com temperatura inicial ambiente ¢ temperatura final
de 400°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min~'. O DSC Q20 foi
calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os pontos de fusdo do indio (PF= 156,6
°C) e zinco metalico (PF=419,5 'C) com pureza de 99,99 %. A calibragio para energia foi

feita com base na entalpia de fusdo do indio metalico (AHpugo = 28,54 Jg™).

Os dados termoanaliticos foram analisados por meio do programa TA Instruments
Universal Analysis 2000, versdo 4.7A, da TA® Instruments e realizadas no Laboratorio de

Analises Térmicas do Certbio, Departamento de Farmacia, da UEPB.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos biofilmes

Durante o processo de preparacao das solucdes filmogénicas, a solu¢do da quitosana A
demonstrou uma maior quantidade de impurezas, quando comparadas a solu¢dao de quitosana
B. Porém os biofilmes obtidos apresentaram, macroscopicamente, um aspecto homogéneo,
transparente, sem caracteristicas consideraveis para diferencid-las, conforme pode ser
observado na Figura 3, corroborando com os resultados obtidos por Lima (2010), Assis e
Silva (2003), que visualizaram biofilmes bastante estaveis, com poucas falhas aparentes e

ausentes de macroporos.

Figura 3. Fotografia dos biofilmes A (esquerda) e B (direita). Camera Sony, Cyber-shot.

Fonte: Arquivo da pesquisa.

5.2 Microscopia Optica

Através da micrografia, realizada no Microscopio Otico Digital, foi possivel efetuar
uma comparacdo morfologica entre dois tipos de biofilmes de quitosana de diferentes

fornecedores nacionais, ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Micrografia da estrutura morfologica dos biofilmes de quitosana A (esquerda) ¢ B (direita).

Fonte: Arquivo da pesquisa.

Comparando as micrografias pode-se observar perfil morfologico semelhante aos dois
biofilmes analisados. Ambos apresentaram aspecto uniforme em toda a sua superficie,
compacto, liso, sem poros visiveis, apresentando as mesmas caracteristicas morfologicas ao
longo de sua espessura. Os biofilmes demonstraram possiveis impurezas aderidas na
superficie, provavelmente adquirida na etapa de secagem, armazenamento ou proveniente da

matéria-prima, sendo melhor visualizada, microscopicamente, no biofilme B.

5.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho foi utilizada para estudar a estrutura
molecular dos biofilmes confeccionados. Identificando ou confirmando a presenca de grupos
funcionais como carboxilas, hidroxilas, aminas, amidas, estruturas alifaticas e outros (MAHL

et al., 2015). A Figura 5 apresenta os espectros de absor¢do na regido do infravermelho, dos
biofilmes A e B.
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Figura 5. Espectro de FTIR dos biofilmes A e B.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Os principais valores de faixa de absorbancia de FTIR caracteristicos da estrutura da

quitosana, bem como os respectivos valores de absor¢des identificadas nos biofilmes A e B,

estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Principais valores de absorbancia detectados nos biofilmes A e B.

Faixa de Absorcoes identificadas nos
Sinal absorbancia biofilmes
(cm™) (cm™)
1 i . } .
Estiramento O-H/ Estiramento 3500-3200 3363, 3354
simétrico e assimétrico do NH,
2 - Estiramento simétrico e assimétrico i
C-H de metila e metileno 2900- 2800 2876, 2866
3 -Estiramento C=0 de Amidas 1670-1640 1656, 1646
4 Deformagcéo axial C=0 1640 1646
5 - Deformacao NH,/ 1640-1560 1575
6 - Estiramento simetrigo_ de sais de Acido 1400 1412
Carboxilico
7 - Deformagio simétrica C-H 1380-1370 1372
8 Vibragées C-O-C 1159 1159
9 Estiramento C-O de alcoois e fendis 1250-1000 1159, 1026
10 Deformacées C-H 1000-650 995, 894

Fonte: Dados da pesquisa. Faixa de absorbancia adaptado de LIMA (2010).
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Os valores expressos na ultima coluna da Tabela 1, correspondem aos valores reais
mensurados durante a caracterizacdo do FTIR das amostras A e B, respectivamente.
Observou-se que os principais grupos funcionais presentes na estrutura da quitosana foram
identificados nos biofilmes produzidos. Sendo assim, verificou-se que a estrutura quimica dos

biomateriais obtidos ¢ condizente com a estrutura quimica da quitosana.

Os espectros de FTIR dos biofilmes A e B (Tabela 1), apresentaram uma larga ¢
intensa absorcdo em 3363 e 3354 cm’, respectivamente, posssivelmente atribuida ao
estiramento O-H e estiramentos da ligagdo OH-fenol, sobreposto a banda de estiramento de
ligagdo do grupo N-H (MULLER, 2013). Proximo & 2870 cm™, observou-se absor¢do de
média intensidade associado aos estiramentos de ligagdo C-H simétricos e assimétricos dos
grupos metila (-CH3) presentes nos radicais da quitosana que nao foram desacetilados ¢ os
radicais metileno (-CH,), mais especificamente relacionados ao carbono 6 do polimero
(LIMA, 2010 ; MAHL et al., 2015 ; WANG et al., 2015). As bandas observadas na regido
entre 1656 cm™ para o biofilme A e 1646 cm™ para B, foram atribuidas ao estiramento de
ligagdo C=0O de amidas. Proximo a esta faixa, em 1575 cm™, ocorre absor¢do larga de média
intensidade atribuida ao estiramento de ligacdo das aminas primaérias. As bandas proximas a
regido de 1640 cm ' sdo atribuidas a deformacdo axial da ligagdo C=0 da carbonila, a qual
corresponde a parte acetilada do polimero (FRAGUAS et al., 2015a). A banda proxima a
regido de 1400 cm™, pdde ser relacionada & absorgdo de estiramento simétrico de ligagdes de
sais de 4cido carboxilico. A banda por volta de 1370 cm ' correspondeu a deformagio angular

simétrica de ligagdo do grupo (-CH3).

A absorcio localizada em 1159 cm™ ¢ atribuida & vibragdes de alongamento da
ligagdo C-O-C, presente no anel glicosidico (CAMPELO, 2014). Ente 1250 cm™ ¢ 1000 cm™
pode ocorrer uma absorcao atribuida ao estiramento de ligagdo do C-O de alcoois e fenois. A
absor¢do ocorrida proxima a 1000 cm™ esté relacionada a presenca de deformagdo de ligagio
C-H na estrutura do polimero. Todas as bandas descritas possuem caracteristicas muito
semelhantes aquelas relatadas na literatura por Lima (2010), Holanda (2011), Souza (2015),
Fraguas e colaboradores (2015a) e estdo presentes em todos os biofilmes avaliados,
demonstrando que ndo ha diferengas consideraveis na estrutura quimica da quitosana obtida

por diferentes fornecedores, fator importante para sua utilizagdo como biomaterial.
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5.4 Espectroscopia por Difracao de Raios-X (DRX)

5.4.1 Difratogramas

A quitosana no estado solido, ¢ classificada, na literatura, como semicristalina, uma
mistura de cadeias cristalinas e amorfas que provavelmente encontram-se interligadas
(OLIVEIRA et al., 2012; HOLANDA, 2011). As hidroxilas, carbonilas e amino terminais da
estrutura da quitosana, favorecem a formagdo de fortes interacdes intra e intermolecular,
como por exemplo, as pontes de hidrogénio que atuam como ligacdes secunddrias
influenciando a mudanga do angulo de ligagdes entre as moléculas de quitosana, formando
regides amorfas da cadeia polimérica (ANDRADE, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). A Figura
6 mostra o difratograma dos biofilmes de quitosana de quitosana caracterizados neste

trabalho.

Figura 6. Difratogramas dos biofilmes A e B.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Os biofilmes de quitosana das duas marcas analisadas, apresentaram arranjos atdmicos
similares, com forte reflexdo proximos a 9 e 10° e 19 e 20° caracteristicos das regides
amorfas e cristalinas, respectivamente, indicando o ndo ordenamento cristalino a longas

distancias interatomicas, devido as ligagdes N-glicosidicas, que ligam os mondmeros no
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polimero de quitosana, gerando uma estrutura aleatoria (BASTOS, 2012). Correspondente a
ficha 39-1894 JCPDS (2003), disponibilizada na biblioteca do equipamento e semelhante ao
autor Silveira (2013).

Este halo de 20 = 20°, aproximadamente, presente nas duas amostras indicam uma
regido de cristalinidade, sendo mais intenso na amostra B. Os difratogramas de biofilmes
disponiveis na literatura sdo semelhante aos obtidos neste estudo. O halo observado de 20 =9
e 10°, aproximadamente, provavelmente pode ser atribuido a formacao de cristais hidratados,
devido a interacdo das moléculas de d4gua com os grupamentos de glucosamina acetilados,
facilitando assim, sua adsor¢do na cadeia polimérica (GAMIZ-GONZALES, 2015); efeito

mais evidenciado no biofilme A, o qual absorveu mais moléculas de agua.

5.4.2 Indice de Cristalinidade.

Os biofilmes de quitosana por si s6 ndo apresentaram padrdo de cristalinidade
absoluta, por isso a partir dos dois halos de maior intensidade de Raios-X das amostras, foram
determinados os indices de cristalinidade (Icr), empregando a Equagdo 1. A Tabela 2

apresenta os resultados do Icr dos biofilmes de quitosana A e B.

Tabela 2. indice de Cristalinidade dos biofilmes A e B.

indice de Cristalinidade

Amostras Percentagem (%)
Biofilme A 15,4
Biofilme B 19,6

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao comparar os resultados obtidos por DRX e indice de cristalinidade, apresentados
na Figura 6 e na Tabela 2. Pode-se concluir que o biofilme B, nas condi¢des deste trabalho,

apresentaram um perfil mais cristalino quando comparados ao A.

Silveira (2013) afirmou que quanto maior a cristalinidade dos biofilmes, menor sera a
mobilidade das cadeias poliméricas, podendo influenciar na difusdo e adsor¢ao das moléculas
na matriz polimérica. Sendo assim, sugere-se que o biofilme B apresentou menor mobilidade

nas cadeias poliméricas quando comparados ao A.
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Rangel (2012) afirmou que o grau de desacetilacdo (GD) da quitosana ¢ inversamente
proporcional ao grau de cristalinidade. Entretanto, nesta pesquisa, ndo foi possivel
correlacionar, estas caracteristicas, pois os fornecedores nacionais ndo disponibilizaram o GD

das amostras.

Outros autores afirmam que o grau de cristalinidade dos biofilmes de quitosana
depende do seu grau de desacetilagdo, da distribuicdo média dos grupos acetil ao longo da
cadeia principal, a origem e pureza da matéria prima, método de obteng¢ao da quitosana, peso
molecular, processo de dissolucdo, além do processo de obtencdo das amostras (AZEVEDO
et al., 2007; MESQUITA et al., 2009; LIMA, 2010; ANDRADE, 2012). Dessa forma, pode

haver influéncia no produto final adquirido.

5.5 Analise Térmica

O comportamento térmico dos biofilmes de quitosana foi avaliado através das curvas

termogravimétricas e calorimétricas dispostas a seguir:

5.5.1 Termogravimetria (TG)

A andlise termogravimétrica (TG) determina as variagdes de massa do polimero em

fungdo da temperatura. As curvas termogravimétricas dos biofilmes A ¢ B estdo dispostas na

Figura 7.
Figura 7. Curvas termogravimétricas de degradagdo térmica dos biofilmes A ¢ B.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Com os dados obtidos nas curvas termogravimétricas dos biofilmes A e B elaborou-se

a Tabela 3, apresentada a seguir.

Tabela 3. Dados termogravimétricos dindmicos dos biofilmes A e B.

Etapas de decomposicéao

1 2 3 4
Amostras Perda Perda Perda Perda
Ti Ti de Ti Ti de Ti T de Ti T de
(°c (°C) massa (°C) (°C) massa (°C) (°C) massa (°C) (°C) massa
(%) (%) (%) (%)
Bi°2'me 3589 10997 13,79 23646 318,53 31,00 31853 47688 17,15 47688 88506 8
B'°g'me 3551 10732 4,84 227,89 32553 30,65 32553 89120 21,02 B B _

“Ti (temperatura inicial); Tf (Temperatura final).

Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo com a Figura 7 e Tabela 3, a curva de TG dos biofilmes A e B, para 1°
etapa, apresentaram uma perda de massa de 13,79% e 4,84%, respectivamente; a variacao
numa faixa de temperatura aproximada de 35 °C a 110 °C, podendo-se associar a perda de
massa ao desprendimento da agua residual e compostos volateis residuais associados a
estrutura quimica das amostras (BOROWSKA; CHELMINIAK, 2015; SANTOS, 2015;
SOUZA, 2015). Na 2° etapa (etapa principal), cuja a faixa de temperatura ocorreu entre 220
°C e 330 °C, verificou-se redugdo de massa significativa, equivalente a 31,09% para o
biofilme A e 30,65% no B, podendo-se atribuir a decomposi¢do, despolimerizagdo e
desacetilagdo da quitosana, sobretudo pela degradacdo do anel de piranose através da
desidratagdo, a desaminacdo e finalmente as reagdes de rompimento do anel (LIMA, 2010;
DIAS, 2013; FIORI et al., 2014; FRAGUAS et al., 2015b). Na etapa 3 do biofilme A,
ocorreu uma perda de massa de 17,05% subsequente a etapa principal, enquanto o biofilme
B, apresentou perda de massa gradativa de 21,02% atribuida ao processo de carbonizagao até
a formacgao de residuos s6lidos. Uma quarta etapa, foi observado para o biofilme A, a qual foi
atribuida a formagao do residuo de cinzas, entre 476,88 °C a 885,06 °C com perda de massa
7,99%. Para o biofilme B ndo foi observada uma quarta etapa definida. A massa residual foi
de 26,09% para o biofilme A e 33,60% em B.

Na analise termogravimétrica dos biofilmes A e B observou-se uma similaridade entre
os perfis das curvas, porém evidenciou-se uma sutil diferenca entre elas, no que diz respeito

tanto as faixas de temperatura das etapas, quanto as suas respectivas perdas de massas. Pode-
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se sugerir que o biofilme B apresenta maior estabilidade térmica, ao associar os resultados da
TG com os dados da Difratometria de Raio-X, j4 que o Icr € diretamente proporcional a
estabilidade térmica do polimero (Icg B =Icr A), corroborando com os dados apresentados

anteriormente, no DRX.

Diferengas entre as curvas podem ser atribuidas também aos varios métodos de
obtengdo da quitosana e/ou falhas no procedimento. Além desses fatores, deve-se levar em
consideracdo as matérias-primas adquiridas no Brasil. Segundo Rotta (2008), sua procedéncia
¢ diversificada, apresentando divergéncias como: diferentes graus de pureza, densidade
molar, assim como ndo seguem um processo comum de desacetilagdo, o que torna os
materiais, consideravelmente diferentes entre si. Todos estes aspectos devem ser melhores
monitorados, tendo em vista que tais variagoes dificultam a padroniza¢ao do material e o seu

pleno uso na industria farmacéutica.

5.5.2 Andlise Calorimétrica (DSC)

As analises de DSC dos biofilmes A e B foram realizadas com a finalidade de verificar
as transicoes fisicas e/ou quimicas ocorridas durante o processo de decomposi¢ao. Os dados

obtidos apresentaram perfis calorimétricos semelhantes, representadas nas curvas

calorimétricas, na Figura 8.

Figura 8. Curvas calorimétricas dos biofilmes A ¢ B.
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A tabela 4, apresenta os dados obtidos através das curvas calorimétricas dos biofilmes

AeB.
Tabela 4. Dados calorimétricos das amostras de biofilmes A e B.
Amostras Eventos calorimétricos
1 2
Ti(°C) Pico (°C) T«(°C) AH Ti(°C) Pico (°C) T«(°C) AH
(J/9) (J/9)
Biofilme 38,20 87,68 153,00 5174 272,01 288,65 340,00 248.7
A
Biofilme 42,66 94,48 160,00 364,7 272,54 292,36 375,00 2813
B

Ti (temperatura inicial); Tf (Temperatura final).

Fonte: Dados da Pesquisa.

Nas duas curvas calorimétricas a amostra do biofilme A apresenta dois eventos
térmicos principais, um endotérmico, com uma temperatura de pico de 87,68°C e uma
entalpia de 517,4 J/g e um segundo pico exotérmico com uma temperatura de pico de
288,65°C e uma entalpia de 248,7 J/g. A curva DSC para a amostra do biofilme B apresenta
duas transicdes térmicas principais, uma endotérmica, com uma temperatura de pico de
94,48°C com entalpia de 364,7 J/g e um segundo pico exotérmico com uma temperatura de
pico de 292,36°C com entalpia de 281,3 J/g.

O evento endotérmico visualizado nas duas amostras de biofilmes provavelmente pode
ser atribuido a desidratacdo, com a perda de agua ligada a grupos hidrofilicos do polimero,
representa também a energia necessaria para vaporizar a agua presente nos biofilmes (SILVA
et al., 2016). Este processo de desidratagdo dos biofilmes de quitosana A e B pode ser
visualizado também, pela perda de massa, em torno de 35-100°C, detectada no primeiro
evento térmico apresentado nas curvas termogravimétricas discutidas anteriormente. O evento
exotérmico pode ser conferido a decomposicdo das unidades monoméricas do polimero
corroborando com Lima (2010), Horn (2012) e Sarmento et al. (2006). No entanto Sarmento
et al. (2006) acrescenta que o pico exotérmico pode ser resultado da degradagdo de
polieletrolitos devido as reacdes de desidratagdo e despolimerizagdo, mais provavelmente da
descarboxilagdo parcial dos grupos carboxilicos protonados e reagdes de oxidagdo dos

polieletrolitos.

Na curva calorimétrica do biofilme A, pode-se observar um evento endotérmico mais

intenso, quando comparado ao evento do biofilme B. Esta diferenca de eventos pode-se inferir
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que a amostra A possui maior quantidade de moléculas de 4gua em sua estrutura, pois o
evento atribuido a desidratagdo do polimero foi mais evidente, quando comparado a outra

amostra. Corroborando assim com os resultados observados nas analises difratométricas.

A determinacdo temperatura de transi¢do vitrea (Tg) permite associar o
comportamento do polimero em uma dada temperatura e suas propriedades fisicas e
mecanicas (KLEIN, 2009). Na DSC, sendo identificada através do deslocamento da linha de
base, devido a mudancas na sua capacidade calorificas, nas regides amorfas do polimero apos
serem aquecidas (BANNASH et al, 2011). Na literatura, a Tg de quitosana e seus respectivos
biofilmes, possuem valores variados, segundo Rotta e colaboradores (2011), a Tg ¢
influenciada por diversos fatores como, grau de desacetilagdo, massa molar, grau de
cristalinidade. Neste trabalho nao foi possivel detectar a Tg dos biofilmes de quitosana através
da andlise calorimétrica, pois as curvas calorimétricas das amostras ndo apresentaram
deslocamento da linha de base evidenciado. Sugere-se que o evento ocorra em temperatura

inferior a avaliada.
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6 CONCLUSAO

A obtencdo dos biofilmes a partir da quitosana proveniente de dois fornecedores
nacionais mostrou-se eficaz e os materiais obtidos apresentaram similaridade fisico-quimica e

morfologica.

Macro e microscopicamente, ndo foram constatadas diferencas morfologicas

consideraveis nos biofilmes confeccionados a partir das duas matérias-primas.

Os ensaios de FTIR demonstraram, quimicamente, que os grupos funcionais, dos

biofilmes obtidos sdo similares e condizentes com a estrutura quimica da quitosana.

Quanto a cristalinidade evidenciou-se que o biofilme A revelou-se mais amorfo do que
o B. Isso resulta em uma maior facilidade de degradagdo desse material apontando para uma

maior possibilidade de liberacdo de fArmacos, inseridos em sua estrutura.

Com relagdo ao comportamento térmico das amostras, o biofilme A apresentou maior
umidade ¢ uma degradagdo térmica em tempo e temperatura menor que o biofilme B. Isto
indica que o biofilme A apresenta viabilidade para utilizagdo em uma liberacdo mais rapida de

farmacos, enquanto que para o biofilme B sugere-se uma liberagdo mais lenta.

Os resultados das andlises fisico-quimicas, termoanaliticas e morfologicas fornecem
subsidios para afirmar que os biofilmes desenvolvidos, proveniente de dois fornecedores
nacionais de quitosana, além de seu custo/ beneficio, apresentam um forte potencial para

novas pesquisas, principalmente em sistemas de liberagao de fAirmacos.
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EVELOPMENT AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND
MORPHOLOGICAL OF THE NATIONAL CHITOSAN BIOFILMS

Danielle Gomes de Oliveira”
ABSTRACT

The biopolymer chitosan has characteristics and biological properties that favor its use in
several areas. Among the pharmaceutical applications, has been used in the making-carrying
arrays of drugs and tissue regeneration. In this context, this study aimed to develop and
characterize biofilms the basis of commercial chitosan from domestic suppliers, here called A
and B, to increase the effectiveness and applicability. Characterization involved techniques
such as Infrared Spectroscopy Fourier Transform Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction
(XRD), thermal analysis, and an evaluation macroscopic and microscopic. The results showed
that we did not find considerable morphological differences in the macro and microscopic
scale. FTIR technique showed a structure consistent with chitosan, as described in the
literature. By XRD and calculation of crystallinity index it was found that the biofilm A
showed to be more amorphous than the B, thus revealing a greater ease of material
degradation. According to thermogravimetric analysis, both materials exhibited similar loss of
mass resulting in a residual mass around 30%. In the analysis of Differential Scanning
Calorimetry, the Biofilm, presented a more intense endothermic event, reaching values of
587.45 J / g for Biofilm and 264.1 J / g for B. Thus, it was found that the developed biofilms
have potential for use in pharmaceutical technology, even with different specificities, and the
most suitable for the biofilm faster degradation of the biofilm preparations and B for use in

products consistent with slower degradation.
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