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RESUMO

Hidrogéis podem ser definidos como redes macromnalaess hidrofilicas capazes de
absorver grandes quantidades de agua e outroedlumversos polimeros hidrofilicos, como
0 colageno e a quitosana, podem ser utilizados a@raparacdo de hidrogéis, os quais, por
sua vez, podem ser aplicados em varias areas donmentcia e farmacéutica. Hidrogéis tém
sido amplamente estudados no campo de regenergdoal, principalmente, para o tecido
0sseo, atuando como uma alternativa ao enxerte.tiédtalho visa a preparacéo de hidrogéis
colageno:quitosana:gelatina com e sem extrato dwerge de uva, e subsequentemente a
mineralizacdoin vitro. A quitosana foi preparada por meio da desacéblaglcalina da
quitina, polissacarideo obtido a partir de gladieslula (concha interna) e dissolvida em
acido acético. A solucéo de gelatina foi prepaeagartir de gelatina comercial dissolvida em
agua, a gelificacdo ocorreu pelo aguecimento dac&ol O colageno anidnico foi obtido a
partir do tratamento do tendao bovino com uma sal@tcalina contendo sais (€1SQ") de
K*, Na e Cd", por 24 h. O colageno na forma de gel foi obtidw meio da extragdo
utilizado uma solucdo de HAc. Os hidrogéis foramepprados pela mistura de
coldgeno:quitosana:gelatina (C:Q:G) na proporcadoldel, e entdo divididos em duas
porcdes de massas iguais, em uma das por¢cbesdoporado o extrato de semente de uva, o
que gerou as amostras CQGE e CQG. A mineralizajdedlizada pelo método da Imerséo
Alternada, os hidrogéis foram mineralizados, 1,&2vezes e entédo, congelados e liofilizados.
A quitosana foi caracterizada por meio da titulag@uadutivimétrica, espectroscopia na regiao
do ultravioleta e do infravermelho e viscosimetailar, através das duas primeiras técnicas
foi possivel obter o grau de acetilacdo e por ndei@spectroscopia do infravermelho foram
observadas as principais bandas para identifiqaitasana como 1563 ¢hgamida Il) e 1263
cm’® (amida 1Il). Foi possivel verificar diferentes teematuras de desnaturacdo para o
colageno nas amostras (DSC), sendo possivel olbseavaeticulacdo do colageno pelo
extrato. Os hidrogéis mineralizados foram carazaelos por TG, MEV, EDX e Difracdo de
Raio-X. Por meio do TG, verificou-se uma pequetfi@reinca em relacéo ao teor de fosfato de
calcio formado nos hidrogéis com e sem extratoameeste de uva, por meio do MEV, a
mineralizacdo se deu preferencialmente no intelagrhidrogéis com extrato. Os espectros de
EDS e difratogramas de Difracdo de Raios-X, mamtnaque o fosfato de calcio formado
durante o processo de mineralizagdo correspondiaxiapatita deficiente em calcio.
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1 INTRODUCAO

Biomaterial pode ser qualquer tipo de materialpdgem natural ou sintética, que
pode ser implementado para restaurar ou até mesbsiitair tecidos e 0rgaos no corpo.
Podem ser classificados de acordo com a sua copdposomo metalicos, ceramicos e
poliméricos (Lavik e Langer, 2004). Para que possamnaplicados devem apresentar diversos
requisitos, entre eles, ser biocompativel, ou s&a, provocar nenhum tipo de reacao, seja
inflamatodria, toxica ou alérgica. Estudos experitainin vivo e in vitro assim se tornam
indispensaveis para verificar a biocompatibilidddeum biomaterial e indicar sua aplicacao.

Hidrogéis sdo redes macromoleculares de polimevesnesendo bastante estudados
para aplicacdo regenerativa, sua capacidade devabsamanter grandes quantidades de agua
e fluidos, permeabilidade seletiva e boa biocorbpiaiade explicam o interesse por este
material (Baroli, 2007).

Uma grande diversidade de polimeros hidrofilicosdaessendo utilizados na
construcdo de hidrogéis para serem aplicados emersdiy areas como alimenticia,
farmacéutica e biomédica. O seu uso mais comums&rdo em sistemas para liberacéo de
farmacos e procedimentos de cicatrizacdo. Dentrgpabeneros mais utilizados para a
confec¢do dos hidrogéis estdo a quitosana, obtidarte da desacetilacdo da quitina, e o
colageno, obtido a partir do tend&o bovino, apostratamento quimico, uma das proteinas
mais abundantes na natureza (Horn et al., 2009a).

A quitosana € comumente utilizada em procedimepdos regeneracdo de pele, uma
vez que apresenta efeito antimicrobiano, biocorhpigide e ainda estimula a proliferacéo
celular (Zargar et al., 2015). O colageno, assima a quitosana promove a proliferacédo
celular, é biodegradavel e pode atuar como antigemssim promover a uma resposta no
sistema imunoldgica para a producdo de anticorfogelatina, ao contrario do colageno,
apresenta antigenicidade muito baixa, porém tempaitler de adeséo celular e um alto nivel
de absorcdo pelo organismo. A gelatina, além diapogsenta em sua estrutura grupos
carboxilicos livres, os quais podem interagir conguitosana por meio de ligacdes de
hidrogénio e formar redes macromoleculares (Lieal.e2009).

A mineralizacdo se da pela formacgéo e depdsitmsiatb de célcio em diferentes
matrizes. Matrizes mineralizadas de forma homogéoeastituindo estruturas resistentes,
apresentam bastante interesse de pesquisas reld@soa regeneracdo 0ssea, uma vez que

podem ser uma alternativa a certos procedimento® a@ enxertia. Dentre os diferentes
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fosfatos de calcio, se destaca a hidroxiapatita,cpata de sua composicao e também ser

biocompativel (Guastaldi e Aparecida, 2010).

1.1 Quitina

Trata-se de um polissacarideo de grade abundaacieatureza. E produzido por
diferentes tipos de organismos vivos, sendo emagdntmos exoesqueletos de insetos e
crustaceos, nas conchas de moluscos, e tambémetie glular dos fungos (Marmol, et al.,
2013). Este polissacarideo, foi primeiramente tmlam 1811, pelo farmacéutico francés
Henri Braconnot a partir de fungos, recebendo,cert@dome de fungina. O nome quitina foi
dado por Odier, em 1823, pesquisador responsavakplar, tal polissacarideo, a partir da
carapaca de insetos. Entretanto, somente depd®d® estudos sobre as propriedades e a
empregabilidade da quitina iniciaram-se de fatoangw houve um maior interesse,
principalmente, por parte da industria (Dias et2413).

Estruturalmente, a quitina apresenta uma cadearliformada por diversas unidades
repetidas de N-acetil-2-deoxi-D-glicopiranose sa&idas por meio de ligacdo glicosidica
B (1 - 4) como mostrado na Figura 1, essas ligacoesstabilezadas por meio de ligacdes
de hidrogénio intramoleculares (Zargar et al., 2015

Figura 1 - Estrutura quimica da quitina.

o) o)

>/CHX >/CH.,

N N

HO HO HO
o] o) 0
HO (0] HO o}

0 d 0 4 0

HO N HO HO N HO HO N

o‘( oﬁ/ oﬁ/

CH, CH, CH,

Fonte: Adaptado de Borgognoni et al., 2006.

A quitina apresenta uma estrutura cristalina pafiicé e existem trés diferentes
formas: a, B e y-quitina, sendo as duas primeiras as mais conte@daquitina a mais
estavel (Antonino, 2007). A-quitina é encontrada em estruturas que apresengiez e
resisténcia, normalmente, associadas com proteisampostos inorganicos, ja as forrflas
ey-quitina aparecem em estruturas flexiveis e tamtaSistentes. Nas lulas do génkeadigo,

o ey-quitina aparecem no estdbmago e o esbfago, enqgaeta-quitina € encontrado nos
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gladios (parte interna do molusco), mostrados garrki 2, cerca de 50% dessa estrutura é

constituida por esse polissacarideo (Campana-€ilab, 2007).

Figura 2 — Fotografia digital de um gladio de lula.

Quanto a solubilidade, o polissacarideo é insolleral agua e na maioria dos
solventes organicos, o que restringe 0 seu uso iearsds procedimentos (Laranjeira e
Favere, 2009).

Quitina € empregada na industria alimenticia parabilizacdo de enzimas. Na
industria farmacéutica, o polissacarideo € utilizghra procedimentos de cicatrizacao e
liberacdo de farmacos (Rinaudo, 2006).

1.2. Quitosana

A quitosana € obtida a partir da desacetilacaouitang em meio alcalino. Na reagéo
de desacetilacdo da quitina, os grupos acetamidacs@ertidos a grupos amino por meio da
hidrolise, resultando em uma estrutura (Figuraddinbda pela repeticdo das unidades 2-
amino-2-deoxib-glicopiranose eN-acetil-2-deoxib-glicopiranose, as unidades s&o unidas
por ligacoed (1 > 4), e estabilizadas por ligacdes de hidrogénrambleculares (Zargar et
al., 2015). O termo quitosana é empregado quandé B6Q valores acima, da cadeia
polimérica é formada por unidades 2-amino-2-déx:xglicopiranose.

O grau de acetilacdo meédio (GA) indica a quantidddeN-acetil-2-deoxib-
glicopiranose na estrutura do polimero, uma impbetanedida para verificar a eficiéncia do
processo de desacetilacdo (Kumar, 2000). Existeirasvénaneiras para realizar o seu calculo,
neste trabalho, o grau de acetilacdo, por exerfgloeterminado a partir da espectroscopia

na regido do ultravioleta e também por titulacaudedimeétrica.
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Figura 3 - Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: Janeqitz et al., 2007.

As propriedades fisicas e quimicas da quitosanadséerminadas pelo grau de
polimerizacdo, que esta relacionado ao tamanhoadaia, logo a massa molar. A massa
molar da quitosana varia entre de 1,5x&02,0x18 Daltons e pode ser determinada por
cromatografia liquida ou por viscosimetria, sendgegundo método o mais simples (Damian
et al., 2005).

Assim como a quitina, a quitosana € insoluvel enmaédg em solventes organicos,
todavia, diferentemente da quitina, apresenta gmlable em solu¢des 4cidas com pH abaixo
de 6, sendo os acidos acético e formico os mdigaatdos para a dissolucdo do composto
(Damian et al., 2005). A solubilidade & explicaddapprotonacdo do grupos amino que
acarreta na formacao de um polimero catiénico, @éso a protonacdo permite a quitosana
atuar como um agente quelante (Azevedo et al.,)2007

A quitosana € de grande aplicabilidade em diveésaas, no tratamento de agua,
pode atuar como agente floculante para clarificag@oagua e na eliminacdo de metais
pesados (Alves et al., 2014). Na industria alinegatipode contribuir para a clarificacéo de
bebidas, como cerveja e suco de frutas, e tambéno econ suplemento nutricional, ja na
agricultura, pode atuar como adubo e fungicidamAlfisso, seu uso vem aumentado na
industria de cosmeéticos, principalmente em proddioscionados ao cuidado do cabelo e
cremes para o rosto (Zargar et al., 2015).

Na industria farmacéutica e biomédica, a quitosemabém é produto bastante
atrativo, uma vez que é biodegradavel, renovawetompativel e atoxico ao ser humano. Tal
produto vem sendo empregado em membranas paradémeide farmacos, para promover
cicatrizacdo de ferimentos/lesbes na pele, por pkenme também para regeneracdo de
tecidos, principalmente, o ésseo, atuando como aiteanativa a enxertia, uma vez que a
reacdo contraria do organismo € minima e encapsuatlamfibroso ndo € observado

(Laranjeira e Favere, 2009).
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E conhecido também que a quitosana apresenta efieitmicrobiano, todavia, o
mecanismo de atuacao é conflitante, existindo slageteorias que tentam explicar tal efeito.
A primeira teoria € que o grupamento amino, cadegsositivamente, pode interagir com 0s
componentes de carga negativa presentes na paehgar cdo microrganismo, e assim
promover a lise da célula, outra teoria diz qualigogana tem a capacidade de interromper o

transporte de nutrientes, e provocar a morte ddac€bilva et al., 2006).

1.3. Colageno e Gelatina

Colageno € um termo utilizado para designar umdlitamme 29 proteinas fibrosas
produzidas por células denominadas fibroblastescentradas nos tecidos conjuntivos como
cartilagens, tenddes e pele. Representa 6% emdpesarpo humano e 25% da proteina total
e € responsavel por manter a integridade estrudosatecidos (Parenteau-Baretlal.,2010).

Trata-se de uma molécula de 280 nm de comprimentmassa molar de
aproximadamente 3,0x10altons (Silva e Penna, 2012). A unidade fundasaiettt colageno
€ o tropocolageno, estrutura formada por trés aadmlipeptidicas helicoidais e dispostas de
forma paralela em torno de um eixo. As cadeiasbesoeo nome de e se enrolam entre si
para formar uma hélice tripla, interacdes hidratébie eletrostaticas ao longo da estrutura
sdo responsaveis por conferirem estabilidade e fiagsora a molécula (Prestes, 2013). As
cadeiasa sao formadas por uma sequéncia de unidades rapeticconstituidas por trés
aminoéacidos, sendo um deles, a glicina (Gly), auesta € entdo descrita da seguinte maneira:
(Gly-X-Y)n, na forma mais comum, X € prolina (Pro) e Y, hiipoolina (Hyp), entretanto X
e Y pode ser qualquer um dos 20 aminoacidos (®ilPeanna, 2012). A Figura 4 apesenta a

estrutura molecular de uma cadeia

Figura 4 —Estrutura de uma cadeiado colageno.
Pro
Pro ... . ~
Gli ...‘ ’ . ‘
"o .ot 8.7
e %N ®
Pro ‘ ' - o Pro .‘

Fonte: Dornelles et al., 2003

Existem 19 diferentes tipos de cadesagjuando associadas 3 a 3, dao origem a 29

diferentes tipos de coldgeno, os mais comuns sdb:1ll e IV. Colageno do tipo | é o de
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maior abundancia, e apresenta duas cadeias pddijpagt iguais,al (1.055 residuos de
aminoacidos), e uma outra cadeia diferent,(1.029 de residuos de aminoacidos) (Silva,
2005).

As moléculas de colageno podem formar agregadassgpeculares (Figura 5): a
interacdo entre as moléculas do tropocolageno def@macao das microfibrilas, as quais
podem se unir e formar as fibrilas, estas, porv@rm se unem e formam as fibras (matriz

cologénica). As interacoes dependem da tempergidra,forca idnica (Okuyama, 2008).

Figura 5 - Esquema da formacé&o da fibra de colageno.

Agregagio
Formagdo de microfibrilas lateral
A

R %] Snm

tropocolageno

A gregagdo
longitudinal

ligagbes cruzadas -S0nm 5

A ™S
Fibra de colageno

Fonte: Chaudry et al., 1997

O colageno é muito utilizado para a producéo debteriais, podendo ser utilizado
na forma nativa ou ainda na forma reconstituidap@ado principalmente a reacdes de
reticulacdo, cuja finalidade é aumentar sua bioatibitidade assim como suas propriedades
mecanicas. O uso na producdo de biomateriais &asplpela ndo-toxicidade, baixa resposta
do sistema imunoldgico e também por promover ccarento celular (Nair et al., 2010).

Para o colageno do tipo I, a formacéo das fibrasrecem pH maior que 6,0, 0 que
infere que a resultante das cargas na moléculazegja correspondente ao colageno nativo.
Esta resultante pode ser alterada, por meio degsos quimicos (Batista et al., 2009), fisico-
guimicos ou enzimaticos, gerando um colageno cad@gositiva ou negativamente. O
colageno anidnico pode ser obtido por meio da h&dré@lcalina dos grupos carboxiamidas

dos residuos de aminoacidos asparagina e glutgresantes na cadeaiado tropocolageno.
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Essa hidrolise seletiva promove um aumento de 3#échrgas negativas por unidade de
tropocolageno, dependendo do tempo de reacao {(Bet 2001).

A gelatina pode ser obtida a partir da desnaturagéoolageno (Figura 6), sendo
bastante utilizada na industria de alimentos comgente emulsificante. A principal
propriedade da gelatina € formar solucdes paraupnodéis estaveis abaixo de 40 °C
(Schrieber e Gareis, 2007).

Figura 6 —Esquema da desnaturagéo do colageno.

FIBRILA DE COLAGENO
TEBER, BEREENER,.  BEESEESEES

............................
...........................

--------------------------
..........................

Q Tropocolageno (hélice tripla)

gelatina
ff desnaturacao éz

Fonte: Adaptado de NITTA GELATIN INC., 2010.

00
''''''''

As fontes de colageno utilizadas para obtencacetiiga sao principalmente peles
bovinas e suinas, 0ssos e tecidos conectivos. €egs0 de obtencdo se da por meio de
tratamento quimico, com a utilizacdo de acidossedfaseguida por um extracdo com agua
guente, o resultado é uma solucéo visc8sar(eber e Gareis, 2007).

A gelatina pode ser classificada de acordo commte fde colageno, gelatina do tipo
A, é obtida a partir de peles bovinas e suinastgdd, de 0ssos e tecidos conectivos. O que
diferencia uma da outra € a massa molar e o psotdétrico, gelatina do tipo A apresenta
polipeptidios de baixa massa molar e ponto isoletéentre 7 e 9, enquanto que a do tipo B,
polipeptidios de alta massa molar e ponto isoletétente 4,5 e 5,5, solu¢des produzidas a

partir deste tipo apresentam um maior grau de sidade (Damodaran et al., 2010).
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1.4 Extrato de Semente de Uva

O extrato de semente de uva pode ser obtido a garproducédo de vinhos e sucos
de uva, como um subproduto, o qual desperta bastéetesse, principalmente, por conta das
suas propriedades antioxidantes (Vedana et al8)2@% principais componentes do extrato
sao os taninos (proantocianidinas), os quais sé@vigem fendlica.

Taninos sdo muitos reativos quimicamente e aindadm ligacbes de hidrogénio
(intra e intermolecular). Sdo bastantes suscetveisidacao via enzimatica ou influenciada
por metais e podem ser classificados em hidrolisagecondensados, de acordo com a
estrutura quimica (Monteiro et al., 2005).

A proantocianidina, ou tanino condensado, apresemt@o unidade monomérica o
favan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol. As unidades flaias podem sofrer reacdes de hidrolise (ou
substituicdo) e gerar uma imensa diversidade deutesds. Isto permite dividir a
proantocianidina em diversas classes, como pratireas, prodelfinidas e propilargonidinas,
as duas primeiras sdo as mais comuns e quandolitadas geram cianidinas, sendo
catequina e epicatequina as unidades formadorasel#nidinas, a qual apresenta

galocatequinas e epigalocatequinas como unidadesfloras (Sun e Spranger, 2005)

Figura 7 - Estrutura quimica do (a) flavan-3-ol e (b) flag4-diol.

(a) OH

OH OH

Fonte: Angelo e Jorge, 2007.
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Uma caracteristica importante das proantocianidénasia capacidade de interagir
com o colageno e atuar como um agente reticul&nteteracdo acontece de forma estével
por meio da formacdo de ligacbes de hidrogénioeeris hidroxilas presentes nas
proantocianidinas e os grupamentos amida do amdwmdcolina, constituinte do colageno
(Rotava et al., 2009)

Compostos fendlicos apresentam atividade antioxégdaendo redutores de oxigénio
singleto, nas reacbes de oxidacdo lipidica e ndacfie de metais e ainda apresentam
propriedades farmacologicas, como antialergénicediarteriogénicas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitrombéticas e também efeit@sdioprotetores e vasodilatadores
(Rockenbach et al., 2008).

1.5 Mineralizacéo

O fosfato de calcio é amplamente utilizado comanaiterial, devido a semelhanca
com a parte mineral dos ossos e dentes, bioconijgid®e, bioatividade, atoxicidade e
osteocondutividade.

Dentre os diversos tipos de fosfatos de célcioideokiapatita € o material mais
utilizado para reposicao dssea, tratando-se de ateria que ndo apresenta toxicidade local
e sistémica, auséncia de respostas inflamatoriasilelade ao se ligar no tecido hospedeiro.
Porém seu uso esta diminuindo, por conta do baikiceé de atividade e lenta taxa de
degradacédo. Afim de se obterem melhores resultadivsysos estudos sobre diferentes
fosfatos de calcio estdo sendo desenvolvidos (@ldast Aparecida, 2010)

Os fosfatos de calcio podem ser classificados d@edaccom a relacdo Ca/P, as

diferentes formas sé@o apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 —Relac¢do Ca/P para diferentes tipos de fosfat@lbéoc

Tipos de Fosfato de Calcio Férmula Relacdo Ca/P
Apatita carbonatada Ca(PO,LCOs)3 1,67

HA deficiente em célcio Gax(HP Q) (PQy)6(OH)2.x 1,50 < x< 1,67
Monolita CaHPQ 1,00
Brushita CaHPQH,O 1,00
Hidroxiapatita C1o(PQy)s(OH), 1,67
Fosfatop tri célcio B-Cax(POy):, 1,50
Octafosfato de calcio CaH,(POy)e.5H,0 1,33

Fonte: Habraken et al., 2007
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A sintese dos fosfatos de calcio acontece por gitacdo a partir de solugbes
contendo fons G4 e PQ*. Neste presente trabalho, utilizou-se o Métodolmarsao
Alternada para a mineralizac@ovitro dos hidrogéis. Métodos simples e baratos, sendeso
equipamentos especiais ou temperaturas elevadadgsfnas vantagens da mineralizagéo

vitro (Oliveira et al., 2009).



20
Objetivo

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a preparacdo dedrodmis
colageno:quitosana:gelatina, com e sem extratcedeiste de uva como agente reticulante,
visando a utilizagdo futura destes em procedimeni®sregeneracdo Ossea. Para isso,
materiais com mineralizacdo homogénea, tanto iateemte como externamente, sao
necessarios. Essa mineralizacdo visa a formacaadeiapatita, por conta das semelhancas

com os constituintes dos 0ssos, e também pelarbatibilidade e atoxicidade.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Quitosana

3.1.1 Obtencéo

Para a obtencdo da quitosana, a partir dos glatkosula, foram seguidas as
seguintes etapas: desmineralizacdo, desproteiragisacetilacdo (Horn et al., 2009b), a
Figura 8 destaca cada etapa. As duas primeirascteno intuito extrair g3-quitina dos
gladios de lula. Anteriormente a estas etapas digylde lula foi lavado, seco, triturado e
entdo peneirado. Na primeira etapa foi preparada wolucdo HCl 0,55 mol L
Aproximadamente, 40 g de gladio de lula foram adiados a esta solucdo na proporcao de
1 g de gladio para 15 mL de HCI, a qual foi mansda agitacdo magnética por 2 h. Este
processo foi repetido mais uma vez para garanfiomediciéncia. Apos este procedimento, a

solucéo foi lavada com agua desionizada durantkal) até obter a neutralidade.
Figura 8 - Fluxograma para a obtencdo da quitosana.

gladios de | °Moagem,

lula lavagem e
secagem

glé@ios *Desmineralizacao
moidos  |.Hcl, 0,55 mol Lt

p
gladios *Desproteinacao
desmineralizado$ «NaOH, 0,3 mol 1
\
Beta-quitina

*Desacetilacao

Quitosana

Antes de iniciar o processo de desproteinizacdoaterial obtido foi colocado em
uma estufa durante 1 semana &ClOPara realizar a segunda etapa (desproteinizag&o)

sélido, agora seco, foi colocado em um baldo deliogas, juntamente com uma solucédo de
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NaOH 0,3 mol [}, na proporcdo del g de gladio para 10 mL da solagiNaOH, sob
agitacdo mecanica e temperatura constante 8@ 80rante 1h, sendo o processo repetido
mais uma vez. Assim como na etapa anterior, os@lidlavado com agua desionizada até a
neutralidade.

O solido, agorg3-quitina, foi colocado na estufa durante 1 sema®0’&. Por
ultimo, foi realizado a desacetilacédo. Para estpagtem um baléo de trés bocas foi colocada a
massa d@-quitina com uma solugcdo de NaOH 40% (massa/maSssistema foi deixado a
temperatura de 8G, sob agitacdo mecanica constante e em atmosfedadlrante 1,5 h. O
processo foi repetido mais uma vez. O materialaieddo até a neutralidade e entdo seco na

estufa a 40C durante 1 semana.
3.1.2 Purificacao

A quitosana foi dissolvida em &cido HAc 0,5 mét Hurante 24 h e sob agitacdo
mecanica. A solucao resultante foi filtrada solsg#ie negativa através de uma membrana de
porosidade um. Em seguida foi adicionado hidroxido de amonioncemtrado ao filtrado até
a precipitacdo. O precipitado foi lavado com &gesiahizada até pH neutro, e logo apos,
lavado com metanol a temperatura ambiente e deposem estufa a 60°C durante 2 dias.

3.2 Colageno

O gel de colageno foi obtido a partir de tendaarmyor imersdo em uma solucao
alcalina (hidrélise) por 24 h. Esta solucéo cordishis (sulfatos e cloretos) e hidréxidos de
metais alcalinos e alcalinos terrosos (pH > 13)0sApste periodo o material foi equilibrado
em outra solucdo contendo sulfatos e cloretosatus Nd, K e C&*. O excesso de sais foi
removido por meio de lavagens em 3% de solucaos:BO% 4gua desionizada, seguida por
solucédo de EDTA 0,3% pH=11, e agua desionizadasAp@rocedimento de hidrdlise, o
colageno foi extraido com solucdo de HAc pH = Bgt(et al.,, 2001), obtendo-se uma
concentracédo final de 1,0% (massa/massa), detetmjper lifiolizagcdo em um equipamento
EDWARDS modelo FREEZE DRYER Modulyo.

3.3. Gelatina

Foi preparada uma solucdo de gelatina 1% (masssdinaasdicionando gelatina
comercial (SIGMA®, tipo A, pele suina) em agua ampe a 60C, sob agitacdo constante,

durante 30 min.
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3.4. Preparacao dos Hidrogéis

Para os hidrogéis foram preparados solucdes dgesmae quitosana 1% em HAc
1% (massa/massa). Estas duas solucbes foram migwmtamente com a gelatina na
proporcao de 1:1:1 em massa. Esta mistura foi id@idm duas por¢coes de massas iguais, em
uma delas, foi adicionado, gota a gota, o extrateamente de uva (10,4 mg) solubilizado
em HAc:etanol (9:1), desta forma as amostras CQ@ditagel colageno:quitosana:gelatina
com extrato) e CQG (hidrogel colageno:quitosanatgel) foram geradas. Os hidrogéis

foram colocados em formas de Teflon® e entdo cewlgsl e liofilizados.

3.5. Ensaio de Mineralizacéo

A mineralizagdo foi realizada pelo método da Imergdternada, mostrado na
Figura 9 (Batista et al., 2009). Neste métoddidrogéis, primeiramente, foram mergulhados,
em uma solucéo de BP0, 0,12 mol [* (pH = 9,0) em tampéo tris 0,05 mof ke deixados
nesta por 24h, esta parte foi feita para que ogeold atingisse o pH da mesma, visto que o
biopolimero se encontrava com pH &cido. Apdés estdogo, os hidrogéis foram,
mergulhados em uma solucéo de Gal;2 mol L* (pH = 7,4), também em tamp&o tris 0,05
mol L, e deixados por 30 min, em seguida eles forammemte colocados na solucéo de
NaHPQO,, também por 30 min. Este procedimento foi repetitos 5 vezes a temperatura
ambiente, gerando duas amostras (CQG6 e CQGES).

Foram preparados também hidrogéis com 1 e 2 cildamineralizagdo, gerando as
amostras CQG1 e CQGE1 e CQG2 e CQGEZ2, respectivamen

Apo6s a mineralizacéo os hidrogéis foram congeladasilizados.
Figura 9 - Método de Imerséo Alternada.
H20 PO%

S
=] === ==

Matriz M M

Fonte: Batista et al., 2009.
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3.6 Caracterizacao

3.6.1 Materiais
3.6.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Amostras de colageno, quitosana e gelatina forapapadas na forma de filmes a
partir de solucdes diluidas dos polimeros secodlarb de ar. Os espectros foram obtidos
em um espectrofotdmetro de infravermelho com tmansida de Fourier (FTIR), modelo
IRAffinity-1 Shimadzu, software IR solution. Forafeitos 32 scans por espectro, com
resolucdo de 4 cino intervalo de 4000 a 400 &m

3.6.1.2 Determinacdo do Grau de Acetilagdo da Qugana por
Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta

Foram preparadas trés solugbes com, aproximadameéntsg de quitosana
dissolvidas em 50 mL de HCI 0,1 mof kcada. As solugcdes permaneceram sob agitacéo até a
completa dissolucdo do material. Apos a dissolugdapsorbancia para cada solucdo foi
medida, o comprimento de onda utilizado foi de 8f1e a solugdo de HCI 0,1 mot lfoi

usada como branco. O grau de acetilacao foi caloyala equagéo:

166,1 x AxV-0,0218xm
GA = (1)

3,3615xm—-42,1xAxV

sendoGA o grau de acetilacdo médio da quitosana, absorbancia/ o volume da solugéo
em (L) em a massa da quitosana (mg). Foi utilizado um esgetdmetro HITACHI
U-3000, em um intervalo de 150-220 nm, com cela de de largura e fenda de 0,5 nm, com
as leituras sendo feitas em triplicata.

3.6.1.3 Determinacdo do Grau de Acetilacdda Quitosana por Titulacdo

Condutimétrica

Foi pesado uma amostra de 0,25 g de quitosana &ecastufa a 6C durante
24 h), e em seguida misturada em 50 mL de uma&wide HCI 0,05 mol £ sob agitacéo
magnética constante, a agitagdo foi cessada quansdlucéo ficou limpida e transparente. A
mistura obtida foi diluida para 250 mL com aguaiatézada. Quatro aliquotas de 50 mL
foram tituladas, sob temperatura constante de 2%3@,uma solucdo de NaOH 0,1 mét, L

previamente padronizada com solucdo de acido axalRaymond et al., 1993). A
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condutividade foi medida por meio de um condutitim&ehaka CG2000. O procedimento

foi realizado em duplicata. O grau de acetilacadimti determinado pela equacéo:

161x(v2—v1)x[NaOH]
m

GA = (1 - ) x 100 2)

sendoGA (%) o grau de acetilacdo médio da quitosd®d,a massa molar média da unidade
repetitiva da quitosana (g m9) (V2 - V1) o volume de hidréxido de sédio necessario para
neutralizar a quitosana (mL\aOH] a concentracéo de hidréxido de sédio (md) em a

massa de quitosana presente na aliquota (Q).

3.6.1.4. Determinagdo da Massa Molar Meédia da Quisana por
Viscosimetria Capilar

Uma amostra de 20,0 mg de quitosana foi adicionaia 25 mL de HAc
0,6 mol L* sob agitagcdo magnética constante por 24 h. Enidgeépi adicionado 25 mL de
NaAc 0,4 mol [* e manteve-se a agitacdo por mais 24 h. Foi prépanan tampéo 0,3
mol L' de HAc e 0,2 mol t: de NaAc em pH igual a 4,5. Solucées 1,0; 1,8;28;3,0; 3,5
e 4,0.1¢' g mL* foram preparadas. Aliquotas de 10 mL de cada &olagambém da amostra
de quitosana em HAc e NaAc foram transferidas pamaviscosimetro capilar do tipo
Ubbelohde e o tempo de escoamento foi medido, o e um crondmetro digital, cada
medida foi repetida 10 vezes. O experimento folizado em temperatura ambiente de,
aproximadamente, 25°C (Rinaudo, 2006). Com a mdo$avalores de tempo obtidos e a
concentracdo das solugdes, foi determinada a wilsmEsreduzida das solucfes de quitosana,
por meio da Equacéo 3.

tqui— t
nred — qui solv (3)

tsolv

sendoneq a viscosidade reduzida das solugdes de quitosgnaé o tempo medio (s) de
escoamento de cada uma das solucdes € o tempo médio (s) de escoamento do solvente e
c é a concentracao (g ML

A partir dos dados de viscosidade reduzida e agéguae Mark-Houwink-Sakurada
(Equacéo 4), foi determinada a massa molar médipuitiasana.

[n] = K".M* 4)

na qual[n] é a viscosidade intrinseca (m[})gda quitosana (obtida pela extrapolacdo da
viscosidade reduzida para uma concentracdo nidaldm), eK (mL g*) ea sdo constantes.
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3.6.1.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Esta técnica permite medir certas propriedadesafisile alguns materiais quando
submetidas ao calor podendo-se assim, neste toalaadhliar as modificagdes na temperatura
de desnaturacdo do colageno a partir do ponto nuadiaflexdo da curva. Em um cadinho
hermético de aluminio foi colocado, aproximadamedtmg das amostras e este foi prensado
e colocado em um equipamento da TA — Instrumentsielo DSC 2010. A medida foi feita
sob fluxo de Na 80 mL mift, em uma faixa de temperatura de 25°C2@om uma raz&o de

aquecimento de 2C min™.
3.6.2 Hidrogéis
3.6.2.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelh&T-IR)

Para a obtencdo dos espectros, as amostras forssolvelas em HAc 1%
(massa/massa) e colocadas em pastilhas de siAi@oalise foi feita em um intervalo entre
4000 - 400 crt, utilizando-se um espectrofotdmetro de FTIR IRAif§i-1 Shimadzu,

software IR solution, sendo feitos 8anspor espectro, com resolucdo de 4cm

3.6.2.2 Termogravimetria

Assim como o DSC, a termogravimetria utiliza o calara verificar os efeitos na
amostra. Neste procedimento, 10 mg, de cada maferam colocados no porta amostra de
alumina sob atmosfera de ar sintético, com razdagqiecimento de 2@ min?, entre 25 e
800°C em um equipamento da TA Instruments model0 @o Laboratério de Anadlise
Térmica, Eletroanalitica e Quimica de Solu¢deslQBC/USP, pela Dra. Ana Paula Garcia
Ferreira, sob supervisao do Prof. Dr. Eder Tademé&3oCavalheiro.

3.6.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias foram obtidas na superficieeecéio transversal dos hidrogéis
liofilizados com amostras coladas etubspor fita condutora de carbono e recobertas com
uma fina camada de ouro de 6 nm de espessura emetatizador Coating System BAL-
TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) com pressdo c@anara de 2,00xTOmbar,
corrente de 60 mA e taxa de deposicdo de 0,60 hnpassibilitando a andlise de suas
estruturas. Utilizou-se o equipamento ZEISS LEO @d@mbridge, England) com detector
OXFORD (model 7060), operando com feixe de elétdm0 kV.
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Como as amostras ndo sédo condutoras, para seurhtemelhor visualizacdo os
materiais foram cortados transversalmente com anespessura possivel, com o intuito de

fazer com que corrente percorra todo o material.

3.6.2.4 Difracdo de Raio-X

Os difratogramas das matrizes mineralizadas foratidas em um difratdmetro
automatico Rigaku-Rotaflex Ru-200B, com radiacAmacoomatica de Cutk (A =1,5418 A)
com poténcia de 50 kV, 80 mA, velocidade de vamadle 2° miit e D entre 5 - 80°. Os
difratogramas foram feitas pela Profa. Dra. MaraeEa do Prado Gambardella no Grupo de
Cristalografia do IQSC/USP. Por meio da difracdoR#go-X foi calculado o tamanho do

grao, atravées do uso da equacéo de Scherrer:

KA
Looz = Bcos 0 (5)

sendoK uma constante relacionada ao formato do cristalyal®r € proximo ao unitarj@, o
comprimento de onda da radiacdo do Raio-X (finy alargamento do pico de difracdo 002
medido pela metade de sua méxima intensidade, éianos €0 o angulo de difragdo de

Bragg, em graus.

3.6.2.5 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Para a obtenc&o do espectro as amostras foranmagesngara assim serem colocadas
no equipamento para analise. A andlise de EnergipeBsiva (EDS) foi realizada em um
equipamento EDX LINK ANALYTICAL, (Isis System Sese200), com detetor de SiLi
Pentafet, janela ultrafina ATW Il (Atmosphere THiYindow), de resolucdo de 18¥ a
5,9keV, acoplado a um microscépio eletrbnico LEO 4UB@@ Electron Microscopy Ltd),
com um detector Oxford (Oxford Instruments Inc.jlizbu-se padrdo de Co para calibragéo,
feixe de elétrons de 20 kV, distancia focal de 25, ffiuead time” de 30 %, corrente de 282

e | “probe” de 95@A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os gladios de lula, primeiramente, foram preparadosoidos, e um material com
aspecto de flocos foi obtido, este foi submetidalguns procedimentos, com o intuito de
promover a desmineralizagéo, desproteinizacédo acdtacdo e assim obter a quitosana.A
massa inicial era de 40 g.

Apos a desmineralizacdo, o solido obtido foi sanoestuda e a massa obtida foi de
32,3 g, correspondendo assim a um rendimento d@%80Na etapa seguinte a
desmineralizacédo, um sélido branco e fibroso foidab(3-quitina), a massa encontrada foi de
14,52 g, e o rendimento, 36,3%.

A quitosana foi, entdo, obtida por meio da ultirepa, a desacetilagéo, e apresentou
forma de flocos brancos duros. A massa foi de 1§,8b rendimento de 27,02%.

4.1 Caracterizacao da Quitosana

4.1.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho ()V

Por meio da espectroscopia na regido do infravéwoné&i obtido um espectro
(Figura 10), no qual foram observadas as segubdadas caracteristicas para a quitosana:
3250 cm' (estiramento N-H); 1563 ch{amida Il - deformacdo N-H): 1430 Endeformacéo
axial -CN na amida; 1263 ¢hfamida IIl - deformacdo C-N, CO-NH); 1152 ¢rtC-O; C-O-

C estiramento) e 653 ¢h{deformacéo N-H fora do plano).

Figura 10 - Espectro no infravermelho da quitosana.
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4.1.2. Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta (JV

A quitosana apresenta dois grupos croméforos, Migleesamina e glicosamina.
Comoestes grupos ndo interagem entre si, isto permieterminacdo d6A de uma forma
simples e rapida.

Trés solugbes de quitosana em HCI, de mesma coacéat foram preparadas e a
absorbancia, na regido do ultravioleta, medidageeue o comprimento de onda utilizado
foi de 200 nm. Para o célculo dM, foi utilizada a Equacdo 1 e os valores obtidas sa

apresentados na Tabela 2. O valoGdeencontrado foi de 7,65+0,25%.

Tabela 2 -Grau de acetilacdo da solucdo de quitosana.

Amostra Absorbancia GA (%)
1 0,2064 7,88
2 0,2059 7,71
3 0,2039 7,37

4.1.3 Titulagdo Condutimétrica

A condutividade da quitosana em HCI foi medidanasgue o pH era alterado pela
adicdo de NaOH. O resultado é apresentado na Figurd® procedimento foi feito em

temperatura ambiente.

Figura 11 - Condutividade da solug&o de quitosana vs. voluendaDH.
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A primeira parte da curva, que € descendente, gepta a neutralizagdo do HCI
(acido forte) pela adicdo continua da base, o qu@@ve uma diminuicdo na condutividade,
na segunda parte, € observada a neutralizacdo ithsamna (acido fraco) ocasionada pela
desprotonacdo dos grupos amino, 0 que provoca gumepe aumento na condutividade, a
terceira e Ultima parte da curva, apresenta unifigigtivo aumento de condutividade, devido
a adicao de base em excesso.

Para o calculo d&4 foi utilizado a Equacgéo 2, e o valor encontradodf® 6,90%.
Para encontrar os valores de V1 (volume para rizattdo total do acido forte) e V2 (volume
para neutralizacdo total do &cido fraco), foi esdido para cada curva uma reta e
consequentemente uma equacao linear, a equacaontzrg reta foi igualada com a da
segunda, para obtencdo de V1, e a equacdo da segiadigualada com a da terceira reta,

para obtencdo de V2. Os volumes encontrados forbm /8 mL e V2 = 4,1 mL.

4.1.4 Viscosimentria Capilar

A viscosimetria capilar foi feita por medidas domf® de escoamento de solucbes de
quitosana em de diferentes concentracdes a terapenbiente. Com os valores de tempo
medidos, calculou-se o valor gdeqpara cada amostra por meio da Equacgao 3, e endaeqgui
obteve-se os valores da razfg/C, os resultados sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 -Valores da razan,.4C pra solugdes de quitosana de diferentes corRoéms.

Conc. x 10°g mL™ Nred Nrea/C
1,5 0,1788 1192,09
2,5 0,3370 1348,01
3,0 0,4483 149441
3,5 0,5257 1501,89
4,0 0,6416 1604,17

Para o célculo da massa molar, primeiramente,diostcuido um graficaedC vs.
concentracdo, o qual € mostrado na Figura 12. &diapolacdo da curva foi possivel
encontrar o valor da viscosidade intrinseqh=[952,3 mL . Este valor foi substituido na

Equacdo 4 e a massa molar da quitosana foi detdmisendo 2,55x1¢ mol*.
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Figura 12 -n,/C vs. Concentragédo da solugdo de quitosana.
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4.2 Caracterizacao dos Hidrogéis

Na Figura 13 sao mostrados os hidrogéis minerazagis vezes. O hidrogel sem
extrato de semente de uva é de coloragdo brané euebradico, caracteristica também
observada no hidrogel com extrato, o qual apresaritaacdo résea, gracas a antocianina,

pigmento presente na semente de uva.

Figura 13 - Hidrogéis mineralizados (A) CQG6 e (B) CQGES6.

4.2.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Por meio do DSC verificou-se a influéncia do extrale semente de uva na
temperatura de desnaturagéo do colageno, tempertugue ocorre a transicdo do colageno
para gelatina. A passagem de uma forma organiza@auma desordenada se dé pela quebra
das ligacdes intramoleculares. No hidrogel CQGrgperatura encontrada foi de 483
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enquanto que no hidrogel CQGE, foi de BC5 Este aumento na temperatura de

desnaturacdo mostrou que o extrato reticulou ogeald As curvas sdo apresentadas na

Figura 14.

Figura 14 - Curvas DSC para—) CQGE e {) CQG.
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4.2.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (lV

Os espectros obtidos por meio FTIR, para os hidsagéneralizados, apresentaram
bandas em 3000 - 3500 ¢mreferente ao estiramento O-H e, além disso, bandas

caracteristicas para amida 1,11 e lll, que sdo nadsts na Tabela 4.

Tabela 4 -Numeros de onda e modos de vibracéo para os Bigré®G e CQGE.

Namero de onda (cn)
Modos de vibracéo

Higrogel CQG Hidrogel CQGE

amida | (estiramento C=0) 1654 1654
amida Il (vibrag&o do plano da ligacao
( ¢ . P 996 1554 1560
N-H e estiramento C-N)
amida Ill (estiramento C-N e
1244 1240
deformacéo -NH)
estiramento O-H 3348 3334

Hidrogéis mineralizados também apresentam bandasemée ao grupo fosfato,

normalmente, uma banda larga e centrada entrelQ@90 crit e outra com picos entre 604
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e 563 cri. Verificando-se os espectros, Figura 15, ndo &sisfvel identificar a segunda
banda, uma explicacdo para isto seria a formacadbadeas multiplas ocasionadas pela
interacdo entre os fons do célcio {Tae os grupos —Nipresentes na quitosana e no

colageno e o grupo COO- no colageno. A primeiralba@pareceu em 1082 ¢r{CQG) e em
1083 cnt (CQGE).

Figura 15 —Espectro na regido do infravermelho para) CQG e (—) CQGE.
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Nos espectros na regido do infravermelho do cotagenbnico e gelatina (Figura
16), assim como o da quitosana (Figura 10) namb&ervadas as bandas referentes ao grupo

fosfato, sendo assim importantes para identificaireralizacao.

Figura 16 —Espectro na regidao do infravermelho da gelatina é-eolageno-(-).
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Na Tabela 5 sdo apresentadas as bandas e os nmodizatdo para o colageno

aniénico e gelatina, e como pode se observar nadifH, sdo as mesmas.
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Tabela 5 -Nimeros de onda (¢hje modos de vibragdo para o colageno e a gelatina.

Namero de onda (cn)

Modos de vibracao

Colageno Gelatina
Amida | (estiramento da carbonila) 1652 1649
Amida Il (V|.bragao do plgno cja ligacdo N-H ¢ 1550 1548
estiramento da ligacdo C-N)
Amida Il (vibragBes no plano da amida lll,

devido ao estiramento C-N e deformagéo -NH) 1238 1241
Estereoquimica dos anéis pirolidinicos 1456 1450

Estiramento O-H 3320 3319

4.2.3 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas foram feitas no irdkyvde 25 a 800°C, para a
quitosana, colageno e gelatina e estdo mostradog-igiara 17. Para os hidrogéis

mineralizados ou ndo essas curvas estao mostradagura 18.

Figura 17 —Curvas termogravimétricas para os biopolimeres) Gelatina; =) Colageno e
(—) Quitosana.
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Figura 18 - Curvas termogravimétricas para hidrogéis:)(CQG; (—) CQGL; (—) CQG2; ()
CQG6; (—) CQGE; (—) CQGE1; {—) CQGE2 e{) CQGES.
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Todas as curvas apresentaram-se etapas semeltarpesda de massa referente a
agua presente no material (25-200°C), aproximademet0% para o0s hidrogéis
mineralizados e entre 10-25% para os biopolimetudregéis ndo mineralizados. Em 650°C,
ocorreu a completa carbonizacdo do material orgadms biopolimeros e hidrogéis néo
mineralizados, enquanto que para os hidrogéis alinados, observou-se a formacao de
massa residual, a qual corresponde ao sal formachntgé a mineralizacdo, que é estavel
nesse intervalo de temperatura (Markovic et al04200s valores de % de massa residual
obtidos & 750°C séo apresentados na Tabela 6,éopassivel ver a influéncia do nimero de
ciclos de mineralizagdo. Quanto maior o numeroicles; maior o grau de mineralizacdo do

material.

Tabela 6 -Porcentagens de massa residual obtidos a 750 ddiogéis.

Hidrogel % de residuo
CQG1 28,6
CQGE1 29,8
CQG2 50,2
CQGE2 51,3
CQG6 63,3

CQGES6

63,7
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Figura 19 - Massa residual (%)s.ciclo de mineralizag6es (M) paré@®)CQGM e @) CQGEM.
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Nos hidrogéis sem extrato de semente de uva adie@wsfato de calcio formado é
ligeiramente menor em relacdo aos hidrogéis comatextDeve-se observar que o teor de sal
formado para os hidrogéis com e sem extrato mizadis por 6x € praticamente igual, e que
guanto menor o numero de mineralizagdes maioresetti€a no teor de sal entre os hidrogéis
com e sem extrato, como indicado na Figura 19.

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Figura 20 observam-se as superficies e secg@esveérsais dos hidrogéis nao
mineralizados. Embora os hidrogéis ndo apresentemsea superficie uma expressiva
guantidade de poros é possivel observar, em nb&gdomyéis, em suas secgdes transversais

arranjos em formato de rede, isto é devido a foamage cadeias tridimensionais pelos
polimeros presentes.
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Figura 20 - Fotomicrografias dos hidrogéis nao mineraliadassigerficies (A) CQG e (C) CQGE.
Aumento de 1.000x. Das sec¢@es transversais (B) €E@3 CQGE. Aumento de 200x.

As fotomicrografias da superficie e seccao trassierdos hidrogéis mineralizados
estdo exemplificados pelas mineralizacbes de 2x xe (FAguras 21 e 22). Essas
fotomicrografias mostram que os hidrogéis tiveramsssuperficies recobertas de forma
homogénea, pelos cristais de fosfato de calcio. 9¢agbes transversais observa-se que no
interior dos hidrogéis mineralizados com extratpr@enchimento pelos cristais de fosfato de
calcio foi maior, enquanto que nos hidrogéis sefmagx os cristais se concentraram em
determinadas regifes, deixando areas nao preenchielse fato contradiz a analise
termogravimétrica que mostra apenas uma pequeeenga de conteido de mineralizacédo
nos hidrogéis com e sem extrato, podendo-se sugegira mineralizagdo da superficie dos
hidrogéis sem extrato ocorreu preferencialmentsuparficie.
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Figura 21 - Fotomicrografias dos hidrogéis: nas superficiesGRG2 e (C) CQGE2. Aumento de
1000x. Nas secc0es transversais (B) CQG2 e (D) (Q&&EMento de 100x.
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Figura 22 - Fotomicrografias das superficies dos hidrogéi$3:GRG6 e (C) CQGES6. Nas seccdes
transversais (B) CQG6 e (D) CQGE6. Aumento de X000

A aparéncia dos cristais formados na superficiehittregéis (Figura 23) é diferente.
Nos hidrogéis em que o extrato esta presente staisrse agrupam e formam estruturas com
formatos ndo definidos, enquanto que nos hidroggis extrato, os cristais se agrupam em
estruturas esféricas, caracteristica da formac&trde(Mohamed e Mostafa, 2012).

Figura 23 - Fotomicrografias das superficies dos hidrogéis:GR)G6 e (B) CQGES6.
Aumento de 10.000x.
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4.2.5 Difracdo de Raio-X

A estrutura cristalogréafica do sal de fosfato deic&ormado nos hidrogéis CQGEG6
e CQG6 foram estudadas por difracédo de raios ¥séstirogéis foram escolhido para analise
por conta de apresentarem um maior niumero de isrikiemados. Os difratogramas sao
mostrados na Figura 24. Neles o padréo de difrdgdodroxiapatita (difratograma padrao da
JCPDS (9-0432)), em verde, é comparado com o datéode célcio, em azul, formado nos
hidrogéis. Os picos observados para o fosfato #l@océoincidiram com a posicdo e a

intensidade dos picos da HA sintética.

Figura 24 - Espectro de difragdo de Raio-X dos hidrogéis milizdos: (A) CQG6 e (B) CQGES6.
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O tamanho do cristal de hidroxiapatita formado hiosogéis foi medido por meio
do alargamento do pico de difragdo 002, indicaddlifratograma de Raio-X, e também por
meio da equacado de Scherrer (Equacao 5), sendoaKagd,94 e o comprimento de onda (

do Raio-X igual a 0,154056 nm (Cuak os valores df foram 0,389° (0,007 rad) e 0,330°
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(0,006 rad) para hidrogéis sem e com extrato, otispenente, enquanto que os angukds (
foram 13,02 e 12,97° para hidrogéis sem e com extrato, respewente. O tamanho
encontrado para o hidrogel CQG6 foi de 21,9 nmra pahidrogel CQGEG6 de 25,8 nm. Nos
hidrogéis sem extrato o tamanho dos cristais ermtmté ligeiramente maior, fato que pode

ter propiciado o aglomerados dos cristais com umdto ndo definido.
4.2.6 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Os espectros EDS em todos 0s casos exibiram picds@EkeV referente ao fésforo
e 3,7 e 4,0 keV referentes ao célcio. Aléem do oaéido fosforo, observou-se também a
presenca de sédio em 1,04 keV e do cloro em 2,6 lefgrente aos sais originais utilizados
na mineralizacdo dos hidrogéis. Na Figura 25 séstnabos 0s espectros para os hidrogéis
CQG6 e CQGES6 para exemplificacao.

Figura 25 - EDS dos hidrogeéis: (A) CQG6 e (B) CQGES.
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Foram feitas analises semi-quantitativas dos hélsog partir destes espectros, pelos
quais, obteve-se os valores para a razdo Ca/Pcadeahidrogel mineralizado em trés areas
diferentes, os valores sdo apresentados na Taleetaf@sfato de calcio formado classificado

como HA deficiente em calcio. A classificacao faité utilizando os dados da Tabela 1.

Tabela 7 -Valores médios da relacdo Ca/P dos hidrogéis amd@s

Hidrogel Cal/P
CQG1 1,60+0,05
CQGE1 1,42+0,23
CQG2 1,54+0,03
CQGE2 1,55+0,01
CQG6 1,48+0,12

CQGE6 1,52+0,02
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5 CONCLUSAO

A quitosana preparada para a utilizacdo nos hitsaggresentou unfA entre 6 e
7%, os valores obtidos pelos dois métodos foramaruioximos, logo sdo satisfatérios e
garantem confiabilidade. A massa molar da quitosateulada foi da ordem de 2,55%10
g mol™.

Foi verificado que o extrato de semente de uvauatomo um agente reticulante do
colageno. Pelo DSC, foi possivel observar que cagxtprovocou um aumento na
temperatura de desnaturacao do colageno.

Além disso, por meio da TG foi verificado que aed#hca entre massa residual
(fosfato de calcio) formada dos hidrogéis com éatde semente de uva e sem é pequena,
indicando que o extrato ndo influéncia na formagécais. Utilizando a MEV, foi possivel
observar que o interior dos hidrogéis com extraseimente de uva apresentou uma maior
area preenchida pelos cristais quando comparadbid@géis sem extrato, nestes, € possivel
gue o recobrimento tenha acontecido preferencidbmnea superficie.

Os cristais formados puderam ser classificados cbmmxiapatita por meio da
Difracdo de Raio-X, e a partir dos dados obtido® DS calculou-se a razdo Ca/P o
resultado permitiu concluir ainda que a hidroxigpatormada, apresenta deficiéncia em
calcio. Pela Difracdo de Raio-X também verificouesteamanho dos cristais, nos hidrogéis
com extrato, o tamanho foi ligeiramente maior efagd@ aos cristais dos hidrogéis sem

extrato de semente de uva.
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