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RESUMO POLIMAT — GRUPO DE ESTUDOS EM MATERIAIS POLIMERICOS

RESUMO
O objetivo geral deste estudo foi preparar filmes de amido de milho com propriedades térmicas,
mecanicas e de biocompatibilidade adequadas para aplicacdo como biomaterial. Nesse sentido,
foi inicialmente analisado o efeito do tratamento térmico na estabilidade e estrutura dos filmes de
amido de milho. Caracteristicas como solubilidade, estabilidade térmica, propriedades
mecanicas, estruturais e morfoldgicas foram avaliadas. Os resultados comprovaram o uso do
tratamento térmico como uma técnica de baixo custo para a obtengdo de filmes de amido mais
estaveis. Numa segunda etapa, os filmes de amido de milho foram avaliados quanto a adicdo de
plastificante e polimero condutor. Para este sistema, condicdes de gelatinizagdo, andlise
elementar, condutividade elétrica, cristalinidade, estabilidade térmica, propriedades mecanicas,
estruturais e morfolégicas foram determinadas. Os valores de condutividade alcancaram um
médximo de, aproximadamente, 2,07x10° Sem™ para composigdo contendo 20% de sorbitol e 5%
de FeCl;.6H,0 escolhida como condi¢@o de sintese de polipirrol ideal. A provdvel formacio de
um complexo entre o amido e cloreto férrico foi responsdvel por vérias modificacdes nas
propriedades térmicas, estruturais e morfoldgicas dos filmes. O efeito do plastificante sobre os
filmes de amido ficou evidenciado com a diminuicdo do mddulo de elasticidade e tensdo méxima
de ruptura. Finalmente, foi avaliada a viabilidade desse novo material para aplicacdes
biomédicas, através de estudos das propriedades mecanicas em diferentes umidades relativas,
intumescimento, ensaios citolégicos de adesdo celular, citotoxicidade, bioatividade, degradagdo
enzimdtica e degradacdo em diferentes pH. Os resultados sugerem a obtencdo de um filme com
cariter condutor e com propriedades adequadas que favorecem a adesdo celular e a

biocompatibilidade, sendo portanto vidvel sua aplicacdo como biomaterial.
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ABSTRACT
In this study, the main objective was to prepare maize starch films with adequate thermal,
mechanical and biocompatible properties for application as a biomaterial. Thus, the effect of
thermal treatment on the stability and structure of maize starch films was first analyzed.
Characteristics such as solubility, thermal stability, structural, morphologic and mechanical
properties, were analyzed. The results suggested that the thermal treatment is a low cost
technique for the preparation of stable starch films. Secondly, the maize starch films were
evaluated considering the addition of a plasticizer and a conducting polymer. For this system, the
gelatinization conditions, elemental analysis, electric conductivity, mechanical, structural and
morphological properties, were determined. The maximum conductivity value was ca. 2.07x10°
Scm™ for the system with 20% sorbitol and 5% FeCl;.6H,O which was chosen as the ideal
condition for the synthesis of polypirrol. Apparently, the formation of a complex between starch
and ferric chloride was responsible for the changes in the thermal, mechanical, structural and
morphological properties. The decrease in the elasticity modulus and strenght at the rupture were
the evidence for the plasticizer (sorbitol) effect. Finally, the viability of the new material for
application in the medical area was evaluated by the study of the mechanical properties at
different humidities, swelling, cytologic experiments for celular adhesion, citotoxicity,
bioactivity, enzymatic degradation and degradation at differents pH. The results suggested the
obtention of film with a conduting character and with adequate properties which favor the celular

adhesion and biocompatibility, being adequate for using as biomaterial.



CAPIITULO1 POLIMAT — GRUPO DE ESTUDOS EM MATERIAIS POLIMERICOS

CAPITULO 1

1.1 -INTRODUCAO

As superficies e interfaces de biomateriais desempenham papel fundamental em
sistemas biologicos e na medicina devido ao fato de que a grande maioria das reagdes
imunoldgicas e inflamatdrias ocorrerem nestes locais!!!. No século XIX, foram realizadas as
primeiras observagdes relativas ao controle das reacdes bioldgicas na superficie dos materiais.
Mais recentemente, o avangco das técnicas de caracterizagdo de materiais e superficies,
relacionadas tanto a estrutura quanto a composi¢do e cristalinidade, impulsionou e permitiu o
avanco na drea de ciéncias e engenharia de materiais, principalmente biomateriais'!. Os
materiais utilizados para o desenvolvimento de produtos a serem implantados em tecidos vivos
podem ser compostos de uma variedade de biomateriais, como metais, vidros, cerdmicas e
polimeros biodegraddveis. O conhecimento da eficdcia bioldgica de cada material requer um
profundo conhecimento de sua superficie e a interacdo da mesma com o tecido. A superficie tem
papel crucial na interagdo bioldgica por duas razdes: primeiramente, a regido superficial do
material pode ser diferente na morfologia e composicao do resto do material. Em segundo lugar,
0s materiais que ndo liberam substincias reativas com o tecido t€m sua resposta condicionada as
caracteristicas da superficie?.

A natureza da superficie pode ser descrita em termos quimicos, morfoldgicos,
biolégicos e de propriedades elétricas'). Sua modificacdo para aplicacdes biomédicas possibilita
a combinacdo de propriedades de volume do material com as propriedades desejadas, como
biocompatibilidade, bioatividade, resisténcia mecénica, dentre outras. Esta combinagdo visa

otimizar o desempenho do sistema, minimizando simultaneamente as perdas funcionais
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decorrentes da substituicdo do tecido ou 6rgdo lesado pelo biomaterial implantado. Os métodos
de modificagcdo de superficie sdo classificados em trés grupos principais: métodos bioldgicos,
métodos fisico-quimicos, e os métodos de recobrimento!"’,

Os materiais utilizados na 4drea biomédica devem possuir caracteristicas
biomecanicas, elétricas e bioldgicas compativeis com o tecido ou 6rgdo lesado. Para escolha de
um material para implantacdo no tecido vivo deve-se levar em conta vdrios fatores tais como
fadiga do material, bioatividade, adesao celular, degradacdo do material e biocompatibilidade.

No 4ambito académico, optou-se neste estudo pelo desenvolvimento de um
biomaterial através do método de modificagdo de superficie a partir da deposicdo de polipirrol,
um polimero condutor, sobre filmes de amido de milho e sorbitol, com objetivo de criar um
dispositivo para fixagdo interna que retina ao mesmo tempo propriedades de bioatividade,
biocompatibilidade e bioadesio e que seja preferencialmente bioabsorvivel.

Este trabalho, estruturado em capitulos, apresenta no capitulo 2 embasamentos
tedricos pertinentes a andlise dos resultados, bem como antecedentes bibliograficos referentes ao
assunto. O capitulo 3 descreve a metodologia utilizada para avaliar o efeito do tratamento
térmico sobre a estabilidade e estrutura dos filmes de amido de milho. Por sua vez, o capitulo 4
propde uma metodologia para preparagdo de filmes de amido de milho eletricamente condutores
para aplicacdo como biomaterial. No capitulo 5 estdo apresentados os estudos de viabilidade de

aplicagdo desse material a base de amido de milho na forma de experimentos simuladores de

reacdes bioldgicas in vitro. As conclusdes finais estdo apresentadas no capitulo 6.
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1.2 -JUSTIFICATIVA

A ciéncia de polimeros tem intensificado os estudos na 4drea de biomateriais levando
ao desenvolvimento de novos materiais bioabsorviveis para vérias aplica¢des na drea biomédica.
Uma das principais vantagens desses dispositivos consiste no fato de ndo haver necessidade de
remocdo, uma vez que o controle da sua cinética de degradagcdo permite a reconstituicdo do
orgdo ou tecido a medida que ocorre sua absorcao.

O desenvolvimento de biomateriais nacionais € uma alternativa para a redugdo dos
custos com saude publica, uma vez que os materiais utilizados para fixacdo interna em sua
maioria sdo importados.

O investimento no desenvolvimento de tecnologias em biomateriais que substituam
em parte ou totalmente um tecido vivo possibilita beneficios a curto e longo prazo e, num
primeiro momento, reduz o tempo de convalescenca de um paciente evitando maiores gastos em
saude publica. Num segundo momento proporcionard a aplicagdo de tratamentos menos
agressivos minimizando cada vez mais os riscos de rejeicio e recuperacio em processos
cirdrgicos.

Muitos polimeros biodegraddveis tém sido utilizados em diferentes aplicacdes, por
exemplo, proteses ortopédicas, liberagdo controlada de farmacos e engenharia de tecidos. Estes
materiais tem sido desenvolvidos para se degradarem em periodos de tempo controlados, bem
como produzirem produtos de degradacdo de baixa toxicidade. A degradacdo desses materiais
estd geralmente associada ao controle de suas propriedades fisico-quimicas (cristalinidade, peso
molecular, composi¢do quimica e hidrofilicidade).

O desenvolvimento de materiais considerados bioativos e biodegradédveis € de grande

interesse, principalmente porque, além de substituir tecidos traumatizados também propiciam a
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recuperagdo do tecido danificado através da atuacio em metabolismo intra e extracelulares
responsaveis pela reproducdo celular e propagacdo dos tecidos em crescimento.

Assim, os polimeros naturais, como os polissacarideos, bem como os polimeros
condutores vém ganhando espaco na otimizacdo de superficies como material de recobrimento
devido em parte a propriedades como biodegradabilidade, bioatividade e baixa toxicidade, sem
deixar de mencionar o baixo custo e acessibilidade.

Neste trabalho foi utilizado, o amido de milho como uma alternativa viavel para este
fim, devido principalmente ao seu baixo custo e acessibilidade. A fim de garantir melhores
propriedades mecanicas adicionou-se aos filmes de amido de milho o sorbitol como agente
plastificante. Os filmes foram modificados com adi¢do do polipirrol um polimero condutor com
propésito de otimizar propriedades de biocompatibilidade e bioadesdo, uma vez que a adicdo
desse tipo de polimero pode promover, ou ainda, facilitar o processo de adesdo celular .

Dentro deste contexto, este estudo tem como objetivo elaborar filmes poliméricos
biocompativeis, utilizando os materiais acima mencionados, para aplica¢do na drea biomédica.

Um dispositivo com estas caracteristicas poderd promover uma melhor interacdo

com o tecido ou 6rgdo lesado, possibilitando assim uma regeneracdo mais eficiente e rapida.
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1.3 -OBJETIVOS

1.3.1- Objetivos Gerais

Preparar e caracterizar filmes de amido e sorbitol eletricamente condutores. Avaliar
os efeitos da adicdo do plastificante, agente oxidante e polimero condutor quanto a estabilidade
térmica, estrutura quimica e morfoldgica, condutividade e propriedades mecanicas, bem como

sua viabilidade para aplicagdes biomédicas mediante simulagdo de situacdes fisiologicas.

1.3.2- Objetivos Especificos

e Determinar as condi¢des de gelatinizagdo do amido de milho através de reologia e
microscopia optica.

e Tratar termicamente os filmes de amido de milho com intuito de aumentar a
estabilidade em fluidos biolégicos.

e Investigar as propriedades térmicas (estabilidade) e mecénicas (médulo de
elasticidade, tensao na ruptura, deformagcdo maxima), bem como capacidade de retencdo de agua,
dos filmes de amido de milho tratados e ndo tratados termicamente.

e Caracterizar a estrutura quimica por espectrometria no infravermelho (FTIR) e
morfoldgica por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de amido de milho
tratados e ndo tratados termicamente, e, dos filmes amido/sorbitol/FeCl;.6H,0 antes e apds a
exposicao aos vapores de pirrol.

e Avaliar o efeito da adi¢do de plastificante, cloreto férrico e polimero condutor nas
propriedades térmicas e capacidade de retencdo de dgua, bem como possiveis mudancas na

cristalinidade (difracdo de raios-x) sobre os filmes de amido de milho.
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e Determinar através de andlise gravimétrica a sor¢do de pirrol e fracdo de
polimerizacdo de polipirrol sobre os filmes de amido de milho e sorbitol.

e Determinar a composicdo elementar do polipirrol (andlise elementar) obtido por
sintese quimica, bem com a condutividade dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol.

e Avaliar o efeito da adicdo de polimero condutor em diferentes umidades relativas
sobre as propriedades mecénicas (moédulo de elasticidade, tensdo na ruptura, deformacdo
maxima) dos filmes de amido.

e Avaliar a degradacdo in vitro dos filmes de amido/sorbitol/PPi frente ao ataque
enzimadtico e a diferentes pH.

e Determinar a bioatividade, capacidade de ades@o celular e citotoxidade dos filmes

de amido/sorbitol/PPi.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Biomateriais

Materiais aplicdveis em componentes implantados no corpo humano para
substituicao de partes danificadas ou doentes sdo denominados biomateriais. Caracteristicas de
ndo toxicidade e compatibilidade com os tecidos do corpo, bem como capacidade de ndo
promover reacdes bioldgicas adversas, despertaram o interesse da comunidade cientifica nos
altimos anos, intensificando assim os estudos nessa greal'’,

Os biomateriais usados em dispositivos médicos, sobretudo naqueles que sdo
tempordria ou permanentemente implantados, sdo manufaturados ou processados para se
adequarem ao contato com proteinas, células, tecidos, Orgdos e sistemas organicos. As
complica¢des oriundas desses dispositivos variam de acordo com sua aplicacdo. Infeccdes e
biodegrada¢do podem afetar dispositivos que t€m aplicacdes de longa duragdo como, por
exemplo, préteses permanentes e valvulas cardiacas.

Quanto ao tipo de material, os biomateriais podem ser: metais, cerdmicos, polimeros
sintéticos, macromoléculas naturais (como biopolimeros), compdsitos e semicondutores.

Os materiais metdlicos destacam-se pelo uso na confeccio de implantes,
principalmente devido a sua boa resisténcia mecanica, elevada tenacidade, facilidade de
fabricacdo e baixo custo. Elementos metédlicos como Fe, Cr, Co, Ni, Ti, Ta, Mo, sdo tolerados
pelo corpo em quantidades limitadas, sendo alguns até essenciais para fun¢des celulares ou

metabdlicas!'.
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Entretanto, o potencial de corrosdo e os produtos de corrosdo sdo os fatores

limitantes na sua aplicabilidade como biomaterial.
Dentre os biomateriais metalicos, os agos inoxiddveis, principalmente ligas Co-Cr-
Mo, Co-Ni-Cr-Mo, titdnio puro, Ti-6Al-4V, sdo comumente utilizados, pois possuem ampla
aplicagdo na ortopedia na confec¢c@o de préteses articuladas e ainda como elementos estruturais
o . [1,3-6]
na fixagao de fraturas nas osteossinteses .

A Figura 1 apresenta algumas formas utilizadas na ortopedia como elementos

estruturais de fixacdo de fraturas.

(A)

Figura 1- (A) Representacdo de fixacdo de parafusos. (B) Exemplo de pinos e parafusos

metalicos utilizados como biomateriais.

Materiais cerdmicos (incluindo vidros e vitroceramicos) sdo compostos inorganicos
nao metlicos, tipicamente duros, frageis, com altas temperaturas de fusdo, baixa condutividade
. L. 1 .. - J 2
e boa estabilidade quimica!l. Na medicina sdo amplamente utilizados como lentes para 6culos,

fibras &pticas para endoscopia, vidros porosos carreadores de anticorpos e enzimas, e mais
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recentemente como materiais de implantes e regeneracdo de tecidos.

A aplicacdo de ceramicas, vidros e vitrocerdmicos para reparo ou substitui¢do dos
tecidos conectivos duros vem sendo consolidada através do desenvolvimento de novos materiais
contendo misturas de silica, fosfato, 6xido de calcio entre outros’” ). Muitas composicdes de
cerdmicas vem sendo testadas para uso no corpo humano. O sucesso clinico desses materiais
bioceramicos requer a realiza¢do simultinea de uma interface estivel com o tecido e uma
compatibilidade do comportamento mecéanico do implante com o tecido a ser substituido!"'"!,

A bioatividade do material provoca uma ligacdo interfacial entre o tecido vivo e o
material, sem a formacgdo da capsula fibrosa que separa o biomaterial do tecido. Fatores como
composi¢do quimica das biocerdmicas e vidros bioativos, estrutura porosa entre outros sio
essencialmente importantes, pois podem afetar a resposta do tecido que pode ser classificada
como!"#l;

1- Fixa¢do morfoldgica: o implante € fixado por crescimento tecidual nas irregularidades
superficiais, por cimentagdo do componente ou por ajuste sob pressdao no defeito. Ocorre
para ceramicas nao-porosas, quase inertes.

2- Fixagdo bioldgica: o tecido cresce internamente aos poros do material, fixando o
implante. Ocorre para cerdmicas inertes mais porosas.

3- Fixagfo bioativa: o material se fixa diretamente através da formacdo de uma interface
continua com o tecido. Ocorre para ceramicas bioativas densas.

A natureza da interface tecido-implante e o mecanismo de fixacdo sdo de grande
importancia no desempenho do implante“’7’8].

Polimeros biodegraddveis apresentam interesse cada vez maior na d4rea de
biomateriais por ndo precisarem ser removidos e ndo causarem efeitos indesejiveis em
longoprazo. Suas inimeras aplica¢des incluem suturas, liberacdo controlada de fairmacos, fixacdo

. . {1 . . 3811
de dispositivos ortopédicos e matrizes para engenharia de tecidos” 11,
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Além de serem funcionalmente ativos os biopolimeros devem ser biocompativeis. A

biocompatibilidade de polimeros envolve normalmente quatro fendmenos' '

1- Processos de concentracdo de biomacromoléculas junto & superficie dos materiais
(adsorg¢do), logo apds a implantacdo destes no corpo;

2- Resposta local do tecido a presenca do biomaterial (observada na forma de respostas
inflamatorias e imunoldgicas);

3- Efeito do ambiente corpdreo no material (visualizado, por exemplo, pelo estabelecimento
de processos de degradacdo de um polimero);

4- Resposta do corpo como um todo a presenga do biomaterial (percebida através do

aparecimento de tumores, alergia, infecgdes, entre outras);

2.2- Modificacao da superficie de biopolimeros — interface polimero-tecido

A interagdo entre materiais sintéticos usados como proéteses € regulada por fendmenos
que ocorrem na interface deste sistema, como adsor¢do de proteinas, fixagdo de células
matriciais entre outros ',

As caracteristicas e propriedades interfaciais si@o fundamentais para promover
interagdo entre o sistema tecido vivo-implante. A caracteristica estrutural da interface estd
associada a diferentes aspectos quimicos, fisicos e morfoldgicos.

As modificagdes superficiais podem ser divididas em duas categorias: (1) Alteracdo
fisica ou quimica dos dtomos ou moléculas nas superficies existentes (modificacdo quimica,
entre outras) e (2) Recobrimento de uma superficie natural com material de diferentes
composicdes ou estrutura (filmes, enxertos, entre outros) o,

Polimeros sdo especialmente Uteis para aplicagdo como biomateriais, uma vez que

podem ser facilmente modificados estruturalmente visando uma determinada aplicagdo.
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As propriedades de um polimero podem ser modificadas através de sua mistura com
outros polimeros ou materiais. Essas novas propriedades dependerdo da natureza e estado fisico
do polimero original, da forma de processamento da mistura, da faixa de composi¢do dos
componentes misturados e das interacdes entre estes componentes.

A interacdo tecido-implante € fortemente influenciada pelas propriedades quimicas e
fisicas da superficie do material implantado, tais como carga elétrica, rugosidade, propriedades
mecanicas (rigidez ou flexibilidade), cristalinidade, porosidade, solubilidade, pH, ou presenca de
certos atomos ou grupos funcionais. Uma superficie considerada ativada para acoplamento deve
possuir grupos quimicamente reativos como hidroxilas (-OH), aminas (-NH,), dacidos
carboxilicos (-COOH) entre outros. Se tais grupos reativos ndo estiverem presentes nas
superficies naturais, tratamentos como plasma, ataque quimico e outros devem ser
utilizados' ">,

Nos casos em que a biocolonizacio é almejada, a adsorcdo de certas proteinas
constituintes do tecido anfitrido deve ser obtida. Proteinas adesivas adsorvidas em superficies
(fibronectina e vitronectina, entre outras) apresentam seqiiéncias de aminodcidos (seqii€ncia
RGD - arg-gly-asp) as quais sao reconhecidas por receptores situados nas membranas celulares
chamados integrinas. Estes receptores estdo ligados a microfilamentos intracelulares
responsaveis pela adesdo celular. Outra op¢do de modificagdo de superficie € a insercdo, na
superficie do polimero, de peptideos contendo a seqiiéncia de aminoicidos RGD, quando
exposto ao contato celular propiciardo a osteointegragﬁo[l’12'18].

A reacdo global, de um sistema vivo a um implante, é controlada por um elevado nimero
de fatores, resultando na aceitagdo ou rejeicdo desse material no desempenho das fungdes
desejadas. A existéncia de um elevado nimero de ligagdes quimicas, presenca e distribuicdo

heterogénea de cargas, resulta em uma energética de superficie diferente da energética do

volume do material''’.
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A estratégia de se modificar a superficie de biomateriais estd vinculada a idéia de reter
caracteristicas fisicas do material relevantes, ao mesmo tempo em que biointeragdes sio
manipuladas visando respostas material-tecido adequadas.

Os métodos mais comuns de se alterar a superficie de materiais sao: (1) recobrimentos;
(2) gradiente superficial causado por enxerto de macromoléculas, implantagdo idnica ou difusdo
de uma segunda espécie; (3) deposicdo de filmes via Langmuir-Blodgett (multiplas camadas de
moléculas orientadas); (4) uso de aditivos que migram para superficie durante o processamento;
(5) reacdes quimicas de superficie e (6) ataque quimico ou mecénico de superficies (criagdo de
rugosidade) "',

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns fatores que levam a modificagdo de biomateriais.
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Tabela 1- Fatores que levam a modificagdo de superficies .

Para modificar a hemocompatibilidade:
*grupos octadecil enxertados em superficies
*deposicdo de flior-polimero via plasma
*deposicdo de polissiloxanos via plasma

*hidrogéis enxertados a partir de tratamento com radiagdo

Para afetar a adesao e crescimento celular:
*oxidacdo superficial de poliestirenos
*superficie tratada com plasma de amonia
* deposicao de flior-polimero via plasma
*superficie dotada de grupamentos peptideos RGD ou proteinas adesivas

(fibronectina)

Para controlar a adsorcdo de proteinas
*superficies com poli(etileno glicol) imobilizado (reduz a adsorcao)
*enxerto de albumina em superficies (reduz a adsor¢do)
*superficies poliméricas com liga¢des cruzadas (reduz a adsorc¢io)

*poliestireno modificado quimicamente visando atividades similares a heparina

De acordo com a Tabela 1 é possivel modificar a superficie de um biomaterial
visando melhorar propriedades de adesdo e crescimento celular. A adi¢do de um polimero
condutor a uma matriz polimérica pode favorecer a interacdo tecido-implante, através de
estimulos elétricos. Outra possibilidade € a incorporagdo de moléculas biologicamente ativas nas

matrizes poliméricas.
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2.3- Técnicas de caracterizacao de biomateriais

Os métodos de avaliacdo citologica da reacdo local sdo histologia, histoquimica,
himunoistoquimica, microscopia eletronica de transmissdo (MET), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), testes bioquimicos e testes mecénicos'. A histologia, microscopia eletronica
de varredura e de transmissdo sdo empregados para determinar aspectos morfolégicos do
material de implante e tecido vizinho nos niveis tissular, celular e molecular. A morfologia e
padroes de coloragdo das células e matriz extracelular possibilitam a identificacdo desses
componentes no tecido adjacentem.

Para avaliacdo de certos tipos de células e componentes da matriz extracelular tem sido
utilizado método histoquimico. A presenca de fosfatase 4dcida resistente a tartarato € usada para
distinguir osteoclastos e a coloragdo para fosfatase alcalina auxilia na identificacdo dos
osteoblastos''.

A toxicidade ¢é definida pela capacidade de liberar substincias que possam causar danos

ou morte celular, direta ou indiretamente, através de vias metabolicas!!!.

Os testes para
determinacao in vitro sao usados em biomateriais nas formas sélida, pulverizada, em solu¢do ou
extrato. Apds a interagdo do biomaterial com as culturas celulares, os danos sdo observados e
classificados conforme normas de organizagdes internacionais como American Society for
Testing Materials (ASTM), International Standardt Organization (ISO) e United States
Pharmacopeia (USP). Dentre os testes mais utilizados tem-se o teste de contato direto-ASTM-
F813!" o teste de difusdo em agar-ASTM —Fg8952%!,

Nos estudos da biodegradacdo in vitro de biomateriais sdo utilizadas metodologias que

envolvem a degradacdo do material frente ao ataque 4cido, basico e enzimatico. Investigar o
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comportamento de degradacdo de um dispositivo ortopédico bioabsorvivel frente a diferentes pH
¢ de fundamental importancia. Quando o biomaterial é implantado, no momento que ocorre a
fratura, uma série de reacdes acontecem e deste momento até a consolidacdo total do osso
ocorrem vdrias alteragdes no pH do meio, as quais influenciam no tempo de degradacdo do
material implantado. Avaliar a acdo enzimdtica no desenvolvimento de biomateriais com tempo
de degradacdo controlada é extremamente importante, uma vez que existe a possibilidade de
desenvolver metodologias de imobilizacdo de enzimas para acelerar a degradacio ou ainda para
degradar a matriz polimérica contendo um agente bioativo. Polimeros diferem no tempo e na
forma de degradacg@o a qual é determinada pela energia requerida para quebrar as ligagdes e pela
localizag@o das ligacdes. Polimeros com ligacdes covalentes fortes (C-C) ao longo da cadeia e
sem grupos hidrolisdveis necessitam de um longo tempo ou catalisadores para que ocorra a
degradacdo. Moléculas com grupos hidrolisaveis (ex: C-O-C, C-N) sdo degradados muito mais
rdpida e eficientemente”'). Para caracterizar um biomaterial frente 2 acdo enzimdtica ¢
interessante utilizar enzimas especificas que possam estar envolvidas no processo de degradacio

22]

desse material®!. No caso do amido as enzimas capazes de degradd-lo sio o-amilases, p-

amilases, glucoamilases, entre outras®?,

Outro fator fundamental no estudo de biomateriais é a avaliagio do comportamento
bioativo. Esse estudo pode ser realizado através do contato do material desenvolvido com uma
solug@o similadora de plasma. O objetivo desse teste é verificar a possivel formacdo de uma
camada bioativa de Ca-P (célcio e fosfato), a qual indica que o material pode apresentar uma

intera¢do com o tecidos 6sseo in vivol?!,
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2.4- Blendas poliméricas

Blendas poliméricas sdo misturas fisicas de dois ou mais poll’meros[24] que podem
interagir entre si através de forcas secundarias como Van der Waals, dipolo-dipolo, ligacdes
hidrogénio, etc. As blendas poliméricas podem apresentar vantagens em relacdo aos seus
componentes puros € comparativamente, a sintese de um novo polimero, como a melhora nas
caracteristicas térmicas e mecanicas, bem como a redu¢@o do custo de obten¢do de um novo

. . L - 25
material via sintese qulmlca.[ ]

26]

Amido/poli(vinil dlcool)*®, Amido/poli(dcido latico)/poli(vinil dlcool)*"!

(28291 ¢ Amido/poli-3-hidroxibutirato™” sdo exemplos de blendas

Amido/policaprolactona
poliméricas a base de amido descritas na literatura.

Os métodos de processamento de blendas poliméricas mais utilizados sdo: mistura
mecanica, na qual os polimeros sdo misturados a temperatura acima da sua temperatura de
transi¢do vitrea (Ty) ou temperatura de fusdo (T,) e solubilizagdo no qual os polimeros sido
dissolvidos em um solvente comum ou mistura de solventes com posterior evaporagﬁo”“.

Os métodos de caracterizacdo de blendas poliméricas mais comumente utilizados
sdo: andlise termogravimétrica (T'G), ensaios mecanicos, microscopia eletronica de varredura
(MEV), espectroscopias de infravermelho (FTIR) e de difracdo de raios-x, entre outros.

A termogravimetria (TG) € a técnica na qual a variagdo de massa de uma substancia é
medida em fungdo da temperatura (varredura de temperatura), ou do tempo a uma temperatura
constante (modo isotérmico). A amostra pode ser aquecida ou resfriada, a uma velocidade
selecionada, ou ainda pode ser mantida a uma temperatura fixa. O registro é a curva

termogravimétrica, mas € possivel ainda a obtencdo da derivada dessa curva, denominada DTG,

a qual representa a velocidade de variacdo de perda de massa em func¢io da temperatura ou
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tempo. O equipamento utilizado na termogravimetria € constituido de uma microbalanca, forno,
um programador de temperatura e um sistema de aquisicdio de dados. As curvas
termogravimétricas permitem obter conclusdes quanto a decomposi¢do térmica da amostra”.

O ensaio mecéanico de tracdo permite avaliar o comportamento do material sob carga
de tracdo estitica ou lentamente aplicada. O registro € uma curva de tensio em funcdo da
deformacdo. O coeficiente de proporcionalidade entre a tensdo e deformacdo representa o
moédulo de elasticidade. O limite de resisténcia do material representa a tensdo maxima a qual o
material pode ser submetido antes de romperm.

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) permite o estudo de amostras de
filmes em seu estado original, essa técnica possibilita a visualizacdo de possiveis imperfeigdes,
porosidades, separacdo de componentes dos filmes em camadas, estrutura da superficie e visdo
da estrutura da secdo transversal. O microscépio eletronico de varredura produz uma imagem
ampliada e tridimensional a partir de interagdes de um feixe de elétrons com o material que varre
a drea em andlise!'!

A andlise por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) tem sido utilizada para caracterizar possiveis interagdes entre misturas poliméricas. A
espectroscopia FTIR é uma técnica acessivel e quando seus resultados sdo explorados
adequadamente fornece informacdes estruturais importantes que também poderiam ser acessadas

com outras técnicas como, por exemplo, ressonancia magnética nuclear (RMN)!-31,

A difracdo de raios-x € uma técnica usada primeiramente para identificar as fases
cristalinas presentes nos materiais, pois cada sélido cristalino tem seu padrdo dnico de difragdo
de raios x que pode ser usado como uma “impressdo digital”. Os espectros com o resultado de
um experimento sdo fornecidos relacionando os valores do dngulo de difracdo (20) com a sua

intensidade!*.
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2.5- Polissacarideos

Polissacarideos s@o macromoléculas naturais presentes em quase todos os
organismos vivos, no qual, exercem vdrias func¢des. S@o formados pela condensagcdo de

22,34 A
(2234 A seqiiéncia

monossacarideos ou seus derivados, unidos entre si por ligagdes glicosidicas
desses monossacarideos pode variar muito, alternando as unidades estruturais, contendo
segmentos mais curtos ou mais longos, formando cadeias lineares, ramificadas e raramente,
ciclicas como dextrinas de Shardinger[34].

Nos tltimos anos, polimeros naturais, como os polissacarideos, tém sido aplicados na
drea biomédica devido principalmente a propriedades como biodegradabilidade e ndo toxicidade.
Os exemplos mais comuns sdo: o amido, celulose, pectina, entre outros, cujo interesse da drea
biomédica estd associada a possibilidade de serem aplicados em formulacdo de cimentos 6sseos,

: . . ~ ! 23,3536
engenharia de tecidos e na liberagdo controlada de farmacos' I

2.6- Amido

O amido é um carboidrato responsdvel pelo armazenamento de energia das plantas.
Encontra-se, sobretudo em partes especificas, como nas sementes, no caso do milho, onde se
apresenta densamente compactado em estruturas conhecidas como granulos semicristalinos.
Composto por dois polissacarideos: amilose (10-30%) e amilopectina (70-90%)1***41,

O amido é um homopolimero constituido de repeticdes de unidades de anidroglicose. Sua

estrutura quimica estéd representada na Figura 2.
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QOH

Figura 2- Representacgdo estrutural do amido.

Os amidos podem ser isolados a partir de fontes, como milho, batata, mandioca, aveia,
ervilha, arroz, entre outras. Diferem em suas propriedades estruturais e quimicas devido a
diferentes propor¢des de amilose e amilopectina®**7.

A amilose é formada por unidades de a-D-glucopiranoses unidas entre si por ligacdes
glicosidicas a(1—4) caracterizando a parte ndo ramificado. A estruturas da amilose e
amilopectina estdo representadas na Figura 3.

As moléculas de amilose sdo formadas por cerca de 200 a 700 unidades de glicose, o que
geralmente confere a esta uma forma mais alongada. Embora ilustrada tipicamente por uma
estrutura linear de cadeia, a amilose de fato € freqiientemente helicoidal. As moléculas de
amilose tendem a enrolar-se de forma rigida formando uma tnica hélice ou ainda podem formar

zonas de juncdo de duplas hélices paralelas ainda mais rigidas. O interior da hélice contém
adtomos de hidrogénio sendo, portanto, hidrofébico e permite que a amilose forme complexos
com &cidos graxos livres, com componentes glicerideos dos dcidos graxos, com alguns dlcoois e
com iodo***,

Por outro lado, amilopectina é constituida de unidades o-D-glucopiranoses também

ligadas umas as outras por ligagdes a(1—4), no entanto essas cadeias estdo unidas entre si por
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22,34,37,40]

ligagdes o(1—6) responsdvel pela parte ramificada do amido' A molécula de

amilopectina constituida por uma cadeia principal, chamada cadeia C, que possui um
grupamento final ndo redutor e numerosas ramificacdes, chamadas de cadeias B, nas quais o

terceiro tipo de cadeia, as cadeias A, sdo fixadas [38.39.41]

Figura 3- Representacio estrutural da amilopectina (a) e da amilose (b).
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A molécula de amilopectina pode conter cerca de 2 milhdes ou mais de unidades de
glicose, formando uma estrutura bastante compacta. As moléculas estdo orientadas de forma
radial, podendo, em fungdo disso, formar regides concéntricas alternando dominos cristalinos e
amorfos**!!,

Existem trés tipos de estruturas cristalinas classificadas por Katz e Van Itallie!"!
conhecidas como tipo-A, caracteristico de amido de cereais, tipo-B encontrado em amido de
tubérculos e amidos de vagens denominados tipo-C. A principal diferenca entre as estruturas
cristalinas A e B € a densidade da dupla hélice na célula unitaria. A estrutura do tipo B € descrita
como a unido das cadeias em forma de hélices originando uma estrutura hexagonal. No centro
desse arranjo sdo alojadas moléculas de dgua que conferem a esse tipo de estrutura menor
rigidez. A estrutura do tipo A apresenta uma disposicio das duplas hélices de forma moloclinica
que confere uma estrutura mais rigida>****!,

Devido a excelente biodegradabilidade, baixo custo de producdo e obtengdo a partir
de recursos renovaveis, o amido constitui-se como fonte promissora para aplicacdes biomédicas,
principalmente na pesquisa voltada a obten¢do de biomateriais usualmente empregados em
implantes, bem como constituinte na formulacido de novos materiais para essas aplicacoes.

Materiais a base de amido podem ser degradados no corpo humano por vdrias
enzimas, resultando em produtos de degradacdo (carboidratos) que podem ser rapidamente
metabolizados e excretados. Ao mesmo tempo em que sdo degradados esses biomateriais podem
servir como suporte para crescimento de células™.

De acordo com Espigares et al™' a combinag@o do amido com compostos ceramicos
como a hidroxiapatita (HA) pode produzir um material parcialmente biodegraddvel e bioativo
capaz de promover a regeneracio de 0ssos, podendo ser utilizado como cimento dsseo.

Da mesma forma Boesel er al*?, avaliando o comportamento de compésitos

hidrofilicos a base de amido como substituintes para fixagcdo e preenchimento de defeitos dsseos
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comprovaram sua viabilidade tanto em aspectos de biocompatibilidade quanto de ndo-toxicidade.
Segundo, Elvira et al™' hidrogéis a base de amido podem representar uma
alternativa interessante para aplicacdes biomédicas em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos.
Além disso, propriedades inerentes ao amido como as citadas anteriormente
permitem também sua aplicagdo na engenharia de tecidos como suporte para crescimento de
célula comprovada pela capacidade de restauragdo das caracteristicas estruturais e fungdes

e e 1, . . N . . . 44-46
fisiolégicas do organismo a medida que um novo tecido vai sendo formado***°'.

Leonor et alt’

apresentaram o amido como uma possibilidade de otimizacdo de
superficies de compdsitos melhorando assim sua performance de proliferacio e adesao celular.
Pashkuleva er al®® avaliaram a modificagdo das superficies de blendas a base de
amido e seu efeito na performance de proliferacdo e adesdo celular de osteoblastos.
Estudos adicionais envolvendo compoésitos a base de amido, relacionados a sua
bioatividade, comprovaram seu potencial como alternativa para vdrias aplicacdes

biomédicas!”347481,

2.6.1- Plastificantes mais utilizados na aditivacao do amido

Os plastificantes geralmente reduzem as temperaturas de transicdo vitrea e de fusio.
Além disso, afetam as propriedades mecanicas e fisicas, sem alterar a natureza quimica das
macromoléculas.

A atuacdo dos plastificantes nos polimeros envolve a neutralizacio, ou redugdo, das
forgas intermoleculares. Além de miscivel com o polimero, o plastificante deve ser compativel e
permanecer no sistema. Isto implica necessariamente em similaridade de for¢as intermoleculares

dos dois componentes' "),
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Compostos hidrofilicos como polidis (glicerol, sorbitol e polietileno glicol) sio
normalmente utilizados como plastificantes na formacdo de filmes hidrofilicos devido a suas
habilidades em reduzir as ligagdes de hidrogénio ao mesmo tempo em que aumenta 0S espacos

internos®®"!,

2.6.1.1- Sorbitol

A D-glicose sofre reacdes tipicas podendo ser reduzida, por exemplo, com boro
hidreto de sédio ao D-glicitol (também conhecido como sorbitol)[m. Proveniente de frutas e
outras fontes naturais, quase tdo doce quanto o acucar pode ser representado estruturalmente

como na Figura 4.

Figura 4- Representacio estrutural do sorbitol.

Uma das principais caracteristicas do sorbitol é o fato de produzir solucdes viscosas
de grande aplicabilidade na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica.
Extremamente empregado em alguns tipos de materiais poliméricos tem fungdo

plastificante, a qual permite melhorar a processabilidade e aumentar a flexibilidade!*"'.
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2.6.2- Reticulacdo do amido

Modificac¢des quimicas, como a formagdo de ligacdes cruzadas, sdo necessdrias para
um melhor controle da dissolucdo e degradagdo do material quando em contato com fluidos
bioldgicos, promovidos pela absor¢do de d4gua e movimentagdes macromoleculares.

Quando o amido é tratado com reagentes multifuncionais, ocorre a reticulagdo. Os
reagentes introduzem liga¢cGes intermoleculares que provocam um aumento na estabilidade do
material®. Para promover a reticulagdo técnicas como irradiacdo ultravioleta e o uso de agentes
quimicos como trimetafosfato, epicloridrina ou misturas de anidridos e dcidos dicarboxilicos sdo

utilizadosP!.

2.7- Polimeros condutores intrinsecos (PCI)

Polimeros organicos que combinam propriedades elétricas, eletronicas, magnéticas e
Oticas dos metais e semicondutores inorganicos e as propriedades mecanicas e processabilidade
dos polimeros convencionais sdo denominados polimeros intrinsecamente condutores ou metais
sintéticos. Intrinsecas sdo suas propriedades quando encontrados no estado dopad0[53].

Formados por cadeias contendo ligagdes T conjugadas permitem a criacdo de um
fluxo de elétrons em condigdes especificas. Dentre os mais conhecidos podemos citar:
poli(acetileno), poli(anilina), poli(pirrol), poli(tiofeno), poli(p-fenileno), poli(p-fenileno
vinileno), (Tabela 2)**.

Esses polimeros passam de isolantes a condutores elétricos através de processos

reversiveis de oxidacdo ou reducdo do sistema T conjugado, e também protonagdo no caso das

poli(anilinas). As reagdes de oxidacdo (ou redugfo) na cadeia poli€nica t€m como conseqii€ncia
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a formacdo de cargas positivas (ou negativas) deslocalizadas, as quais sdo neutralizadas pela
incorporagdo de ions chamados dopantes. Esta reacdo redox também chamada de dopagem ¢é
responsdvel pela condutividade elétrica e propriedades eletroquimicas e eletrocrdmicas dos

polimeros condutores intrinsecos™.

Tabela 2- Estrutura dos principais polimeros intrinsecamente condutores*!.

Polimero condutor Condutividade / S cm”?
WN’ 109 g 108
n
Poliacetilens
Hi H
n
Paolianilina
~ H H _
4 B H
N [ G0
Y | b4 |
- H H -n
Palipimal
Joa A s AN 200
g - b
L -n
Politicfero
O—-O~C—O
n
Polijo-fenilenc)

\/\n 1

Poalif-fenileno vinilend)

Os valores de condutividade expressos na tabela anterior referem-se aos polimeros

condutores em seu estado dopado.
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2.8- Polipirrol

Polimeros condutores intrinsecos como polipirrol (Figura 5) tem despertado grande

interesse da comunidade cientifica principalmente no que diz respeito a sua aplicacio para fins

biomédicos!® 6781

pirrol polipnrol

Figura 5- Representacio estrutural do pirrol (a) e do polipirrol (b).

Polipirrol € de facil preparagdo, apresenta boa estabilidade ao ambiente e alta

condutividade elétrica”".
As técnicas de sintese mais utilizadas na producdo do polipirrol sdo a sintese
eletroquimica que consiste na oxidagdo do mondmero em um solvente apropriado em presenga
1 . ~ . . . [3,59,60,611
de um eletrodlito, permitindo a formacdo de filmes finos sobre a superficie dos eletrodos .
E ainda, sintese quimica que permite a obtenc¢do do polimero através da exposi¢ido de uma matriz

[18.3362.63] ' A sintese quimica € interessante

contendo o agente oxidante aos vapores do mondmero
como rota alternativa. O polipirrol tem sido sintetizado quimicamente por exposicdo do

monodmero a oxidantes fortes, tipicamente sais de Fe(IIl) e como resultado da sintese do
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polimero um pé preto é formado™.

O polimero é formado e simultaneamente oxidado ao estado dopado. A sintese

164.65.66]

quimica do polipirrol ocorre segundo a reagdo proposta por Omastovd et a como

mostrado no Esquema 1, no qual, o FeCls é o agente oxidante geralmente utilizado. Segundo

64,65,66]

Omastova et al' a razdo otima de FeCls/Pirrol € de 2,3.

e U 7T N7 T 7|+ 6n FeClh + 5n HCI

Esquema 1- Equagdo de polimerizagdo do polipirrol a partir de pirrol e cloreto férrico como

agente oxidante. Para cada trés unidades constituidas uma € protonada.

Nos tltimos anos a pesquisa em biomateriais tem estado voltada para o
desenvolvimento ou melhoramento de superficies capazes de interagir positivamente com o
ambiente bioldgico.

Nesse sentido, o polipirrol surge como uma alternativa para aplicacdes biomédicas.
Sua capacidade de ser sintetizado diretamente sobre materiais metdlicos (uma propriedade
peculiar aos polimeros condutores), para formar materiais ditos inteligentes, isto €, materiais
capazes de agirem de diferentes formas (por exemplo: pele e ossos artificiais) em regides
especificas do corpo humano, e ainda seu cariter biocompativel sdo requisitos importantes de
grande interesse para drea de biomateriais .

Mais recentemente estudos envolvendo a modificacdo da superficie de filmes de

polipirrol por meio da incorporacido de macromoléculas biolégicas mostraram outra das inimeras
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possibilidades de aplicag@o desse polimero. Esses filmes permaneceram biologicamente ativos

[3-5,56] .. [3-5] L .
por semanas . Segundo De Giglio et al'”™', polimeros eletricamente condutores apresentam
um grande diferencial para aplicagdes biomédicas, uma vez que estimulam e portanto favorecem
o crescimento celular

Da mesma forma estudos previamente realizados com polimeros condutores
especificamente na 4rea de engenharia de tecidos, como substrato para crescimento e
diferenciacdo de células animais, mostraram-se potencialmente eficientes na aplicacdo desejada.
A tecnologia utilizada nesses materiais “inteligentes” permite o controle de suas propriedades

oA . . . S [57,58]

dinamicas por meio eletroquimico ou ainda bioquimico .

Estudos in vivo comprovaram a viabilidade de utilizacdo do polipirrol, na forma de
compdsitos, como material bioativo para melhorar a regeneracdo tecidual por ser ndo téxico,

. . . Lot < z 58
biocompativel capaz de promover estimulos elétricos em células nervosas e Gsseas °°),
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CAPITULO 3

3. EFEITO DO TRATAMENTO TEMICO SOBRE A ESTABILIDADE E ESTRUTURA
DOS FILMES DE AMIDO DE MILHO

No capitulo 2 foram descritos conceitos gerais, aplicacdes e métodos de sintese
envolvendo amido de milho, sorbitol e polipirrol. Previamente a producdo dos filmes
propriamente ditos, realizou-se um estudo sobre as propriedades térmicas, mecénicas e
estruturais dos filmes de amido de milho. Independente da aplicacdo dos filmes, que inclui
industrias de alimentos, farmacéutica e médica, existe a necessidade de um conhecimento mais
amplo dessas propriedades a fim de manter a integridade dos filmes durante um certo periodo de
tempo. Neste estudo, o efeito do tratamento térmico na estabilidade e estrutura quimica dos
filmes de amido de milho foi estudado em detalhes por andlise termogravimétrica, (TGA),
experimentos de intumescimento e espectrometria no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), ensaio mecénico e microscopia eletronica de varredura. Os parametros cinéticos
foram determinados usando o método de Ozawa'®”. O tratamento térmico nos filmes de amido
de milho foi estudado como um método alternativo para obtencdo de materiais com elevada
estabilidade quando expostos a meios himidos/liquidos (considerando a aplicacdo na industria
de alimentos como coberturas, bem como na industria farmacéutica na liberacdo controlada de
farmacos) e ainda na producio de biomateriais em geral. Uma vez que, a utilizacdo de técnicas
convencionais tais como irradiagdo (que freqiientemente causam degradacdo significativa a
temperatura ambiente) ou o uso de agentes quimicos que podem ser, tanto téxicos, como podem

ainda gerar um alto custo para o produto final.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1- Preparacao dos filmes de amido de milho

Filmes poliméricos foram preparados por casting utilizando amido de milho
((CeH19Os), Sigma-Aldrich), contendo aproximadamente 25% de amilose e 75% de
amilopectina. Suspensdes com concentra¢do de 2%y, de amido de milho em 4gua deionizada,
foram submetidas a agita¢do constante em agitador magnético (Microquimica modelo MQAMA
301) a 200 rpm por 30 minutos a 70°C. Em seguida os frascos contendo a suspensio de amido de
milho foram mantidos sob agitacdo sem aquecimento até alcangarem a temperatura ambiente. As
suspensdes foram entdo vertidas em placas de Petri (145mm de didmetro) para evaporagdo total
do solvente em capela de exaustdo por aproximadamente 48 h. Filmes de amido (40um de
espessura — Eletronic Digital Micrometer - Marathon) foram retirados das placas e mantidos em

dessecador.

3.2- Tratamento térmico dos filmes de amido de milho

O tratamento térmico foi conduzido imediatamente apés a secagem dos filmes em

forno tubular (LINDBERG Modelo TF55035A). Panelas de ceramica contendo 0,2g de filme de
amido foram aquecidas a 60°C, 80°C e 100°C num forno tubular a uma taxa de 10°C.min"". As

temperaturas foram mantidas constantes por periodos de tempo (15min, 60min e 120min). Para

cada um desses procedimentos amostras em triplicatas foram utilizadas.
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3.3- Reologia das solucdes de amido de milho

As condicdes de gelatinizacdo do amido de milho foram estabelecidas em redmetro

Brookfield DV-III ultra, do tipo cone-prato, acoplado a um banho termostatizado para controle
de temperatura (TECNAL Modelo TE-184). Para este experimento uma suspensdo de amido de
milho em 4gua (6% ) foi aquecida de 16,7 °C até 91,6 °C a uma taxa de aquecimento de

1,5°C.min'1, e taxa de cisalhamento de 93s™.

3.4- Microscopia optica do griao de amido de milho

A morfologia do grdo de amido de milho foi observada utilizando um microscépio
optico (BIOVAL) acoplado a uma camera digital (Samsung Modelo SDC 312), com aumento de

40x, sem luz polarizada, utilizando como contraste uma solugéo de lugol.

3.5- Termogravimetria (TG)

A andlise térmica dos filmes submetidos a diferentes condi¢des de tratamentos
térmicos foi conduzida empregando-se um TGA-50 Shimadzu. Amostras contendo cerca de 7mg
de filme foram submetidas a diferentes taxas de aquecimento (10, 15 e 20°C.min'1), em
atmosfera de N, (50 mL.min™") na faixa de 25°C até 600°C. Os parimetros termogravimétricos
foram determinados de acordo com o método de Ozawa'®”. Este método descreve os dados de
uma tnica etapa de degradac@o no estado solido em termos da cinética da reacdo. Onde Ea € a
energia de ativacdo e, A o fator pré exponencial de uma expressido de modelo cinético em fungéo
de uma fracdo de conversdo a, f (o) que pode ser ajustado para dados experimentais como

proposto a seguir'®”:
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da Ea
E—AGXP(—Ejf(OO (1)

Uma vez determinada a energia de ativacdo é possivel encontrar um modelo cinético
que melhor descreva os dados termogravimétricos. A equagdo (1) pode ser entdo expressada em

func¢do da fracdo de massa degradada (a):

da__ [_RE;]dT @)

onde ¢ [K.s"'] é ataxa de aquecimento e R a contante universal dos gases (8,314 J X!
mol'l).
O método de Ozawa integra a equagdo em funcio de a e de T, resultando na seguinte

relagﬁo[67]:

Ea Ea
—log @ —0,4567 — =—log @, —0,4567 — =... 3
g9, RT g9, RT 3)

1 2

Onde Ea [kJ.mol™] é a energia de ativacdo do processo cinético. A energia de ativagdo foi

determinada pela inclinacdo do grafico de log ¢ vs 1/T .

3.6- Grau de intumescimento

Para determinar o grau de intumescimento (Q), 0,8g de amostra (filme de amido) foi
imersa em 400mL de dgua deionizada por 72h a 25°C. Posteriormente, as amostras foram
pesadas periodicamente durante a evaporagdo do solvente até 24h apds a retirada da imersdo. O

grau de intumescimento foi calculado de acordo com a seguinte equagﬁomg]:
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0= m, —m,
“4)
m,
Onde:

m; [g] é a massa de amostra imediatamente apds intumescimento em dgua deionizada

m; [g] € a massa de amostra seca.

3.7- Analise de FT-IR

Os espectros de FTIR dos filmes de amido com 2,0um de espessura (submetidos e nio
submetidos a tratamento térmico) foram obtidos usando um espectrometro (Bomem, FTLA
2000) com resolugdo de 4cm™ na faixa de 4000cm™ a 400cm™. Para andlise dos produtos de
degradacio, 0,2g de filmes de amido (submetidos e ndo submetidos a tratamento térmico) foram

aquecidos em forno tubular com taxa de aquecimento de 10°C.min™

em atmosfera de nitrogénio
(25mL.min'1) a diferentes temperaturas: (i) 120°C (antes do inicio da perda de massa), (ii) 350°C
(temperatura de maxima velocidade de degradacdo) e (iii) 450°C (final do processo de
degradacdo). Os residuos solidos formados foram resfriados até temperatura ambiente e os
espectros de FTIR obtidos na forma de pastilhas de KBr. Os produtos gasosos foram coletados
em células de gas, analisados por FTIR durante o processo de degradacdo num sistema com
forno tubular e equipamento de infravermelho conforme mostrados na figura 6. Neste sistema, as
amostras so6lidas sdo degradadas por aquecimento no forno tubular e os produtos voldteis sdo

conduzidos pelo fluxo de nitrogénio para célula de gids acoplada ao infravermelho onde sdo

obtidos os espectros.
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Figura 6- Ilustracdo do sistema para obtengdo de espectros de IV de produtos gasosos.

3.8- Ensaios mecanicos

Os ensaios de tensdo maxima de ruptura, elongacdo na ruptura e médulo de elasticidade
(mddulo de Young) foram realizados na méquina de Ensaio Universal (EMIC-DL-500), de
acordo com as normas ASTM D882-95 (Standard Test Method for Tensile Properties of Thin
Films)'®. A separacdo inicial das garras foi de S0mm e a velocidade de tracdo de 5mm.min’’,
com célula de carga de 50Kgf. Os dados das curvas de Tensdo (MPa) vs Deformacio (%) foram

coletados e tratados utilizando-se um software apropriado. Nessa andlise foram preparadas de

10-14 repeticdes para cada amostra com dimensdes de 100mm de comprimento e 25mm de
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largura. Antes das andlises as amostras foram mantidas por 20 dias em ambiente controlado 23°C

e 43% de humidade relativa.

O médulo de Young para as amostras foi obtido considerando-se a tangente da regidao

eldstica das curvas de Tensdo versus Deformagao.

3.9- Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia do filme de amido de milho, tratado e ndo tratado térmicamente foi
avaliada por microscopia eletronica de varredura. Foram analisadas amostras de superficie e
secdo transversal (fraturadas em nitrogénio liquido) dos filmes, metalizadas (metalizador Modelo
P-S2 Diode Sputtering) com uma fina camada de ouro, antes da andlise em equipamento Philips

XL 30.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.10- Reologia das solucées de amido de milho e microscopia optica do grao de amido de

milho

As modificagdes dos granulos de amido de milho dispersos em meio aquoso durante
aquecimento a uma taxa constante foram observados por medidas reoldgicas e microscopia
Optica, a fim de estabelecer as condicdes de gelatinizacdo do amido de milho a serem usadas,
bem como confirmar o método de preparacdo dos filmes descrito como suficiente para promover
uma completa gelatinizacdo dos granulos de amido em suspensdo e como meio para obtencio
das propriedades desejadas do filme.

A Figura 7 mostra o comportamento reoldgico de uma suspensdao de amido durante
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aquecimento a uma taxa de deformacdo constante.
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(Do) L

Figura 7- Perfil de viscosidade e temperatura de uma suspensdo aquosa de amido de milho

(6%:v ) obtido durante aquecimento em redmetro a taxa de deformacio constante de 93s7!.

Adicionalmente, foi observada a morfologia dos granulos de amido durante o

processo de aquecimento em diferentes estigios, uma suspensdo de amido (2%y,y ) em agua

deionizada foi preparada sob agitacdo (magnética) e submetida a aquecimento para simular o

processo utilizado no experimento reoldgico. Essa suspensao foi cuidadosamente gotejada sobre

laminas de microscépio e pressionadas de forma a manté-las distribuidas homogeneamente sem

fraturas para manutengdo da integridade dos granulos. Micrografias foram obtidas em diferentes
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condicdes de aquecimento como mostrado na Figura 8.

Figura 8- Micrografias Opticas do amido de milho obtido em diferentes condicdes de

aquecimento: A) sem aquecimento; B) apds aquecimento a 67°C; C) apds aquecimento a 82,8°C;

D) ap6s aquecimento a 70°C por 20min.

No inicio do experimento reoldgico, a suspensio de amido estava a 17°C (estiagio A
na Fig.7) e os valores de viscosidade observados foram similares aos da dgua (1mPa.s). Nessa
condi¢do os granulos de amido estavam insoluveis em dgua. A micrografia na Fig. 8A mostra a

morfologia dos granulos no estdgio A, o qual observa-se um hilo que € tipicamente encontrado
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[70,71

em granulos de amido em seu estado nativol’*’"!. No inicio do processo de aquecimento a

viscosidade da suspensdo de amido permaneceu inalterada até 67°C. A partir dessa temperatura
onde um aumento repentino indicando o ponto em que ocorreu o inicio da gelatinizagdo da
suspensdao de amido (estigio B na Fig. 7) foi observado. A gelatiniza¢do ocorre enquanto os
granulos de amido de milho intumescem com absorcdo de 4gua, aumentando o volume conforme
observado na Fig. 8B. Com o aumento da temperatura os granulos continuam a intumescer até
um valor maximo de viscosidade de 212mPa.s a 82,8°C. Acima dessa temperatura, um
decréscimo na viscosidade foi observado devido a ruptura dos granulos de amido(estagio C, Fig.
7). A Fig. 8C confirma a ruptura total da estrutura dos granulos de amido. Uma morfologia
similar pdde ser observada na micrografia obtida da suspensido de amido aquecida sob agitagcdo
magnética (200min™), a 70°C por 20min (Fig. 8D), o que indica que o método de preparacdo

utilizado promove uma gelatiniza¢do completa do amido.

3.11- Termogravimetria (TG)

Na Figura 9 sdo apresentadas as curvas de TGA e de termogravimetria diferencial
(DTG) dos filmes de amido de milho submetidos a diferentes condi¢des de tratamento térmico.
Os parametros termogravimétricos determinados a partir das curvas de TG e DTG desses filmes
sdo apresentados na Tabela 3. Uma tnica etapa de degradacdo foi observada para os filmes de
amido ndo tratados termicamente (Figura 9-I), observando-se que a perda de massa inicia em
231°C. Este comportamento também foi observado por Wolkers e al’”! e Pavlovic e al’! em
estudos sobre a estabilidade térmica do amidos de mandioca e milho respectivamente. As curvas

termogravimétricas dos filmes de amido submetidos ao tratamento térmico (Figura 9-II) mostram
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essencialmente o mesmo comportamento indicando que, aparentemente, ocorre um mecanismo
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Figura 9- Curvas de TGA e DTG dos filmes de amido

de milho: I) nao-tratados; II)

100°C/120min usando diferentes taxas de aquecimento: A) 10°C.min’", B) 15°C.min’", O)

20°C.min

1

de degradacdo similar. Todas as amostras foram degradadas até 500°C. Ao final do estigio de

degradacdo, o amido (ndo-tratado) apresentou 14,1% () de residuo. Para as amostras tratadas a

quantidade de residuo nesse estdgio variou de 5,5 a 17,3% (wm) dependendo das condigdes de
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tratamento. A aproximadamente 350°C todas amostras mostraram uma taxa de degradacio
maxima (pico maximo na curva de DTG nas Figuras 9-1 e 9-1I). Portanto, essa temperatura foi

selecionada para andlise dos residuos sélidos e gasosos por andlise de FTIR.

Tabela 3- Parametros termogravimétricos da degradacdo térmica dos filmes de amido de milho

submetidos a diferentes condig¢des de tratamentos térmico”.

Condigdes de tratamento térmico Faixa de temperatura
Temperatura Tempo de aquecimento do processo de Tmaxb
[°C] [min] degradacdo [°C]

[°C]

- - 231-600 327
100 15 301-600 360
100 60 307-600 357
100 120 262-600 339

“ Obtido a uma taxa de aquecimento: 20°C.min".

bTmax: Temperatura de degradacio méaxima, obtida das curvas de DTG.

Embora, o comportamento observado nas curvas de TG sugira que o mecanismo de degradacio
dos filmes sejam similares, algumas diferengas nos valores de Ea calculados de acordo com o
método de Ozawa para os filmes tratados, em relacdo ao ndo-tratado, foram observadas. Um
aumento nos valores da Ea foi observado para amostras tratadas por periodos de tempo e
temperaturas diferentes, em comparacdo com a amostra ndo-tratada, indicando um aumento na
estabilidade térmica dos filmes tratados. Os valores mais altos de Ea foram observados nas
amostras tratadas a 100°C por 2h (Figura 10, curva B). Para confirmar mudangas na estrutura do

polimero os filmes foram preparados nessas condicdes para andlise no FTIR.
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Figura 10- Energia de ativag@o vs fracdo de perda de massa de amido de milho submetido a

tratamento térmico em diferentes condi¢des: A) ndo-tratados; B) 100°C/120min.

3.12- Grau de intumescimento

Adicionalmente, para observar o efeito das diferentes condi¢des de tratamento
térmico dos filmes na dissolucdo em meio aquoso, a perda de massa foi monitorada

gravimetricamente em fungdo do tempo (Figura 11) até 24h de evaporacdo a 20°C (apds esse
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periodo, a taxa de evaporacdo diminuiu abruptamente e nenhuma perda de massa significativa

100 F 2 4 22 & 4
! 68 54,
S ; 4
S ®r 2
=4 ® A
() - @
o
n
N 50 |
®
£
iy i
g Condic¢des de tratamento do amido:
e ®r| 2 100°C/ 15 min
m| —e
o i o 100°C/ 120 min l "
0 1 1 1 1 11 II 1 1 1 1 1 1Ll II 1 1 1 1 1 1 III 1
0.1 1 10

tempo (h)

Figura 11- Perda de massa vs tempo de evaporacdo para amostra de amido submetido ao

intumescimento por 72h.

foi observada). Os termos m; e m, (Equag@o 4) usados para calcular o grau de intumescimento
(Q) estdo indicados na Figura 11. Filmes nao tratados termicamente foram dissolvidos totalmente
em meio aquoso apds 6h de imersdo. Por outro lado, os filmes submetidos a temperatura de
100°C por 2h e 100°C por 15 min permaneceram aparentemente insoliveis por até 72h de
imersdo e apresentaram um grau de intumescimento de 3,42 e 4,39 respectivamente. Estes

valores sugerem que os filmes tratados termicamente tiveram uma taxa de dissolugdo menor em
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meio aquoso que o filme ndo-tratado, o qual foi confirmado pelos valores mais altos de Ea
calculados para os filme tratados em comparagdo com aquele nao-tratado.

Esse comportamento pode ser explicado considerando que o processo de tratamento
térmico leva a perda de moléculas de dgua dos filmes de amido, provavelmente devido a
formagdo de liga¢des cruzadas entre as moléculas do polimero. Considerando uma aplicacio
especifica na inddstria de alimentos (como filmes para coberturas e embalagens) ou ainda na
indudstria farmacéutica (como filmes para liberacdo controlada de farmacos), os resultados
descritos acima indicam que o tratamento térmico aplicado parece promover um aumento na

durabilidade dos filmes.

3.13- Analise de FT-IR

A Figura 12 apresenta os espectros de FTIR dos filmes de amido (submetidos e ndo
submetidos a tratamento térmico), submetidos a aquecimento em forno tubular a diferentes
temperaturas, buscando a obtencdo dos produtos sélidos de degradacdo. O espectro de FTIR do
filme de amido nio-tratado termicamente (ndo apresentado) teve um comportamento similar ao
da curva A da Figura 12 (filme de amido ndo tratado, analisado apds aquecimento até 120°C em
forno tubular).Como esperado, nenhuma rea¢do de degradagdo do polimero ocorreu nessa
temperatura. Esse espectro representa um comportamento tipico do amido, descrito na

31" A banda larga na regido de 3600-3000 observada a 3377 cm™ corresponde a

literatura
absor¢do dos grupos hidroxilas do amido. Bandas de absor¢do a aproximadamente 2926cm™ e
2897cm™ indicam estiramento C-H'?. As Bandas de absor¢do em 1648cm™ e 1400-1460cm™

correspondem a dgua ligada e C-C e C-O-H, respectivamente!’?. A posi¢do da banda relativa 2

dgua residual é dependente da cristalinidade do polissacarideo. Em estudos sobre a cristalinidade
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Figura 12- Espectros de FTIR dos filmes de amido submetidos a diferentes condi¢des de
tratamento térmico: A, C, E) ndo-tratado; B, D, F) 100°C/120min (as temperaturas em que oS

espectros foram expostos durante aquecimento em forno tubular estdo indicadas na Figura).

da trealose (um dissacarideo), por exemplo, foi relatado o aparecimento de uma banda de
absor¢do de dgua a 1685cm™, indicando a presenca de fortes ligagdes de hidrogénio, entretanto

21 Bandas localizadas a

para trealose amorfa essa banda foi observada a 1648cm™
aproximadamente 1458cm™, 1242cm™ e 860cm™'sdo designadas como vibragdes associadas com

grupos CH,'"?L. As absorgdes em 1340cm™ e 1024cm™ tem sido relacionadas a deformacdes de

grupos C-OH?!. Os modos relacionados a deformagdes CCH foram identificados em torno de
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1418cm™, 1205cm™e 1080cm™, enquanto que estiramentos C-O e C-C correspondem a bandas
em 1153cm'1, 1107cm™ e 933cm™”¥. As bandas associadas com C-O e C-O-H tem sido

atribuidas as ligacdes glicosidicas[74].

Os espectros dos filmes de amido de milho expostos a tratamento térmico em diferentes
condi¢des (ndo apresentado) exibiram um comportamento similar ao apresentado na Figura 12
(curva A). Somente pequenas diferengas em comparagdo com esse espectro foram observadas.
Por exemplo, o deslocamento da banda de absor¢do alargada a 3377cm’ para valores menores
(cerca de 3358cm™), indicou um aumento de ligacdes cruzadas (ligacdes de éteres) ), quando a
temperatura e o tempo de tratamento foram aumentados. Um leve deslocamento da banda de
absor¢do a 1648cm™ para valores maiores (1650cm™ e 1653cm™) para os filmes expostos a
tratamento térmico a 80°C e 100°C, reapectivamente foi provavelmente devido a presenga de
ligagdes de hidrogénio fortes . E ainda, pequenos deslocamentos foram também observados
para bandas a 1418cm™ para nimeros de onda menores (cerca de 1415cm™ e 1413cm'1para
filmes tratados a 80°C e 100°C, respectivamente), os quais também sugerem uma modifica¢des

nos niveis de liga¢des de hidrogénio.

Muitos processos de degradacdo de polissacarideos tem sido descritos na literatura

considerando principalmente produtos de degradacdo e os mecanismos de reagﬁo[74'79].

Eliminagdo de dgua e despolimerizacdo tem sido considerados como os dois principais processos

. . = [80-83]
associados ao mecanismo de degradagio .

Nesse sentido, a degradag@o da celulose forma produtos de voldteis tais como, COs,

CO, H,0, aldeidos, entre outros. Nesse processo ocorre a quebra do anel de glicose. Além disso,

o processo de despolimeriza¢do forma CO,, CO e produtos h’quidos[w. Na pir6lise da celulose

I [85]

Banyasz et a identificou um total de dez compostos gasosos incluindo CO,, CO, H,O, CHy,

C;Hs e CH,0. De modo similar, no caso do amido, grupos éteres e estruturas insaturadas sdo
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formados via condensacéo térmica entre grupos hidroxila da cadeia de amido com eliminagdo de

[80-83] Nesse estudo, espectros de residuos solidos de filmes de

dgua e outras moléculas pequenas
amido (expostos e ndo expostos a tratamento térmico a 100°C por 2h) formados quando as
amostras foram aquecidas em forno tubular até 350°C e 600°C (Figura 12, curva C a F) e de
produtos volateis produzidos durante aquecimento a 270°C, 350°C e 450°C (Figura 13) foram
obtidos.

Comparando-se os espectros dos residuos sélidos dos filmes de amido obtidos por
aquecimento a 120°C (Figura 12, curva A e B) e a 350°C (Figura 12, curva C e D), algumas
diferencas foram observadas. Uma banda larga de absor¢do entre 3600-3000cm™ referente a

721 em aproximadamente 3377cm™ na curva obtida para o filme,

grupos hidroxila do amido
diminui evidentemente a intensidade acompanhada por um deslocamento para nimeros de onda
maiores (3444cm™) nos espectros obtidos a 350°C, o qual sugere a eliminagdo dos grupos
hidroxila no anel de glicose formando moléculas de d4gua, de acordo com o mecanismo proposto
por Ruseckaite et al. 801 As bandas relacionadas a estiramento C-H observadas a 2930cm™ e a
2880cm™ ndo estdo presentes nos espectros obtidos a 350°C, indicando a quebra da cadeia
principal nessa temperatura. Um alargamento na banda de absor¢do relacionada a dgua ligada
(cerca de 1648cm™), também foi observada com a presenga de um pico de forte intensidade a
1685cm™, indicando que a 350°C a formacdo de novos compostos carbonila, provavelmente de
aldeidos 3444cm™ 86871 sugerindo mudancas no mecanismo de degradacdo. Nessa temperatura,
0s espectros também mostram a auséncia de modos de vibracdo a 1458cm™ e 86Ocm’1, e uma
forte diminui¢do na intensidade da banda a 1242cm™, bem como a falta de absorcdes a 1353cm’™
e 1024cm™, sugerindo a degradacdo das estruturas com grupos CH, e C-OH, respectivamente.
Adicionalmente, as bandas relacionadas a deformacdo angular CCH (a 14180m’1, 1205¢cm™ e

1080cm™) e a estiramento C-O e C-C (a 1153, 1107 e 933cm™) ndo foram observadas a 350°C.

Os espectros obtidos por aquecimento dos filmes de amido até 600°C (Figura 12,
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curvas E e F) mostram um alargamento e uma diminuicdo da banda de intensidade a 3600-
3000cm™ (grupos O-H). A banda de absor¢do relacionada a dgua ligada (cerca de 1648cm™)
pode ainda ser observado como um pico a 1618cm™ e um ombro a 1685cm™. Outras bandas
observadas para o amido estdo ausentes no espectro de residuos solidos obtido nessa
temperatura.

Os espectros relacionados aos produtos gasosos dos filmes de amido sdo mostrados
na Figura 13. No espectro obtido abaixo de 200°C (ndo mostrado) nenhum produto volatil foi
observado, estando de acordo com as curvas termogravimétricas onde nenhum processo de
degradacdo aparece. Os espectros obtidos a 270°C (Figura 13, curvas A e B) mostram bandas de
absor¢do a 2360 e 668cm™ (pequena), indicando a formagio de diéxido de carbono.

Os espectros a 350°C (perto da temperatura onde ocorre a taxa mdaxima de
degradacdo — Figura 13, curva C e D) mostram uma banda a 3750cm™, indicando a presenca de
grupos O-H relacionados a formag@o de dlcool (primdrio). As bandas localizadas a 2360 e
668cm™ indicam a formacdo de didxido de carbono, bem como as bandas a 2172 e 2108cm™
estdo relacionadas a formagdo de mondxido de carbono. A estrutura vibracional centrada a
1748cm™ somado ao aparecimento de uma banda a 1010cm™ indica a formacgdo de compostos
com grupos carbonila. A presenga de CO,, CO e compostos carbonila nesses espectros sugerem

a cisdo das ligacoes glicosidicas e de ligacdes fortes na cadeia principal do amido™. As bandas
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Figura 13- Espectros de FTIR de produtos de degradagdo voldteis dos filmes de amido
submetidos a diferentes condi¢des de tratamento térmico: A, C, E) ndo-tratado; B, D, F)
100°C/120min (as temperaturas em que os espectros foram expostos durante aquecimento em

forno tubular estdo indicadas na Figura).

a 1500cm™ sdo relacionadas a estruturas alifaticas formado pela quebra da cadeia principal do
amido. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Athawale e Lele™ na pirdlise
do amido de milho. E ainda, as bandas localizadas a 1390cm™ estdo relacionadas a deformacao
angular de CHs.

Nos espectros obtidos a 450°C (Figura 13, curvas E e F) as bandas nas regides de
3750-3500cm™ (formacao de élcool condensado na janela de KBr da célula) e aquelas a 3000-
2850cm’ (fragdes ramificadas), ainda podem ser observadas com aumento na intensidade. Uma

diminui¢do na intensidade foi observada para bandas localizadas a 2360cm™ 668cm™ (diéxido de
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carbono). As bandas a 2172cm™ e 2108cm™ (monéxido de carbono) ainda estdo presentes, sem
mudancgas na intensidade. As estrutras vibracionais a 1748cm™ e a banda a 1010cm™ (grupos
carbonila) e aquela a 1500cm™ (estrutura alifética formada pela cisdo da cadeia principal do
amido) apresentaram intensidade mais alta a 450°C. As bandas centradas a 1390cm’™
(deformagdo angular de CHj3) também apresentaram uma intensidade mais alta a essa
temperatura.

Algumas mudancas adicionais foram encontradas nos espectros obtidos a 600°C (ndo
mostrados). Um considerdvel decréscimo na intensidade das bandas relatadas para estiramento
C-H, associadas a quebra de ligacdes fracas na cadeia do amido. Um alargamento e diminuicéo
na intensidade da banda a 1748cm™ e o desaparecimento da banda a 1010cm™ sugerem que
acidos carboxilicos, esteres e aldeidos foram formados como produtos volateis principais, 0s
quais sdo consumidos nessa temperatura. Estes resultados estdo de acordo com a formacéo de
dcido férmico, 4cido 1-hidroxipropanona-2, dcido acético e etileno glicol em estudos de
degradacdo de polissacarideos relatados por Richards et al®. As bandas associadas com
estiramento C-H (3000-2850cm™) e deformacdo angular de CHj (1240cm™) praticamente
desaparcem a 600°C. O aparecimento de novas bandas nas regides de 750 a 1000cm™, e a 1620 e
3000cm™, sugerem a formagdo de compostos aromdaticos. Os espectros de amido tratados
termicamente (Fig.13, curvas B, D e F) mostraram um comportamento similar quando
comparados com o ndo-tratado (curvas A, C e E). Nenhuma diferenca marcante foi observada

nesses espectros por FTIR.
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3.14- Ensaios mecanicos

As propriedades mecanicas dos filmes de amido de milho tratados e ndo tratados
termicamente foram analisadas em fung@o do tratamento térmico. Os resultados do médulo de
elasticidade, tensdo médxima de ruptura e alongamento na ruptura, apresentados na tabela 4
mostraram uma variagao entre o filme de amido puro em relagdo ao filme de amido submetido a
tratamento térmico (100°C/120min). O valores do mdédulo de elasticidade e tensdo maxima de
rupturado do filme de amido tratado termicamente de 326,7MPa e 40,0MPa, respectivamente
foram maiores que os encontrados para o filme de amido puro que foram 261,3MPa e 29,7MPa,
respectivamente. Esses valores indicam que o filme de amido tratado termicamente apresentou
um comportamento mais rigido em relagdo ao filme de amido puro. Este comportamento pode
ser atribuido a maior estabilidade do filme alcan¢ado com o tratamento térmico, comprovado
pelo valor mais alto da energia de ativacdo ou ainda pela possivel formacdo de ligagdes cruzadas

devido a formacao de ligacdes covalentes intra e intermoleculares.

Tabela 4- Propriedades mecénicas dos filmes de amido.

Condig¢des de Tratamento Modulo de Tensao Alongamentona | UR
Térmico dos Filmes de Elasticidade maxima de Ruptura (%)
Amido de Milho (MPa) ruptura (%)
(MPa)
Amido Sem Tratamento 261,3+1,0 29, 7+4.9 2,240.8 43
Amido Termicamente 326,7£2,0 4018,2 3,2+0.5 43

Tratado 100°C/120min
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3.15- Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As micrografias das fraturas dos filmes de amido puro (sem tratamento térmico) e dos
filmes de amido submetidos a tratamento térmico (100°C/120min) s@o apresentadas na Fig. 14.
A analise morfologica da superficie dos filmes aparentemente ndo mostrou diferencas
significativas. Entretanto, uma certa porosidade foi observada em toda se¢ao transversal do filme

tratado termicamente em relacio ao ndo tratado, o qual mostrou uma estrutura mais compacta. A

TR

S\ ST

Sl BN 4% ek e N AL
AccV  Spot Magn AccY SpotMagn Det wbD ———— 1 50

10.0kv b.0 500x ¥ 100kv50 500x SE 97 _Amido

REERES L o —

Figura 14- Micrografias eletronica de varredura (se¢fo transversal): A) filme de amido de milho

sem tratamento; B) filme de amido de milho tratado termicamente 100°C/120min.

maior rugosidade observada apds o tratamento térmico parece estar relacionada com a maior
resisténcia a ruptura desse filme. Quando submersos em 4gua como nos ensaios de

intumescimento, esses canais possuem uma capacidade de alojar uma quantidade maior de
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solvente. Quando a dgua preenche esses espacos faz com que os filmes itumescam, como

observado, aumentando a resisténcia a ruptura do material.

3.16- CONCLUSOES

O experimento reoldgico e a morfologia observada por microscopia dptica permitiram
a determinacdo das condi¢des de gelatinizacdo do amido de milho disperso em meio aquoso, e
ainda a verificacdo de que o método de preparacdo € adequado para obtencdo de filmes por
casting.

Um aumento na energia de ativacdo foi observado para amostras tratadas usando
diferentes periodos de tempo e temperaturas em relacdo ao amido ndo-tratado, indicando uma
maior estabilidade do filme apds o tratamento térmico. Os valores mais altos de Ea foram
observados nas amostras tratadas a 100°C por 120min.

Um taxa de dissolu¢do menor em meio aquoso dos filmes de amido tratados
termicamente comparados ao ndo-tratado foi observada. Esse comportamento sugere que o
tratamento térmico pode promover uma perda de dgua dos filmes de amido levando a um
aumento na cristalinidade.

Algumas diferencas nos espectros de FTIR dos filmes de amido de milho tratados
termicamente em relacdo ao ndo-tratado foram observadas: (i) pequeno deslocamento da banda a
1418cm™ para nimeros de onda menores (filmes tratados a temperaturas mais altas que 80°C e
por periodos de tempo maiores que 15min), os quais sugerem uma mudanca nos niveis de
ligagdo de hidrogénio; (ii) um deslocamento da banda de absor¢io a 1645cm™ para valores
maiores provavelmente devido a fortes ligacdes de hidrogénio; (iii) um deslocamento da
principal banda de absorcdo a 3377cm’ para valores menores com o aumento da temperatura e

do tempo de tratamento térmico, indicando um aumento de ligacdes cruzadas. Este
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comportamento sugere que o mecanismo de degradacdo do amido consiste em dois processos
principais: eliminacdo de dgua e despolimerizacdo, formando produtos de degradacdo sdlidos
como ésteres, acidos, aldeidos e dlcoois primdrios. E ainda, produtos gasosos principalmente
compostos de CO, CO, ,CH4,C,Hy4, H,O e CH,O.

Um aumento nos valores de médulo de elasticidade e tensdo médxima de ruptura dos
filmes tratados termicamente em relagdo aos nao tratados foi observada, confirmando o aumento
da estabilidade dos filmes apds tratamento térmico.

As micrografias da secfo transversal dos filmes de amido apds tratamento térmico
apresentaram uma rugosidade maior em relacdo a do amido sem tratamento, a qual apresentou-se
de forma mais compacta. Em relag@o a superficie, nenhuma diferenca significativa na estrutura
rugosa foi observada.

Finalmente, a metodologia de tratamento térmico descrito nesse capitulo é

apresentada como uma técnica de baixo custo para modificar e estabilizar os filmes de amido.
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CAPITULO 4

4. PREPARACAO QUIMICA DE FILMES DE AMIDO ELETRICAMENTE
CONDUTORES

No capitulo 3, um estudo especifico do amido de milho foi abordado com énfase em suas
propriedades térmicas, mecanicas e estruturais, como um primeiro passo para sua modificacao.
Nesse capitulo é apresentada uma nova alternativa de modificagdo do material, inferindo a este
caracteristicas que permitam sua aplicacdo como biomaterial. Dentro desse contexto, foram
escolhidos componentes capazes de promover ou melhorar a estabilidade térmica, as
propriedades mecanicas, e ainda incluir um carater condutor ao filme de amido de milho.

A decisdo de adicionar um plastificante foi motivada pela necessidade de diminuir a
fragilidade dos filmes de amido, bem como melhorar propriedades de flexibilidade e
extensibilidade. Compostos hidrofilicos tais como polidis (por exemplo o sorbitol) sdo
comumente usados como plastificantes na formacao de filmes hidrofilicos.

O polipirrol foi escolhido em fungdo do seu carater condutor e sua
biocompatibilidade. Optou-se ainda, pela sintese quimica por ser uma metodologia de baixo
custo e de facil obtengdo.

Nesse estudo a modificacdo da superficie de filmes de amido contendo sorbitol e
polipirrol foi caracterizada por medidas de condutividade elétrica especifica superficial, difracao

de raios-x, termogravimetria, FTIR, ensaios mecanicos e microscopia eletronica de varredura.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1- Sintese quimica do Polipirrol

Para andlise elementar, FTIR e difracio de raios-x, polipirrol foi quimicamente
sintetizado como descrito a seguir: FeCl;.6H,O (5% ) foi dissolvido em 4gua deionizada sob
agitagdo constante em agitador magnético a 200 rpm a 25°C por 2h. A solugdo foi entdo vertida
em placas de Petri (§3mm de diametro) para evaporacao total do solvente em capela de exaustdo
a temperatura ambiente por aproximadamente 24h. O p6 de polipirrol obtido foi lavado em dgua
deionizada para eliminacdo do excesso de residuo de FeCl;.6H,0. Tiocianato de potéssio foi
adicionado a solugdo de lavagem do polimero de forma a garantir a remocao total de FeCl;.6H,O

que ndo reagiu. Finalmente, o polipirrol obtido foi seco a vacuo a 25°C por 24h.

4.2- Preparacao de filmes poliméricos a base de amido de milho contendo sorbitol como

agente plastificante e FeCl; como agente oxidante

Os filmes de amido/sorbitol foram obtidos por casting utilizando-se amido de milho
(ja descrito no item 3.1) e sorbitol (C¢H 406, Nuclear) como plastificante. Suspensdes com
concentracdo de 2%y, de amido de milho e sorbitol em dgua deionizada, foram submetidas a
agitacdo constante em agitador magnético (Microquimica modelo MQAMA 301) a 200 rpm por
30 minutos até completa gelatinizagdo a 70°C. Os frascos contendo a suspensido de amido de
milho foram mantidos sob agitacdo sem aquecimento até alcangarem a temperatura ambiente.
Posteriormente, FeCl;.6H,O (Nuclear) previamente dissolvido em &gua deionizada foi

adicionado a mistura e mantido sob agitacdo por mais 2h. A solug¢do final foi entdo vertida em
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placas de Petri (83mm de didmetro) para evaporagdo total do solvente em capela de exaustdo a
temperatura ambiente por aproximadamente 48 h. Com o objetivo de otimizar o sistema,
amostras contendo 10%mm a 25%um de sorbitol € 1%mm a 10%mm de FeCl;.6H,O

(concentragdes relativas a quantidade de amido) foram preparados de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5- Composi¢ao dos filmes avaliados.

Amostras Amido de milho Sorbitol Cloreto férrico
A 1g 0,10g 0,05¢g
B 1g 0,20g 0,05¢g
C 1g 0,25¢g 0,05¢g
D 1g Sem sorbitol 0,05¢g
E 1g 0,20¢g 0,01g
F 1g 0,20g 0,05¢g
G 1g 0,20g 0,10g

4.3- Modificacio da superficie de filmes poliméricos a base de amido de milho com

polipirrol

Filmes contendo sorbitol (20%n,) como agente plastificante e FeCl;.6H,O (agente

oxidante) foram expostos aos vapores de pirrol (C4HsN, Acros Organics) sem purificacio prévia

em dessecador protegido da luz a 25°C.

4.4- Reologia das solucoes de amido de milho e sorbitol

As condi¢des de gelatinizacdo do amido de milho e sorbitol foram determinadas em

redmetro Brookfield DV-III ultra, conforme descrito no item 3.3.
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4.5- Sintese do polipirrol sobre os filmes de amido de milho/sorbitol/FeCl;.6H,O

A sor¢do do mondmero pirrol, bem como a fracdo de massa de polipirrol formada
(Xpp;i %) foram monitoradas gravimetricamente em balanca analitica (Bioprecisa Modelo
FA2104N) por 72h em diferentes periodos de tempo. Para observar a sor¢do de pirrol, as
amostras foram pesadas imediatamente apds a exposicdo. Com objetivo de monitorar a fragdo de

. . . 55
polipirrol formado, as amostras foram pesadas apés a secagem a vécuo por 2h"°!,

4.6- Analise elementar

A composicdo de polipirrol foi determinada por andlise elementar utilizando um
analisador elementar (Perkin Elmer, Modelo 2400 CHN). A anélise foi conduzida a temperatura

de combustio de 925°C em presenga de O,.

4.7- Medidas de condutividade elétrica especifica superficial (Método das Quatro Pontas)

As amostras foram condicionadas a 23+1°C e 50+5% (Hygro-Thermometer,
Instrutherm) de umidade relativa por 48h. As medidas foram realizadas nos filmes de
amido/sorbitol/polipirrol contendo diferentes concentragdes de agente oxidante, utilizando uma
fonte de corrente programével (Keithley Modelo 6220), a leitura de voltagem foi feita em
eletrdmetro (Keithley Modelo 6517A).

B1921 ytilizado (esquema mostrado na Figura 15)

O principio do método de medida
consiste na aplicacdo de uma corrente elétrica (numa escala de 2nA a 6nA) entre os terminais
externos medindo-se uma diferenga de potencial (da ordem de milivolts) entre os dois terminais
internos. No caso de amostras pouco espessas, a condutividade e dada pela equacdo 2, onde e € a

espessura da amostra (cm), / € a corrente aplicada (A) e V a tensdo registrada (V).
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Amostra

Figura 15- Ilustragdo do sistema de medida de condutividade elétrica pelo método das quatro

2 s A s 3
pontas, onde sca distancia entre as pontas[9 ].

4.8- Difracao de raios-X

As medidas de difracdo de raio-X foram realizadas em amido de milho e polipirrol
(em pod) e filmes de amido em aparelho X-PERT Philips Diffractometer com radiacio Cu-Kao

(A 1,5406A), submetido a 40kV/ 0,030A.
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4.9- Termogravimetria (TG)

A andlise térmica foi conduzida de acordo com o procedimento descrito no item 3.5

(capitulo 3).

4.10- Analise de FT-IR

Os espectros de FTIR dos filmes de amido, amido/sorbitol, amido/sorbitol/
FeCl;.6H,0O e amido/sorbitol/PPi foram obtidos de duas maneiras: (1) usando um espectrometro
de transmissdo (Bomem, FTLA 2000) com resolugéo de 4cm’ na faixa de 4000cm™ a 400cm™'e
(2) usando um espectrometro (Varian, 3100 FT-IR) constituido de um sistema ATR (reflectincia

total atenuada) com resolugdo de 2cm™ na faixa de 4000cm™ a 400cm™.

4.11- Ensaios mecanicos

Os ensaios de tensdo maxima de ruptura, elongacdo na ruptura e moédulo de
elasticidade (médulo de Young) foram realizados de acordo com a metodologia descrita no item
3.7 (capitulo 3) em amostras de filmes de amido de milho, amido contendo 20%;,, de sorbitol e
filmes de amido contendo 20%;y,y de sorbitol e 5%y, de FeCl;.6H,O apds 24h de exposicdo aos

vapores de pirrol.

4.12- Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia dos filmes de amido de milho, amido/sorbitol, amido/sorbitol/FeCls.6H,0 e
amido/sorbitol/polipirrol foi avaliada por microscopia eletronica de varredura conforme descrito

no item 3.9 (capitulo 3).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.13- Reologia das solucoes de amido de milho e sorbitol

As mudancas nos granulos de amido dispersos em meio aquoso (na auséncia e
presenca de plastificante-sorbitol), durante aquecimento a uma taxa constante, foram observadas

através de medidas reoldgicas. Este experimento foi realizado com objetivo de confirmar a

o

metodologia utilizada na preparagdo dos filmes de amido com adicdo de sorbitol quanto
capacidade de promover a gelatinizacdo dos grinulos de amido na suspensdo, avaliando a
influéncia do sorbitol nas condicdes de gelatinizagdo. A Figura 16A e 16B ilustra o
comportamento reoldgico da suspensdo de amido (na auséncia e presenca de sorbitol,
respectivamente) durante aquecimento a uma taxa de deformag@o constante.

No inicio do experimento reoldgico (estdgio A na Figura 16A e 16B), a suspensdo de
amido estava abaixo de 25°C com valores de viscosidade similares ao da d4gua (1mPa.s). Nessa
condi¢do, os granulos de amido permaneceram insoliveis em dgua. A andlise morfoldgica (ndo
mostrada), dos grinulos de amido no estidgio A, apresentou uma mescla de granulos
arredondados e angulares com um hilo central tipicamente observado em granulos de amido em

. [94-95
seu estado nativol !

. Com o processo de aquecimento iniciado, a viscosidade da suspensio
permaneceu inalterada até 67°C quando ocorreu um aumento repentino de viscosidade indicando
o inicio da gelatinizacdo do amido de milho com sorbitol (estdgio B, Fig 16A). Nessas condi¢des
ocorre um intumescimento dos granulos de amido com absor¢do de dgua e um aumento de
volume. Esse processo também foi observado a temperatura de 69°C para suspensio de amido de

milho contendo sorbitol. Com aumento de temperatura os valores de viscosidade continuaram a

aumentar como resultado do intumescimento at€ um maximo de 212,5mPa.s a
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Figura 16- Perfil de viscosidade e temperatura de uma suspensdo aquosa de amido de milho

(6%mr): A) Sem sorbitol e B) Com sorbitol (20%.,, concentracdo relativa a quantidade de

amido) obtida durante aquecimento em redmetro a uma taxa de cisalhamento de 93 s

82,8°C, para suspensdo de amido (Fig 16A) e 105,5mPa.s a 88,3°C para suspensdo contendo

sorbitol (Figura 16B). Apds este ponto um decréscimo na viscosidade foi observado devido a
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ruptura dos granulos de amido, indicando que o método de preparagcdo permitiu uma completa
gelatinizacdo do amido. Nenhuma influéncia marcante nas condi¢des de gelatinizacdo dos

granulos de amido devido a presenca de sorbitol foi observada.

4.14- Sintese do polipirrol sobre os filmes de amido de milho/sorbitol/FeCl;.6H,O

O método descrito nesse trabalho consiste na incorporagdo do agente oxidante
(FeCl3.6H,0) na solugdo de amido/sorbitol (apds a gelatinizacdo), permitindo a obtengdo de
filmes homogéneos, quase lisos, com uma espessura de (0,173+0,002)mm. Filmes contendo
diferentes concentragdes de FeCls.6H,O (1-10%pyy) foram produzidos com objetivo de
determinar as condi¢des 6timas de sintese de polipirrol nas matrizes de amido. As Figura 17A e
17B apresentam o comportamento de sor¢cdo e polimeriza¢do de pirrol respectivamente em
fun¢do do tempo de exposicao aos vapores do mondmero.

Em geral, as matrizes expostas aos vapores de pirrol apresentaram uma mudancga de
coloragdo do amarelo escuro para preto apds cerca de uma hora de exposicdo ao mondmero,
indicando uma reacio de polimerizagdo sobre os filmes. E importante salientar que os filmes
mantiveram a flexibilidade inicial inclusive apds o fim do experimento.

Foi observado que o equilibrio de sor¢do de pirrol foi de 6,6%mm, 10,5% mm, €
10,6% mm para filmes contendo 1% npy, 5% my € 10% ny de FeCl;.6H,O alcancado apds
aproximadamente 60h de exposi¢do aos vapores de pirrol (Figura 17A). Esses resultados estio

de acordo com os encontrados por Zoppi ! e Zoppi et al. ¥, para Polipirrol/Etileno-propileno-
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Figura 17- Grificos de: A) Sorcdo de pirrol e B) Fracdo de polipirrol polimerizado em funcio
do tempo de exposi¢cao aos vapores de pirrol dos filmes de amido contendo 20%.,, de sorbitol e

diferentes concentragdes de FeCl;.6H,0.

5-etilideno-2-norberneno semi-interpenetrante obtidos por mistura mecanica de FeCl;.6H,O

como agente oxidante, sobre as matrizes de borracha, seguido da exposicdo aos vapores de
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pirrol.

Como pode ser observado na Figura 17B, a reagdo de polimerizacdo estabiliza apds
10h de exposicdo aos vapores de pirrol, para todas composi¢des testadas. Considerando que o
mondmero estava em excesso durante a reagdo de polimerizacdo e que a presenga de FeCl;.6H,O
que ndo reagiu poderia diminuir a estabilidade do filme de amido, os resultados sugerem que 5%
my de agente oxidante sdo suficientes para promover a polimerizagdao de pirrol sobre filmes a

base de amido.

4.15- Analise elementar

Para confirmar a condi¢do 6tima de polimerizagdo, Polipirrol foi quimicamente
preparado com a mesma massa (0,05g) de oxidante usado para preparar os filmes de amido
contendo 5%y, de FeCl;.6H,O. A andlise elementar do material sintetizado indicou a presenca
de 53,6%mm de carbono, 4,0%pm de hidrogénio e 16,5%m de nitrogénio. A quantidade
esperada em PPi (62,2%yym de carbono, 4,3%m de hidrogénio e 18,1%,m de nitrogénio) foi
calculada assumindo que para trés anéis de pirrol, € criada uma carga positiva, a qual &
balanceada pelo 4nion da molécula oxidante®. Esses resultados estdo de acordo com os

64,65,66]

encontrados por Omastové et al ! em estudos de polimerizacdo quimica usando FeCl; em

meio 4cido, cujo rendimento de polimerizacdo foi de 1,15g.g"'. Omastovd er al. [*+0%) ¢

Machida e al ®® também observaram que a razio molar Gtima de FeCly/pirrol é 2,3 (Esquema

2).
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in v ; + 6n FeCly — | N I ¥ | +6n FeCls
! . '@ ..:'

Esquema 2- Equagdo de polimerizagdo do polipirrol a partir de pirrol e cloreto férrico como

agente oxidante. Para cada trés unidades constituidas uma € protonada.

A diferenca entre a composicdo elementar experimental e calculada na amostra de
PPi pode ser em parte explicada pelo fato de o polipirrol ser higroscopico e conter 4,4%ym de

) [64,65,66]

dgua, como observado na curva de TG (nao mostrada . Somado a isto, o polipirrol

também contém oxigénio, a presenca de ligagcdes C-O, C-OH e C=0O foi evidenciada nas

B7.981 Egse oxigénio deve entrar na estrutura do PPi durante o processo de

amostras de PPi
polimerizacdo como conseqiiéncia da presenca de dgua no filme de amido, bem como pelo fato
da reacdo ser preparada em atmosfera de ar.

A condutividade do PPi preparado quimicamente depende das condigdes de
preparagdo, temperatura e principalmente do agente oxidante utilizado™'*). Cloreto férrico é
freqiientemente utilizado para oxidagdo quimica do pirrol, ji4 que este possibilita uma maior
condutividade do produto final formado, comparada a outros oxidantes. PPi pode atingir

condutividades de 1 a 40 S.cm™ "™, Omastova et al [**°

I observaram uma condutividade de 1,5
+ 0,4S.cm’ para o polipirrol preparado quimicamente usando FeCl; como oxidante em meio

dcido (HCI). Nesse trabalho, os valor de condutividade medidos para PPi (preparado na mesma

composi¢do daquele para andlise elementar) foi de 4,6x10"+1,26x10™S.cm™.
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4.16- Medidas de condutividade elétrica especifica superficial (Método das Quatro Pontas)

A Figura 18 apresenta a condutividade elétrica medida nos filmes de amido
preparados com diferentes concentracdes de FeCl;.6H,O em funcdo do tempo de exposi¢ido aos
vapores de pirrol. De maneira geral, foi observado que os valores de condutividade elétrica
tendem a aumentar com o tempo de exposicdo e permanecem quase constantes apds 10h de
exposicdo ao mondmero. Considerando a concentragcdo do agente oxidante nos filmes de amido,
os maiores valores de condutividade medidos para filmes contendo 1%y, de FeCl;.6H,O foram
de aproximadamente 3,6 x 107S.cm™. Nenhuma diferenca marcante foi observada nos valores de
condutividade dos filmes preparados com 5%,y ou 10%y,y de FeCl;.6H,O, alcancando um
maximo de aproximadamente 2,07 x 106S.cm™. Esses valores tendem a aumentar em meio
liquido.

Os valores sugerem que a concentragdo de FeCl;.6H,O (5%n,y) € 10h de exposicdo
aos vapores do mondmero sdo suficientes para sintetizar o polipirrol sobre os filmes de amido,
para obter um rendimento de polimeriza¢do e condutividade elétrica adequados. Dessa forma,
para permitir uma completa reacdo de polimerizacdo, filmes de amido/sorbitol/PPi foram
preparados com 5%y, de agente oxidante e expostos por 24h aos vapores de pirrol antes da

caracterizacao.
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filmes de amido contendo 20%;, de sorbitol e diferentes concentra¢des de FeCl;.6H,0.

4.17- Difracao de raios-X

A cristalinidade dos granulos de amido € atribuida principalmente a amilopectina,
uma molécula altamente ramificada, que se entrelaca para formar estruturas duplas hélice, as

quais sdo a base dos cristais®®!. Existem trés tipos de estruturas cristalinas classificadas por Katz

e Van Itallie!" conhecidas como tipo-A, caracteristico de amido de cereais, tipo-B encontrado
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em amido de tubérculos e amidos de vagens denominados tipo-C.

Na forma nativa (Figural9a) o amido de milho apresenta picos de difracio em
aproximadamente 15°, 18° e 23° (20) que corresponde a uma estrutura cristalina tipica de amido
de cereais (tipo-A) [38.101,102]

O processo de gelatinizacdo promove uma ruptura dos granulos de amido em
solugcdo. E ainda, apés a secagem dos filmes uma nova estrutura, diferente da original, é
formada, cujos picos de difragdo ocorrem a aproximadamente 17°, 19° e 22° como pode ser
observado no difratograma do filme de amido imediatamente apds a secagem (Figural9b).
Considerando que o sorbitol pode interferir na organizacdo da cadeia polimérica e que as
ligacdes de hidrogénio diminuem a interacdo do polimero e natureza coesiva é bem provavel que
ocorra também um efeito na cristalinidade, bem como em outras propriedades fisicas dos

[103

filmest®!, Quanto ao cloreto férrico, existem relatos na literatura sobre a formacdo de um

complexo com o amido, com estrutura e propriedades diferentes daquelas do amido em seu

estado nativo!'.

Esse comportamento ndo foi praticamente influenciado pela presenca do polipirrol
(Figural9c) provavelmente porque o polipirrol (Figural9d) apresenta um cardter amorfo. Uma

extensa reflexdo na faixa de 15-35° indica uma baixa ordem de cristalinidade, caracteristica de

105 106]

polipirrol de acordo com o relatado por Visy et al "™ e He et al "™ em estudos de

polimerizacdo de polipirrol usando FeCls como agente oxidante.
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Figura 19- Difratograma de raios-x de: a) amido de milho (p6 in natura); b) filme de amido
contendo 20%,, de sorbitol e 5%,y de FeCl3.6H,0; c) filme de amido contendo 20%.,, de

sorbitol e 5%,y de FeCl;.6H,0 apds 24h de exposigdo aos vapores de pirrol; d) polipirrol (pd).

4.18- Termogravimetria (TG)

As Figuras 20A e 20B apresentam as curvas de TG e DTG do plastificante (sorbitol),

do filme de amido e de filmes de amido em diferentes estagios de modificacao de superficie.
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Figura 20- A ) Curvas de TG e B) curvas de DTG de: a) sorbitol; b) filme de amido de milho; c¢)
filme de amido contendo 20%;, de sorbitol; d) filme de amido contendo 20%.,,, de sorbitol e
5%y de FeCl;.6H,0; e) filme de amido contendo 20%;, de sorbitol e 5%, de FeCl;.6H,O

apo6s 24h de exposicdo aos vapores de pirrol.
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A decis@o de adicionar um plastificante foi motivada pela necessidade de diminuir a
fragilidade dos filmes de amido, bem como melhorar propriedades de flexibilidade e
extensibilidade. O plastificante deve ser compativel com o polimero utilizado, reduzir forcas
intermoleculares e aumentar a mobilidade de cadeias poliméricas polares. Compostos
hidrofilicos tais como polidis (glicerol, sorbitol e polietileno glicol) sdo comumente usados como
plastificantes na formagdo de filmes hidrofilicos”. O plastificante efetivamente reduz ligacdes

“07], diminuindo a

de hidrogénio internas enquanto aumenta o espagamento intermolecular
fragilidade.

Os termogramas de sorbitol, filme de amido e filme de amido contendo 20%,, de
sorbitol (curvas a, b e ¢ na Figura 20A) mostram uma tnica etapa de degradagdo com inicio em
aproximadamente 323°C, 322°C (para amido e sorbitol) e 313°C para os filmes de amido
contendo 20%,, de sorbitol. Além disso, observa-se a que a temperatura maxima de degradacdo
(pico méaximo da curva da DTG na Figura 20B) foi 361°C, 344°C e 338°C, para sorbitol, amido
e para filmes contendo 20%y,, de sorbitol respectivamente, mostrando que o filme de amido
contendo plastificante apresentou uma estabilidade menor do que a do filme de amido puro. Esse
comportamento se deve as ligacdes do sorbitol com as moléculas de amido sugerindo que as
tensdes coesivas das moléculas nas cadeias poliméricas ligadas enfraquecem. Além disso, o
sorbitol estd homogeneamente incorporado a rede de ligagcdes de hidrogénio no amido, tornando
os filmes mais flexiveis e transparentes.

A influéncia da presenca do agente oxidante (FeCl;.6H,O) e do polipirrol na
estabilidade térmica dos filmes (contendo 20%.,, de sorbitol) pode ser observada nas curvas d e
e nas Figura 20A e 20B.

Considerando a curva d (Figura 20A e 20B) foi observado que a presenca de
FeCl3.6H,O diminui a estabilidade térmica do filme de amido devido a esse carater oxidante.

Sendo a temperatura de ebuli¢do do sorbitol cerca de 290°C!H%%
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100°C refere-se principalmente a perda de dgua adsorvida, enquanto que entre 100°C e a
temperatura de inicio da decomposic¢do ocorre a volatilizagdo de 4dgua ligada. Ao final dessa
perda de massa (cerca de 165°C) foi encontrado um residuo de 8,3%/m A segunda perda de
massa dessa curva estd provavelmente relacionada a formagao de um complexo entre o amido e

o cloreto férrico'™

. A temperatura correspondente ao final dessa perda, (proximadamente
195°C), apresentou um residuo de 12,4% nm. Uma terceira perda de massa relativa ainda a curva
d (Figuras 20A e 20B) referente ao amido sugere a formagdo de ligacdes cruzadas. No final
dessa perda (cerca de 377°C) foi observado um residuo de 51,4% nm.

A influéncia do polipirrol na estabilidade do filme de amido pode ser observada na
curva e (Figuras 20A e 20B). Comparada a curva d a primeira perda de massa é estendida a
temperaturas mais altas (cerca de 195°C), a qual pode estar relacionada a perda de massa e ao
complexo formado entre o amido e o cloreto férrico, Omastova et al 1651 encontraram em estudos
de andlise termogravimétrica de polipirrol preparado com FeCl; como agente oxidante a primeira
perda de massa significativa a temperaturas entre 30°C e 100°C relativa a evaporacdo de dgua
residual, devido ao cardter higroscopico do polipirrol. A segunda perda de massa estd
provavelmente relacionada a degradagdo do polipirrol, enquanto que a terceira perda de massa
que inicia em aproximadamente 250°C, corresponde a degradagdo do amido e do sorbitol!'**1%1,
Comparando-se a curva d (filme de amido contendo FeCl;.6H,0) observa-se que a presencga de

polipirrol evita parcialmente a oxidacdo do amido promovida pelo FeCl;.6H,O, elevando a

estabilidade térmica do filme a qual € mantida até 195°C.
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4.19- Analise de FT-IR

Os sistemas, sorbitol e polipirrol (ambos na forma de p6), filmes de amido e das
misturas amido/sorbitol/FeCl;.6H,O antes e apds a exposicdo aos vapores de pirrol, foram
avaliados por infravermelho no modo transmissdo (Figura 21) e reflectiancia total atenuada
(ATR) (Figura 22). Embora os espectros dos filmes de amido e das misturas
amido/sorbitol/FeCl;.6H,O aparecam nas duas figuras, ambas foram mantidas e discutidas no
texto em funcdo da melhor resolugdo dos espectros no modo ATR. Numa primeira andlise é
possivel observar que a condi¢c@o de obtengdo dos espectros no modo ATR foi diferente, ou seja,
0s espectros sugerem a quase total auséncia de dgua livre nos sistemas (auséncia de bandas na
regidao 3400-3500 cm™). Embora os filmes analisados sejam os mesmos, porém em periodos
diferentes, duas situacdes poderiam ser consideradas: i) os filmes estocados por mais tempo (em
dessecador) poderiam ter perdido a dgua adsorvida na superficie, e ii) como consequéncia, no
espectro de ATR, que analisa essencialmente a superficie do filme, somente a hidroxilas
formando ligacdes de hidrogénio sdo detectadas (bandas na regido 3280-3290 cm™). E necessério
destacar ainda que os espectros das Figuras 21a, 21c e 21d que correspondem ao filme de amido
de milho, filme de amido contendo 20%;y,y de sorbitol e 5%,y de FeCl;.6H,O antes e apds 24h
de exposi¢do aos vapores de pirrol, respectivamente, mostram na regido de 3200-3500 cm’
vibracgdes tipicas (bandas intensas e alargadas) de hidroxilas livres e de hidroxilas formando
ligacdes de hidrogénio.

O espectro da Figura 21b que corresponde ao sorbitol puro (em pd) mostra bandas

tipicas em ~3420 ecm’ e ~1650 cm™ (grupos hidroxilas da estrutura do sorbitol e 4dgua

adsorvida), ~1460 cm’ (grupos CHy) e na regiao 1000-1100 cm’ (vibragdes C-0).
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Figura 21- Espectros de FTIR de: a) filme de amido de milho; b)sorbitol (p6); c)filme de amido
contendo 20%,, de sorbitol e 5% de FeCl;.6H,0; d) filme de amido contendo 20%.,, de
sorbitol e 5%,y de FeCl;.6H,0 apds 24h de exposigdo aos vapores de pirrol; ) polipirrol (po).

Os modos de vibracdo do polipirrol tem sido descritos por vérios autores' "1 o

espectro de transmitincia de polipirrol puro (em p6), oxidado com cloreto férrico (Figura 21e)
contem picos caracteristicos de polipirrol oxidado. Considerando a similaridade nas vibragdes
com os espectros 22C e 22D (Figura 22) associados a mistura amido/sorbitol/FeCls;.6H,0 e a

melhor resolucdo dos espectros no modo ATR, entendemos como desnecessario discutir o
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espectro 21e (Figura 21). Por outro lado, considerando a melhor resolugdo dos espectros obtidos
no modo ATR, para a andlise de FTIR das misturas amido/sorbitol/FeCl;.6H,O serdo
considerados somente os espectros da Figura 22.

O espectro de FTIR do filme de amido (Figura 22A) apresenta bandas em: 3288 cm™,
associada a grupos hidroxila ligados do amido; 2940 cm™ e 2885 cm™ devido ao estiramento C-
H; 1648 cm™ correspondente 2 4gua ligada e entre 1400-1460cm™ referente a C-C e C-O-H"?. A
posic@o da banda relativa a dgua residual € dependente da cristalinidade do polissacarideo. Em
estudos sobre a cristalinidade da trealose (um dissacarideo), por exemplo, foi relatado o
aparecimento de uma banda de absorcdo de dgua a 1685 cm™, indicando a presenca de fortes
ligagdes de hidrogénio, entretanto para trealose amorfa essa banda foi observada a 1648 cm™'?,
Bandas localizadas a aproximadamente 1458 cm™, 1257 e 855 cm™ caracterizam vibragdes
associadas aos grupos CH,"™!. As absorcdes a aproximadamente 1349 cm™ e 1002 cm™ tem sido

(721 Os modos vibracionais relacionados a

relacionadas a deformagdes de grupos C-OH
deformacdes CCH foram identificados em 1421 cm™, 1208 cme 1080 cm™, enquanto que
estiramentos C-O e C-C tiveram bandas relatadas em 1154 cm™, 1113 cm™ e 933 cm™’). As
bandas associadas com C-O e C-O-H tem sido designadas a ligagdes glicosidicas!™*!,

O espectro da Figura 22B refere-se ao filme de amido/sorbitol. Os plastificantes
representam um papel muito importante na formacdo de filmes, afetando a estrutura e

consequentemente suas propriedadesms]

. As fungdes bdsicas dos plastificantes sdo atrair as
moléculas de dgua, reduzir intera¢des intermoleculares entre as cadeias poliméricas e aumentar a
flexibilidade dos filmes'''®. Sem plastificante os filmes de amido tornam-se facilmente
quebradicos. O sitio ativo nos plastificantes e nos amidos sdo as regides hidrofilicas, como os
grupos hidroxila. Portanto, glicerol, sorbitol sdo preferencialmente escolhidos na producio de

filmes de amido!'!”,
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Figura 22- Espectros de FTIR —-ATR de: A) filme de amido de milho; B) filme de
amido/sorbitol; C) filme de amido contendo 20%;, de sorbitol € 5%, de FeCl;.6H,0; D) filme
de amido contendo 20%p,, de sorbitol e 5%, de FeCl;.6H,O apés 24h de exposicdo aos

vapores de pirrol.

Nesse trabalho, o uso do sorbitol como plastificante tornou os filmes de amido mais
flexiveis e aparentemente lisos. Considerando essas afirmacdes e comparando os espectros 22B e
22A, nenhum deslocamento significativo nos modos de vibragdo do amido foi observado com a
adi¢do de sorbitol. Especificamente o pico a 1648 cm™ no espectro A correspondente i 4gua

ligada ndo sofreu nenhuma modificacao no espectro B.
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Portanto, pode-se concluir que o sorbitol agiu como plastificante, reduzindo eficientemente a
interagd@o entre as cadeias poliméricas.

Zhang and Han'"'® em estudos sobre plastificantes de amido de ervilha com varios
monossacarideos e polidis, também relataram que nenhuma modificagcdo nos espectros de FTIR
do amido de ervilha foi observada devido a presenca de sorbitol. Esses autores sugerem que o
sorbitol comporta-se como monossacarideo nos filmes de amido. Além disso, Yang e Paulson
relatam que o sorbitol é um produto de hidrogenacdo da glicose e supdem que essas moléculas
apresentam uma conformagéo do anel similar as moléculas de glicose.

Os espectros 22C e 22D (Figura 22) refere-se ao filme de amido contendo 20%,,, de
sorbitol e 5%y de FeCl3.6H,O antes e apds 24h de exposicdo aos vapores de pirrol. Em fungo
da similaridade dos dois espectros, somente o 22D foi analisado com detalhes. Segundo a

[104]

literatura" ", a presenca de FeCl;.6H,O nos filmes de amido, pode favorecer a formagdo de um

complexo de inclusdo cloreto férrico/amido que pode ser facilmente hidrolisado em um
complexo amido-Fe(O)OH. Contrariamente, este p6 ferro-carbonilico pode reagir com uma pasta
de amido a 37°C para formar o ferrato de amido. Estes compostos apresentam diferentes
estruturas e propriedades, especialmente aquelas relacionadas a capacidade de ligacdo de dgua e

%41 também relataram que as propriedades do

solubilidade em meio aquoso. Tomasik et all
complexo de amido e do complexo resultante da hidrdlise qualitativamente assemelham-se as
propriedades de complexos descritos por outros autores. No presente trabalho, a banda observada
no espectro de amido (Figura 22A) em torno de 3288 cm’ (grupos hidroxila) foi deslocada para

. . . . 1
numeros de onda menores nos espectros C e D. Além disso, as bandas localizadas em 2940cm™ e

2885cm™ (Figura 22A) também sofreram deslocamentos para nimeros de onda menores nos
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espectros C e D. Isto sugere que as mudancas na quantidade efetiva dos grupos hidroxilas
existentes no filme ndo sdo devidas ao sorbitol, mas provavelmente a presenca de um complexo
com o FeCl;.6H,0, cuja estrutura e as propriedades sdo diferentes do filme de amido original.
Essa afirmag@o baseia-se também num delocamento da banda correspondente & dgua ligada de
1648 cm™ (Figura 22A) para 1640 cm’', bem como no decréscimo de solubilidade em dgua dos
filmes de amido contendo o agente oxidante e nos resultados anteriormente mencionados de
TGA e difragéo de raios-x.

O espectro do filme de amido/sorbitol/polipirrol, oxidado com cloreto férrico
(Figura 22D) contem picos caracteristicos de polipirrol oxidado. A banda a 1545 cm’

corresponde a vibrag¢des de estiramento C-C do anel de pirrol também observada em ppi-C1!®!,

A banda a 1450 cm™ no espectro de PPi-ClI corresponde a vibracdes de estiramento C-N do anel
de pirrol[65]. Uma banda larga de 1400-1250 cm’ ¢ atribuida modos de deformacdo C-H ou C-N
(estiramento de aminas aromaticas secundarias) e tem um maximo em aproximadamente 1300

cm’! para PPi-Cl. Estas bandas também foram observadas por Omastova et al a 1308 em ' e

por Wang et al'?. Bandas na regido de 1250 a 1107 cm™ correspondem a vibragdes do anel de

pirrol.[65]. Um méximo foi observado por Omastova et al 165 em aproximadamente 1165cm™ no

PPi-Cl, correspondente no espectro 22D. De acordo com a literatura as deformacgdes C-H e N-H

em 1145 e 1002 cm™ sdo provavelmente influenciadas por vibragoes C-O de unidades
hidroxipirrol formadas por ataque nucleofilico da dgua durante a preparagﬁo[65]. Os grupos
hidroxila introduzidos no anel por esse ataque produziriam finalmente grupos carbonila por

tautomerismo ceto-enol' ). Uma banda a 1710cm™ no espectro de PPi-SOy4 correspondente a

grupos carbonila foi observado por Omastovi et al®™ No presente trabalho, uma vibragdo fraca
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[65]

a 1710 cm™ também foi observada para PPi-Cl. O pico observado por Omastova et al” ~—~ a 1094

cm™ estd presente no espectro de PPi-Cl deste trabalho a 1085 cm™. Foi sugerido pelos mesmos
autores que esse pico corresponde a deformagdo de N"H, que é formada na cadeia de polipirrol
por protonacao (Esquema 1). A banda de deformacgao C-H e N-H citada na literatura aparece no
espectro 21D a 1061 cm’ para PPi-Cl. A banda de deformacdo C-H fora do plano do anel teve

um mdximo a aproximadamente 928 cm™ para ppi-C1®>! og picos a 796cm™ e 678cm™

(observado no espectro 22D a 774 cm’ e 676 cm’) estdo referenciados na literatura como
deformacdio C-H fora do plano e como deformacio C-C fora do plano do anel,

respectivamente[65].

4.20- Ensaios mecanicos

As propriedades mecénicas dos filmes de amido de milho foram analisadas em
funcdo da adicdo do sorbitol e do polimero codutor. Os valores de médulo de elasticidade, tensdo
maxima na ruptura e alongamento estio apresentados na Tabela 6.

O valores do médulo de elasticidade e tensd@o maxima de ruptura do filme de amido
ap6s a adi¢do do sorbitol (122,6 MPa e 19,0 MPa, respectivamente) diminuiram em relag¢do ao
filme de amido puro (261,3 MPa e 29,7 MPa, respectivamente). Este comportamento foi também
observado por Laohakunjit e Noomhorm em estudos sobre o efeito de plastificantes nas
propriedades mecénicas de filmes de amido de arroz’. Sem plastificante os filmes de amido
tornam-se facilmente quebradicos. O sitio ativo nos plastificantes e nos amidos sdo as regides

hidrofilicas, como os grupos hidroxila.
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Tabela 6- Propriedades mecanicas dos filmes de amido, amido/sorbitol e

amido/sorbitol/polipirrol.

Sistemas Mobdulo de | Tensdo médxima | Alongamento | UR
Elasticidade de na Ruptura (%)
(MPa) ruptura(MPa) (%)
Amido de Milho 261,3+1,1 29, 74,9 2,210.8 43
Amido de milho/20% 122,6£10,2 19,0£6,0 4,2+0,4 43
sorbitol

Amido de milho/20% .

sorbitol/PPi 112,6£17,2 23,049,5 4,014 43

Em geral a literatura descreve que os efeitos da adicdo de sorbitol em filmes de amido se deve a
substitui¢do das ligagdes polimero-polimero por ligacdes de hidrogénio formada entre as cadeias

do polissacarideo e os grupos OH do plastificante™".

J4 os valores observados para o
alongamento na ruptura dos filmes de amido de milho ap6s a adi¢do de sorbitol aumentaram em
relacdo a do filme de amido puro. Esse aumento pode ser atribuido a natureza hidrofilica da
molécula de sorbitol responsdvel pela formacdo de novas interagdes plastificante-dgua, que
provavelmente sdo formadas por ligacdes de hidrogénio.

Geralmente, como o filme perde a estrutura rigida, diminui o médulo de elasticidade
e aumenta o alongamento na ruptura. Um alongamento maior na ruptura indica que o filme se
tornou mais flexivel quando sujeito a tensdo ou forca mecanical™.
Quanto as propriedades mecanicas avaliadas (médulo de elasticidade, tensdo maxima

e alongamento na ruptura) para o filme de amido/sorbitol/PPi em relagdo ao filme de amido

puro, um comportamento similar ao filme de amido e sorbitol foi observado, sugerindo que o
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principal responsdvel pela melhor flexibilidade do filme € o sorbitol, uma vez que nenhuma
variagdo significativa (levando-se em conta o desvio padrido das amostras) foi observada apés a

adi¢do do polimero condutor.

4.21- Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Buscando alguma modificagdo na morfologia dos filmes como indicio de possivel
interagdo entre os polimeros envolvidos no sistema, filme de amido de milho, amido/sorbitol,
amido/sorbitol/FeCl;.6H,O e filme de amido/sorbitol/PPi, foram avaliados por microscopia
eletronica de varredura da superficie e se¢@o transversal.

As micrografias das superficies e fraturas dos filmes de amido de milho, amido/sorbitol,
amido/sorbitol/FeCl;.6H,0 e do filme de amido/sorbitol/PPi estao representadas nas Figuras 23 e
24, respectivamente. Como observado na Figura 23A, o filme de amido puro apresenta uma
superficie rugosa, caracteristica essa niao observada na fratura (Figura 24A). As micrografias
revelam uma se¢do transversal do filme de amido puro bastante lisa e compacta. O filme na
presenca de 20% de sorbitol ndo apresentou separagdo de fases como pode ser observado na
secdo transversal (Figura 24B). A rugosidade observada na superficie do filme de amido puro,
neste caso é menos evidente (Figura 23B). A medida que foi adicionado o cloreto férrico (Figura
23C) a superficie do filme tornou-se evidentemente mais lisa comparada ao filme de amido puro,
mostrando uma forte interacdo, provavelmente devida a formacdo de um complexo entre o

) oo [105
amido e o cloreto férrico'®!

. Além disso, na andlise da secdo transversal do filme de
amido/sorbitol/FeCl;.6H,O um aspecto compacto um pouco menos liso foi observado (Figura

24C). A Figura 23D referente a superficie do filme de amido/sorbitol/polipirrol aparentemente
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Figura 23- Micrografias eletronica de varredura (superficie): A) filme de amido de milho; B)
filme de amido contendo 20%;,, de sorbitol; C) filme de amido contendo 20%,,, de sorbitol e
5%y de FeCls;.6H,0; D) filme de amido contendo 20%,, de sorbitol e 5%,y de FeCl;.6H,O

ap6s 24h de exposicdo aos vapores de pirrol.

ndo  apresentou mudancas  significativas em relacdio a  condi¢do  anterior
(amido/sorbitol/FeCl;.6H,0).

Entretanto, com relacdo a secdo transversal uma leve rugosidade foi observada (Figura
24D), indicando algum tipo de interacdo do filme de amido/sorbitol/FeCl;.6H,O apds a

polimerizagdo do polipirrol.
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Figura 24- Micrografias eletrdonica de varredura (se¢do transversal): A) filme de amido de
milho; B) filme de amido contendo 20%.,, de sorbitol; C) filme de amido contendo 20%,,, de
sorbitol e 5%, de FeCl;.6H,0O; D) filme de amido contendo 20%,,, de sorbitol e 5%.,,, de
FeCls.6H,0 ap6s 24h de exposi¢cdo aos vapores de pirrol.

CONCLUSOES

O equilibrio de sorcdo de pirrol alcancado apds aproximadamente 60h de exposi¢do
aos vapores foi de 6,6%m/m , 10,5% mm, € 10,6% nym para filmes contendo 1% wm , S% mm € 10%
wm de FeCl;.6H,O, respectivamente.

A reacdo de formacao de polipirrol atingiu seu equilibrio ap6s 10h de exposicao aos

vapores de pirrol, para todas composicoes testadas. Considerando que o mondmero foi usado em
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excesso na reagdo de polimerizacdo e que a presenca de FeCl;.6H,O que nio reagiu poderia
diminuir a estabilidade do filme de amido, os resultados sugerem que 5% .,y de agente oxidante
sdo suficientes para promover a polimerizacdo de pirrol sobre filmes a base de amido.

Os valores de condutividade sugerem que a concentracdao de FeCl;.6H,O (5% ) ©
10h de exposicdo aos vapores do mondmero sdo suficientes para sintetizar o polipirrol sobre os
filmes de amido, obtendo-se assim um rendimento de polimerizacdo e condutividade elétrica
adequados. Portanto, para permitir uma completa reacdo de polimerizacdo os filmes de
amido/sorbitol/PPi foram preparados com 5%, de agente oxidante e expostos por 24h aos
vapores de pirrol.

Na forma nativa o amido de milho apresentou picos de difracdo tipico de amido de
cereais (tipo-A). Uma nova estrutura diferente do amido em seu estado nativo foi observada por
difracdo de raios-x ap6s a adi¢do de sorbitol e FeCl;.6H,0, sugerindo a formacdo de um
complexo entre o cloreto férrico e amido. A presenca de polipirrol nao influenciou o
comportamento dos filmes de amido por possuir um cardter amorfo.

A presenga de sorbitol e FeCl;.6H,O diminuiu a estabilidade térmica do filme de
amido.

Algumas diferencas nos espectros de FTIR dos filmes de amido de milho/sorbitol/
FeCl;.6H,0, bem como dos filmes de amido/sorbitol/ FeCls.6H,O apds 24h de exposicdo aos
vapores de pirrol em relacao ao filme de amido foram observadas: (i) deslocamento das banda a
3288 cm™, 2940 cm™ 2885 cm™ para ndmeros de onda menores, 0s quais sugerem uma mudanga
nos niveis de ligagdo de hidrogénio devido possivelmente a formagdo do complexo entre o
amido e o cloreto férrico; (ii) um deslocamento da banda de absorcdo a 1648cm’™ para valores
menores provavelmente devido a fortes ligacdes de hidrogénio; (iii) A presenga dos modos de
vibracdo do polipirrol no filme de amido apds a exposicio aos vapores de pirrol, indicando que a

metodologia de sintese foi adequada para esse sistema .
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Uma diminui¢do nos valores de modulo de elasticidade e tensdo méaxima de ruptura,
bem como um aumento no alongamento na ruptura dos filmes de amido/sorbitol e
amido/sorbitol/polipirrol, evidenciou que o plastificante exerceu suas fungdes bdsicas que sdo:
atrair as moléculas de 4gua, reduzir interagdes intermoleculares entre as cadeias poliméricas e
aumentar a flexibilidade dos filmes.

As micrografias da superficie dos filmes de amido, amido/sorbitol, amido/sorbitol/
FeCl5.6H,O e amido/sorbitol/polipirrol apresentaram uma perda de rugosidade tornando a
superficie dos filmes mais lisa a medida que os outros componentes foram adicionados a matriz
de amido. Entretanto, ao contrdrio do observado nas micrografias da superficie, na secdo
transversal houve um aumento na rugosidade com a adi¢do dos outros componentes na matriz de
amido.

Finalmente, a metodologia de preparagdo quimica de filmes condutores a base de
amido descrita nesse capitulo é apresentada como uma alternativa de baixo custo para modificar

e melhorar propriedades térmicas, mecanicas e de condutividade dos filmes de amido.
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CAPITULO 5

S. ESTUDO DA VIABILIDADE DE UM NOVO BIOMATERIAL A BASE DE AMIDO
DE MILHO, SORBITOL E POLIPIRROL PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Um biomaterial ideal para implante deve reunir caracteristicas bioldgicas e mecanicas
compativeis com o tecido vivo. Além disso, o implante ideal para aplicacdes temporarias deve
também possuir uma cinética de degradacdo in vivo adequada, que evite a necessidade de uma
cirurgia para remog¢do, bem como comportamento biocompativel. A escolha do amido de milho,
um polimero natural, como matriz para o estudo proposto foi em fun¢do da sua
biodegradabilidade e baixo custo de obtengdo.

No capitulo 4 foi avaliada a melhor condi¢gdo do sistema para modificacdo da
superficie do amido de milho propriamente dita e sua caracterizacao por diversas técnicas. Nesse
capitulo serdo abordadas vdrias técnicas de caracterizagdo para esses filmes a base de amido,
referentes ao seu comportamento frente a varias situagdes e aspectos bioldgicos. Os proximos
experimentos tém como finalidade determinar a viabilidade desse material para utilizacdo para

fins biomédicos.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1- Preparacao de filmes poliméricos a base de amido de milho sorbitol e polipirrol

Com base nos resultados discutidos no capitulo 4 as concentragdes de plastificante e

agente oxidante adequados para modificagdo da superficie dos filmes de amido de milho para
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aplicagdo como biomaterial foram: 20%,,, de sorbitol e 5%y, de FeCl;.6H,0, respectivamente.
Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia descrita nos itens 3.1 (capitulo 3) e 4.1

(capitulo 4) e expostos aos vapores de pirrol por 24h.

5.2- Ensaios mecanicos

Os ensaios de tensdo maxima de ruptura, alongamento na ruptura e médulo de
elasticidade foram realizados de acordo com a metodologia descrita no item 3.7 do capitulo 3 em
amostras de filmes de amido contendo 20%.,,, de sorbitol, bem como em filmes de amido
contendo 20%p,y de sorbitol e 5%, de FeCl;.6H,O apds 24h de exposi¢do aos vapores de
pirrol. Antes da andlise, as amostras foram mantidas em dessecador com umidade relativa

controlada de 43 % e 75% (cloreto de sédio) e temperatura de 23°C por 20 dias.

5.3- Grau de intumescimento

Na determinacdo do grau de intumescimento (Q) de amostras de filmes de amido
contendo sorbitol e FeCl;.6H,O, bem como de filmes de amido contendo sorbitol e FeCl;.6H,O
apo6s 24h de exposi¢do aos vapores de pirrol foi utilizada a metodologia descrita no item 3.6 do

capitulo 3.

5.4- Degradacao in vitro em diferentes pH

A degradagdo frente a diferentes pH foi avaliada com objetivo de prever o
comportamento dos filmes em diferentes situagdes fisiologicas. Filmes de amido contendo
sorbitol e FeCl;.6H,O apds 24h de exposi¢cdo aos vapores de pirrol foram mantidos em tubos

com solugdes de diferentes pH 3,0, 5,6 e 7,4 (tampdo fosfato) sob agitacio em banho
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termostatizado (Yamato,Water Bath Incubator BT25) a 37°C durante 1, 5, 7, 14, 28 e 42 dias. As
amostras foram previamente secas em estufa (DELEO) a 40°C por 48h, pesadas e imersas nos
tubos contendo 10mL de cada solug@o. Ao final de cada tempo pré-determinado as amostras (em
triplicata) foram retiradas dos tubos e novamente secas em estufa até peso constante. A
percentagem de perda de massa foi calculada de acordo com a equacgdo 3. A taxa de degradagdo
foi determinada pela relagdo entre a perda de massa e o tempo de imersdo!''*. Na equacdo 3 Mo

representa massa inicial antes da imersao nas solucdes e My a massa final de amostra degradada.

—(MO_MT)XIO

0

AM (%)= 0

3)

5.5- Teste de bioatividade in vitro

Amostras de filmes de amido contendo sorbitol e polipirrol foram imersas em 50mL
solucdo simuladora de plasma (SBF pH= 7.4) U9 mantidas em banho termostatizado
(Yamato,Water Bath Incubator BT25) a 37°C sob agitagdo constante por 1, 3, 7 dias. Apds o
periodo de agitacdo as amostras foram cuidadosamente lavadas em 4gua destilada e secas a 23°C
A superficie dos filmes foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (como descrito
no item 4.7 capitulo 4) com intuito de observar possiveis modificacdes na morfologia dos filmes
com a formacdo de uma camada bioativa de Ca-P preciptada sobre o filme. Essa camada bioativa
foi analisada por meio de espectrometria de energia dispersiva (EDX, EDAX) acoplada ao

microscépio eletronico de varredura'™’,

5.6- Degradacao in vitro frente a ataque enzimatico

O estudo da agdo de uma enzima frente aos sistemas é extremamente importante para
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aplicacdo de biomateriais na area médica. As principais enzimas envolvidas na hidrélise do
amido sdo: o- amilase, B- amilase, glicoamilase, a-glicosidase, entre outras. A glicoamilase
libera a a-D-glicose do final da cadeia do amido ndo redutora e estd presente no intestino
humano. A o- amilase é uma enzima endo-especifica presente ndo somente na saliva mas
também no sangue que catalisa a hidrélise das ligacdes a- 1,4 glicosidicas do amido, reduzindo o
tamanho da molécula. A enzima escolhida para este experimento foi a o- amilase, a qual se

(1201 Filmes

encontra diretamente envolvida na degradacdo de biomateriais a base de amido
poliméricos de massa conhecida foram colocados em frascos em solucdo tampao fosfato (PBS,
pH= 7.,4) contendo diferentes concentragdes de enzima (o- amilase, Bacteriana TERMOMYL
120L, Novozyme) em banho termostatizado (Yamato,Water Bath Incubator BT25) a 37°C sob
agitacdo constante por seis semanas. A concentracdo de enzimas utilizada foi de 0,6 e 2,4
mg/mL. Azida de sédio (NaN; Riedel) foi adicionada & solugdo tampéo a fim de prevenir o
crescimento microbiano. Apds esse periodo de tempo os materiais foram retirados da solugdo e
lavados com 4gua deionizada para retirada da enzima. A extensdo da degradacdo enzimatica foi
avaliada através de andlise da morfologia da superficie dos filmes de amido contendo sorbitol e
polipirrol por microscopia eletronica de varredura (item 4.7 capitulo 4), bem como pela
quantificagdo do grau de hidrdlise das ligacdes glicosidicas do amido através da concentragdo de
actucares redutores em solugﬁo[lzol. A atividade da enzima e a concentracdo de agtcares redutores
liberados na solucdo foi determinada através do método (DNS — 4cido 3,5-dinitrosalicilico) 121
O método baseia-se na reducdo em meio alcalino do 4cido 3,5-dinitrosalicilico em 4cido 3-
amino-5-nitrosalicilico por ag¢do dos agucares redutores, originando um complexo de cor
acastanhada que por sua vez é dosado espectrofotometricamente a 540nm. Para essa
determinacgéo foi utilizada uma curva de calibracio com um padrdo monossacarideo (glicose),

obtida através de leitura de absorbincia a 540nm em espectrémetro UV/Vis (Perkin Elmer,

Lambda 11/BIO). Esse método baseia-se na capacidade que os acticares redutores possuem de
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reduzir metais e 4tomos em determinadas moléculas em meio alcalino.

Nesse estudo foi avaliado o efeito da concentracdo de a-amilase na degradacdo dos filmes
de amido/sorbitol/polipirrol a fim de determinar o perfil de degradacdo frente ao ataque
enzimdtico para possiveis aplicagdes na drea biomédica. A atividade de cada concentracdo de
enzima foi determinada pela incubag@o da prépria enzima diluida com uma solucio de amido de
milho (1%, ) em PBS (pH=7,4) a 37°C por 10min. Uma unidade de enzima (U) foi definida
como a quantidade de enzima capaz de catalisar a hidrélise de ligacdes a-1,4- glicosidicas no

amido com liberagdo de 1umol de agtcares redutores, medidas como glicose, por minuto.

5.7- Analise de adesao celular

Para esse ensaio foi previamente preparado um cultivo de células. O método consistiu na
determinagdo da quantidade de células que aderiram ao filme ap6s um periodo de incubagdo
definido. A adesdo celular ao filme foi conduzida através da metodologia descrita abaixo e
posteriormente avaliado por microscopia 6ptica de reflexdo (Microscopio Optico, Leica-
DM4000M) com um aumento de 500x.

No ensaio de adesdo celular foi empregada uma linhagem células de miusculo liso de
aorta (células A7r5 - de aderéncia) plaqueadas na concentracdo de 100.000 células/pogco em
placas de 24 pocos. Foram formados trés grupos: pocos que receberam laminulas circulares com
adi¢do de células, com o filme sem adi¢@o de células e com filme com adicdo de células. A placa
foi encubada em uma estufa com 5% CO, (Ultrasafe UV HF 212), elevada umidade e a uma
temperatura de 37°C. Apds quatro horas de incubacdo (tempo necessario para adesdo celular), as
laminulas e os filmes foram retirados dos pocos e lavados em solucdo tampao (PBS, pH= 7,4) a
37°C para a retirada das células ndo aderentes. Posteriormente incubaram-se as laminulas e os

fragmentos dos filmes em paraformaldeido 4% (Riedel), durante 30 minutos, para fixacdo
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celular. Em seguida, retirou-se o fixador e os filmes e laminulas foram novamente lavados em
solug@o tampao. Os filmes incubados com e sem células foram avaliados por comparacdo das
superficies, tendo como base as células fixadas na laminula, na tentativa de observar a de adesao

celular.

5.8- Analise de citotoxicidade

A toxicidade de um biomaterial definida como a capacidade de liberar substancias que
possam causar danos ou morte celular, direta ou indiretamente, através da inibicdo de vias
metabdlicas foi conduzida de acordo com a metodologia a seguir.

Para esse ensaio um cultivo de células linhagem celular de miisculo liso de aorta (A7r5)
foi previamente preparado. Essas foram plaqueadas na concentragdo de 50.000 células/poco nas
placas de 24 pocos. Apds duas horas do plaqueamento (tempo necessario para adesdo das células
na base da placa), foi adicionado um fragmento do filme de amido/sorbitol/polipirrol com &rea
de 0,25cm’ por poco. Cada pogo contendo um fragmento do filme foi acompanhado de um
controle sem a presenga do mesmo. A placa foi colocada em uma estufa (Ultrasafe UV HF 212)
com 5% CO,, umidade elevada e a uma temperatura de 37°C por vinte e quatro horas. Apos este
periodo retirou-se a placa da estufa e cuidadosamente retiraram-se os fragmentos dos filmes e o
meio de cultura. Os pogos contendo as células foram lavados duas vezes em solucdo tampao
(PBS, pH=7,4) a 37°C, para remocdo total do meio de cultura. Procedeu-se entdo, a adi¢do de
200 pL de tripsina 0,25% e EDTA 0,03%, como meio para descolamento das células do fundo
das placas, para verificagdo das células que ficaram em suspensdo. Além disso, 50 uLL de meio de
cultura foram adicionados para inibicdo da acdo da tripsina, e ainda para evitar a lise das células.
Finalmente, realizou-se a contagem do nimero de células por pogo com auxilio de uma camara

de Neubauer (Boeco, Germany). Os resultados finais foram comparados com o niimero inicial de
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células plaqueadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.9- Ensaios mecanicos

As propriedades mecanicas dos filmes de amido contendo 20%p,, de sorbitol e
20%y de sorbitol e 5%y, de FeCl;.6H,O apds a exposi¢do aos vapores de pirrol foram
comparadas em diferentes umidades relativas. Os filmes foram expostos a diferentes umidades
relativas (43% UR e 75% UR) por 20 dias antes da realizacdo dos ensaios mecanicos. Os valores
do médulo de elasticidade, tensdo médxima e alongamento na ruptura, apresentados na Tabela 7
mostraram uma variacdo entre os filmes de amido contendo 20%.,, de sorbitol e 20%y,, de
sorbitol e 5%y, de FeCl;.6H,O apds a exposi¢do aos vapores de pirrol devido a diferenga de
umidade relativa. Os valores do médulo de elasticidade e tensdo maxima de ruptura do filme de
amido contendo 20%p. de sorbitol e 75% de umidade relativa (14,3MPa e 3,7MPa,
respectivamente) diminuiram em relagdo ao filme de amido contendo 20%.,,, de sorbitol e 43%
de umidade relativa (122,6MPa e 19,0MPa, respectivamente). O aumento de umidade relativa
provoca também um efeito plastificante e por isso o esperado para os filmes ¢ uma diminuicao
do mdédulo de elasticidade e tensdo de resisténcia maxima. Os filmes de amido/sorbitol/polipirrol
acompanharam a tendéncia observada nos filmes de amido e sorbitol para diferentes umidades
relativas.

Os valores do mddulo de elasticidade e da tensdo méaxima de ruptura foram 7,5MPa e
1,7MPa para 75% de umidade relativa e 112, 6MPa 23,0MPa para 43% de umidade relativa,
respectivamente. A diferenca dos valores do médulo de elasticidade e da tensdo maxima de
ruptura dos filmes de amido/sorbitol para valores menores, no caso da umidade relativa de 75%,

observado nos filmes de amido/sorbitol/polipirrol pode estar relacionada ao carater higroscopico
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Tabela 7- Propriedades mecanicas dos filmes de amido/sorbitol e amido/sorbitol/polipirrol em

diferentes umidades relativas.

Condig¢oes dos Filmes de Modulo de | Tensdo maxima | Alongamento | UR
Amido de Milho Elasticidade de na Ruptura (%)

(MPa) ruptura(MPa) (%)
122,6£10,2 19,0+6,0 4,2+0,4 43

Amido de milho/20% v
sorbitol 14,3+0,2 3,7+0,6 18,1+2,7 75
Amido de milho/20%,,, 112,6£17,2 23,049,5 4,0+1,4 43
sorbitol/PPi

7,5+0,3 1,7+1,5 14,1+0,4 75

do polipirrol, mostrando nesse caso uma diferenca quando comparado aos valores observados em
43% de umidade relativa. Como esperado, a percentagem de alongamento na ruptura dos filmes
de amido/sorbitol e amido/sorbitol/polipirrol aumentou significativamente com o aumento da
umidade relativa. Esse aumento pode ser atribuido a natureza hidrofilica da molécula de sorbitol
responsavel pela formacio de interagdes plastificante-dgua via ligacdes de hidrogénio, e ainda a
exposicao ao aumento de umidade relativa de 43% para 75%. Esses resultados estdo de acordo

com os encontrados por Kristo e Biliaderis''**'**!,

5.10- Grau de intumescimento

Avaliar o grau de intumescimento em sistemas poliméricos que possam ser
empregados na producdo de biomateriais para implantes € importante, uma vez que a capacidade
de reter dgua, bem como o comportamento de dissolucio do material pode influenciar

pardmetros como propriedades mecanicas, entre outros.
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Com o objetivo de observar o efeito do filme de amido contendo 20%;, de sorbitol e
5% de FeCl;.6H,O antes e apds a exposicdo aos vapores de pirrol sobre sua dissolucdo em
meio aquoso, a perda de massa foi monitorada gravimetricamente em fun¢do do tempo (Figura
25) até 24h de evaporacdo a 20°C. Apds esse periodo, a taxa de evaporacdo diminuiu
abruptamente e nenhuma perda significativa foi observada.

Os filmes de amido contendo 20%,, de sorbitol e 5%y, de FeCl;.6H,O antes e apds
a exposi¢do aos vapores de pirrol permaneceram aparentemente insoliveis por até 72h de
imersdo e apresentaram um grau de intumescimento de 2,9 e 3,2 respectivamente. Esses valores
sugerem que os filmes de amido antes e ap6s a exposicao aos vapores de pirrol adiquiriram uma
maior resisténcia a dissolucdo, fato este comprovado também pelas curvas de TG e pelos
espectros do FTIR, provavelmente devido a formagdo de um complexo entre o amido e o cloreto

férrico.
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Figura 25- Perda de massa vs tempo de evaporagdo dos filmes de amido contendo 20%y,, de
sorbitol e 5%,y de FeCl;.6H,0 e dos flmes contendo 20%,, de sorbitol, 5%, de FeCl;.6H,O

apo6s 24h de exposi¢do aos vapores de pirrol.

5.11- Degradacao in vitro em diferentes pH

O processo de degradagdo em diferentes pH tem grande importancia na avaliacdo de
um biomaterial. Por exemplo, quando um biomaterial é implantado, mais especificamente no
momento que ocorre a fratura, uma série de reacOes acontece e deste momento até a
consolidagd@o total do osso ocorrem vdrias alteracdes no pH do meio, as quais influenciam no

tempo de degradacdo do material implantado e, portanto estdo diretamente relacionado com a
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regeneragdo do tecido Gsseo.

A taxa de degradagdo dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol em solucdes de pH=
3,0, pH= 5,6 e pH= 7.4 foi calculada pela relacdo entre a perda de massa e o tempo de imersdo
que variou de 0-42 dias'''®!.

A Figura 26 apresenta o comportamento de degradacdo do filme de

amido/sorbitol/polipirrol nas condi¢des estudadas. A percentagem de perda de massa aumenta

com o tempo de imersdo das amostras. Para uma andlise mais adequada da tendéncia de perda de
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Figura 26- Perda de massa vs tempo de degradacdo dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol.

massa foram obtidas as curvas sélidas através de um decréscimo exponencial de terceira ordem.
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Apds 42 dias de imersdo, a maior taxa de degradacdo (reducdo de 60% de massa) foi observada
para a solugdo a pH= 5,6. Em pH= 3,0, para o mesmo periodo, a reducido de massa foi de 50%.
Um valor similar foi observado para a solucdo a pH= 7.4 (pH neutro), sugerindo que a

degradacdo do filme amido/sorbitol/polipirrol € praticamente independente do pH do meio.

5.12- Teste de bioatividade in vitro

A necessidade de avaliar a bioatividade de um material para aplicacdo em seres vivos
passa necessariamente pela sua capacidade de interacio com o tecido Osseo. Esse
comportamento pode ser observado através de uma andlise da superficie do biomaterial. A
presenca de uma camada de Ca-P sobre a superficie do material a ser implantado caracteriza a
bioatividade e, portanto a possibilidade de aplicacdo in vivo.

A Figura 27 apresenta as micrografias das superficies dos filmes de
amido/sorbitol/polipirrol. Como esperado para uma material bioativo foi observada a formacéo
de uma camada de Ca-P sobre a superficie do filme de amido/sorbitol/polipirrol. A partir do
primeiro dia de imersdo (Figura 27B) pode-se observar a formacdo de um precipitado na
superficie do filme, o qual ndo foi observado no filme controle (Figura 27A). Esse mesmo
precipitado, também foi observado na superficie dos filmes apds o terceiro e sétimo dia de
imersao (Figuras 27C e D). Uma morfologia do tipo “couve-flor”, caracteristica da formacdo de
cristais de Ca-P, pode ser claramente observada nas micrografias (Figuras 27B, C e D). A
presenca de Ca-P foi comprovada através de espectroscopia de energia dispersiva como
mostrado nas Figuras 28, 29 e 30, referentes ao primeiro, terceiro e sétimo dia de imersdo em

SBF, respectivamente. Um comportamento bioativo nesse caso pode ser atribuido ao carater
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Figura 27- Micrografias eletronicas de varredura dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol: A)
Filme controle (antes da imersdio em SBF); B) 1 dia apdés imersdao em SBF; C) 3 dias apds

imersdao em SBF; D) 7 dias apds imersao em SBF com aumento de 1000x.

hidrofilico do filme de amido, o qual permite o acesso das particulas exatamente abaixo da

- . . PR ~ 23
camada superficial criando nicleos favordveis a formagdo da camada de Ca-P#,
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Label A:
ClKa
OKa
MNaKa
C Ka
P Ka

1.8 2 _883_880 4 _ BB 5 _ B0 6_.68 7_98 8_088 2. 88

Figura 28- Espectro de espectroscopia de energia dispersiva dos filmes

amido/sorbitol/polipirrol apds 1 dia imersdo em SBF.

Label A:
0O Ka ClKa
C Ka
MNaKa
P Ka CaKa
|

1.8 2_883_.886 4 _AB5._080 6.680 7_888_688 288

Figura 29- Espectro de espectroscopia de energia dispersiva dos filmes

amido/sorbitol/polipirrol apés 3 dias imersdo em SBF.
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Label A:
0Ka ClKa
C HKa
NakKa
P Ka CaKa
w

1.8 2_803 .68 4 _ 0885 688 6.88 7 _6888_488 9._88

Figura 30- Espectro de espectroscopia de energia dispersiva dos filmes de

amido/sorbitol/polipirrol apds 7 dias imersdo em SBF.

5.13- Degradacao in vitro frente a ataque enzimatico

A habilidade de um material ser reabsorvido com o tempo é uma propriedade importante
em muitas aplicacdes biomédicas. Esse aspecto pode ser necessario para executar determinadas
fungdes bioldgicas, como por exemplo, quando o biomaterial é usado como suporte de
crescimento celular. A medida que o material vai sendo reabsorvido ocorre uma completa
reposi¢do de matriz e regeneracdo do tecido normal. Essa caracteristica tem como finalidade
evitar complicacdes que podem estar associadas a presenca de um material estranho por um
longo periodo de tempo (como no caso de implantes permanentes).

Nesse sentido, um fator importante a ser observado no processo de degradacdo de um

biomaterial é seu comportamento frente ao ataque enzimaético, principalmente quando se refere a
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um material a base de biopolimeros. As principais enzimas envolvidas na hidrélise do amido sdo:
o- amilase, - amilase, glicoamilase, a-glicosidase, entre outras.
Na tabela 8 constam as condi¢des do teste de degradacdo enzimadtica utilizadas neste

estudo.

Tabela 8- Descricao do teste de degradacao enzimatica

Condigéo Descri¢édo Atividade enzimdtica
(U/mL)
PBS Controle 0
o-amilase 0,6 mg/mL 45
o-amilase 2,4 mg/mL 72

A Figura 31 apresenta a curva de calibracdo contruida a partir das leituras de absorbéancia
em funcdo da concentragdo de glicose.

Através desse método a quantidade de acucares redutores, presente na solucio
contendo os filmes de amido/sorbitol/polipirrol foi determinada. Apds seis semanas imersdo nao
foi detectada nenhuma quantidade de agicares redutores na solucdo de degradacdao do controle
(filme com PBS). Entretanto, na solucdo de degradacdo dos filmes contendo duas concentragcdes
diferentes de a-amilase utilizadas, foi observado um aumento significativo de actcares redutores
(Figura 32), comprovando a hidrdlise enzimdtica dos filmes. Os resultados mostram também que
a degradagdo enzimadtica é dependente da concentragdo da enzima.

A andlise da solucgdo ap6s a degradacdo, por meio de determinagdo de agucares redutores

liberados na solugdo fornece uma informacao adicional sobre o modo de a¢do das enzimas em
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Figura 31- Curva de calibracio para glicose na presenca de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico), a

25°C (R*=0,9934).

diferentes substratos.

A degradacdo frente ao ataque enzimdtico sobre os filmes de amido/sorbitol/polipirrol
também foi analisada por microscopia eletronica de varredura. As micrografias estdo
apresentadas na Figura 33.

A micrografia da superficie do filme de amido/sorbitol/polipirrol ndo exposta a ataque
enzimdtico estd representada na Figura 33A como referéncia de amostra ndo degradada. Durante

o experimento de degradacdo enzimdtica um filme controle foi preparado e somente imerso em
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Figura 32- Concentracdo de agucares redutores liberados na solucdo apds seis semanas de

incubacdo dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol em diferentes solucdes de enzima a 37°C.

PBS (Figura 33B). E possivel observar na morfologia dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol
ap6és 6 semanas de degradacdo enzimdtica, quando incubadas com o-amilase, uma superficie
mais dspera (Figura 33C), provavelmente devida a cisdo de cadeias como resultado da
degradacdo. As micrografias da superficie também apresentam fraturas, as quais aparecem tanto
nos filmes imersos somente em PBS (Figura 33B, controle) quanto nos filmes imersos na
concentracio menor de enzima, podendo ndo somente estar relacionadas com a degradacdo

enzimadtica, mas também a degradacdo em pH= 7,4 discutida no item 5.11.
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Figura 33- Micrografias eletronicas de varredura da superficie dos filmes de
amido/sorbitol/polipirrol apds seis semanas de incubacdo em diferentes solu¢des de enzima a

37°C: A) sem tratamento; B) PBS; C) a-amilase (0,6mg/mL); D) a-amilase (2,4mg/mL).

Entretanto, a Figura 33D apresenta uma morfologia diferente das Figuras 33B e C com
depressdes bem definidas de véarios tamanhos, que possivelmente foram formados pelo efeito da
degradacdo enzimética do material pela maior concentracdo de enzima. Esse resultados estdo de
acordo com os citados por Azevedo et al em estudos de degradacdo enzimatica in vitro de alguns
materiais a base de amido!*”. Uma andlise das micrografias da superficie desses filmes mostra
que apOs 6 semanas o material j4 comeca a perder parte de sua integridade devido ao efeito da

degradacio enzimatica.
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5.14- Analise de adesao celular

Um resultado positivo no ensaio de adesdo celular é determinante para aplicacdo de
um biomaterial in vivo. A interacdo entre o material e a célula pode ser convenientemente
caracterizada por algumas evidéncias como fixacdo e distribuicdo da célula no substrato.
Geralmente as células se fixam ao substrato apds 4h de incubacdo. Entretanto, o tempo de

124
124 para esse

fixacdo depende tanto das caracteristicas do substrato quanto do tipo de células
experimento foi previamente preparado um cultivo de céluas A7r5 — células de aderéncia -
(linhagem celular de misculo liso de aorta). O método consistiu na determinacdo da quantidade
de células que aderiram ao filme ap6s um periodo de incubagio definido. A avaliagdo foi apenas
qualitativa baseada na observacdo da superficie dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol através de
um microscopio de reflexdo.

A Figura 34 apresenta as micrografias obtidas em ensaios preliminares de adesdo
celular. A micrografia apresentada na Figura 34A representa o controle utilizado como referéncia
das células utilizadas nesse experimento. Na superficie dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol
analisadas por microscopia Optica, foi possivel observar uma discreta diferenca entre a
membrana que foi incubada na presenca de células (Figura 34C) em comparagido com a incubada
na auséncia de células (Figura 34B). A morfologia observada na (Figura 34C) destacada revela
um comportamento tipico da célula quando aderida ao substrato, caracterizada pela presenca de
nucleo e citoplasma, que por sua vez infere ao material uma capacidade de aderéncia celular.
Ainda na Figura 34C € possivel observar a presencga de células de formato arredondado aderidas
ao filme, estas células ndo estdo bem definidas quanto a nucleo e citoplasma, essa modificagdo
estrutural provavelmente devida a acdo do fixador (paraformaldeido) durante a fixacdo das

células. Entretanto, o alto grau de intumescimento caracteristico dos filmes de

amido/sorbitol/polipirrol, sua coloragio escura e opacidade, bem como o alto indice de
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Figura 34- Micrografias da superficie dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol apds ensaio de

adesdo celular: A) células fixadas na laminula com paraformaldeido 4%; B) fragmento de filme
incubado sem célula; C) fragmento de filme incubado com célula fixada com paraformaldeido

4%. Com aumento de 500x.

porosidade, acabam dificultando a visualizacdo das células aderidas, as quais podem
possivelmente ter migrado para o interior dos poros. Ensaios mais elaborados e com outras

técnicas sdo necessdrios para melhor visualizacdo das células aderidas.
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5.15- Analise de citotoxicidade

A toxicidade de um biomaterial pode ser definida como a capacidade de liberar
substincias que possam causar danos ou morte celular, direta ou indiretamente, através da
inibicdo de vias metabdlicas. Avaliar a citotoxicidade de um material a ser implantado, sem
ddvida € um dos primeiros passos para uma provavel aplicacio in vivo.

As células A7rS foram plaqueadas na concentragdo de 50.000 células/pogo nas placas
de 24 pocos. Ap6s duas horas do plaqueamento (tempo necessario para adesdo das células na
base da placa), foi adicionado um fragmento da membrana. Cada poco contendo um fragmento
da membrana foi acompanhado por um controle sem a presenga do mesmo de acordo com a
Tabela 9, na qual constam os resultados referentes a andlise de citotoxicidade dos filmes de

amido/sorbitol/PPi.

Tabela 9- Nimero de células por poco apds 24 hs do plaqueamento.

Pocos sem filme de Pocos com filme de
amido/sorbitol/PPi amido/sorbitol/PPi
(unidade) (unidade)

1) 85.000 50.000

2) 82.500 42.500

3) 80.000 45.000

4) 75.000 57.500

5) 77.500 55.000

6) 75.000 42.500

Médiatdesvio padrao 79.16714.082 48.75016.470

Os resultados sugerem que os filmes de amido/sorbitol/PPi estariam inibindo a

proliferacdo celular. Entretanto, existe a possibilidade de uma alta afinidade dos filmes de
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amido/sorbitol/PPi pelas células como sugerido no ensaio de adesdo celular, ocasionando uma
migracdo dessas para o interior dos poros dos filmes e conseqiientemente uma diminui¢do do
numero de células contadas na superficie. Essa hipdtese € bem provdvel, visto que as andlises de
microscopia eletrdnica de varredura dos filmes apresentaram uma se¢do transversal
aparentemente rugosa, a qual poderia favorecer essa migragdo. Além disso, a membrana ndo
parece estar causando nenhuma citotoxicidade, uma vez que o niimero de células originalmente
plaqueado (50.000 células/pogo) € recuperado quase na sua totalidade nos pocos contendo as

membranas.

CONCLUSOES

Os valores do mddulo de elasticidade e tensdo médxima de ruptura do filme de amido
contendo 20%q,, de sorbitol e 75% de umidade relativa diminuiram em relacdo ao filme de
amido contendo 20%;y,y de sorbitol e 43% de umidade relativa. A diferenca dos valores do
moédulo de elasticidade e da tensdo maxima de ruptura dos filmes de amido/sorbitol para valores
menores, no caso da umidade relativa de 75%, observado nos filmes de amido/sorbitol/polipirrol
pode estar relacionada ao carater higroscépico do polipirrol, mostrando nesse caso uma diferenga
significativa que ndo foi observada em 43% de umidade relativa. A percentagem de alongamento
na ruptura dos filmes de amido/sorbitol e amido/sorbitol/polipirrol aumentou significativamente
com o aumento da umidade relativa como esperado.

Os filmes de amido (20%;y,y de sorbitol e 5%,y de FeCls.6H,0) antes e apds a a
exposicao aos vapores de pirrol permaneceram aparentemente insoliveis por até 72h de imersao
e apresentaram um grau de intumescimento de 2,89 e 3,15 respectivamente. Esses valores
sugerem que os filmes de amido antes e apds a exposicdo aos vapores de pirrol adiquiriram uma

estabilidade maior a dissolucdo, provavelmente devido a formacdo de um complexo entre o
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amido e o cloreto férrico.

A percentagem de perda de massa tende a aumentar com o tempo de imersdo das
amostras. A degradagdo do filme amido/sorbitol/polipirrol é praticamente independente do pH
do meio.

A presenca de Ca-P na superficie dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol foi comprovada
através de microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva, sugerindo
bioatividade.

A presenga de acuicares redutores na solucdo de degradagdo dos filmes de
amido/sorbitol/polipirrol comprovou o ataque enzimético sofrido pelos filmes. Esses resultados
foram confirmados pela microscopia eletronica de varredura.

Na andlise da superficie dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol por microscopia éptica
foi possivel observar uma discreta diferenca entre a membrana que foi incubada na presencga de
células comparada aquela incubada na auséncia de células, a qual infere ao material uma
capacidade de aderéncia celular.

Os filmes de amido/sorbitol/polipirrol ndo parecem estar causando nenhuma
citotoxicidade, uma vez que o ndmero de células originalmente plaqueado é recuperado na sua
totalidade nos pocos contendo as membranas.

Finalmente, as avaliagdes citoldgicas do filme de amido/sorbitol/polipirrol descritas

nesse capitulo sugerem a viabilidade desse material para aplicacdes biomédicas.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo principal a preparacdo, caracteriza¢do e andlise
das propriedades inerentes a biocompatibilidade do sistema constituido por amido de milho,
sorbitol e polipirrol. As conclusdes finais apresentadas a seguir referem-se aos resultados obtidos
considerando-se: i) a estabilidade térmica de filmes de amido/sorbitol; ii) a caracterizacdo e
propriedades  mecénicas, morfolégicas e de condutividade de filmes de
amido/sorbitol/FeCl;.6H,O antes e apds exposicdo aos vapores de pirrol; iii) identificacdo e
andlise das propriedades que inferem ao sistema amido/sorbitol/polipirrol caracteristicas e
viabilidade para utilizagdo como biomaterial.

Filmes de amido de milho tratados termicamente (100°C por 120min) mostraram
aumento na energia de ativacdo do processo de degradacdo e nos valores do mdédulo de
elasticidade e tensdo médxima na ruptura, comparativamente aos ndo-tratados. Por outro lado, os
mesmos filmes foram menos soliveis em solucdo aquosa e apresentaram uma estrutura mais
compacta relativamente aos ndo-tratados termicamente. Estas caracteristicas sugerem um
aumento na estabilidade dos filmes tratados termicamente.

As propriedades dos filmes de amido/sorbitol/FeCls.6H,0O antes e apds exposi¢do aos
vapores de pirrol foram afetadas pela adi¢do dos constituintes plastificante e oxidante. A
polimerizacdo do pirrol foi mais efetiva para uma concentragido de FeCl;.6H,0 de 5%, e 24h de
exposicao aos vapores do mondmero. Nestas condicdes foram obtidos valores de condutividade

elétrica adequados aos objetivos propostos. A presenga do sorbitol como plastificante diminuiu
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o modulo de elasticidade e tensdo maxima na ruptura e o aumentou o alongamento na ruptura. A
morfologia da superficie dos filmes de amido tornou-se mais densa e lisa devido a presencga de
FeCl;.6H,O. Por outro lado, um efeito contrdrio, aumento de rugosidade, foi observado na
superficie de fratura dos mesmos filmes.

Os graus de intumescimento dos filmes de amido (com 20%;y,y de sorbitol e 5%y, de
FeCl;.6H,O) antes e apdés a a exposicdo aos vapores de pirrol, foram 2,89 e 3,15,
respectivamente, permanecendo aparentemente insoliveis por até 72h de imersdo. A
bioatividade dos filmes de amido/sorbitol/polipirrol foi confirmada pela presenca de Ca-P na
superficie dos filmes. A biodegradabilidade dos mesmos filmes foi confirmada pela formacdo de
acucares redutores na solucdo de degradacdo e pela morfologia dos filmes apds o ataque
enzimdtico. Andlises por microscopia Optica sugerem viabilidade para adesdo e crescimento
celular. A auséncia de citotoxicidade na presenca de filmes de amido/sorbitol/polipirrol foi
confirmada pela total recuperacdo do nimero de células originalmente plaqueado nos pocos
analisados.

Considerando, portanto, os objetivos propostos, a metodologia experimental utilizada e as
propriedades identificadas e analisadas, é possivel inferir ao sistema amido/sorbitol/polipirrol

caracteristicas de biomaterial.
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