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RESUMO 

 

A crescente demanda por órgão e tecidos e o desejo de reduzir as cirurgias 

tradicionais, além da incapacidade de atender toda a demanda, levaram ao rápido 

desenvolvimento da engenharia de tecido. Entre os biomateriais utilizados na 

engenharia de tecidos estão os suportes porosos (scaffolds), os quais são matrizes 

porosas que imitam a matriz extracelular auxiliando na diferenciação, proliferação e 

biossíntese celular para o desenvolvimento de novos tecidos. A utilização de 

polímeros naturais em processos biológicos apresenta algumas vantagens como: 

biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxidade dos subprodutos gerados na 

degradação. Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de hidrogéis de 

galactomanana de Cassia fistula oxidada interligada com carboxietilquitosana (CEQ). 

A galactomanana de Cassia fistula (GCF) foi oxidada obtendo-se os graus de oxidação 

10, 20, 50 e 80%. Foram preparados hidrogéis a partir da interação do polissacarídeo 

oxidado em 3 diferentes graus de oxidação e com a quitosana carboxietilada com 2 

graus diferentes de substituição. Os hidrogéis CEQB/CF50 apresentaram maiores 

valores de módulo de elasticidade (G’) (2,3 kPa), enquanto o hidrogel CEQA/CF10 

apresentou apenas 2,1 Pa. O aumento do grau de oxidação e a diminuição do grau 

de modificação da quitosana aumentam o caráter elástico do hidrogel. O tempo de 

geleificação obtidos pelas técnicas de inversão de tubo, barra magnética e reômetro 

foram bem próximo entre si, variaram em média entre 33 e 158 s, para os hidrogéis 

mais reticulados e menos reticulados, respectivamente. As análises de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) dos hidrogéis liofilizados (suportes porosos) mostraram 

alta porosidade com poros heterogêneos. Observou-se que a média de tamanho de 

poro é proporcional ao grau de oxidação da GCF. Os ensaios mecânicos 

demonstraram que os scaffolds apresentaram comportamento elástico com valores 

de módulo de compressão variando entre 5,5 e 8,3 kpa. Nenhum dos scaffolds 

produzidos apresentaram toxicidade. Os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20 

apresentaram boa capacidade bactericida frente às bactérias gram-positivas 

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos tornam 

esses scaffolds bons candidatos a serem utilizados na engenharia de tecidos. 

 

Palavras-chave: suportes porosos; hidrogéis; galactomanana Cassia fistula; 

quitosana; aplicação biomédica. 



 

 

ABSTRACT 

 

The growing demand for organ and tissue and the desire to reduce traditional 

surgeries, in addition to the inability to meet the full demand, have led to the rapid 

development of tissue engineering. Among the biomaterials used in tissue engineering 

are porous supports (scaffolds) which are porous matrices that mimic the extracellular 

matrix, aiding in cell differentiation, proliferation and biosynthesis for the development 

of new tissues. The use of natural polymers in biological processes has some 

advantages such as: biodegradability, biocompatibility, low toxicity of by-products 

generated in degradation. This work aims to develop de hydrogels from 

galactomannan extracted from the Cassia fistula plant, oxidized with sodium periodate 

and interconnected with chitosan modified with acrylic acid (CEQ). The galactomannan 

from Cassia fistula (GCF) was oxidized, obtaining oxidation degrees 10, 20, 50 and 

80%. Hydrogels were prepared from the interaction of oxidized polysaccharide with 

modified chitosan. The rheological analysis showed that the CEQB/CF50 hydrogels 

had higher values of modulus of elasticity (G') (2.3 kPa), while the CEQA/CF10 

hydrogel had only 2.1 Pa, which demonstrates that the increase in degree of oxidation 

and the decrease in the degree of modification of the chitosan increase the elastic 

character of the hydrogel. The gelling time obtained by the tube, magnetic bar and 

rheometer inversion techniques were very close to each other, varying on average 

between 192±26 and 29±5 s, for the more crosslinked and less crosslinked hydrogels, 

respectively. Scanning electron microscopy (SEM) analyzes of lyophilized hydrogels 

(porous supports) showed high porosity and heterogeneous pores. It was observed 

that the average pore size is proportional to the degree of oxidation of GCF. 

Mechanical tests showed that the scaffolds showed elastic behavior with compression 

modulus values ranging from 5.5 to 8.3 kPa. Cytotoxicity assays demonstrated that the 

scaffolds resulted in the conditions made in this work and do not present toxicity. 

CEQA/CF20 and CEQB/CF20 scaffolds have good bactericidal capacity against gram-

positive bacteria Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus. The results 

obtained make these scaffolds good candidates to be used in tissue engineering. 

 

Keywords: porous supports; hydrogels; galactomannan Cassia fistula; chitosan; 

biomedical application.  

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Necessidade estimada e número de transplantes realizados no 

Brasil em 2023 (A); evolução anual dos doadores efetivos no 

Brasil –pmp (por milhão de população) (B)..................................... 

 

 

15 

Figura 2 - Estrutura química da quitina e quitosana........................................ 24 

Figura 3 - Estrutura de unidades hidrossolúveis da quitosana........................ 25 

Figura 4 - Síntese da carboxietilquitosana..................................................... 26 

Figura 5 - Estrutura química de uma galactomanana..................................... 27 

Figura 6 - Árvore, sementes e galactomanana extraída das sementes de 

Cassia fistula.................................................................................. 

 

29 

Figura 7 - Estrutura da reação de oxidação de uma unidade 

monossacarídica com periodato de sódio...................................... 

 

30 

Figura 8 - Mecanismo de formação de base de Schiff entre uma unidade de 

manose oxidada e β-1,4 d-glucosamina......................................... 

 

31 

Figura 9 - Curvas de titulação com NaOH, para GCF; CF10; CF20; CF50 E 

CF80 dissolvidos em cloridrato de hidroxilamina............................ 

 

52 

Figura 10 - Reação de formação de oximas e liberação de ácido clorídrico...... 52 

Figura 11 - Variação do pH (liberação de ácido fórmico) em relação ao tempo 

da reação de oxidação da GCF com periodato (A). Reação de 

oxidação com liberação de ácido fórmico (B)................................. 

 

 

55 

Figura 12 - Espectro na região do infravermelho para GCF e derivados 

oxidados (GCF, CF10, CF20, CF50 e CF80) e a expansão ao lado 

mostrando a região de grupo carbonil............................................ 

 

 

56 

Figura 13 - Espectro de 1H RMN da GCF e seus derivados oxidados CF10 e 

CF20.............................................................................................. 

 

58 

Figura 14 - Espectro 1H-13C HSQC CF10 (A) e CF20 (B)................................ 59 

Figura 15 - Espectro 1H-13C HMBC de CF10 a 70 ºC........................................ 60 

Figura 16 - Possíveis estruturas da galactomanana após a oxidação (A); 

galactose oxidada (B); dupla oxidação da galactose (C); 

hemiacetal intra-resídual (D) e (F); aldeído hidratados (F) e 

hemialdal (G).................................................................................. 

 

 

 

61 



 

 

Figura 17 - Espectro na região do infravermelho da quitosana e derivados 

carboxietilados na forma de sal de sódio (quitosana, CEQB e 

CEQA.)........................................................................................... 

 

 

63 

Figura 18 - (i) estrutura da carboxietil quitosana unidade acetilada (A), 

unidade monocarboxietilada (B), unidade com dupla enxertia (C), 

unidade d-glucosamina (D). (ii) espectro de 1H RMN para 

quitosana purificada (QP) e derivados CEQA e CEQB em 

D2O/DCl a 70 °C............................................................................. 

 

 

 

 

65 

Figura 19 - Variação da carboxietilquitosana em diferentes valores de pH 68 

Figura 20 - Solubilidade das amostras de CEQB e quitosana purificada em 

diferentes pH, a 25 °C e concentração de 2% m/v.......................... 

 

69 

Figura 21 - Aparência macroscópica das soluções de CEQA e CEQB 

comparadas à da quitosana não modificada (todas na 

concentração de 2,0% m/v)........................................................... 

 

 

70 

Figura 22 - Esquema ilustrando a formação do hidrogel de 

carboxietilquitosana e galactomanana oxidada............................. 

 

71 

Figura 23 - Espectro na região do infravermelho dos scaffolds e seus 

percussores (CEQA, CF10 E CEQA/CF10)-(A); (CEQB, CF50 e 

CEQB/CF50)-(B); (CEQA/CF10, CEQA/CF20, CEQA/CF50)-(C) 

e (CEQB/CF10, CEQB/CF20, CEQB/CF50)-(D)........................... 

 

 

 

73 

Figura 24 - Formação do hidrogel CEQB/CF50 pelo método da barra 

magnética (A) e pelo método da inversão de tubo (B) ambas a 37 

°C................................................................................................... 

 

 

75 

Figura 25 - Variação do módulo de armazenamento (G’) e do módulo de 

perda (G”) para CEQB/CF (A); para os hidrogéis CEQB/CF50; 

CEQA/CF50; CEQA/CF20; CEQB/CF20; CEQA/CF10 e 

CEQB/CF10 (B E C); variação do módulo de armazenamento (G') 

para os hidrogéis CEQB/CF50; CEQA/CF50; CEQA/CF20 E 

CEQB/CF20 a 37 °C (D)................................................................ 

 

 

 

 

 

77 

Figura 26 - Variação do módulo de armazenamento (G’) em função do tempo 

para os hidrogéis CEQB/CF50 (A) e CEQA/CF50 (B) em 

diferentes proporções. Variação do módulo de armazenamento 

(G’) do tempo para o hidrogel CEQ50/CF50 variando a 

 

 

 

 



 

 

concentração das soluções (C). Módulo de armazenamento (G’) 

em função do tempo para CEQB/CF50 (2%) (proporção de 1:1) a 

diferentes temperaturas (D)........................................................ 

 

 

80 

Figura  27- Intumescimento dos scaffolds (CECA/CF10; CECA/CF20; 

CECA/CF50; CECB/CF10; CECB/CF20 E CECB/CF50) em 

solução tampão de pbs (0,1 mol L-1; pH 7,4) a temperatura 

ambiente (26±2 °C) por um período de 2 horas intumescimento 

dos scaffolds.................................................................................. 

 

 

 

 

82 

Figura 28 - 

 

Porosidade e tamanho de poros dos scaffolds (A) CEQB/CF10; 

CEQB/CF20; CEQB/CF50 E (B) CEQA/CF10; CEQA/CF20; 

CEQA/CF50................................................................................... 

 

 

84 

Figura 29 - Microscopia eletrônica de varredura das amostras CEQA/CF10; 

CEQA/CF20; CEQA/CF50. A linha i mostra as imagens com 

magnificação em 500x e a linha ii em 200x.................................... 

 

 

85 

Figura 30 - Microscopia eletrônica de varredura das amostras CEQB/CF10; 

CEQB/CF20; CEQB/CF50 dos scaffolds. A coluna i mostra as 

imagens com magnificação em 500x e a coluna ii em 200x........... 

 

 

85 

Figura 31 - Histogramas das curvas de distribuição dos tamanhos de poros 

dos scaffolds................................................................................. 

 

86 

Figura 32 - 

 

Teste de compressão do scaffold (CEQA/CF20) intumescido em 

tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4). Ensaio realizado a 37 °C.......... 

 

89 

Figura 33 - Curva de tensão-deformação (A e B) e módulo de compressão 

(C) dos scaffolds liofilizados e intumescidos em tampão PBS (0,1 

mol L-1; pH 7,4), experimento realizado a 37 °C............................. 

 

 

90 

Figura 34 - Curvas de degradação in vitro para os scaffolds de CEQA (A) e 

CEQB (B), em tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4) experimento 

realizado a 37 °C........................................................................... 

 

 

93 

Figura 35 - Curvas de análises termogravimétricas (A e C) e DTG (B e C) das 

amostras QP; GCF; CEQA; CEQB e os scaffolds, realizados em 

atmosfera de ar sintético.......................................................... 

 

 

95 

Figura 36 - Avaliação da citotoxicidade da galactomanana da cassia fistula 

em células após 72 horas de incubação a 37 °C e 5% de CO2 

pelo ensaio de mtt. Controle: sem tratamento com polissacarídeo. 

 

 

 



 

 

As barras representam as médias, com as linhas verticais 

indicando os desvios padrão, n = 3, * p < 0,01.............................. 

 

97 

Figura 37 - 

 

Desenvolvimento celular para as amostras CEQA, CEQB, CF20 

e CF50........................................................................................... 

 

98 

Figura 38 

- 

Proliferação das células L929 nos scaffolds CEQA/CF20; 

CEQB/CF20; CEQA/CF50 e CEQB/CF50. As colunas 

representam os resultados para os dias 1, 4, 7, 14 e 21............... 

 

 

100 

Figura 39 

- 

Atividade antibacteriana dos scaffolds CEQA/CF20 e 

CEQB/CF20. A, E) staphylococcus epidermidis atcc 12228; B, F) 

staphylococcus aureus atcc 29213; C, G) staphylococcus aureus 

atcc 43300 – mrsa; D, H) pseudomonas aeruginosa atcc 27853. 

Significância estatística:* p <0,05; **p <0,01; *** p<0,001; **** 

p<0,0001. Ausência de significância estatística: # p>0,05. Os 

dados são apresentados como média ± epm (n = 3). Ufc: 

unidades formadoras de colônias bacterianas.............................. 

 

 

 

 

 

 

 

101 

Figura 40 

- 

Tempo de geleificação dos hidrogéis, preparados com diferentes 

graus de oxidação e volumes iguais do derivado oxidado e de 

CEQ a 37 ºC.................................................................................. 

 

 

104 

Figura 41 

- 

Placas de petri contendo bactérias não tratadas (controle) e 

bactérias tratadas com os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20. 

Staphylococcus epidermidis atcc 12228: A) controle; B) tratada 

com CEQA/CF20; C) tratada com CEQB/CF20. Staphylococcus 

aureus atcc 29213: D) controle; E) tratada com CEQA/CF20; F) 

tratada com CEQB/CF20. Staphylococcus aureus atcc 43300 – 

mrsa: G) controle; H) tratada com CEQA/CF20; I) tratada com 

CEQB/CF20. Pseudomonas aeruginosa atcc 27853: J) controle; 

K) tratada com CEQA/CF20; L) tratada com CEQB/CF20.............. 

 

 

 

 

 

 

 

 

105 

Figura 42- Imagens 3D da bactéria Staphylococcus epidermidis por mfa. 

Não tratada (A e C), tratamento com o scaffold CEQB/CF20 (B e 

D). Imagens com resolução de 512×512 pixels. Gráficos de 

tamanho e rugosidade média em E e F, respectivamente.............. 

 

 

 

107 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1  - 

 

Trabalhos recentes que utilizaram polissacarídeos na 

preparação de diferentes tipos de scaffolds.................................. 

 

20 

Tabela 2  - Reação de oxidação com NaIO4 .................................................. 53 

Tabela 3  - Distribuição da massa molar da GCF e derivados oxidados......... 54 

Tabela 4  - Tempo de geleificação dos hidrogéis, preparados com diferentes 

graus de oxidação e volumes iguais do derivado oxidado e de 

CEQ a 37 ºC.................................................................................. 

 

 

74 

Tabela 5  - Concentração Inibitória Mínima (CIM)........................................... 103 

Tabela 6  - Caracterização das diferentes propriedades dos hidrogéis de 

polissacarídeos modificados......................................................... 

 

108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

CEQ Carboxietilquitosana  

CEQA Carboxietilquitosana com maior grau de modificação 

CEQB Carboxietilquitosana com menor grau de modificação 

GCF Galactomanana da Cassia fistula 

CF10. Cassia fistula oxidada, grau de oxidação teórico de 10% 

CF20 Cassia fistula oxidada, grau de oxidação teórico de 20% 

CF50 Cassia fistula oxidada, grau de oxidação teórico de 50% 

QT Quitosana 

CEQA/CF10 Scaffold formado com a mistura de carboxietilquitosana com o 

maior grau de modificação e Cassia fistula oxidada 10% 

 

CEQA/CF20 Scaffold formado com a mistura de carboxietilquitosana com o 

maior grau de modificação e Cassia fistula oxidada 20% 

 

CEQA/CF50 Scaffold formado com a mistura de carboxietil quitosana com o 

maior grau de modificação e Cassia fistula oxidada 50% 

 

CEQB/CF10 Scaffold formado com a mistura de carboxietilquitosana com 

omenor grau de modificação e Cassia fistula oxidada 10% 

  

CEQB/CF20 Scaffold formado com a mistura de carboxietilquitosana com o 

menor grau de modificação e Cassia fistula oxidada 20% 

CEQB/CF50 Scaffold formado com a mistura de carboxietilquitosana com o 

menor grau de modificação e Cassia fistula oxidada 50% 

G’ Módulo de armazenamento 

G” Módulo de perda 

  

  

 

 



 

 

SUMÁRIO  

 

1 INTRODUÇÃO.................................................................................. 15 

1.1 Engenharia de tecidos.................................................................... 15 

1.2 Scaffolds........................................................................................... 16 

1.3 Polissacarídeos utilizados na engenharia de tecidos................... 18 

1.3.1 Derivados hidrossóluveis de Quitosana........................................ 23 

1.3.2 Galactomanana e derivados oxidados........................................... 27 

2 OBJETIVOS...................................................................................... 33 

2.1 Objetivo geral................................................................................... 33 

2.2 Objetivos Específicos...................................................................... 33 

3 METODOLOGIA................................................................................ 34 

3.1 Materiais........................................................................................... 34 

3.2 Extração da galactomanana de Cassia fistula............................... 34 

3.3 Oxidação da galactomanana com periodato................................. 34 

3.3.1 Determinação do grau de oxidação................................................ 35 

3.4 Purificação da Quitosana................................................................ 35 

3.5 Carboxietilação da Quitosana......................................................... 36 

3.6 Caracterização dos materiais utilizados........................................ 36 

3.6.1 Análises de distribuição da massa molar por cromatografia de 

permeação em gel (GPC) da GCF e seus derivados...................... 

 

  36 

3.6.2 Determinação da viscosidade intrínseca e massa molar 

viscosimétrica da quitosana........................................................... 

 

37 

3.6.3 Determinação do grau de desacetilação da quitosana e grau de 

substituição da carboxietilquitosana............................................. 

 

38 

3.6.4 Avaliação da solubilidade em diferentes pH da 

carboxietilquitosana em meio aquoso........................................... 

 

39 

3.6.5 Análise Elementar............................................................................ 39 

3.6.6 Ressonância Magnética Nuclear.................................................... 39 

3.6.7 Análise por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)..   40 

3.6.8 Análise da citotoxicidade da GCF................................................... 40 

3.6.9 Análise da citotoxicidade dos derivados CEQA, CEQB, CF20 e 

CF50.................................................................................................. 

 

41 



 

 

3.7 Síntese dos hidrogéis e scaffolds................................................... 41 

3.7.1 Caracterização dos scaffolds......................................................... 42 

3.7.1.1 Tempo de geleificação....................................................................... 42 

3.7.1.2 Análises Reológicas........................................................................... 42 

3.7.1.3 Análises de intumescimento.............................................................. 43 

3.7.1.4 Porosidade dos scaffolds................................................................... 43 

3.7.1.5 Análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)................... 44 

3.7.1.6 Tamanho de poros............................................................................. 44 

3.7.1.7 Análises Mecânicas........................................................................... 44 

3.7.1.8 Teste de Degradação......................................................................... 45 

3.7.1.9 Análise termogravimétrica (TGA)....................................................... 45 

3.7.1.10 Análise da toxicidade in vitro da GCF................................................. 46 

3.7.1.11 Cultura de células in vitro e semeadura nos scaffolds........................ 46 

3.7.1.12 Avaliação da citocompatibilidade dos scaffolds................................. 47 

3.7.1.13 Avaliação do potencial antibacteriano in vitro..................................... 48 

3.7.1.14 Análise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por 

microscopia de força atomica (MFA).................................................. 

 

49 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO......................................................... 51 

4.1 Galactomanana e derivados oxidados........................................... 51 

4.1.1 Rendimento do isolamento da galactomanana da Cassia fistula 51 

4.1.2 Determinação do grau de oxidação das amostras dos 

derivados oxidados......................................................................... 

 

51 

4.1.3 Estimativa da distribuição da massa molar por GPC.................... 53 

4.1.4 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho............................ 56 

4.1.5 Análise de Ressonância Magnética Nuclear.................................. 57 

4.2 Quitosana e seus derivados carboxietilados................................. 62 

4.2.1 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho............................ 62 

4.2.2 Análise de Ressonância Magnética Nuclear.................................. 64 

4.2.3 Determinação da viscosidade intrínseca, massa molar 

viscosimétrica média, grau de desacetilação da quitosana e 

grau de substituição dos derivados carboxietilados.................... 

 

 

66 

4.2.4 Solubilidade da quitosana e seus derivados e reação de 

formação dos hidrogéis.................................................................. 

 

67 



 

 

4.2.5 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho dos scaffolds....   72 

4.2.6 Tempo de Geleificação.................................................................... 74 

4.2.7 Análise Reológica............................................................................ 76 

4.2.8 Análise de intumescimento............................................................. 82 

4.2.9 Microscopia Eletrônica de Varredura, porosidade e tamanho de 

poros................................................................................................. 

 

83 

4.2.10 Análise Mecânica............................................................................. 89 

4.2.11 Teste de degradação....................................................................... 92 

4.2.12 Análise termogravimétrica.............................................................. 94 

4.2.13 Citotoxicidade da galactomanana da Cassia fistula..................... 97 

4.2.14 Viabilidade Celular........................................................................... 98 

4.2.15 Avaliação do potencial antibacteriano in vitro.............................. 102 

4.2.16 Análise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por 

microscopia de força atômica (MFA).............................................. 

 

106 

5 CONCLUSÃO.................................................................................... 110 

 REFERÊNCIAS................................................................................. 

 

111 

 

 

 

 

 



15 

 

N
ú
m

er
o
 d

e 
d
o

ad
o
re

s/
p
p

m
 

1 INTRODUÇÃO 

1.1  Engenharia de tecidos 

 

A engenharia de tecido é uma área interdisciplinar que busca o 

desenvolvimento de biomateriais em laboratório a partir de materiais sintéticos ou 

naturais para restaurar, manter ou melhorar a função do tecido (Steffens et al., 2018). 

O termo surgiu inicialmente em meados de 1980. O crescente interesse pela 

engenharia de tecido veio devido a limitação do número de doadores frente à grande 

demanda de reparar órgãos e tecidos danificados por doenças ou lesões, além da 

possibilidade de rejeição ocasionada pelo sistema imunológico do paciente (Toniutto 

et al., 2017).  

É muito preocupante ver a desproporção entre a alta demanda por 

transplantes de órgãos e o baixo índice de transplantes realizados. Segundo a 

Associação Brasileira de Transplantes e Órgãos (ABTO, 2023), em dezembro de 2023 

no Brasil, se encontravam na fila de transplante cerca de 59 mil pacientes. Na Figura 

1 é possível ver a diferença entre o número de transplantes realizados e a 

necessidade real de transplante só no Brasil durante ano de 2023. 

 

Figura 1 - Necessidade estimada e número de transplantes realizados no Brasil em 

2023 (A); Evolução anual dos doadores efetivos no Brasil –pmp (por milhão de 

população) (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (ABTO, 2023). 
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Esse é o principal motivo das diversas pesquisas realizadas no Brasil e no 

mundo para melhoria das técnicas utilizadas na preparação de biomateriais. Uma 

maneira de tentar reverter esse déficit de doadores seria utilizar as próprias células 

do paciente ou um material biodegradável que pudesse promover o crescimento de 

células e tecidos utilizando-se de um suporte provisório. O que reduziria o tempo de 

espera para transplante, diminuindo o risco de rejeição e a necessidade de uma 

cirurgia mais complexa (Naahidi et al., 2017). 

1.2  Scaffolds 

 

Biomaterial é por definição, qualquer substância ou mistura de substâncias, 

naturais ou não, utilizadas em aplicações biomédicas e que interagem em sistemas 

biológicos. Entre esses biomateriais estão os suportes porosos conhecidos como 

scaffolds (L. Oliveira, C. Oliveira, A. Machado et al., 2010). Scaffolds são matrizes 

tridimensionais porosas e temporárias cuja principal função é auxiliar na proliferação, 

diferenciação e biossíntese das células, assemelhando-se à matriz extracelular 

(MEC), facilitando assim a formação de tecidos funcionais e órgãos (Zhang, Jun et al., 

2018). Os scaffolds devem ser projetados para facilitar a distribuição celular e guiar a 

regeneração do tecido em três dimensões (Ma, 2004). Além disso, um scaffold 

colocado no local da regeneração impedirá a invasão de células indesejáveis no local 

de ação. 

Para a utilização desses biomateriais existem alguns pré-requisitos básicos 

entre os quais incluem: (1) biocompatibilidade é o principal pré-requisito como 

biomaterial, pois materiais biocompatíveis apresentam capacidade de proporcionar o 

crescimento e a proliferação celular. O conceito de biocompatibilidade atualmente é 

bem diferente do qual se usava inicialmente. Antes, a biocompatibilidade se resumia 

a um biomaterial inerte, ou que reagisse o menos possível com o hospedeiro. Hoje o 

que se espera de um biomaterial biocompatível é a interação com o meio guiando o 

processo para o restabelecimento dos tecidos (Oréfice et al., 2012); (2) devem ter 

propriedades mecânicas comparáveis às do tecido no local de implantação ou 

propriedades mecânicas capazes de impedir que as células sejam prejudicadas por 

forças compressivas (Alinejad et al., 2019). O scaffold deve ser resistente durante o 

processo de implantação; (3) deve ser produzido em diversos formatos e com 

porosidade apropriada. Uma alta porosidade, um tamanho adequado e a interligação 
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desses poros são necessários para facilitar a semeadura celular e difusão em toda a 

estrutura (Chen, Guoping; Kawazoe, 2016; Kim et al., 2019). Um tamanho adequado 

de poro estaria na faixa entre 100 e 400 μm, necessário para o desenvolvimento 

celular (Oliveira,  et al., 2007). Um problema relacionado à porosidade é que à medida 

que se aumenta a porosidade ocorre uma diminuição da resistência mecânica. Já para 

poros muito pequenos pode ocorrer a oclusão dos poros pelas células, impedindo 

assim a vascularização e penetração de novas células; (5) biodegradabilidade é 

muitas vezes um fator essencial, pois os suportes temporários devem ser 

preferencialmente absorvidos pelos tecidos circundantes sem a necessidade de uma 

cirurgia para remoção.  

O principal objetivo da engenharia de tecidos é permitir que as próprias 

células do corpo, ao longo do tempo substituam o suporte implantado. Os subprodutos 

formados durante a degradação devem ser atóxicos e sair do organismo sem interferir 

em outros órgãos. O ideal é que a degradação ocorra no mesmo ritmo da formação 

do novo tecido (Gu et al., 2010; Hozumi et al., 2018); e (6) mimetizar a matriz 

extracelular nativa (MEC), esse tipo de material facilita a regeneração celular por 

formar uma região semelhante ao tecido a ser substituído (Akhtar et al., 2017).  

Diversos métodos vêm sendo utilizados nos preparos dos scaffolds, entre 

eles os mais utilizados são: 

- Método da eletrofiação, técnica que utiliza alta tensão para produzir micro 

e nano fibras. Uma das vantagens dessa técnica é que ela requer apenas um solvente 

para dispensar as nanoparticulas e dissolver o polímero; 

-Método da impressão 3D, técnica que utiliza a impressão para produzir 

camada por camada de material para fabricação do scaffold assistida por computador. 

A impressão em 3D é uma técnica vantajosa, pois permite a replicação da forma muito 

próxima de vários tecidos (Oréfice et al., 2012). 

-Liofilização ou também conhecida como separação de fase, esse método 

é mais usual. A técnica consiste no congelamento do hidrogel, seguida de sublimação 

dos cristais de gelo formados e dessorção da água sob vácuo). Os espaços antes 

ocupados pelo solvente agora formam os poros do scaffold, a vantagem desse método 

é a evaporação do solvente sem degradar o polímero, a não utilização de calor e de 

solventes orgânicos (Rasoulianboroujeni et al., 2018). 
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1.3  Polissacarídeos utilizados na engenharia de tecidos 

 

Hoje, a procura por materiais biodegradáveis, extraídos de fontes 

renováveis e que apresentem alto desempenho e um menor custo, é cada vez maior. 

A utilização de polímeros naturais em processos biológicos apresentam algumas 

vantagens como: não carcinogenicidade, mucoadesividade, biocompatibilidade, alta 

capacidade de encapsulamento e liberação de fármaco de forma prolongada e baixa 

toxicidade dos subprodutos gerados na degradação e plasticidade no processamento 

em uma variedade de materiais (Sumathi; Ray, 2002).  

Polissacarídeos são biomacromoleculas mais abundantes na natureza. 

São polímeros naturais muito utilizados devido a sua grande versatilidade. Nos últimos 

anos, os polissacarídeos têm sido amplamente investigados em relação às suas 

características físico-químicas e aplicações. Esses materiais vêm sendo utilizados em 

diversas áreas tais como: na indústria alimentícia; cosmética; farmacêutica; 

biomédica, no tratamento de efluentes, entre outras. Na área biomédica, são 

produzidos diversos biomateriais como curativos, sistemas de liberação de fármacos, 

revestimentos e suportes porosos (Souza et al., 2021). Os polissacarídeos são 

capazes de formar hidrogéis tanto por ligação covalente; polimerização; conjugação 

química ou esterificação.  

Hidrogéis produzidos a partir de polímeros naturais apresentam, em sua 

maioria, diversas vantagens em relação aos sintéticos tradicionais tais como: 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades que se assemelham a matriz 

extracelular (Liu, Juan et al., 2015). Além de serem economicamente viáveis, os 

polissacarídeos são mais seguros que os polímeros sintéticos (Qi et al., 2020). 

Polissacarídeos são preferíveis na preparação de biomateriais, pois apresentam 

grande diversidade química e são facilmente modificados, através de diversos 

métodos, possibilitando assim, por exemplo, o melhoramento da biocompatibilidade, 

das propriedades mecânicas e biodegrabilidade. Vários derivados de polissacarídeos 

têm sido preparados através de modificação química de modo a melhorar as 

propriedades físico-químicas ou mecânicas, ampliando as possibilidades de utilização 

como novos biomateriais.  

Os polissacarídeos mais utilizados na preparação de scaffolds são: 

alginato, quitosana, celulose, ácido hialurônico, goma xantana, goma guar, 

carragenana, dextrana e goma gelana (Guzelgulgen et al., 2021). Na Tabela 1 são 
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apresentados alguns trabalhos recentes nos quais utilizam os polissacarídeos mais 

abundantes na preparação de scaffolds usados na engenharia de tecidos.
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Tabela 1 - Trabalhos recentes que utilizaram polissacarídeos na preparação de diferentes tipos de scaffolds 

 

 

Composição 

 

 

Técnica de 

fabricação 

 

Tipo de 

scaffold 

 

Aplicação 

 

Referência 

 

Carboxietilquiosana/dextran

a oxidada/ nano-

hidroxiapatita 

 

Injetável 

 

Hidrogel  

 

Regeneração 

de tecido ósseo 

 

(Cao et al., 2021) 

 

Alginato/Gelatina 

 

Eletrofiação 

 

Nanofibra 

 

Engenharia de 

tecidos 

 

(Ghitman et al., 2021) 

 

 

Glucoxilana 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

 

Engenharia de 

tecidos 

 

(Guzelgulgen et al., 2021) 

 

Alginato 

oxidado/Gelatina/ZnO2 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

 

Regeneração 

de cartilagem 

 

(Ghanbari et al., 2021) 

 

Gelatina com metacrilato e 

Quitosana com metacrilato 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

Engenharia de 

tecidos 

(Joshi et al., 2021) 
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Quitosana e goma Gelana 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

 

Regeneração 

de tecido ósseo 

 

(de Oliveira, Ariel C. et al., 2020) 

 

Quitosana/Sulfato de 

condroitina 

 

Injetavel 

 

Hidrogel  

 

Regeneração 

da pele 

 

(Sharma et al., 2021) 

 

alginato/polivinilalcool e 

fibroína da seda 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

 

Regeneração 

de tecido ósseo 

 

(Sangkert et al., 2021) 

 

Alginato/fibrogênio 

 

Liofilização 

 

3D scaffold 

 

Regeneração 

da pele 

 

(Solovieva et al., 2018) 

 

TiO2-quitosana/Alginato de 

sódio 

 

Evaporação de 

solvente 

 

3D scaffold 

nanocompósito 

 

Engenharia de 

tecidos 

 

(Kolathupalayam; Rangaraj; 

Subramani, 2020) 

 

Carboxietilquitosana/Goma 

do cajueiro oxidada 

 

 

Liofilização 

 

 

3D scaffold 

 

 

Engenharia de 

tecidos 

 

 

(Carlos et al., 2021) 
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N-succinil 

quitosana/galactomanana 

 

Injetável 

 

Hidrogel 

 

Engenharia de 

tecidos 

 

(Lucas de Lima et al., 2020) 

 

Alginato 

 

Evaporação de 

solvente 

 

3D scaffold 

 

Regeneração 

de tecido ósseo 

 

(Iskandar et al., 2019) 

 

Quitosana/Polivinilaalcool 

 

Eletrofiação 

 

Nanofibras 

 

Regeneração 

do sistema 

neural 

 

(Sadeghi; Moztarzadeh; Aghazadeh 

Mohandesi, 2019) 

Gelatina-policaprolactona-

nanohidroxiapatita 

 

Eletrofiação 

 

Nanofibras 

 

Regeneração 

de tecido ósseo 

(Gautam et al., 2021) 

Gelatina/alginato 
 

Impressão 3D 

 

3D scaffold 

 

Engenharia de 

tecidos 

(Curti et al., 2021) 

 

Fonte: elaborada pela autora
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1.3.1 Derivados hidrossóluveis de Quitosana 

 

A quitosana é um polissacarídeo linear obtido a partir da desacetilação da 

quitina, por tratamento com bases fortes ou por métodos microbiológicos, resultando 

na estrutura β-(1→4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose (N-acetilglucosamina) (Xiao 

et al., 2016) (Figura 2). A quitina é encontrada em carapaças de crustáceos, 

exoesqueletos de artrópodes, parede celular de fungos, em algas e em alguns 

moluscos. Ela é o segundo polissacarídeo mais abundantes na natureza (Souza et al., 

2021). A quitosana é um polissacarídeo natural hidrofílico apresentando em sua 

estrutura grupos aminose hidroxilas que podem ser modificados quimicamente, 

aumentando assim a possibilidade de serem metabolizados por algumas enzimas 

(Khor; Lim, 2003).  

A maior parte da obtenção da quitosana vem da carapaça de crustáceos, 

no entanto ela é considerada um material seguro para pessoas alérgicas a crustáceos 

(Waibel et al., 2011). Ela é considerada adequada para aplicações biomédicas e 

clínicas devido às suas propriedades de alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, 

não antigenicidade e adsorção. Apresentando, ainda, propriedades antimicrobianas e 

estimulantes do sistema imune, o que favorece o processo de cicatrização de feridas 

e apresenta um ambiente favorável para adesão e proliferação celular (Liu, Shunli et 

al., 2018; Sadeghi; Moztarzadeh; Aghazadeh Mohandesi, 2019). 

Os biomateriais à base de quitosana para aplicações na engenharia de 

tecidos são propostos para diversas finalidades entre elas estão o desenvolvimento 

de cartilagem (Oryan; Sahvieh, 2017; Reys et al., 2017) cultura de células do tecido 

ósseo (Pinto et al., 2020) e regeneração periodontal (Chang et al., 2017; Duruel et al., 

2017). Nos últimos anos, muitos biomateriais à base de quitosana foram 

desenvolvidos para aplicações biomédicas, bem documentados em artigos de revisão 

(Liu et al., 2018; Pellá; Lima-Tenório; Tenório-NETO, 2018; Racine; Texier; Auzély-

Velty, 2017).  

O grau de desacetilação, uma das mais importantes propriedades químicas 

desse polissacarídeo, determina a quantidade de grupos amínicos presentes na 

cadeia polimérica, sendo que, a atribuição do termo quitosana se dá para o material 

(quitina) com grau de desacetilação igual ou superior a 50%, já que nesse ponto a 

quitina se torna insolúvel em meio ácido (Rinaudo, 2006). O grau de desacetilação 
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pode ainda influenciar nas propriedades tais como: cristalinidade, solubilidade, 

intumescimento, propriedades mecânicas. Afeta também como a viabilidade celular 

de materiais preparados a partir desse polissacarídeo (Rodrigues et al., 2021). 

 

 

Figura 2 - Estrutura química da quitina e quitosana  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em IBRAHIM et al., 2020. 

 

A quitosana é um polissacarídeo praticamente insolúvel em solventes 

orgânicos e solúvel em soluções aquosas de ácidos diluídos. Sua baixa solubilidade 

em água é devido à sua estrutura cristalina rígida. Este fator limita sua aplicação na 

engenharia de tecidos. Neste sentido, várias modificações têm sido empregadas para 

aumentar sua hidrofilicidade, tais como: quaternização (Wang et al., 2019), 

carboximetilação (Zhang et al., 2020) e succinilação (Lucas de Lima et al., 2020).  Na 

Figura 3 são mostradas as estruturas de algumas modificações da unidade de 

glucosamina da quitosana. 
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Figura 3 - Estrutura de unidades hidrossolúveis da quitosana  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora  
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Outro método utilizado é a N-carboxietilação. Este método ocorre através da 

adição de Michael, na qual ocorre um ataque nucleofílico por parte dos elétrons não 

ligantes (nucleófilo) do nitrogênio da amina ao carbono β do ácido acrílico, seguida da 

transferência do próton do nucleófilo para o oxigênio. Logo após, ocorre o processo 

de tautomerização formando assim a carboxietilquitosana. Todo esse processo é 

realizado utilizando a água como meio de reação (Figura 4) (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 

2020).  

 

Figura 4 - Síntese da carboxietilquitosana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em QU et al., 2017  
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A carboxietilação é um método muito eficiente para ampliar a utilização da 

quitosana, pois aumenta sua solubilidade em uma ampla faixa de pH (1-14) (Ibrahim; 

Mostafa; Kandile, 2020; Sashiwa et al., 2003a). 

Além da capacidade de solubilizar em diferentes valores de pH, a presença 

de grupos negativos na quitosana em solução em pH acima de 6,5 (devido a presença 

de grupos carboxilato), a torna um excelente quelante para substrato de íons 

metálicos necessários para o desenvolvimento de microorganismos. Os derivados 

carboxietilados apresentam melhor atividade antimicrobiana que a quitosana não 

modificada (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020). 

 

1.3.2 Galactomanana e derivados oxidados 

 

Galactomananas são polissacarídeos de reserva para o desenvolvimento 

do embrião durante a germinação. Estruturalmente, elas são heteropolissacarideos 

ramificados consistindo de uma cadeia de unidades β-D-manopiranosídicas, unidas 

entre si por ligações (1→4), que são substituídas por unidades simples α-D-

galactopiranosídicas, ligadas à cadeia principal por ligações (1→6) (Dea; Morrison, 

1975) (Figura 5).  

 

 Figura 5 - Estrutura química de uma Galactomanana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Sierakowski et al., 2000 
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São observadas diferenças nas razões manose/galactose (Man/Gal) e 

massa molar de acordo com a origem e espécie da qual foi extraída (Robinson; Ross-

murphy; R-morris, 1982). A razão Man/Gal e a forma como os substituintes estão 

distribuídos ao longo da cadeia principal são fatores que influenciam suas 

propriedades em solução, principalmente quanto à sua capacidade de solubilização e 

interação molecular (Andrade et al., 1999). As diferentes propriedades químicas 

destas gomas fazem delas materiais versáteis usados para muitas aplicações. 

Mikkonen et al., (2007) vêm estudando o uso de galactomanana para produção de 

matrizes com maior força de coesão no desenvolvimento de filmes plásticos. Já Lucas 

de Lima et al., (2020) utilizou-se da galactomanana para produzir hidrogéis injetáveis 

utilizados na reconstrução de tecidos. 

A investigação de novas fontes de galactomananas constituem um assunto 

de grande importância, tanto do ponto de vista acadêmico como industrial. Países 

tropicais, como o Brasil, apresentam grande potencial como produtores de recursos 

renováveis que ainda não foram suficientemente explorados. Nesse cenário surge a 

Cassia fistula (Figura 6), uma leguminosa com flores conhecida vulgarmente como 

chuva-de-ouro, cana-imperial ou canafístula verdadeira. Ela produz cerca de 166 

frutos por ano, em formatos de tubos longos. Esta fruta é imprópria ao consumo direto, 

no entanto é utilizada, assim como as folhas, cascas, flores e raízes, são utilizados 

como agente anti-inflamatório, antifúngico e antibacteriano. A espécie é originária da 

Ásia a qual foi introduzida no Brasil há muitos anos. Hoje se encontra amplamente 

disseminada em países com clima tropical como Índia, Egito, África (sul e leste), 

China, México, Ceilão e Sri Lanka. (Brigida; Lúcia; Almeida, 2015; Pal et al., 2021). 
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 Figura 6 - Árvore, sementes e galactomanana extraída das sementes de Cassia fistula 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora 

 

As galactomananas podem ser modificadas por oxidação para produzir 

grupos aldeídos funcionalizados. Elas apresentam grupamentos –OH vicinais, que 

podem sofrer oxidação na presença do periodato. Na reação o íon, IO4 
-, ataca os dióis 

vicinais dos carbonos C2 e C3 da galactomanana onde ocorre a clivagem da ligação 

carbono-carbono, originando grupamentos aldeídicos C=O (Figura 7). Oxidação com 

periodato de sódio é preferível devido sua seletividade. 
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Figura 7 - Estrutura da reação de oxidação de uma unidade monossacarídica com 

periodato de sódio 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em Keshk et al., 2017.  

 

O estudo de derivados aldeídicos funcionalizados é interessante devido a 

sua reatividade com grupos amina de quitosana e proteínas para formação da imina 

também conhecidas como Base de Schiff. Essas são obtidas a partir de reações entre 

grupos carbonílicos e amino. O mecanismo de formação da base de Schiff é mostrado 

na Figura 8. Dessa forma, é possível obter um hidrogel chamado de rede de cadeia 

hibrida (do inglês hybrid polymeric network (HPN)), hidrogel obtido quando grupos 

funcionais presentes nos dois polímeros reagem, formando pontos de reticulação, 

sem a necessidade de haver um agente reticulante atuando. Além disso, são estáveis 

a temperatura ambiente. A reação pode ser processada em pH de meio fisiológico, 

apresentando água como subproduto. Essas condições são ideais no preparo de 

biomateriais para aplicações biomédicas, como os scaffolds. Hidrogéis reticulados via 

base de Schiff são interessantes, pois essas ligações são reversíveis frente à 

alteração de pH e sua estabilidade decresce com valores de pH baixo, tornando o 

hidrogel degradável, uma das qualidades indispensáveis dos scaffolds. 
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Figura 8  - Mecanismo de formação de base de Schiff entre uma unidade de manose 

oxidada e β-1,4 D-glucosamina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora  

 

Entre os usos dos scaffolds está a regeneração da pele. A pele é o maior 

órgão do corpo humano, atuando como barreira protetora contra agentes nocivos. 

Portanto, qualquer problema de pele causado por uma lesão ou doença pode levar a 

danos graves, como hospitalização ou até a morte (Kennedy; Bhaw-Luximon; Jhurry, 

2017). Existem alguns substitutos da pele no mercado, tais como: Matriderm®, Dr. 

Suwelack Skin and Health Care AG, Alemanha; Terudermis®, Terumo Co. Ltd., Japão; 

Dermagraft®, Organogenesis, Canton, MA entre outros. Porém, esses scaffolds têm 

alto custo e não são totalmente eficazes, por isso é imprescindível a busca por novos 
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biomateriais que apresentem bons resultados na restauração desses tecidos 

(Kennedy; Bhaw-Luximon; Jhurry, 2017). 

Hidrogéis derivados de proteínas e polissacarídeos são matrizes ideais 

para engenharia de tecidos, uma vez que possuem componentes semelhantes às 

matrizes extracelulares e são amplamente utilizados para aplicações biomédicas (Ren 

et al., 2018; Spicer, 2020). No entanto, até a presente data poucos trabalhos têm 

abordado a utilização de galactomananas na preparação de scaffolds para engenharia 

de tecido. Dentre os trabalhos publicados podemos citar o uso do galactomanana da 

Caesalpinia pulcherrima utilizada na preparação de scaffolds para cicatrização de 

feridas (de Sousa et al., 2019) e a galactomanana extraída das sementes de Delonix 

regia, utilizada na preparação de filmes e hidrogel injetável para engenharia de tecidos 

(Lucas de Lima et al., 2020; Siqueira et al., 2015). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo geral 

 

Desenvolver hidrogéis com derivados oxidados de galactomanana das 

sementes de Cassia fistula e carboxietilquitosana que apresentem propriedades 

físico-químicas adequadas para preparação de suportes porosos na engenharia de 

tecidos 

2.2  Objetivos Específicos 

 

• Estudar a reação de oxidação da galactomanana de Cassia fistula com periodato 

de sódio; 

• Analisar o efeito do grau de oxidação da galactomanana na formação dos 

scaffolds e nas suas propriedades; 

• Preparar derivados solúveis de quitosana em meio aquoso por reação de 

carboxietilação com ácido acrílico; 

• Avaliar as características físico-químicas dos derivados de quitosana e 

galactomanana por FTIR, GPC e RMN uni e bidimensional (13C - 1H); 

• Preparar hidrogéis de carboxietilquitosana e os derivados oxidados da GCF; 

• Avaliar o tempo de formação dos hidrogéis e a capacidade de intumescimento; 

• Estudar a morfologia e estrutura interna dos scaffolds; 

• Avaliar a bidegradabilidade in vitro em meio fisiológico; 

• Avaliar a citotoxicidade dos diferentes scaffolds obtidos, frente a linhagem de 

células saudáveis; 

• Avaliar o potencial antibacteriano in vitro dos scaffolds.  
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3 METODOLOGIA 

 

3.1  Materiais 

 

As sementes de Cassia fistula foram coletadas em dezembro de 2017 na 

Universidade Federal do Ceará, região de Fortaleza, Ceará, Brasil (SISGEN 

A94F27D). A quitosana foi adquirida da empresa Polymar; o ácido acrílico da empresa 

VETEC e o periodato de sódio da empresa Synth. O meio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) de baixa glicose, tripsina e linha celular de fibroblastos de 

camundongo L929 foram obtidos da Sigma-ldrich. O bicarbonato de sódio (NaHCO3) 

foi adquirido da Fisher Scientific; soro fetal bovino (FBS) e antibiótico-antimicótico da 

GibcoTM. InvitrogenTM foi o fornecedor de Calcein-AM. Foram utilizadas microplacas 

de 96 poços de poliestireno preto Corning® com fundo plano transparente. 

 

3.2  Extração da galactomanana de Cassia fistula 

 

As sementes foram separadas das vagens e o isolamento e purificação da 

galactomanana das sementes foram realizados conforme descrito por  Cunha et al., ( 

2009). Resumidamente, 50 g de sementes foram colocadas em água sob 

aquecimento (100 °C) durante 20 minutos em agitação magnética, para inativação 

enzimática e permaneceram em água por um período de 24 horas em temperatura 

ambiente (~ 29 °C) sem agitação. Os endospermas foram separados manualmente, e 

colocados em água destilada sob agitação por 2 horas a 75 °C. A mistura foi triturada 

em liquidificador. Em seguida, o sobrenadante foi precipitado em álcool etílico na 

razão de 1:3 (volume de solução de sobrenadante/volume de álcool). A 

galactomanana obtida foi recolhida em funil de placa sinterizada n° 3, lavada com 

álcool etílico e acetona P. A. e em seguida seca com jato de ar quente.  

3.3  Oxidação da galactomanana com periodato    

 

A galactomanana foi modificada pela reação de oxidação segundo o 

método descrito por  Leite et al., (2017). Para a reação de oxidação, 1,0 g de GCF 

(correspondendo a 6,17 × 10−3 mol de unidades glicosídicas) foi dissolvido em 200 mL 
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de água destilada sob agitação por 24 horas. Após a completa dissolução, 0,13; 0,26; 

0,66 e 1,04 g de NaIO4 foram adicionados para obter os derivados de GCF oxidados 

com graus de oxidação de 10, 20, 50 e 80% (daqui em diante designados como CF10, 

CF20, CF50 e CF80, respectivamente). A mistura foi deixada no escuro, para evitar a 

decomposição fotoinduzida do íon periodato, e mantida à temperatura ambiente (~ 29 

°C) durante 24 horas. Adicionou-se etilenoglicol (densidade relativa 1,115 g/mL) numa 

quantidade estequiométrica em relação a NaIO4 para parar a reação. As soluções dos 

derivados oxidados foram dialisadas contra água ultrapura em membrana de celulose 

(MWCO, 14 kDa, Spectrum Lab, EUA) até que a condutividade da água de diálise 

fosse igual à da água ultrapura. Após liofilização, o derivado oxidado foi recuperado.  

3.3.1 Determinação do grau de oxidação 

 

O grau de oxidação foi determinado pelo método da titulação do cloridrato 

de hidroxilamina descrito por ZHAO, H., HEINDEL, 1991.  

O grau de oxidação foi calculado através da Equação 1. 

 

 Grau de oxidação (%) =
(CNaOH × VNaOH)× 162

2mp
x100                                                       (1) 

 

onde C é a concentração em mol L-1 e V o volume em litros, de NaOH, mp corresponde 

a massa do polissacarídeo em gramas e 162 é a massa molar de unidade 

monossacarídica da manose, em g mol-1. 

3.4  Purificação da Quitosana 

 

A quitosana foi purificada de acordo com a metodologia descrita por 

Benamer, 2012, com algumas modificações. Dissolveram-se 10,0 g de quitosana em 

1 L de ácido acético a 2% (v/v) e permaneceu sob agitação durante 24 horas para 

dissolução completa. A solução foi então centrifugada (15 min, 6000 rpm), filtrada 

através do funil de placa sinterizada N° 3 e depois aquecida a 100 °C por 15 minutos 

para desnaturar e precipitar as proteínas. A mistura foi novamente centrifugada (15 

minutos, 6000 rpm). O sobrenadante foi removido e filtrado através do funil de placa 

sinterizada nº 3. O pH da solução foi então ajustado para 10 com NaOH 1 mol L-1, a 

fim de precipitar a quitosana da fase aquosa. O precipitado de quitosana foi 
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recuperado por centrifugação e lavado com água deionizada para remover o excesso 

de NaOH até os valores de pH e condutividade atingirem os valores de água pura. A 

quitosana foi lavada com acetona e seca com jato de ar quente. 

3.5  Carboxietilação da Quitosana 

 

A síntese da carboxietilquitosana com maior grau de modificação (CEQA) 

foi realizada de acordo com o método previamente descrito por Sashiwa et al., (2003). 

Resumidamente, em um balão volumétrico contendo 50 mL de água destilada foram 

adicionados 1,46 mL de ácido acrílico e 1,0 g de quitosana. O sistema foi mantido sob 

agitação a 50 °C por um período de 72 horas. Após esse período, o pH do sistema 

reacional foi ajustado para 10 com uma solução aquosa de hidróxido de sódio 1 mol 

L-1 para converter o ácido acrílico em seu sal sódico. A mistura foi então precipitada 

em etanol PA na razão de 2:1 (volume álcool: volume da reação). O precipitado foi 

lavado com álcool e acetona e seco em estufa a 60 °C. O mesmo procedimento foi 

realizado com 0,36 mL de ácido acrílico com o intuito de obter a carboxietilquitosana 

com um menor grau de substituição (CEQB).  

3.6  Caracterização dos materiais utilizados  

3.6.1 Análises de distribuição da massa molar por cromatografia de 
permeação em gel (GPC) da GCF e seus derivados 

 

As amostras de galactomanana e seus derivados foram dissolvidas em 

água destilada a 0,1% m/v e filtradas através de membrana MILLIPORE de 0,45 μm. 

A distribuição da massa molar foi determinada por Cromatografia de Permeação em 

Gel (GPC), usando Cromatógrafo Shimadzu (LC-20AD) acoplado a um detector de 

índice de refração (RID-10a). Uma pré-coluna PolySepGFC-P fenomenex (35 mm x 

7,80 mm) e uma coluna PolySepGFC-P linear (300 mm x 7,80 mm) com fase móvel 

de NaNO3 0,1 mol L-1, à temperatura ambiente e 1,0 mL de fluxo/min. Foram utilizadas 

curvas padrões para a determinação da massa molar foi construída usando padrões 

de pululana (Shodex Denko®) com massas molares na faixa de 5,9 x 103 a 7,8 x 105 

g mol-1.  
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3.6.2 Determinação da viscosidade intrínseca e massa molar viscosimétrica 
da Quitosana 

 

A viscosidade intrínseca e a massa molar viscosimétrica da quitosana 

foram medidas utilizando o viscosímetro capilar (CANNON INSTRUMENTS modelo 1 

I-71 Ubbelohde) a 25 °C em um banho de água com temperatura controlada. As 

soluções de quitosana foram preparadas nas concentrações de 0,1% (m/v) em 

solução 0,25 mol L-1 de ácido acético/0,25 mol L-1 de acetato de sódio (Kasaai, 2007). 

Para a determinação da viscosidade intrínseca, foram realizadas cinco diluições. Para 

cada amostra de quitosana, um mínimo de três medições de tempo de fluxo foram 

realizadas. A concentração real da solução após a filtração foi obtida utilizando-se do 

grau de pureza da quitosana através da análise termogravimétrica. A determinação 

da viscosidade intrínseca, [η], foi obtida através da extrapolação dos dados de 

viscosidade à diluição infinita, de acordo com a Equação de Huggins (Equação 2). 

 

 ηsp 𝑐 = [η] + kH[η]𝟐⁄ 𝑐                                                                                              (2) 

 

onde, ηsp é a viscosidade específica, ηsp/c é a viscosidade reduzida, kH é o 

coeficiente de Huggins e C é a concentração do polímero. 

Já a massa molar viscosimétrica foi calculada utilizando-se da equação (3) 

de Mark-Houwink-Sakurada: 

 

   [ɳ] = 𝐾. 𝑀𝑣
𝑎                                                                                                              (3) 

 

Em que: 

[ɳ] é a viscosidade intrínseca; 

Mv é a massa molar viscosimétrica média; 

 K e a são constantes viscosimétricas com valores de 1,6 x 106 dL g-1 e 0,79 

respectivamente. Essas constantes não dependem da massa molar, no entanto são 

dependentes do solvente, da temperatura e da estrutura do polímero (Kassai, 2007). 
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3.6.3 Determinação do grau de desacetilação da Quitosana e grau de 
substituição da carboxietilquitosana 

 

O grau de desacetilação (GD) da quitosana foi determinado tanto por 

análise elementar quanto pela análise de ressonância magnética nuclear de prótons 

1H (Huang et al., 2015). 

O grau de desacetilação (GD) da amostra de quitosana foi determinado 

através da Equação 4. 

 

 GD(%) = 1 − (
C

N
−5,14

6,8−5,14
) x100                      (4) 

 

Em que C/N representa a relação entre carbono e nitrogênio da quitosana 

obtida através da análise elementar, 6,8 é a razão entre C/N considerando a quitosana 

100% acetilada e 5,14 é a razão entre C/N considerando a quitosana 100% 

desacetilada. 

Pela técnica de espectroscopia 1H-RMN o grau de acetilação (GA), 

desacetilação (GD) e substituição das amostras carboxietiladas (GS) foram calculadas 

através da razão entre as áreas dos prótons metílicos referentes as unidades 

acetiladas (ACH3) e do próton ligado ao carbono 2 do anel de glicosamina (AH2) de 

acordo com as seguintes Equações (5, 6 e 7) (Huang et al., 2016; Signini; Campana 

Filho, 2001). 

 

                   GA(%) =
ACH3

3AH2
× 100                                                                                                  (5) 

                   GD(%) = (1 − GA)                                                                                   (6) 

                   GS = (1 − GD) ×
3AH2

2ACH3
                                                                             (7) 
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3.6.4 Avaliação da solubilidade em diferentes pH da carboxietilquitosana 
em meio aquoso 

 

A solubilidade da carboxietilquitosana em diferentes valores de pH foi 

determina por medição da turbidez seguindo método descrito por Ding et al., (2012). 

Foi preparada uma solução aquosa de CEQB e QP (2 mg mL-1) ajustado para o valor 

de pH 1,5); Solução de NaOH (1,0 mol L-1) foi adicionada para ajustar o pH. Avaliou-

se a solubilidade das amostras pela transmitância de radiação visível em diferentes 

valores de pH em um espectrofotômetro SHIMADZU UV-1800 a 600 nm. Foi realizado 

ainda o teste de solubilidade em diferentes pH solubilizando a quitosana e seus 

derivados carboxietilados em soluções de HCl 0,1 mol L-1 (pH 1); água destilada (pH 

5,5); Tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4) simulando o meio fisiológico e NaOH 0,1 mol 

L-1 (pH 14) a fim de ver o perfil macroscópico das soluções. As soluções foram 

preparadas nas concentrações de 2% (m/v).  

 

3.6.5 Análise Elementar 

 

Para a microanálise elementar das amostras foi utilizado o Analisador 

Elementar - Perkin Elmer 2400 séries II no modo C, H e N. O gás de arraste utilizado 

foi hélio de alta pureza. Foram utilizadas 2 mg de amostras e a análise foi realizada 

em duplicada. Para o cálculo do percentual de nitrogênio na amostra foi utilizada a 

equação 8              

                                 %𝑁(𝐺𝐶𝐹) =
%𝑁

14,01
𝑥162                                            (8) 

 

Onde 14,01 g mol-1 é massa molar do nitrogênio e 162 g mol-1 é a massa molar no 

monômero da GCF  

3.6.6 Ressonância Magnética Nuclear 

 

Para obter os espectros de RMN, a galactomanana e seus derivados 

oxidados (10 mg) foram dissolvidos em água deuterada (600 µL). Já as amostras de 

quitosana e seus derivados (10 mg) foram dissolvidos em uma mistura de água 

deuterada (600 µL) e ácido clorídrico deuterado (20 µL). Obtiveram-se espectros de 

1H RMN e 13C RMN a 70 °C em um espectrômetro BRUKER modelo AVANCE-



40 

 

DRX500. O 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato (DSS) foi adicionado às amostras para 

calibração do espectro de deslocamento químico (δ) zero. 

 

3.6.7 Análise por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)  

 

As amostras foram secas à temperatura ambiente e combinadas com 

brometo de potássio (KBr), produzindo pastilhas. O espectro de infravermelho das 

amostras foi registrado em um espectrômetro FTIR - 8500 (Shimadzu) no número de 

onda entre 4000 e 400 cm-1. 

3.6.8 Análise da citotoxicidade da GCF 

 

As células foram cultivadas em microplacas de 96 poços e as 

monocamadas foram incubadas por 72 horas a 37 °C e 5% de CO2 com DMEM 

contendo 5% de soro fetal bovino (FBS), penicilina G (100 IU/ml), enrofloxacina (10 

µg mL-1) e anfotericina B (1,25 µg mL-1) com diluições em série dos compostos em 

diferentes concentrações, com variação de 1,9 a 1000 µg/ml. A toxicidade in vitro do 

GCF, que foi esterilizado por filtração através de membranas de PVDF (tamanho de 

poro 0,22 mm), foi determinada de acordo com Denizot & Lang, (1986), quantificando 

as células viáveis usando 3-[4,5-dimetil-tiazol-Brometo de 2-il]-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT), que é convertido em formazano púrpura pelas desidrogenases mitocondriais. 

A concentração citotóxica de cinquenta por cento (CC50) foi definida como a 

concentração de polissacarídeo que poderia reduzir em 50% o número de células 

viáveis, quando comparada com um controle sem polissacarídeo. Os experimentos 

foram estatisticamente expressos como média + desvio padrão e analisados pelo 

Teste t de Student com p < 0,01 (Bolton, 1990). As variáveis que ultrapassaram os 

limites superiores de quantificação, foram consideradas estatisticamente 

significativas. 
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3.6.9 Análise da citotoxicidade dos derivados CEQA, CEQB, CF20 e CF50 

 

O teste do MTT se baseia na capacidade das enzimas oxidorredutase 

celulares dependentes de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) para 

reduzir o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor 

amarela, para formar um composto de cor púrpura (Kuete; Karaosmanoğlu; Sivas, 

2017), o que permite desta forma a quantificação indireta da porcentagem de células 

vivas. 

As células L929 foram plaqueadas nas concentrações de 0,1 x 106 cél mL-

1 em placas de 96 poços. Após 24 horas de incubação, as células foram tratadas com 

as amostras em concentração única de 100 mg mL-1. As placas foram incubadas por 

69 h em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Decorrido o tempo determinado, o sobrenadante 

foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 µL da solução de MTT (0,5 mg mL-

1), e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbância foi lida após dissolução do 

precipitado com 150 µL de DMSO puro em leitor de microplaca (Molecular Devices, 

Spectramax 190) sob o comprimento de onda de 595 nm.  

Os valores foram analisados pela média ± desvio padrão da média (DPM). 

Os valores das absorbâncias foram transformados em viabilidade celular a partir dos 

valores de absorbância previamente normalizados com base na média da absorbância 

do controle negativo utilizando o programa GraphPadPrism versão 7.0. As análises 

foram realizadas no Laboratório de Cultura de Células do Delta (LCCDelta) da 

Universidade Federal do Delta do Parnaíba. 

3.7  Síntese dos hidrogéis e scaffolds  

 

Dispersões aquosas de CF10, CF20, CF50, CEQA e CEQB na 

concentração de 2% (m/v) foram preparadas e mantidas sob agitação por 24 horas a 

50 °C. Logo após as soluções foram mantidas a 37 °C por 2 horas, foram misturados 

por pipetagem de 1 mL de CEQ sobre 1 mL do derivado oxidado (CEQA/CF10; 

CEQA/CF20; CEQA/CF50; CEQB/CF10; CEQB/CF20; CEQB/CF50) num frasco 

cilíndrico de 2,5 cm de diâmetro. Os frascos foram deixados à temperatura ambiente 

durante 24 horas para a geleificação completa, depois mantidos a -80 °C em um 

congelador Nuaire Ultra durante por 24 horas. Finalmente, a mistura foi liofilizada. 
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3.7.1 Caracterização dos scaffolds 

3.7.1.1 Tempo de geleificação 

 

O tempo de geleificação das amostras de hidrogéis foi determinado pelo 

método da barra magnética como descrito por Balakrishnan, Joshi, Jayakrishnan, & 

Banerjee, (2014) com pequenas alterações. Foram misturadas 150 µL de uma solução 

aquosa a 2% de CEQ com 150 µL de solução aquosa do derivado oxidado a 37 °C. 

As soluções foram agitadas utilizando-se de uma barra magnética com revestimento 

de teflon de 10 mm de comprimento e 5 mm de diâmetro em um recipiente de vidro 

de 10 mL (20 mm de diâmetro). O tempo requerido pela barra para formar um glóbulo 

foi tomado como o tempo de geleificação. Todos os experimentos foram realizados 

em triplicata.  

O tempo de geleificação foi determinado ainda pelo método da inversão de 

tubo seguindo a metodologia descrita por Giovagnoli, Tsai, & Deluca, (2010). Em um 

tubo de ensaio foram misturados 1 mL de uma solução aquosa a 2% de CEQ com 1 

mL de solução aquosa do derivado oxidado, mantidas em um banho termostatizado à 

temperatura de 37 °C. A cada 5 segundos o tubo de ensaio era inclinado para observar 

o estado da amostra. O tempo necessário para geleificação foi determinado pela 

ausência de fluidez da solução presente no tubo, caracterizando assim a formação do 

hidrogel.  

3.7.1.2 Análises Reológicas 

 

As medidas reológicas foram realizadas em um reômetro da TA 

Instruments Rheometer advanced, modelo AR-550. Para as análises de formação dos 

hidrogéis foram realizadas misturas homogêneas, que continham 150 µL de solução 

CEQ (2% mv) e 150 µL de solução do derivado oxidado (2% mv), o módulo de 

armazenamento (G’) e módulo de perda (G”) dos hidrogéis foram medidos utilizando-

se geometria de placas cone-placa com diâmetro de 40 mm, ângulo de 1°, gap 28 µm 

a 37 °C. Foram realizados testes de varredura de tempo com diferentes temperaturas, 

concentrações, razões de volume e graus de oxidação. Os módulos de 

armazenamento (G’) e de perda (G”) foram monitorados em função do tempo a uma 

frequência de 1 Hz e uma tensão de cisalhamento de 5 Pa.  
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As medidas reológicas dos hidrogéis pré-formados, por um período de 24h 

em formatos cilíndricos com o diâmetro de 15 mm e espessura de 4 mm, foram 

realizadas em reômetro com geometria de placas paralelas (20 mm de diâmetro) 

operando em modo oscilatório. Um teste dinâmico de varredura de frequência (1 a 10 

Pa) e tensão (0,1 a 10 Hz) foram realizados a fim de determinar a região viscoelástica 

linear de cada hidrogel. O módulo de armazenamento dos hidrogéis foi monitorado a 

uma frequência e tensão na região viscoelástica linear por 30 minutos a 37 °C. Todas 

as análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.7.1.3 Análises de intumescimento 

 

Estudos de intumescimento dos scaffolds CEQA/CF10; CEQA/CF20; 

CEQA/CF50; CEQB/CF10; CEQB/CF20 e CEQB/CF50 foram realizados em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 mol L-1; pH 7,4 a 26±2 °C) sob agitação pelo 

método gravimétrico. Foi realizada a medida da massa dos scaffolds secos, em 

seguida as amostras foram imersas em 35 mL de solução salina. As medições dos 

scaffolds intumescidos foram realizadas a cada 10 minutos por um período de 2 horas. 

A cada período a amostra foi removida, limpa com papel absorvente para remover o 

excesso de solvente e pesada imediatamente. O grau de intumescimento dos 

scaffolds em PBS foi calculada usando a Equação (9): 

 

intumescimento =
mf−mi 

mi
                                            (9) 

 

em que mf é a massa final (em gramas) e mi a massa inicial (em gramas) dos 

scaffolds. 

3.7.1.4 Porosidade dos scaffolds 

 

A porosidade foi calculada pelo método de infiltração do etanol 

(Sivashankari e Prabaharan, 2020).  O etanol absoluto foi escolhido, pois penetra 

facilmente através dos poros dos scaffold sem modificá-los. Os volumes dos géis 

secos (V) foram obtidos a partir dos dados de diâmetro e altura medidos com 

paquímetro digital de 0 a 150 mm – Digital marca COSA. Os géis secos foram pesados 
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(mi) e em seguida imersos em etanol absoluto e centrifugados por 10 minutos a 1200 

rpm para facilitar a penetração do etanol através de toda a amostra. Após a 

centrifugação, o excesso de etanol da superfície das amostras foi seco com papel de 

filtro obtendo-se assim sua massa após a imersão (mf). As porosidades então foram 

calculadas a partir da Equação 10: 

 

Porosidade (%) =
mf−mi 

ρ×V
x 100                                      (10) 

 

em que mi e mf são as massas das amostras antes e depois da imersão em etanol, 

respectivamente; ρ é a densidade do etanol absoluto (0,789 g cm-3) e V é o volume 

dos scaffolds secos. 

3.7.1.5 Análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A estrutura porosa dos scaffolds foi examinada através de MEV. Os 

hidrogéis foram preparados em seringas de 3 mL, deixados em repouso por 24 horas 

e congelados em um ultra freezer -80 °C por 48 horas, em seguida foram liofilizados, 

os scaffolds liofilizados foram colocados em nitrogênio líquido logo depois fracionados. 

Os fragmentos foram recobertos com ouro e a morfologia dos scaffolds foi avaliada 

com o equipamento Quanta-FEg Fei 450. As análises foram realizadas pela Central 

Analítica da Universidade Federal do Ceará. 

3.7.1.6 Tamanho de poros 

 

O tamanho dos poros foi medido através das imagens obtidas pela análise 

de microscopia eletrônica de varredura. As imagens foram analisadas através do 

software imageJ e as dimensões foram obtidos a partir da média de 200 medidas. 

3.7.1.7 Análises Mecânicas 

 

As medidas de tensão-deformação elástica foram analisadas em DMA25 

METRAVIB. Os scaffolds de forma cilíndricas (diâmetro médio = 9 mm, altura = 18 

mm) foram preparados em seringas de 3 mL o bocal da mesma foi removido e as 

soluções (1,5 mL do derivado oxidado (2% mv) + 1,5 mL de CEQ (2% mv)) foram 
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pipetadas nela e homogeneizadas. Os hidrogéis foram deixados em repouso por 24 

horas para garantir o processo completo de reticulação. As amostras foram 

congeladas em ultra freezer em seguida liofilizadas e submersas em tampão PBS (0,1 

mol L-1; pH 7,4) 24 horas antes dos testes. As amostras de teste foram submetidas a 

uma compressão uniaxial até 5% de deformação (0,02 mm/s) a partir da altura inicial. 

O módulo de compressão foi calculado a partir da inclinação da reta na região linear 

da curva tensão/deformação. Os ensaios foram realizados em triplicata a uma 

temperatura constante (37 °C). As análises foram realizadas no Laboratório de 

Tecnologia de Biomassas da EMBRAPA. 

 

3.7.1.8 Teste de Degradação 

 

A análise de degradação seguiu a metodologia descrita por BALAKRISHNAN 

et al., (2017). O teste de degradação dos scaffolds foi efetuado em relação à perda de 

massa em tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4; T=37 °C) em uma incubadora sob 

agitação constante de 100 rpm por um período de 28 dias. A massa inicial dos 

scaffolds foi determinado (mi), em intervalos de tempo específicos (1, 3, 7, 14, 21 e 28 

dias), Ao fim de cada período, os hidrogéis foram removidos, imersos em água 

destilada para retirar o excesso de salinidade até a condutância do meio alcançasse 

o valor de 2 µS cm, liofilizados e pesados (mf).  A razão de perda de massa foi 

determinada de acordo com Equação (11):   

 

Degradação (%) =
mi−mf 

mf
x 100                                      (11) 

em que: 

mi= a massa inicial dos scaffolds; 

mf= a massa final dos scaffolds liofilizados após o processo de degradação. 

3.7.1.9 Análise termogravimétrica (TGA) 

 

As análises termogravimétricas forma realizadas para analisar a 

estabilidade térmica dos materiais. As análises de TGA foram realizadas usando um 

analisador termogravimétrico (Q50 da TA Instruments). As análises foram feitas de 20 
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a 700 °C, com aumento linear de 10 °C min-1, sob atmosfera de ar sintético com um 

fluxo de 60 mL min-1 em amostras de aproximadamente 10 mg. 

 

3.7.1.10 Análise da toxicidade in vitro da GCF 

 

As células foram cultivadas em microplacas de 96 poços e as 

monocamadas foram incubadas por 72 horas a 37 °C e 5% de CO2 com DMEM 

contendo 5 % de soro fetal bovino (FBS), penicilina G (100 IU mL-1), enrofloxacina (10 

µg mL-1) e anfotericina B (1,25 µg mL-1) com diluições em série de 2 vezes dos 

compostos em diferentes concentrações, variando de 1,9 a 1000 µg mL-1. A toxicidade 

in vitro da GCF, que foi esterilizado por filtração através de membranas de PVDF 

(tamanho de poro 0,22 mm), foi determinada de acordo com Denizot & Lang, (1986), 

quantificando as células viáveis usando brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazólio (MTT), que é convertido em formazano púrpura pelas 

desidrogenases mitocondriais. A concentração citotóxica de cinquenta por cento 

(CC50) foi definida como a concentração de polissacarídeo que poderia reduzir em 

50% o número de células viáveis, quando comparada com um controle sem 

polissacarídeo. Os experimentos foram estatisticamente expressos como média + 

desvio padrão e analisados pelo teste t de Student com P < 0,01 (Bolton, 1990). As 

variáveis que ultrapassaram o limite superior de quantificação foram consideradas 

estatisticamente significativas. A análise foi realizada pelo Laboratório de 

Microbiologia Yasuyoshi Hayashi, do Departamento de Patologia Básica, UFPR, 

Curitiba, PR, Brazil 

3.7.1.11 Cultura de células in vitro e semeadura nos scaffolds 

 

Para os testes in vitro, a linha celular fibroblástica murina L929 foi escolhida 

e mantida em um ambiente umidificado a 5% de CO2 a 37 ºC em meio de cultura 

DMEM de baixa glicose suplementado com 10% FBS, 1% antibiótico-antimicótico 

(penicilina - 10.000 unidades. mL-1, estreptomicina - 10.000 μg mL-1, anfotericina B - 

25 μg mL-1) e bicarbonato de sódio (3,7 gL-1) até a confluência desejada. Antes da 

semeadura das células, os suportes com formato cilíndrico foram imersos em etanol 

70% por 2 horas, 3 vezes lavados com PBS para garantir condições estéreis antes da 
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submersão com meio de cultura de células em placas de 24 poços para incubação 

durante a noite. No dia seguinte, as células foram separadas dos frascos de cultura 

de tecidos com solução de tripsina após uma lavagem com PBS. Foi adicionado meio 

de cultura e a suspensão de células foi centrifugada durante 5 min a 300 g. Cada 

scaffold foi semeado com 104 células em 20 µL com uma agulha 21G. Os scaffolds 

semeados foram incubados a 37 °C com 5% de CO2 e apenas suplementados com 

meio celular quatro horas depois. A avaliação da atividade metabólica celular foi 

realizada em 1, 4, 7, 14 e 21 dias de incubação. A análise foi realizada pelo CICECO 

– Instituto de Materiais de Aveiro 

3.7.1.12 Avaliação da citocompatibilidade dos scaffolds 

 

A avaliação do efeito citotóxico dos materiais desenvolvidos (CEQA/CF20, 

CEQB/CF20, CEQA/CF50 e CEQB/CF50) foi obtida com o ensaio de redução da 

resazurina. O metabolismo celular regular reduz o meio celular. Portanto, quando o 

composto de resazurina (incolor, não fluorescente) é misturado ao meio celular, ele é 

convertido em resofurina devido à atividade metabólica celular, fornecendo um sinal 

colorimétrico e fluorescente que pode ser detectado. Na presença de células viáveis, 

uma mudança de cor ou fluorescência ocorrerá indicando a proliferação celular. Em 

intervalos pré-determinados, a solução Alamar foi diluída em meio de cultura celular 

(1:10) e adicionada a cada esponja semeada (6 repetições de 4 condições, 3 

experimentos independentes) em placas de 48 poços por 6 horas a 37 ºC, 5% de CO2. 

Em seguida, 100 µL de cada meio colorido foram transferidos em triplicata para uma 

placa preta de 96 poços com fundo transparente para leitura de fluorescência 

(excitação: 540±35, emissão: 600±40 nm) usando SynergyTM HTX. Exceto para o 

último ponto de tempo, os scaffolds foram lavados com PBS antes de retornar às 

condições de cultura anteriores. Após 21 dias em cultura, os materiais semeados 

foram corados por 30 min a 37 °C com 1 mg mL-1 de uma solução de PBS com 

calceína-AM (1:500), iodeto de propídio (1:1000) e Hoechst (1:1000) para permitir a 

visualização do núcleo vivo/morto/celular. A observação e aquisição de imagens de 

fatias finas de cada esponja marcada com fluorescência foi realizada usando Zeiss 

Axio Imager 2 (50x) e Zeiss ZEN 2.6. software, também usado para análise. O 

GraphPad Prism 8 foi usado para apresentar e analisar os dados da atividade 

metabólica, embora nenhuma significância estatística tenha sido detectada (ANOVA 
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de duas vias, * p < 0,05). A análise foi realizada pelo CICECO – Instituto de Materiais 

de Aveiro 

 

3.7.1.13 Avaliação do potencial antibacteriano in vitro 

 

As linhagens bacterianas utilizadas nos testes são provenientes da coleção 

de culturas estoques, armazenadas em freezer a -80 °C, mantidas no Laboratório de 

Microbiologia do Núcleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia – BIOTEC 

da Universidade Federal do Delta do Parnaíba. 

As amostras dos polímeros em pó foram diluídas em água estéril a uma 

concentração de 8 mg/mL para realização do teste de concentração inibitória mínima 

(CIM). Os scaffolds foram testados após exposição à luz UV por 30 minutos em cabine 

de segurança biológica nível II, para esterilização dos mesmos. 

A análise do potencial antibacteriano pelo método de microdiluição em 

caldo é o teste recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) 

para obtenção da Concentração Inibitória Mínima (CIM), ou seja, a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento bacteriano visível. O teste foi realizado em 

microplacas de 96 poços, em triplicata e em cabine de segurança biológica nível II.  

Para a realização dos experimentos, as cepa foram previamente semeadas 

em placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton (Kasvi), sendo essas, incubadas em 

estufa bacteriológica por 18-24 horas a uma temperatura de 35±2 ºC, em condições 

aeróbicas. 

 Após esse tempo, colônias isoladas foram coletadas com alça 

bacteriológica estéril e suspensas em solução salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], até 

que se obtivesse uma absorbância variando entre 0,08 e 0,13 sob um comprimento 

de onda de 625 nm, o que corresponde a 0,5 na escala de McFarland 

(aproximadamente 1-2 x 108 unidades formadoras de colônias mL-1 – UFC mL-1). A 

partir dessa suspensão as bactérias foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton 

(Difco™) para realização de inóculo padronizado (concentração de 5 x 105 UFC mL-

1). Em seguida, realizou-se o teste para determinação da CIM dos materiais, onde as 

bactérias supracitadas foram expostas a uma diluição seriada de razão 2 dos 

polímeros testados (CEQA, CEQB e CF20) com concentrações variando de 4 a 0,125 

mg mL-1 por 24 horas a 35±2 ºC, em condições aeróbicas. Concomitantes ao teste 
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foram incubados os controles de esterilidade do meio e das substâncias e o controle 

de crescimento das bactérias. 

A avaliação do potencial antibacteriano dos scaffolds foi realizada por meio 

do ensaio de contagem de unidades formadoras de colônias bacterianas –UFC (Li, 

Yuanhong et al., 2020). Brevemente, os scaffolds (CEQA/CF20 e CEQB/CF20) foram 

imersos em 1mL de suspensão bacteriana (5 x 105 UFC mL-1) e incubados 

rotineiramente a 35 ± 2 ºC. 1 mL de suspensão bacteriana sem scaffolds serviu como 

controle. Após o período de incubação (24 horas), a suspensão bacteriana foi diluída 

em solução salina estéril [NaCl 0,85% (m/v)] e então inoculada em placas de ágar 

Mueller-Hinton. As placas inoculadas foram incubadas e, após 24 horas, as UFC foram 

contadas. A atividade de inibição foi apresentada como a perda de viabilidade em 

relação ao controle, de acordo com a equação: perda de viabilidade = (UFCcontrole - 

UFCamostra/UFCcontrole) × 100. A atividade antibacteriana absoluta foi apresentada 

como a proliferação de bactérias em comparação com as UFC em 0 hora (taxa de 

proliferação = UFCamostra/UFC0h). Os valores são apresentados como a média ± 

erro padrão da média. Para analisar a diferença significativa entre as médias de perda 

de viabilidade (%) utilizou-se o teste T, enquanto a significância da taxa de proliferação 

das bactérias tratadas em relação ao controle (bactérias não tratadas) foi avaliada por 

meio da análise de variância, ANOVA de uma via com pós-teste de Dunnet. Foi 

admitido um p < 0,05 para dados estatisticamente significativos. O programa 

GraphPad Prism 8.0.1 foi utilizado para as análises estatísticas. Os ensaios foram 

realizados pelo Núcleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia – BIOTEC da 

Universidade Federal do Delta do Parnaíba – Piauí – Brasil. 

3.7.1.14 Análise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por microscopia 

de força atomica (MFA) 

 

A avaliação do efeito antibacteriano do scaffold foi realizada por meio do 

contato direto com o meio inoculado com Staphylococcus epidermidis (Li, Yuanhong 

et al., 2020). Brevemente, o scaffold (CEQB/CF20) foi imerso em 1mL de suspensão 

bacteriana (5x105 UFC mL-1) e incubado rotineiramente a 35±2 ºC. 1 mL de suspensão 

bacteriana sem o scaffold serviu como controle. Após o período de incubação (24 

horas), procedimentos semelhantes aos de Araujo et al., (2015) foram utilizados para 

a realização da análise. 
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O microscópio utilizado para a análise foi o TT-AFM (AFM Workshop - 

EUA), no modo de contato intermitente, usando pontas TAP300-G10 (TED PELLA, 

INC.) com uma frequência de ressonância de 237,21 kHz. As imagens obtidas foram 

tratadas utilizando o programa Gwyddion 2.54. Múltiplas áreas de cada amostra foram 

examinadas com o propósito de verificar a média de tamanho, rugosidade média de 

bactérias tratadas e não tratadas, utilizando o programa Gwyddion 2.54. Para a 

análise estatística dos resultados obtidos foi utilizado o programa GraphPad Prism 

7.01., para obter a média de tamanho e rugosidade média de membrana das cepas 

foi aplicado o “teste t”. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 

significante e os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). Os ensaios foram realizados pelo Núcleo de Pesquisa em Biodiversidade e 

Biotecnologia – BIOTEC da Universidade Federal do Delta do Parnaíba – Piauí – 

Brasil. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO   

 

4.1  Galactomanana e derivados oxidados 

4.1.1 Rendimento do isolamento da galactomanana da Cassia fistula 

 

O rendimento da extração da galactomanana da Cassia fistula foi calculado 

considerando a massa inicial das sementes secas e a massa de galactomanana 

obtida após o processo de extração. O valor médio de 4 extrações foi de 26,5%±0,6. 

No presente estudo, a presença de galactomanana, 26,5%, foi relatada como superior 

à concentração de polissacarídeos encontrada por Jamir et al., (2019), 24% para 

Delonix elata e Lavudi; Kottapalli; Goycoolea (2018) 21% para Dichrostachys cinerea. 

O processo de extração utilizado para as sementes de GCF pode ser considerado 

como eficiente. O percentual encontrado foi semelhante ao da maioria das sementes 

da família Caesalpiniaceae, tais como: as espécies de Cassia grandis; Mimosa sp.; 

Crotalaria juncea; Prosopis juliflora entre outras que produzem em termos de 

galactomanana, solúvel à temperatura ambiente, entre 25 a 30% (Buckeridge et al., 

1995). 

4.1.2 Determinação do grau de oxidação das amostras dos derivados 
oxidados 

 

Após a oxidação com periodato a solução final foi dialisada e liofilizada e o 

grau de oxidação real foi determinado pelo método da titulação de cloridrato de 

hidroxilamina para confirmar e quantificar o teor de aldeído. A Figura 9 mostra a 

evolução do pH das soluções tituladas. É possível observar que a curva para a 

amostra que contém GCF não apresenta um padrão de titulação, ou seja, não é 

observado ponto de equivalência, ocorre apenas um aumento do pH mediante a 

adição de hidróxido de sódio. Diferentemente, as outras curvas apresentam ponto de 

equivalência. À medida que o grau de oxidação aumenta ocorre um aumento do 

consumo de hidróxido de sódio durante a titulação, confirmando assim que ocorreu 

uma maior liberação de ácido clorídrico durante a reação entre o cloridrato de 

hidroxilamina e o polissacarídeo oxidado (Figura 10).  
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 Figura 9  - Curvas de Titulação com NaOH, para GCF; CF10; CF20; CF50 e CF80 

dissolvidos em cloridrato de hidroxilamina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

Figura 10 – Reação de formação de oximas e liberação de ácido clorídrico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora  

 

Pode-se observar que, à medida que o grau de oxidação teórico aumenta, 

ocorre uma maior divergência em relação ao grau de oxidação real (Tabela 2). Isso 

pode ser explicado pela formação de hemiacetais, o que diminui a quantidade de 

aglomerados de aldeídos disponíveis. Outro fator importante é que com o aumento do 
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grau de oxidação, maior será a rigidez da cadeia e menor será a sua solubilidade, o 

que também diminui a quantidade de grupos aldeídos disponíveis para reação com a 

hidroxilamina, diminuindo assim o grau de oxidação real (Yu, Danmi et al., 2007).  

Como o aumento do grau de oxidação há um aumento dos grupos 

carbonilas que interagem com os grupos hidroxila formando hemiacetais, diminui a 

solubilidade em meio aquoso, a baixa solubilidade interfere no rendimento em massa 

da reação de oxidação, pois é realizada uma filtração antes da liofilização da solução 

oxidada.  

 

Tabela 2 - Reação de oxidação com NaIO4  

 

Amostra 

 

Grau de oxidação 

teórico (%) 

 

Grau de oxidação 

experimental (%) 

 

Rendimento da 

oxidação mf/mi 

(%) 

 

GCF 

 

0 

 

0 

 

0 

CF10 10 9,0 ± 0,3 90,0 ± 3,0 

CF20 20 18,0 ± 0,9 84,0 ± 7,8 

CF50 50 41,0 ± 0,6 82,0 ± 5,0 

CF80 80 72,0 ± 0,4 75,0 ± 3,4 

mi= massa inicial, antes da reação de oxidação 

mf=massa final, obtida após a reação de oxidação 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

4.1.3 Estimativa da distribuição da massa molar por GPC 

 

De acordo com a Tabela 3, a massa molar de pico (Mpk) diminui com o 

aumento do grau de oxidação, o que pode ser justificado devido à abertura da 

estrutura do anel de piranose, ocorrendo assim a degradação do polissacarídeo 

durante a reação de oxidação. Resultados semelhantes foram observados para 

derivados oxidados da goma do cajueiro e alginato de sódio (Gomez; Rinaudo; Villar, 

2007; Resmi et al., 2020). Também é observada uma diminuição na massa molar da 

ordem de 102 da GCF para os graus de oxidação 10; 20; 50 e 80% (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Distribuição da massa molar da GCF e derivados oxidados. 

          
Amostra 

 
 Mw (g mol-1) 

 
Mp (g mol-1) 

GCF    2,34 x 105                  1,84 x 106 

CF10    2,18 x 104 5,20 x 104 

CF20    1,57 x 104 4,80 x 104 

CF50    6,80 x 103 1,64 x 104 

CF80    2,80 x 103 1,29 x 103 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

Esta alta redução da massa molar indica uma possível hidrólise devido à 

formação de ácido fórmico durante a reação. A unidade de galactose apresenta três 

grupos de hidroxila vicinais, estas estão passíveis a dupla oxidação. A dupla oxidação 

em uma unidade glicosídica favorece a liberação do carbono C3 como ácido fórmico. 

Isso é confirmado pela diminuição do pH da reação durante a reação de oxidação 

(Figura 11). Através do gráfico foi possível observar ainda a estabilização do pH após 

o período de 5 horas. Resultados semelhantes foram relatados por Maia et al., (2005), 

que, além da variação do pH, também utilizou a RMN de 1H para monitorar a liberação 

de ácido fórmico. 
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Figura 11 - Variação do pH (liberação de ácido fórmico) em relação ao tempo da 

reação de oxidação da GCF com periodato (a). Reação de oxidação com liberação de 

ácido fórmico (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em Keshk et al., 2017 
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4.1.4 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho 

 

A Figura 12 mostra os espectros de infravermelho da galactomanana 

isolada da Cassia fistula (GCF) e de seus derivados oxidados. 

 

Figura  12 - Espectro na região do infravermelho para GCF e derivados oxidados 

(GCF, CF10, CF20, CF50 e CF80) e a expansão ao lado mostrando a região de grupo 

carbonil. 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

O espectro mostra uma banda larga em 3418 cm-1, que está associada ao 

estiramento O-H de hidroxilas ligadas a anéis de piranose e água adsorvida, vibrações 

simétricas e assimétricas de C-H em 2893 e 2924 cm-1, respectivamente. O espectro 

mostrou bandas do grupo C-O (1150 cm-1), C-O-C (1027 cm-1) e C-OH (1074 cm-1), 

indicando anéis de piranose. As bandas em 874 e 811 cm-1 referem-se à deformação 

anomérica de β-D-manopiranosídica e α-D-galactopiranosídica, respectivamente, o 
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que indica a estrutura de uma galactomanana (Figueiró et al., 2004; Lavudi; Kottapalli; 

Goycoolea, 2018; Li et al., 2018; Rodriguez-Canto et al., 2019). 

As principais bandas referentes a galactomanana estão presentes em 

todos os derivados oxidados. No entanto, é difícil ver qualquer sinal referente aos 

grupos aldeído na amostra CF10. Nos espectros do CF20; CF50 e CF80, um pequeno 

ombro aparece na região aproximada de 1720 cm-1. Este sinal refere-se ao 

estiramento do grupo carbonil (C=O) correspondente ao grupo aldeído. Isso confirma 

a oxidação das amostras. A baixa intensidade do sinal em 1720 cm-1 pode ser 

atribuída à formação de hemiacetais ou hidratos intramoleculares e intermoleculares 

o que tornam os grupos aldeído de difícil visualização no infravermelho (Sakakibara 

et al., 2016; Siller et al., 2015). Além do pequeno sinal em 1720 cm-1 outro indicativo 

da reação de oxidação é a diminuição da intensidade da banda em 1074 cm-1 referente 

ao estiramento C-OH, sugerindo que a reação modificou esta ligação (Zhang, Liru et 

al., 2019). 

 

4.1.5 Análise de Ressonância Magnética Nuclear  

 

Os espectros de 1H RMN (Figura 13) das amostras oxidadas mostram o 

aparecimento de novos sinais na região anomérica. A razão Man/Gal determinada 

aumenta de 3,11 ppm da amostra original de GCF para 3,16 ppm e 5,6 ppm nas 

amostras oxidadas 10% e 20%, respectivamente. Esse aumento indica que a 

oxidação ocorre preferencialmente nas unidades de galactose, que estão nas 

cadeias laterais (Gomez; Rinaudo; Villar, 2007). Um novo pico de baixa intensidade 

pode ser observado em 9,35 ppm (CF20) e 8,6 ppm (CF10), indicando a presença 

de grupamento livre de aldeído (-CHO). No entanto, a baixa intensidade 

apresentada é devida à formação de grupos hemiacetais ou aldeído hidratado 

(Maia et al., 2005; Sakakibara et al., 2016). 
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Figura 13 - Espectro de 1H RMN da GCF e seus derivados oxidados CF10 e CF20  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

Os espectros 1H-13C HSQC CF10 e CF20 (Figura 14) mostram uma 

mudança progressiva com o aumento do grau de oxidação. O aparecimento de 

novos picos na região anomérica 4,8-5,2 ppm indicados pelos números 5’; 7’; 8’; 

9’; 10’; 11’; e 12’, (estes sinais estão representados nas estruturas da Figura 16) 

também sugerem a formação de estruturas hemiacetálicas e hemialdais  (Maciel et 

al., 2019; Sirviö et al., 2014). O espectro também mostra o surgimento de novos 

picos a 5,6 ppm que se correlacionam com carbonos a 97 e 105 ppm, o que seria 

bastante consistente com a estrutura hemiacetálica intramolecular (Figura 16D).  
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Figura 14 - Espectro 1H-13C HSQC CF10 (A) e CF20 (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Dados da pesquisa 
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O espectro 1H-13C HMBC CF10 (Figura 15) mostra sinais muito 

semelhantes à estrutura da galactomanana quimicamente não modificada, 

diferindo apenas alguns sinais, dentre eles um a 5,64/82,1 (1H/13C) consistente com 

a estrutura da Figura 16D. O espectro 1H-13C HSQC (Figura 14A e 14B) confirma 

ainda a presença dessas estruturas hemiacetálicas com o aparecimento de sinais 

de 13C na região de 90 a 105 ppm, característicos das estruturas cíclicas de 

carbono. Isso confirma a modificação química do material (Maia et al., 2005). 

 

Figura 15 - Espectro 1H-13C HMBC de CF10 a 70ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa 
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Figura 16 - Possíveis estruturas da galactomanana após a oxidação (A); Galactose 

oxidada (B); Dupla oxidação da galactose (C); hemiacetal intra-resídual (D) e (F); 

Aldeído hidratados (F) e hemialdal (G). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em Maciel et al. (2019) 
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4.2  Quitosana e seus derivados carboxietilados 

4.2.1 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho 

 

A Figura 17 mostra os espectros de infravermelho para quitosana e seus 

derivados carboxietilados. O espectro para a quitosana apresentou bandas 

características. A faixa de 3307-3416 cm-1 foi atribuída às vibrações de estiramento 

de NH e OH, sobrepostas. A banda em 2866 e 2914 cm-1 pode ser atribuída ao 

estiramento axial simétrico e assimétrico de C-H, respectivamente. A banda 

observada em 1654 cm-1 está relacionada à deformação simétrica do grupo amida I 

(C=O) e deformação angular de grupo amino (N-H), a banda em 1585 cm-1 se 

relaciona à deformação assimétrica da amida II (N-H). A banda em 1379 cm-1 é 

referente ao estiramento da ligação C-N. Já as bandas em 1028, 1076 e 1154 cm-1 

podem ser atribuídas às vibrações de estiramento de C-O-C, C-OH e C-O, 

respectivamente. Estes sinais confirmam a presença de anéis piranosídicos na 

estrutura. Comparando-se com a quitosana, novas bandas em 1562 e 1408 cm-1 

podem ser observadas, após a carboxietilação, em CEQA e CEQB. Essas bandas são 

características de vibração de estiramento de grupos carboxílatos assimétricos e 

simétricos (- COO), respectivamente, além da diminuição da intensidade em 1654 

cm-1, referente ao grupamento amino (N-H), confirmando a reação de 

carboxietilação. Ao compararmos os espectros de CEQA e CEQB é possível observar 

que a banda em 1562 cm-1 em CEQA apresenta uma maior intensidade, relativa ao 

ácido acrílico foi incorporado em maior quantidade nesta amostra, (Huang et al., 

2016). 
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Figura 17 - Espectro na região do infravermelho da quitosana e derivados 

carboxietilados na forma de sal de sódio (Quitosana, CEQB e CEQA.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.2 Análise de Ressonância Magnética Nuclear 

 

A Figura 18 mostra a estrutura da quitosana modificada e os espectros de 

1H RMN para quitosana e seus derivados carboxietilados CEQA e CEQB. A quitosana 

apresentou sinais característico em 2,06 ppm, referentes a prótons de CH3 do grupo 

acetil da unidade de N-acetil D-glucosamina (GlcNHCOCH3), sinal em 3,24 ppm 

referente ao próton ligado ao carbono 2 da unidade de D-glucosamina (H-2, GlcNH2), 

os sinais em 3,45 - 3,96 ppm se referem aos prótons ligados aos carbonos nas 

posições 3, 4, 5 e 6 das unidades de D-glucosamina acetilada e desacetilada. Na 

região de anomérico, observa-se a presença de sinais em 4,62 e 4,91 ppm referentes 

aos prótons H-1” e H-1 das unidades de D-glucosamina acetilada e desacetilada, 

respectivamente (Tang et al., 2016). As amostras de CEQA e CEQB apresentaram os 

mesmos sinais presentes na quitosana, com acréscimos de alguns sinais tais como 

em 2,93 ppm referente ao próton de CH2 da unidade de N-carboxietil D-glucosamina 

(H, CH2COOH da GlcNHR), 3,32 ppm referente ao próton ligado ao carbono 2’ da 

unidade de glucosamina carboxietilada (H-2, GlcNHR) e sinal em 5,06 ppm referente 

ao anomérico H-1’ da N-carboxietil D-glucosamina. Para o espectro de CEQA é 

possível observar um pequeno sinal em 3,06 ppm (indicado por H2b na Figura 18) e 

em 5,19 ppm (indicado por H-1* na Figura 19) que mostra a possibilidade de dupla 

enxertia de grupos carboxietil à unidades de D-glucosamina. Esses sinais seriam 

referentes ao próton de CH2 da unidade dissubstituída de N-(2-carboxietil) D-

glucosamina (H, CH2COOH da GlcNHR2) e ao próton anomérico dessa mesma 

unidade, respectivamente (Skorik et al., 2003; Tang et al., 2016). Com o aparecimento 

desses novos sinais se comprova a eficiência da enxertia de grupos carboxietil à 

cadeia da quitosana, comprovando assim a eficiência da reação.  
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Figura 18 - (I) Estrutura da carboxietil quitosana unidade acetilada (a), unidade 

monocarboxietilada (b), unidade com dupla enxertia (c), unidade D-glucosamina 

(d). (II) Espectro de 1H RMN para quitosana purificada (QP) e derivados CEQA e 

CEQB em D2O/DCl a 70 °C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) glucosamina acetilada (GlcNHCOCH3) 

(b) glucosamina carboxietilada (GlcNHR) 

(c) glucosamina dicarboxilada (GlcNHR2) 

(d) glucosamina (GlcNH2) 

Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.3 Determinação da viscosidade intrínseca, massa molar viscosimétrica 
média, grau de desacetilação da quitosana e grau de substituição dos 
derivados carboxietilados 

 

 As propriedades físicas e químicas da quitosana em solução são 

dependentes de: massa molar, grau de desacetilação, força iônica, pH e temperatura. 

Normalmente, com o aumento da temperatura, a viscosidade diminue (Sorlier; Viton, 

& Domard, 2002). A massa molar da quitosana pode ser determinada por 

cromatografia líquida de alta eficiência ou viscosimetria. Esta última é o método mais 

simples e rápido. A viscosidade intrínseca foi determinada pela equação de Huggins 

relacionando a viscosidade reduzida com a concentração. A constante de Huggins 

está relacionada com as interações entre polímero-polímero e polímeros-solventes. 

Experimentalmente bons solventes apresentam valores de KH menores que 0,5. Os 

resultados experimentais indicam ainda que uma alta afinidade entre polímero e 

solvente, atribuindo boa solvatação, estaria relacionado a valores de KH entre 0,25 a 

0,50 (Costa et al., 2015). Valores maiores que 1,0 podem ser atribuídos a associações 

intermoleculares. O valor da KH encontrado para quitosana purificada foi de 0,44, o 

que indica que essa amostra de quitosana apresentou boa interação com o solvente 

utilizado. O valor da viscosidade intrínseca encontrado foi de 11,03 dL g-1, a partir da 

viscosidade intrínseca utilizando a equação de Mark-Houwink-Sakurada foi possível 

calcular a massa molar viscosimétrica, o valor encontrado foi de 1,35 x 106 g mol-1, 

esse valor está de acordo para massas molares de quitosana que variam entre 104 a 

106 g.mol-1 (Kubota; Eguchi, 1997). 

O grau de desacetilação encontrado pela análise elementar para a amostra 

de quitosana foi 77,5%, concordante com o valor encontrado pela análise de RMN 

(78%). Quitosana comercial apresenta valores médios do grau de desacetilação entre 

de 70 e 95% (Kubota; Eguchi, 1997).  Os valores de grau de substituição (GS) das 

amostras carboxietiladas obtidas a partir das análises de RMN foram de 53% para 

CEQA, valor próximo ao encontrado por Qu et al. (2017) utilizando a mesma razão 

molar 4:1 (mol de ácido acrílico: mol de nitrogênio da quitosana), e 34% para amostra 

CEQB, valor muito próximo encontrado por Pestov et al. (2011), utilizando a mesma 

razão molar de 1:1 (mol de ácido acrílico: mol de nitrogênio da quitosana). Durante a 

reação pode ocorrer a possibilidade de dupla enxertia de grupamentos carboxietil em 
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substituição aos hidrogênios ligados ao nitrogênio da D-glucosamina, o que de fato 

ocorreu como foi observado no espectro de 1H RMN. 

4.2.4 Solubilidade da quitosana e seus derivados e reação de formação dos 
hidrogéis 

 

A quitosana foi modificada quimicamente com a introdução de grupos 

carboxietil, o que torna solúvel em meio aquoso. A reação de adição de Michael entre 

quitosana e ácido acrílico é regioseletiva para o grupo amino da quitosana, que é um 

nucleófilo mais forte que os grupos hidroxilas presentes na estrutura. A reação ocorre 

sem a necessidade de adição de ácidos ou bases, e não forma produtos secundários, 

além da água (Privar et al., 2020). A introdução de grupamentos carboxietil torna a 

quitosana solúvel em soluções aquosas neutras ou em soluções básicas. Como é 

possível observar nas Figuras 20 e 21, os derivados obtidos neste estudo (CEQA e 

CEQB) apresentaram-se solúveis em diferentes pHs (1 – 14), já a quitosana foi solúvel 

apenas em pH abaixo de 5,5, como já era esperado. A solubilização da quitosana se 

deve à protonação dos grupamentos aminos primários (-NH2). Quanto maior a 

quantidade destes grupos, maior a repulsão eletrostática entre as cadeias e maior a 

solvatação em água. Já a carboxietilquitosana, que apresenta grupos NH2 e -COOH, 

em valores baixos de pH ambos estão protonados, NH3
+ e -COOH. Entre 5,5-6,5 a 

amina está protonada e o grupo carboxílico na forma de carboxilato o que resulta em 

um aumento da sua solubilidade. Acima de 6,5, ambos estão desprotonados, o efeito 

da maior solubilidade se deve ao grupo carboxilato (Figura 19). A presença desses 

íons em diferentes valores de pH torna o derivado solúvel em uma ampla faixa de pH 

(Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020; Sashiwa et al., 2003a) 
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Figura 19 – Variação da carboxietilquitosana em diferentes valores de pH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Baseado em Ibrahim et al. 2020  
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Com o aumento da solubilidade em ampla faixa de pH (1-14), além de sua 

biocompatibilidade, não toxicidade e atividade antibacteriana, a quitosana se torna 

uma excelente candidata na preparação de materiais para aplicações biomédica. 

Comparando com outros métodos existentes na literatura, a modificação com ácido 

acrílico é considerada menos danosa ao meio ambiente,  pois dispensa a utilização 

de solventes orgânicos (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020; Li, Yongsan et al., 2017; Liu, 

Jia et al., 2016)  

 

Figura 20 – Solubilidade das amostras de CEQB e quitosana purificada em diferentes 

pH, a 25 ºC e concentração de 2% m/v.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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Figura 21 - Aparência macroscópica das soluções de CEQA e CEQB comparadas à 

da quitosana não modificada (todas na concentração de 2,0% m/v). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: elaborada pela autora  

 

Os hidrogéis deste estudo foram preparados em meio aquoso de acordo 

com o esquema mostrado na Figura 22. 
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Hidrogel liofilizado (Scaffold CEQB/CF50) 

Figura 22 - Esquema ilustrando a formação do hidrogel de carboxietilquitosana e 

galactomanana oxidada. 
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Fonte: elaborada pela autora 
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72 

 

4.2.5 Espectroscopia de Absorção no Infravermelho dos scaffolds 

 

Os espectros da Figura 23A mostram o scaffold que apresenta a menor 

quantidade de pontos de reticulação e seus precursores (CEQA/CF10; CF10 e 

CEQA). Na Figura 23B são mostrados os espectros para o scaffold com mais 

pontos possíveis de reticulação e seus precursores (CEQB/CF50; CF50 e CEQB). 

É possível observar o desaparecimento da banda em 1720 cm -1 no espectro de 

CF10 e CF50, referente à vibração de estiramento do grupo carbonil (C=O). 

Comparando-se CEQA e CEQB com CEQA/CF10 e CEQB/CF50, observa-se um 

estreitamento da banda em 3416 cm-1 (Figura 23A) e em 3408 cm-1 (Figura 23B) 

referente ao alongamento das vibrações de N-H indicando a possibilidade de 

reação destes grupos para formação da base de Schiff. Os espectros dos géis 

formados com CEQA e CEQB, Figura 23C e 23D, mostram uma diminuição das 

bandas referentes aos grupos aminos (1640 cm -1), com o aumento do grau de 

oxidação, o que sugere a formação da base de Schiff e que a reação é favorecida 

com o aumento do grau de oxidação da GCF. 
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Figura 23 - Espectro na região do infravermelho dos scaffolds e seus percussores 

(CEQA, CF10 e CEQA/CF10) -(A); (CEQB, CF50 e CEQB/CF50)-(B); (CEQA/CF10, 

CEQA/CF20, CEQA/CF50)-(C) e (CEQB/CF10, CEQB/CF20, CEQB/CF50)-(D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.6 Tempo de Geleificação 

 

O tempo de geleificação é um dos parâmetros importantes para a 

caracterização dos sistemas de hidrogel, tanto para correlacionar as modificações na 

estrutura com as propriedades quanto para direcionar as possíveis aplicações para 

esses materiais. Na Figura 24A é possível observar a formação do hidrogel durante o 

movimento da barra magnética, na Figura 24B observa-se a formação do hidrogel pela 

inversão de tubo. Os tempos de geleificação das amostras estão resumidos na Tabela 

4. 

Tabela 4 - Tempo de geleificação dos hidrogéis, preparados com diferentes graus 

de oxidação e volumes iguais do derivado oxidado e de CEQ a 37 ºC. 

 
Amostra  

 
CEQA/CF1
0 

 
CEQA/CF2
0 

 
CEQA/CF5
0 

 
CEQB/CF1
0 

 
CEQB/CF2
0 

 
CEQB/CF5
0 

 

Tempo (s) 

Inversão de tubo 

188 ± 2,1 

 

63,7 ± 2,5 

 

48,7 ± 1,5 182 ± 1,7 

 

59,5 ± 2,1 

 

37,0 ± 0,7 

Tempo (s) Barra 

Magnética 
167 ± 0,1 

 

65,4 ± 0,3 

 

 

57,0 ± 0,4 

 

 

110 ± 1,5 

 

 

42,8 ± 0,5 

 

 

29,0 ± 0,3 

 

Tempo (s) 

Reômetro(a) 
120 ± 1,5 61,2 ± 1,3 --- 137 ± 2,3 --- --- 

a= O tempo de geleificação é considerado quando o valor G’=G” no ensaio reológico. 

--- = não foi possível visualizar o tempo de geleificação. 
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Figura 24 - Formação do hidrogel CEQB/CF50 pelo método da barra magnética (A) 

e pelo método da inversão de tubo (B) ambas a 37 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor  

 

 

Observa-se que o tempo de geleificação é dependente da formulação de 

cada hidrogel. À medida que o grau de oxidação da GCF aumenta e o grau de 

substituição da quitosana (CEQ) diminui, os géis se formam em menor tempo, 

variando de 33 a 158s. Isso pode ser explicado pelo aumento de grupos aldeídos e 

de aminas livres, permitindo o aumento da reticulação através da formação da base 

de Schiff, reduzindo assim o tempo de formação do hidrogel. Resultado semelhante 

foi obtido para o hidrogel formado com alginato oxidado 45%/carboxietilquitosana que 

apresentou tempo de geleificação por reometria de 47s (CHEN et al.,2017), e para 

carboxietilquitosana (DS 35%)/dextrana oxidada (grau de oxidação de 47%) o valor 

encontrado por Cao, Bai, Wang, Ren, & Ma, (2021) para carboxietilquitosana  na razão 

A B 

A 
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de 1:1 com tempo de geleificação de 35 segundos medido pelo método da inversão 

de tubo. 

4.2.7 Análise Reológica 

 

As propriedades viscoelástica dos hidrogéis, módulo de armazenamento 

(G’) que representa a medida de resistência a deformação elástica e módulo de perda 

(G”), que é uma medida de resistência ao fluxo de líquido, foram plotadas em função 

do tempo a 37 ºC (Figura 25). 

Para a solução de CEQB/CF (Figura 25A), observa-se que G” é maior ao 

longo de todo intervalo de tempo, ou seja, a amostra apresenta característica de um 

líquido viscoso. A GCF in natura não apresenta grupos aldeído para que ocorra a 

formação de ligações covalentes com a carboxietilquitosana, o que mostra que não 

há interações tão efetivas entre os polissacarídeos que possa ocorrer à formação do 

hidrogel. No entanto, quando se realiza a mesma medida com o polissacarídeo 

oxidado (Figura 25B e 25D), observa-se o crescimento dos valores dos módulos G’ e 

G”. O aumento dos valores de G’ é proporcional ao grau de oxidação. Quanto maior o 

grau de oxidação maior o valor do módulo de armazenamento (G’) e a transição sol-

gel acontece em um tempo menor. As amostras CEQB/CF50 e CEQB/CF20 formam 

géis mais rígidos que os géis de CEQA/CF50 e CEQA/CF20.  Esse comportamento 

pode ser explicado mais uma vez pelo aumento de pontos de reticulação ao longo das 

cadeias do hidrogel. O mesmo comportamento foi revelado nas Figura 25C, quando 

se comparam os diferentes CEQ. Quanto menos modificada a CEQ, mais grupos 

amino livres poderão interagir com o polissacarídeo oxidado de modo que os géis 

exibem módulo de armazenamento maior (G’), consequentemente géis mais rígidos. 

A análise foi repetida 24 horas após o início da reticulação (Figura 25D), é 

possível observar o aumento nos valores de módulo elástico (G’) que variaram entre 

2,5 e 0,5 kPa para as amostras com maior e menor grau de oxidação, 

respectivamente. Isso demonstra que a reação continua ocorrendo neste período. 

Resultados semelhantes foram encontrados para hidrogéis formados por dextrana 

oxidada e quitina quartenizada (Xu; Zhang; Cai, 2019). Os valores de G’ apresentados 

se assemelham aos valores relatados para tecidos moles que variam de 0,1 kPa a 1 

MPa (Liu, Juan et al., 2015). 
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Figura 25 - Variação do módulo de armazenamento (G’) e do módulo de perda (G”) 

para CEQB/CF (A); para os hidrogéis CEQB/CF50; CEQA/CF50; CEQA/CF20; 

CEQB/CF20; CEQA/CF10 e CEQB/CF10 (B e C); Variação do módulo de 

armazenamento (G') para os hidrogéis CEQB/CF50; CEQA/CF50; CEQA/CF20 e 

CEQB/CF20 a 37 ºC (D). 
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Fonte: Dados da pesquisa  
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As análises reológicas foram realizadas variando os volumes do derivado 

oxidado (2% m/v) e CEQ (2% m/v) nas razões de 1:1; 1:4 e 4:1 (v/v) (Figura 26A e 

26B). Os resultados mostram que o hidrogel com maior caráter elástico é aquele 

formado por quantidades equivalentes (v/v) do derivado oxidado e CEQ. Isso pode ser 

explicado pela razão molar, que é cerca de 1:1. Obtendo-se assim um hidrogel com 

menor tempo de geleificação e maior módulo de armazenamento (G’). A partir desta 

análise, a razão de 1:1 (v/v) foi escolhida para os demais experimentos. 

Quando o comportamento reológico é avaliado em função da concentração 

das soluções de polissacarídeos (Figura 26C) observa-se que, à medida que a 

concentração aumenta o valor de G’ também aumenta, porém com o aumento da 

concentração, tanto os CEQ quanto os derivados oxidados, diminuem sua 

solubilidade, dificultando assim a mistura das duas soluções para formação do 

hidrogel. Dentre as amostras estudadas, as soluções de concentração 2% m/v foi a 

que apresentou melhor solubilidade e um valor alto pelo módulo de armazenamento, 

sendo essa escolhida para os demais testes. 

A Figura 26D apresenta o efeito da temperatura na geleificação. Observa-

se que, à medida que a temperatura aumenta mais forte é o gel formado, ou seja, 

apresenta maior valor de G’. Provavelmente, isso se deve ao aumento do movimento 

molecular, aumentando probabilidade de colisão entre moléculas, facilitando as 

interações moleculares para formação da base de Schiff entre a CFO e CEQ. 

Resultados similares foram encontrados para hidrogéis formados a partir de dextrana 

oxidada/N-carboxietilquitosana e dextrana oxidada/quitina quartenizada (Weng; Chen; 

Chen, 2007; Xu; Zhang; Cai, 2019). 
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Figura 26- Variação do módulo de armazenamento (G’) em função do tempo para os 

hidrogéis CEQB/CF50 (A) e CEQA/CF50 (B) em diferentes proporções. Variação do 

módulo de armazenamento (G’) do tempo para o hidrogel CEQ50/CF50 variando a 

concentração das soluções (C). Módulo de armazenamento (G’) em função do tempo 

para CEQB/CF50 (2%) (proporção de 1:1) a diferentes temperaturas (D). 
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Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.8 Análise de intumescimento 

 

O grau de intumescimento é um parâmetro importante, pois se relaciona 

com a eficiência da transferência de oxigênio e nutrientes nos scaffolds quando 

aplicados na regeneração de tecidos. Observa-se que os hidrogéis apresentaram 

comportamento semelhante quanto à capacidade de intumescimento (Figura 27). 

Todos apresentam intumescimento praticamente constante durante o intervalo de 

tempo analisado. 

 

Figura 27 - Intumescimento dos scaffolds (CECA/CF10; CECA/CF20; CECA/CF50; 

CECB/CF10; CECB/CF20 e CECB/CF50) em solução tampão de PBS (0,1 mol L-1; pH 

7,4) a temperatura ambiente (26±2 ºC) por um período de 2 horas Intumescimento dos 

scaffolds. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

A taxa de intumescimento aumenta rapidamente e, em seguida atinge o 

equilíbrio em menos de 1 hora. Todos os scaffolds apresentaram alta capacidade de 

intumescimento que variaram de 12,95±0,17 para CEQA/CF10 a 32,07±3,0 para 

CEQB/CF50. A análise é relevante, pois permite avaliar o comportamento do material 

em meio aquoso. A quantidade e o perfil do intumescimento dos hidrogéis influenciam 
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as propriedades dos scaffolds, como permeabilidade à água, difusão de solutos, taxa 

de degradação entre outros. Portanto, o conhecimento das características de 

intumescência dos hidrogéis é muito importante para aplicações da engenharia de 

tecidos (Sivashankari; Prabaharan, 2020). 

O scaffold que apresentou maior taxa de intumescimento foi o CEQB/CF50, 

formado a partir da galactomanana com o maior grau de oxidação. Esse resultado é 

oposto ao que normalmente é observado nos hidrogéis, pois de uma maneira geral o 

aumento do grau de reticulação entre os polímeros origina uma rede mais densa e 

menos permeável. No entanto, os dados de porosidade e tamanho de poro mostram 

o aumento da porosidade e tamanho de poro para a combinação CEQB/CF50, o que 

justifica maior intumescimento. Resultado semelhante foi observado para scaffolds de 

carboxietilquitosana e goma do cajueiro oxidada (Carlos et al.,2021) e para hidrogéis 

de goma arábica com colágeno (Rekulapally et al., 2021). Uma explicação para esses 

dados é que com o aumento das ligações cruzadas entre os grupos dialdeído e os 

grupos amina do CEQ, a rede se torne mais ordenada ao longo de todo o gel, 

aumentando a interconectividade entre os poros, e consequentemente, absorvendo 

maior quantidade de líquidos (Cai, Kaiyong et al., 2007). 

  

4.2.9 Microscopia Eletrônica de Varredura, porosidade e tamanho de poros 

 

Porosidade é definida como a porcentagem de espaços vazios em um 

sólido (Karageorgiou; Kaplan, 2005). A porosidade é um parâmetro importante na 

engenharia de tecido, pois é através dos poros que ocorre a proliferação celular, além 

do transporte de nutrientes e metabólitos. A Figura 28 mostra o resultado da 

porosidade dos scaffolds CEQA/CF10, CEQA/CF20, CEQA/CF50, CEQB/CF10, 

CEQB/CF20 e CEQB/CF50. Através da análise, foi possível observar que, à medida 

que se aumenta o grau de oxidação maior será a porosidade do material. O scaffolds 

mais poroso foi o CEQB/CF50 apresentando porosidade em torno de 76%, enquanto 

CEQA/CF10 apresentou somente 9% de porosidade. Assim como no intumescimento 

a porosidade foi proporcional ao grau de oxidação e quantidades maiores de aminas 

livres. Rekulapally et al., (2021) também encontraram resultados semelhantes para 

goma arábica oxidada e colágeno. 
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Figura 28 - Porosidade e tamanho de poros dos scaffolds (A) CEQB/CF10; 

CEQB/CF20; CEQB/CF50 e (B) CEQA/CF10; CEQA/CF20; CEQA/CF50  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  

 

As microestruturas dos scaffolds foram avaliadas por análise de MEV. As 

imagens foram tiradas de um corte transversal de cada uma das amostras. As 

imagens (Figura 29 e 30) mostram que os scaffolds apresentam uma estrutura 

tridimensional em rede porosa e irregular, variando o diâmetro dos poros em média 

de 55±25 μm (CEQA/CF10) a 204±142 μm para CEQB/CF50 (Figura 28). Outro fator 

importante utilizado na caracterização de uma estrutura porosa é a distribuição do 

tamanho dos poros, pois é um dos fatores que influenciam diretamente no crescimento 

do tecido. A heterogeneidade dos scaffolds pode influenciar seu desempenho, porque 

poros menores auxiliam no transporte de nutrientes, já os maiores promovem a 

migração celular, além da incorporação de vasos sanguíneos (Rasoulianboroujeni et 

al., 2018). Os histogramas da distribuição de tamanho, equipados com funções de 

distribuição normal (Figura 31), fornecem uma visão precisa sobre os tamanhos 
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médios e a dispersão dos tamanhos dos poros. Pode-se ver que os diâmetros médios 

dos poros aumentam significativamente, além de uma maior heterogeneidade, com o 

aumento do grau de oxidação.  

 Figura 29  - Microscopia Eletrônica de Varredura das amostras CEQA/CF10; 

CEQA/CF20; CEQA/CF50. A linha I mostra as imagens com magnificação em 500x e 

a linha II em 200x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

Fonte: Dados da pesquisa 

Figura 30 - Microscopia Eletrônica de Varredura das amostras CEQB/CF10; 

CEQB/CF20; CEQB/CF50 dos scaffolds. A coluna I mostra as imagens com 

magnificação em 500x e a coluna II em 200x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa 
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Figura 31- Histogramas das curvas de distribuição dos tamanhos de poros dos 

scaffolds. 
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Fonte: Dados da pesquisa  
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Para o desenvolvimento celular em uma matrix, cada tecido requer uma 

distribuição de tamanho de poro específica. A distribuição do tamanho de poros e as 

interconexões entre eles variam em função do tamanho das células e das 

propriedades mecânicas requeridas do local do implante (Sarazin; Roy; Favis, 2004). 

Para angiogênese, por exemplo, o tamanho de poros relatado para desenvolvimento 

de células endoteliais e formação de vasos sanguíneos devem seracima de 5 a 300 

μm (Hozumi et al., 2018). Para o crescimento de fibroblastos e hepatócito, os 

tamanhos de poros próximos a 20 µm seriam necessários. Já para a regeneração da 

pele, o tamanho de poros seria entre 50-150 µm e na faixa entre 100-150 µm seriam 

os ideais para regeneração óssea. Além disso, foi relatado que um tamanho de poro 

de 5 a 150 μm seria adequado para desenvolvimento de células hospedeiras (Hozumi 

et al., 2018). Para o desenvolvimento de tecido ósseo não vascularizado, o tamanho 

adequado seria maior que 300 µm (Karageorgiou; Kaplan, 2005). Com base nessas 

informações, os scaffolds obtidos neste trabalho poderiam ser utilizados em diversas 

finalidades, já que é possível obter tamanhos de poros relativamente controlados 

variando-se as proporções dos materiais utilizados. 
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4.2.10 Análise Mecânica  

 

As propriedades mecânicas dos biomateriais são importantes, pois se 

relacionam com o desenvolvimento de materiais que devem mimetizar a matriz 

extracelular para manter a proliferação, migração e diferenciação celular. Os scaffolds 

devem possuir resistência mecânica suficiente para suportar a carga biomecânica e 

fornecer suporte temporário para as células (Xu; Zhang; Cai, 2019). Na Figura 32 

encontra-se a imagem do corpo de prova no início do ensaio de compressão do 

scaffold intumescido em tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4).  

 

Figura 32- Teste de compressão do scaffold (CEQA/CF20) intumescido em tampão 

PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4). Ensaio realizado a 37 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora  

 

Conforme ilustrado na Figura 33, o scaffold CEQB/CF50 apresentou maior 

resistência à deformação em relação às demais amostras. Essa rigidez diz respeito 

ao aumento do grau de oxidação. Consequentemente o aumento do número 

reticulações induz a um aprimoramento nas propriedades mecânicas, apresentando 

maiores valores de E’ quando comparado aos scaffolds com menores graus de 

oxidação. O aumento de grupos aldeídicos provocou um aumento no efeito do 

comportamento tensão-deformação e módulo de compressão, mostrando que os 

grupamentos interagiram eficientemente com a matriz conferindo-lhes uma estrutura 
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mais rígida (Yu, Feng et al., 2014). Como é possível observar na Figura 33C os valores 

de módulos de compressão (E’) passaram de 5,5 kPa para os scaffolds de 

CEQA/CF10 chegando a 8,3 kPa para os scaffolds de CEQB/CF50. Esse aumento é 

atribuído ao maior grau de reticulação incorporado pelos grupos amino e carbonílicos 

presentes. De acordo com Barnes; Przybyla; Weaver, (2017), com esses valores de 

módulos de compressão, os scaffolds apresentados neste trabalho poderiam ser 

utilizados para o desenvolvimento celular de tecidos moles, já que os valores de E’ 

para tecidos do corpo humano variam de E′ ≤ 4x102 Pa para tecidos moles como 

pulmão e cérebro; E′ ≥104 Pa para tecidos intermediários como músculos e E’ ≥ 109 

Pa para tecidos mais rígidos como dentes. 

 

Figura 33. Curva de tensão-deformação (A e B) e módulo de compressão (C) dos 

scaffolds liofilizados e intumescidos em tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4), experimento 

realizado a 37 °C 
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Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.11 Teste de degradação 

 

Para utilização de scaffolds, um dos principais requisitos é que esse 

material seja biodegradável e com taxa de degradação controlável, pois à medida que 

o novo tecido começa a se formar é necessário que haja espaço para o crescimento, 

proliferação e migração. O scaffold ideal deve degradar-se à medida que o novo tecido 

é formado, pois a remodelação do novo tecido será interferida pela degradação do 

mesmo (Chang et al., 2017). Na cicatrização de feridas, por exemplo, o tempo 

necessário para formação do novo tecido envolve as etapas de inflamação, 

proliferação e maturação que geralmente termina entre 10 a 30 dias (Ramli; Fhong 

Soon; Mohd Rus, 2016; Sinno; Prakash, 2013). Portanto, os scaffolds tanto para esta 

utilização como para outras devem degradar-se no período adequado,  

Na Figura 34A e 34B são apresentadas as taxas de degradação dos 

scaffolds preparados. Os géis formados por CEQA/CF10 perderam 65% da massa em 

28 dias, já os formados por CEQB/CF50 perderam apenas 36% de sua massa no 

mesmo período. Esse fato pode ser explicado pelo grau de reticulação, quanto maior 

a reticulação, maior a possibilidade de formação de base de Schiff, o que dificulta a 

degradação do material. Quanto maior o número de ligações, maior será o tempo para 

que ocorra a hidrolise dessas ligações. Os scaffolds formados por CEQA se degradam 

mais rápido que os formados por CEQB (Yang et al., 2016). Esse comportamento 

pode ser justificado pela presença em CEQA de um maior número de grupos 

carboxilato que em CEQB, o que o tornará mais solúvel em meio aquoso e com pH 

acima de 7,0. Dessa forma, é possível moldar a taxa de degradação do material de 

acordo com a necessidade do biomaterial a ser utilizado.  
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Figura 34 – Curvas de degradação in vitro para os scaffolds de CEQA (A) e CEQB 

(B), em tampão PBS (0,1 mol L-1; pH 7,4) experimento realizado a 37 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: dados da pesquisa  
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4.2.12 Análise termogravimétrica 

 

A Figura 35 mostra as curvas de degradação térmica das amostras de 

quitosana purificada (QP), GCF, CEQA, CEQB e dos scaffolds formados. Todas as 

curvas apresentaram 3 eventos térmicos. O primeiro evento ocorre antes de 100 ºC e 

se refere à perda de umidade dos materiais, além de água ligada a estrutura dos 

materiais. O segundo evento, localizado entre 210 e 309 ºC, se referem à perda de 

massa dos materiais, onde ocorrem as primeiras cisões das ligações químicas. Com 

o processo de oxidação, as galactomananas sofrem degradação das cadeias 

poliméricas, o que reduz sua massa molar. Por essa razão, os géis obtidos dos 

derivados oxidados apresentam menores temperaturas de degradação. Quando 

comparados a QP com CEQA e CEQB, os derivados carboxietilados são menos 

estáveis termicamente devido à presença de grupos carboxietil. Esses grupos 

impedem a formação de ligações de hidrogênio inter e intramolecular devido ao 

impedimento estérico (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020). No final do segundo evento 

os géis perderam em torno de 75% de sua massa. O terceiro evento (420 °C - 600 °C) 

está relacionado à matéria orgânica mais resistente à degradação, deslocando a 

degradação do material para temperaturas mais altas. A quantidade de material 

degradado nesta etapa foi de 22% para QP; 11% para GCF; 15% para CEQA e entre 

20 e 22% para os scaffolds. 
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Figura 35– Curvas de análises termogravimétricas (A e C) e DTG (B e C) das amostras 

QP; GCF; CEQA; CEQB e os scaffolds, realizados em atmosfera de ar sintético. 
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4.2.13 Citotoxicidade da galactomanana da Cassia fistula 

 

A galactomanana da Cassia fistula não reduziu significativamente a 

viabilidade das células em até 500 µg mL-1 pelo método MTT (Figura 36), diminuindo-

a em 16% na concentração máxima testada de 1000 µg mL-1 e apresentando assim 

um CC50 > 1000 µg mL-1. Esse baixo valor de citotoxicidade em células está de acordo 

com os já relatados para outras galactomananas nativas extraídas das sementes da 

leguminosa Dimorphandra gardneriana (Moura Neto et al., 2014) com CC50 > 1000 

µg mL-1, de Mimosa scabrella (Chrestani et al., 2009) com um CC50 > 645 µg mL-1 ou 

de Leucaena leucocephala (Gemin et al., 2010) com um CC50 > 2500 µg mL-1. 

Levando em consideração que as atividades biológicas relatadas para a 

Cassia fistula como a atividade antioxidante in vitro do extrato hidroalcoólico de suas 

flores (Bhalodia; Nariya; Shukla, 2011) foram observadas em concentrações abaixo 

de 39 µg ml-1, valores muito abaixo de CC50. Os valores de EC50 reforçam uma 

possível baixa toxicidade se testados in vivo. 

 

Figura 36– Avaliação da citotoxicidade da galactomanana da Cassia fistula em células 

após 72 horas de incubação a 37 ºC e 5% de CO2 pelo ensaio de MTT. Controle: sem 

tratamento com polissacarídeo. As barras representam as médias, com as linhas 

verticais indicando os desvios padrão, n = 3, * P < 0,01 
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4.2.14 Viabilidade Celular 

 

A citotoxicidade é o ponto crucial da engenharia de tecidos. Os biomateriais 

produzidos devem proporcionar o desenvolvimento celular. Inicialmente, os testes de 

viabilidade celular foram realizados nos materiais precursores CEQA, CEQB, CF20 e 

CF50, a fim de avaliar sua citotoxicidade. Os resultados apresentados na Figura 37 

mostram que os dois derivados carboxietilados não são citotóxicos permitindo um 

desenvolvimento celular superior a 90%. Em relação aos derivados oxidados a 

amostra CF20 também apresentou uma viabilidade celular maior que 90%. Já a 

amostra de CF50 apresentou valores médio de 63,5%, a redução da viabilidade se 

deve a uma maior quantidade de grupos aldeído livres reativos gerados durante o 

processo de oxidação. Esses grupos aldeído podem ter se ligado às proteínas através 

de grupos funcionais como as aminas primárias, que são encontradas na membrana 

celular do sistema biológico. Essa ligação causa danos à membrana celular. A 

redução da massa molar é outro fator que afeta a viabilidade celular, pois quanto 

menor a cadeia, menor será a quantidade de grupos hidroxila disponíveis para 

interagir com os grupos aldeído, tornando-os livres. Resultados semelhantes foram 

encontrados por (Muhammad et al., 2020).  

Figura 37 – Desenvolvimento celular para as amostras CEQA, CEQB, CF20 e CF50. 
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A linhagem celular L929 foi utilizada para testar a capacidade de 

proliferação celular nos scaffolds (CEQA/CF20, CEQA/CF50, CEQB/CF20 e 

CEQB/CF50). Os ensaios foram realizados por um período de 20 dias nos scaffolds 

que apresentaram menores tempos de geleificação, maiores valores de módulo de 

elasticidade e maiores valores de módulo de compressão. Os scaffolds CEQA/CF10 

e CEQBCF10 apresentaram-se como hidrogéis pouco resistente, sendo descartado 

deste teste. A atividade metabólica celular das células semeadas nos scaffolds 

tridimensionais mostrou um comportamento estável ao longo dos 20 dias para os 

scaffolds que continham em sua formulação a CF20, indicando a fixação e o 

crescimento de células. Já os scaffolds com a CF50 apresentaram uma queda no 

desenvolvimento com um posterior aumento no vigésimo dia, o que demonstra que os 

scaffolds utilizados não apresentaram toxicidade. Além disso, a formulação com 

menor grau de oxidação (CF20) apresentou atividade metabólica significativamente 

maior logo após a semeadura das células, quando comparada aos scaffolds 

CEQA/CF50 e CEQB/CF50. Isso pode estar relacionado com um maior 

aprisionamento celular ou eficiência de adesão, o que pode estar relacionado às suas 

propriedades físico-químicas ou arquitetônicas (Figura 38).  
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Figura 38 – Proliferação das células L929 nos scaffolds CEQA/CF20; CEQB/CF20; 

CEQA/CF50 e CEQB/CF50. As colunas representam os resultados para os dias 1, 4, 

7, 14 e 21. 

 

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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A avaliação microscópica da viabilidade celular permitiu observar que, para 

todos os scaffolds, as células permaneceram viáveis em toda a profundidade dos 

scaffolds, após o período de 20 dias (Figura 39). A análise geral do perfil de atividade 

metabólica e viabilidade celular nos scaffolds indicaram que as formulações dos 

biomateriais estudadas não são citotóxicas. 

 

Figura 39 - Ensaio de live/dead: imagens de microscopia de fluorescência de células 

L929 semeadas dentro dos scaffolds (CEQA/CF20, CEQB/CF20, CEQA/CF50 E 

CEQB/CF50) após 20 dias de incubação. As células vivas são coradas com calceína 

(verde) e as células mortas são marcadas com PI (vermelho), em azul são os núcleos 

celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.15 Avaliação do potencial antibacteriano in vitro 

 
Para a utilização de scaffolds na regeneração da pele, uma das 

características importantes é a propriedade bactericida do material. Biomateriais 

poliméricos naturais têm mostrado maior resistência à infecção bacteriana do que 

biomateriais sintéticos (Brennan EP, Reing J, Chew D, Myers-Irvin JM, Young EJ, 

2006). Os polímeros testados não apresentaram atividade inibitória (> 99%) frente 

aos micro-organismos testados, nas concentrações utilizadas. Portanto, não foi 

possível determinar Concentração Inibitória Mínima (CIM) de cada substância 

(Tabela 5). Os scaffolds mostraram um forte efeito inibitório contra as cepas Gram-

positivas testadas, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 e Staphylococcus aureus ATCC 43300, que são patógenos 

oportunistas causadores de várias infecções, como abscesso, miocardite, 

pneumonia, entre outras (Shivaee et al., 2021). No entanto, não apresentaram 

atividade bactericida contra bactérias Gram-negativas, neste caso Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. A diferença pode ser explicada pelo fato de essas cepas 

apresentarem uma estrutura de parede celular bacteriana mais complexa do que as 

Gram-positivas, dificultando a ação antibacteriana dos scaffolds (Park; Chong, 

2020). Os valores médios de perda de viabilidade bacteriana são mostrados nas 

Figuras 40 e 41. A maior suscetibilidade de bactérias Gram-positivas corrobora os 

achados de Ibrahim, et al. 2020, que estudou o efeito antibacteriano da 

carboxietilquitosana e demonstrou uma melhora no efeito bactericida em 

comparação à quitosana não modificada. Esse efeito foi atribuído aos grupos 

carregados negativamente (ânions carboxilato) e positivamente carregados (cátions 

amônio), grupos também presentes nos polímeros aqui estudados. 
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Tabela 5– Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 

Bactérias  CEQA (mg mL-1) CEQB (mg mL-1) CF20(mg mL-1) 

 

S. epidermidis ATCC 

12228 

 

> 4 

 

> 4 

 

> 4 

S. aureus ATCC 29213 > 4 > 4 > 4 

S. aureus ATCC 43300 - 

MRSA 

> 4 > 4 > 4 

P. aeruginosa ATCC 

27853 

> 4 > 4 > 4 

 

 



104 

 

Figura 40- Atividade antibacteriana dos scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20. A, E) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; B, F) 

Staphylococcus aureus ATCC 29213; C, G) Staphylococcus aureus ATCC 43300 – MRSA; D, H) Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. Significância estatística:* p <0,05; **p <0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Ausência de significância estatística: # p>0,05. Os 

dados são apresentados como média ± epm (n = 3). UFC: unidades formadoras de colônias bacterianas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Dados da pesquisa  
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Figura 41- Placas de Petri contendo bactérias não tratadas (controle) e bactérias 

tratadas com os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20. Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228: A) controle; B) tratada com CEQA/CF20; C) tratada com CEQB/CF20. 

Staphylococcus aureus ATCC 29213: D) controle; E) tratada com CEQA/CF20; F) 

tratada com CEQB/CF20. Staphylococcus aureus ATCC 43300 – MRSA: G) controle; 

H) tratada com CEQA/CF20; I) tratada com CEQB/CF20. Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853: J) controle; K) tratada com CEQA/CF20; L) tratada com CEQB/CF20. 

 

Fonte: Dados da pesquisa  
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4.2.16 Análise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por 

microscopia de força atomica (MFA) 

Após análise de MFA do tratamento da bactéria Staphylococcus 

epidermidis com o scaffold CEQB/CF20 (Figura 42) foi possível perceber que tal 

tratamento causou severas alterações morfológica nas células bacterianas. As 

Figuras 42A e 42C são referentes ao controle, onde não houve tratamento. A 

colônia apresenta morfologia padrão do gênero Staphylococcus, com células bem 

definidas, homogêneas e com um tamanho médio de 1212±42 nm. Após o 

tratamento, sua morfologia sofreu alterações, relacionadas à forma e tamanho das 

células. O tamanho médio após o tratamento com CEQB/CF20, passou para 

1477±121 nm. Além de demonstrar completa desorganização celular, se refletindo 

também na medida de rugosidade média. 

Na rugosidade média, permite-se verificar possíveis alterações na 

superfície da célula bacteriana. A medida demonstrou um aumento significativo da 

rugosidade na superfície celular, onde o grupo controle (não tratado) apresentou 

uma rugosidade média de 49,3±4,6 nm e o grupo tratado (CEQB/CF20) passou 

para 135,6±8 nm. O que destaca ainda mais a ação combinada de quitosana 

modificada e polímeros oxidados na composição do scaffold. Ambos têm forte 

interação com compostos da parede celular bacteriana. A partir do desequilíbrio 

osmótico, ocorrem alterações enzimáticas e de transporte seriais, causando danos 

irreversíveis e consequente morte celular (Cai, Zhao Sheng et al., 2009; Ibrahim; 

Mostafa; Kandile, 2020; Zhu et al., 2017). 
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Figura 42- Imagens 3D da bactéria S. epidermidis por MFA. Não tratada (A e C), tratamento com o scaffold CEQB/CF20 (B e D). 

Imagens com resolução de 512×512 pixels. Gráficos de tamanho e rugosidade média em E e F, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Fonte: Dados da pesquisa  
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Tabela 6- Caracterização das diferentes propriedades dos hidrogéis de polissacarídeos modificados 
 

 
PROPRIEDADES 

 

 
Amostra 

 
Tempo de 

geleificação 
(s) 

 
Tamanho 
de poros 
(μm) 

 
Grau de 

intumescimento 
(g/g) 

 
Módulo 

de perda 
(Pa) 

 
Módulo 

compressivo 
(Pa) 

 
Massa 

remanescente 
após 21 dias 

(%) 
 

 
Viabilida

de 
celular 

 
Perda de 

viabilidade 
bacteriana 

(%). 
S. 

epidermidis 
ATCC 12228 

 
Perda de 

viabilidade 
bacteriana 

(%). 
S. aureus 

ATCC 
29213 

CEQA/CF10 
 

158 52 13 60 5507 47 -- -- -- 

CEQB/CF10 
 

143 65 18 200 5568 49 -- -- -- 

CEQA/CF20 
 

63 74 23 499 6662 61 Ótima 79 80 

CEQB/CF20 
 

52 93 23 1653 6986 64 Ótima 92 71 

CEQA/CF50 
 

50 149 26 876 7815 61 Regular -- -- 

CEQB/CF50 
 

33 205 32 2333 8318 64 Regular -- -- 
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A Tabela 6 resume os resultados das análises obtidas neste trabalho. 

Após a coleta de todos os dados, é possível verificar que os scaffolds CEQA/CF20 

e CEQB/CF20 foram os que apresentaram os resultados mais promissores para a 

preparação de biomateriais para engenharia de tecidos. Nesse contexto, os 

scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20 poderiam ser utilizados, por exemplo, na 

restauração de pele, pois possuem porosidade adequada (50-150 mm), valores 

adequados de módulo de compressão e excelente viabilidade celular. Apresentam 

ainda, atividade antibacteriana superior a 90%, para as bactérias Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 que faz parte da nossa flora presente na nossa pele. No 

entanto, são patógenos oportunistas que causam graves infecções (Shivaee et al., 

2021). Assim esses scaffolds se apresentam como grandes aliados no combate a 

infecções bacterianas de pele. 
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5  CONCLUSÃO 

 

Com este trabalho foi possível produzir scaffolds de galactomanana 

oxidada e carboxietilquitosana em meio aquoso e sem a necessidade de reticulantes. 

A reação de processou pela formação de base de Schiff. Estes biomateriais foram 

preparados com diferentes composições (CEQA/CF10; CEQA/CF20; CEQA/CF50; 

CEQB/CF10; CEQB/CF20; CEQB/CF50). As análises mecânicas e reológicas 

demonstraram que independentemente da técnica utilizada, os scaffolds 

apresentaram o mesmo comportamento em relação aos módulos de armazenamento 

e compressão. O aumento do grau de oxidação da galactomanana e o menor grau de 

modificação da quitosana alteraram as interações, aumentando as propriedades 

elásticas dos géis. As análises de microscopia revelaram a estrutura altamente porosa 

e interligada, além de uma ampla distribuição de tamanho de poros, fatores esses 

relevantes para a migração de nutrientes e crescimento celular. O tamanho de poros 

é proporcional ao grau de oxidação, variando entre 20 e 400 µm. Estes valores estão 

dentro da faixa normalmente utilizada para aplicações na regeneração de tecido. Os 

suportes não apresentam toxicidade, mas o scaffold CEQA/CF20 e CEQB/CF20 se 

mostraram os mais biocompatíveis. Os ensaios de imersão em PBS permitiram avaliar 

o processo de degradação in vitro, os resultados mostraram que os scaffolds com o 

maior grau de oxidação se degradam mais lentamente em PBS e perde apenas 36% 

de sua massa em 28 dias, já os scaffolds com os menores graus de oxidação perde 

cerca de 65% no mesmo período. Estes hidrogéis são de particular interesse visto que 

podem ser obtidos a partir de biopolímeros biodegradáveis e biocompatíveis e 

apresentam propriedades tais como boa capacidade de intumescimento, alta 

porosidade, não citotóxicos e boa capacidade bactericida. Essas propriedades 

indicam que os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20 apresentam-se como bons 

candidatos a utilização na restauração de tecidos.    
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