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RESUMO

Gelatina é uma proteina obtida por desnaturagao do colageno que tem gerado
grande interesse na preparagdo de materiais para uso biomeédico devido as
propriedades como, biocompatibilidade e bioadesividade. No entanto, devido a
solubilidade de microesferas de gelatina em meio aquoso, a interagcdo com outros
polimeros e reticulacdo tem sido proposta para melhorar suas propriedades fisico-
quimicas. A goma do cajueiro foi modificada por reagdao de sulfatacao (GCS) e
oxidacdo (GCX), e os derivados foram utilizados no desenvolvimento de
microesferas por interagdo com gelatina. Os derivados da goma foram
caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear, analise elementar, cromatografia de permeagcdo em gel,
viscosidade intrinseca e analise termogravimétrica. As reagdes foram eficientes na
modificagado, resultando grau de substituicdo de 0,02 a 0,88 para a goma sulfatada,
e relacdo de 10:3 e 10:4 de unidades glicosidicas/unidades oxidadas. Analises de
RMN "C DEPT indicam sulfatagdo em C-6 da galactose. Os espectros de RMN "H
das GCX’s mostraram sinal de aldeido em 8,3 ppm. As microesferas foram
preparadas pelo método de emulsdo dleo/agua e caracterizadas por MEV, RMN 'H e
IV. Essas técnicas mostraram mostraram a presenca dos dois polimeros nas
esferas. Microesferas de GEGC reticuladas com genipina por 24 e 72 h (RGEGC)
foram caracterizadas quanto a capacidade de intumescimento. O aumento da
concentracdo de GC nas esferas de RGEGC e o tempo de reticulagcéo (24 e 72h)
diminuem a capacidade de intumescimento. Para as esferas de GECX, o aumento
da oxidagao da goma (GCX) de 10:3 para 10:4 diminui em até 12,3% a capacidade
de intumescimento, o que indica maior grau de reticulacéo, via formagéo da base de
Schiff, entre gelatina e GCX (10:4). As microesferas de GEGCS mostraram maior
capacidade de intumescimento em relacdo a todos os sistemas estudados neste
trabalho.



ABSTRACT

Gelatin is a protein obtained from denaturation of collagen that has been used
in the preparation of biomedical materials due to its biocompatibility and bioadhesive
properties. However due to gelatin solubility in aqueous solution, the interaction of
gelatin with other polymers and also its cross-linking have been carried out in order
to improve the gelatin physico-chemical properties. Cashew gum was modified by
sulfation (CGS) and oxidation (CGX) reactions. The derivatives were characterized
by infrared (IR) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, elemental
analysis and gel permeation chromatography (GPC). The degree of substitution for
sulfation reaction range from 0.02 to 0.88 and the oxidation reaction produced two
samples of 10:3 and 10:4 (number of anhydrogalactose units per number of oxidized
units). The *C DEPT NMR experiment shows that the sulfation occurs at C-6 of
galactose. "H-NMR spectra of CGX samples shows aldehyde proton at 8.3 ppm.
Cashew gum and its derivatives were used on the preparation of microsphere with
gelatin by oil/water emulsion method. Microspheres were characterized by IR, NMR
and thermogravimetric analysis (TGA). That method shows modifications that
indicates the presence of both polymers on the microspheres. Microspheres with
cashew gum unmodified (GECG) and crosslinked with genipin for 24 and 72 h
(RGECG) were characterized in terms of the swelling behavior. The increase of CG
content and crosslinking time decrease the swelling behavior in water of RGECG
sample. For microspheres of gelatin and oxidated cashew gum (GECGX), the
increase of oxidation from 10:3 to 10:4 decrease the swelling ratio in 12.3%
indicating an increase in crosslinking density by Schiff base formation between
gelatin and CGX sample (10:4). Microsphere with sulfated cashew gum (GECGS)
shows the highest swelling ratio among all systems investigated.
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1- INTRODUGAO

A Ciéncia de Polimeros tem dado grande importancia na preparacéo e
aplicacdo de novos materiais. Sistemas poliméricos obtidos pela mistura e/ou
associacdo de polimeros distintos na forma de redes interpenetradas, blendas
poliméricas ou copolimeros em bloco ou grafitados recebem atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos, sobretudo devido a vasta possibilidade de
aplicacao que inclui os setores farmacéutico, médico, tecnolégico e agrocopecuario
[Bucholz e Peppas (1994), Bae e Kim (1993), Xia e col. (2005), Toti e col. (2004),
Rokhade, Patil e Aminabhavi (2006) e EI-Rehim, Hegazy e EI-Mohdy (2004)].

A associagao de polissacarideos com polimeros sintéticos € investigada
na busca por materiais que apresentem suas propriedades originais reforgadas ou
mesmo fornecer novas funcionalidades, que influenciem suas caracteristicas fisicas,
quimicas, mecanicas e reoldgicas. Propriedades de alguns polissacarideos como
abundancia, biodegrabilidade, biocompatibilidade e nao toxicidade tém favorecido a
escolhas desses polimeros na preparagao de biomateriais [Berger e col. (2004a)].

A microencapsulacao de farmacos a partir da preparagcao de microesferas
de géis (com polimeros sintéticos e/ou naturais) tem sido foco de inumeras
pesquisas na area farmacéutica nas ultimas décadas, envolvendo diferentes
objetivos, entre eles a obtengdo de produtos de liberagdo modificada de farmacos,
diminuicdo da toxicidade gastrointestinal de antiinflamatérios né&o-esterdides,
melhoria na estabilidade ou aumento na biodisponibilidade de farmacos, liberacéo
em regides especificas e o tratamento das doencas inflamatérias do intestino [Beck
(2005), Freiberg e Zhu (2004), Gavini e col. (2004), Giunchedi e col. (1995), Gohel e
Amin (1998), Espdsito e col. (2002), Lamprecht, Schafer e Lehr (2000), Sajeev e col.
(2002), Saravanan e col. (2004)]. Microesferas podem ser preparadas através de
inumeros métodos descritos na literatura, entre os quais se encontra a coacervacao
[Madan, Luzzi e Price (1974)], emulsificacao [Tanaka, Takino e Utsumi, (1963),
Raymond, Degennaro e Mikeal, (1990)] e secagem por aspersao (spray-drying)
[Bassani e col. (2001)].

As caracteristicas fisicas como, por exemplo, tamanho das microesferas,
determinam seu desempenho para o uso em diferentes objetivos terapéuticos. Por
exemplo, microesferas com diametros na faixa de 20-100 um podem ser utilizadas

para administragdo intramuscular, desde que elas estejam retidas no tecido



20

intersticial, microparticulas menores tém sido propostas para o tratamento de
infeccbes, alergias e artrites, devido a capacidade de permanecer em sitios
especificos [Esposito, Cortesi e Nastruzzi (1996)].

Considerando a busca por novas formulagdes farmacéuticas e também o
potencial que o Estado do Ceara tem como fonte da goma do cajueiro, essa
proposta de trabalho visa a sintese de derivados da goma do cajueiro e o
desenvolvimento de novos materiais (na forma de microesferas), preparados a partir
da goma do cajueiro e gelatina, com intuito de aplica-los posteriormente em

sistemas de liberacao de farmacos.
1.1- Gelatina

A gelatina € um biopolimero, biocompativel, biodegradavel, e soluvel em
pH fisiolégico a temperatura ambiente, o que a torna ideal para aplicagbes
farmacéuticas. E um produto heterogéneo que tem uma mistura de espécies, a-, B-,
e y- peptideos derivada do colageno, uma proteina natural a qual € um material
fibroso que ocorre na pele, ossos e tecidos de animais [Ferdinando (2000)]. A
gelatina é amplamente utilizada em industrias de alimentos, cosméticas e
farmacéuticas, ganhou popularidade devido as suas propriedades multifuncionais;
dentre as quais a capacidade de formar géis termoreversiveis € a mais importante.
As gelatinas s&o comercializadas de acordo com suas propriedades fisico-quimicas,
como o valor do Bloom’ (um parametro que representa a rigidez do gel) e
viscosidade [Segtnan e Isaksson (2004)].

Ambos, a gelatina e o colageno, consistem de uma variagdo de 18
aminoacidos, dentre os quais, glicina (Gly), prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp) sé&o
0os mais abundantes. Estruturalmente, as moléculas de gelatina contém sequéncias
de (Gly-X-Y),, onde X e Y, aproximadamente 30%, sdo ocupadas pela Pro e Hyp, o
restante por residuos de outros aminoacidos como alanina (Ala), arginina (Arg) e
glutamato (Glu) entre outros, o n é aproximadamente 330 (Figura 1) [Rose e col.
(1989) e Prystupa e Donald (1996)].

' E a medida da forca do gel da gelatina, refletindo a massa molar média de seus constituintes,
quanto maior o Bloom, maior sera a viscosidade da gelatina. O nome deriva de Oscar T. Bloom
inventor do gelométro Bloom. Disponivel em: <http://www.sizes.com/units/bloom.htm>. Acesso em: 29
de agosto de 2007.
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Figura 1. Estrutura dos principéis aminoacidos da gelatina e tipica estrutura da
gelatina -Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-Hyp-Gly-Pro-.

A unidade fundamental do colageno é chamada de tropocolageno,
formada de trés moléculas polipeptidicas, arranjadas em forma de hélice [Segtnan e
Isaksson (2004)]. O colageno apresenta propriedades que dao resisténcia e/ou
elasticidade as estruturas em que ocorre, tem composicdo molecular relativamente
simples e é insoluvel em agua devido a alta quantidade de aminoacidos hidrofébicos
presentes tanto no interior como na superficie de sua estrutura. A hélice do colageno
€ uma estrutura secundaria Unica e caracteristica desta proteina, ela € orientada a
esquerda e formada pela repeticdo da sequéncia tripeptidica, contendo trés residuos
por volta, que interagem por ligacbes de hidrogénio. A sua resisténcia mecanica é
aumentada pelo enrolamento helicoidal de multiplos segmentos em uma tripla-hélice
(estrutura terciaria) (Figura 2), similar a cordées enrolados entre si para formar uma

corda mais resistente [Lehninger, Nelson, Cox (2000) e Guo e col. (2003)].
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(a) (b) (c) (d)

Figura 2. Estrutura do colageno: a) Estrutura secundaria do colageno orientada a
esquerda. b) modelo espaco-cheio da hélice mostrada em (a). c) Estrutura terciaria
do colageno formada pelo enrolamento de trés hélices em uma tor¢cado orientada a
direita. d) A super-hélice (estrutura quaternaria) de trés elementos do colageno
mostrada a partir de uma de suas extremidades, em uma representacdo bola-
bastdo. Os residuos de Gly estdo mostrados em vermelho. A Gly, devido ao seu
pequeno tamanho, é necessaria nas jungdes apertadas onde as trés cadeias estao
em contato [Lehninger, Nelson, Cox (2000)].

A desnaturagéo (perda total da sua estrutura tridimensional) do colageno
para obtencdo da gelatina normalmente é feita a partir do colageno de pele ou osso
de boi e porco [Rokhade e col. 2006]. A reagao pode ser realizada em meio acido,
originando gelatina do tipo A, e em meio basico, originando gelatina do tipo B. As
proporgdes de peptidios e a massa molar da gelatina dependem da natureza do
processo quimico de desnaturacédo [Rokhade e col. 2006].

Apos desnaturacéo, pode ocorrer renaturagdes de pequenos segmentos
recuperando parcialmente a estrutura original do colageno. Ross-Murphy (1992)
relata que a cinética do processo de renaturagao tem sido estudada extensivamente
e recentes teorias sugerem que a estrutura secundaria é mais importante que a
terciaria para a nucleagcdo da hélice. As estruturas secundarias predominantes na
gelatina sdo do tipo torcdo B ou curvatura B, que consiste numa curva fechada

(~180°C) envolvendo quatro aminoacidos (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura de uma torgao 3 ou curvatura p. a) Representacéo da ligagao de
hidrogénio entre os grupos peptidicos do primeiro e do quarto residuos envolvidos
na volta. b) Os isébmeros cis e trans de uma ligacdo peptidica envolvendo o

nitrogénio imino da prolina [Lehninger, Nelson, Cox (2000)].

As extensas possibilidades de conformacdo da gelatina estéo
relacionadas a sua estrutura, os residuos de Gly e Pro sao geralmente encontrados
na conformacao de tor¢do B (Figura 3), o primeiro porque € pequeno e flexivel e o
segundo porque as ligagdes peptidicas envolvendo o nitrogénio do grupo imino sao
facilmente encontradas na forma cis, que se fecha em curva [Lehninger, Nelson, Cox
(2000)]. Acredita-se que a expansao da hélice é governada pela diferenga no raio da
conversao dos residuos da prolina da forma cis em trans. Essa estrutura é crucial
para o entendimento da habilidade da gelatina em formar géis [Prystupa e Donald
(1996) e Choi e col. (1999)].

As microparticulas de gelatina para encapsulagdo de farmacos tém sido
preparadas por métodos de coacervagdo [Madan, Luzzi e Price (1974)],
emulsificacao [Tanaka, Takino e Utsumi, (1963), Raymond, Degennaro e Mikeal,
(1990)] e métodos de adsorcédo [Ugwoke e Kinget, (1998)]. Apesar de o método de
coacervagao ser mais antigo, o método de emulsificagdo é o mais simples. O
método de emulsdo explora a termoreversibilidade da gelatina, no qual a dispersao
de gelatina forma gel quando a temperatura é diminuida para valores menores que a
temperatura de geleificacdo [Ugwoke e Kinget, (1998)]. Primeiramente a gelatina é
dissolvida em temperaturas acima de 40°C e apds a preparagdo da emulsdo é

resfriada para obtengdo das microesferas geleificadas. A técnica de emulsdo tem
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grande potencial para aplicagdes farmacéuticas, pois pode ser usada para o
encapsulamento de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos.

Segundo Ugwoke e Kinget (1998), microesferas de gelatina podem ser
usadas para liberagao de farmacos via nasal, bucal, vaginal e oftalmoldgicas devido
a propriedade de mucoadesividade da gelatina.

Para a maior parte das aplicacbes em sistemas de liberagdo controlada,
devido as propriedades hidrofilicas da gelatina, a reticulacdo se torna uma estratégia
para controlar propriedades desses sistemas, como capacidade de absorgcéo de
agua, dentre outras que afetam diretamente a sua cinética de liberacdo. A
reticulagdo da gelatina pode ser de natureza quimica, formada por ligagbes
covalentes irreversiveis, e reticulagao fisica, formada por varias ligagcbdes reversiveis

(complexos de polieletrolitos) [Berger e col. (2004a)].

1.2- Goma do Cajueiro

O termo goma na industria esta associado a polissacarideos e seus
derivados. Mas a sua definicdo esta relacionada a um polissacarideo soluvel em
agua e que forma solugdes viscosas a baixas concentragdes, sendo substancias
incolores, inodoras, insipidas e ndo toxicas [BeMiller (1987)]. As gomas industriais
podem ser classificadas em naturais e modificadas. As naturais podem ser obtidas
de exudatos de arvores, de sementes, de algas ou por fermentagdo microbioldgica
[Rodrigues, de Paula e Costa (1993)]. As gomas extraidas de exudatos foram as
primeiras gomas conhecidas [Whistler (1973)].

A goma do cajueiro (GC) é um polissacarideo exudato da arvore cajueiro
(Anarcadium occidentale), que é considerada um planta de porte alto (6 a 12
metros). Foi utilizada para florestamento e ha registro de uso como arvore
ornamental e para sombreamento. E originaria da América Tropical e suas
exploracdes comerciais restringiram-se a india, Brasil, Mocambique, Quénia e
Tanzania. O cultivo de caju ocupa uma area de 551842 ha e aproximadamente 98%
desta area encontra-se no nordeste, abrangendo os estados do Ceara, Piaui e Rio
Grande do Norte [Pessoa, Leite e Pimentel (2006)].

O principal produto do cajueiro € a sua castanha, mas existe potencial

para a exploragao da goma exudada do cajueiro [de Paula, Heatley, e Budd (1998)].
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A média de producdo de gomalarvore/ano € 700 g [Bandeira (1991)], com um
potencial de produ¢do anual da goma de até 38 mil toneladas.

A goma do cajueiro tem aplicagbes como espessantes para sucos e
refrescos, emulsificante para molhos e saladas, suporte para microcapsulas e ainda
como agente depressor de minério [Mothé (2000)]. Por possuir caracteristicas
semelhantes a goma arabica, pode substitui-la como cola liquida para papel, na
industria farmacéutica em cosméticos e como aglutinante de capsulas e
comprimidos e na industria de alimentos como estabilizante de sucos, cervejas e
sorvetes e como clarificante de sucos [Silva (2006)].

O Grupo de Polimeros — UFC tem estudado essa goma desde 1993
[Rodrigues, de Paula e Costa (1993)]. A goma extraida de arvores do nordeste
brasileiro foi caracterizada como um heteropolissacarideo contendo [(-D-galactose
(72-73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-4%) e acido
glucurénico (4,7-6,3%) em porcentagem de massa [de Paula, Heatley e Budd
(1998), de Paula e Rodrigues (1995)]. A goma é composta sobretudo de uma cadeia
principal de galactose ligada por C-1 e C-3, com ramificagdes de galactose ligada
por C-1 e C-6. A glucose pode formar cadeias laterais e a arabinose, ramnose e
acido glucurdnico apresentam como grupos terminais (Figura 4) [de Paula, Heatley,
e Budd (1998)].

A pesquisa dentro do grupo de polimeros — UFC e colaboragdes com
outros grupos de pesquisa no Brasil permitiram outras propostas de trabalho com a
goma do cajueiro: modificagdo por carboximetilagdo com acido monocloroacético
como agente esterificante [Silva e col. (2004)] e oxidagao utilizando TEMPO (N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpipiridina) como agente oxidante [Cunha e col. (2007)];
copolimerizagao via enxertia com acrilamida [Silva, de Paula e Feitosa (2007)];
interacdes com quitosana em estudos de cinética de intumescimento [Paula, Gomes
e de Paula (2002)], na liberagdo de farmacos [Maciel e col. (2006); Magalhdes Jr e
col. (2008)] e de larvicidas [Paula, de Paula e Bezerra (2006)], estudo da
degradagao térmica de complexos polieletroliticos [Maciel e col. (2005)], estudo da
formacdo de filmes finos [Maciel e col. (2007)] e preparagdo de hidrogéis
superabsorventes para o condicionamento do solo [Guilherme e col. (2005) e Silva
(2006)].
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Figura 4. (A) Unidades monossacaridicas da composicdo da goma do cajueiro do
nordeste. (B) Representacédo da estrutura do polissacarideo extraido do exudato do

cajueiro. (R = ramnose, arabinose ou acido glucurdnico) [Cunha e col. (2007)].
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1.3 Modificacao de Biopolimeros

Diversos tipos de modificagdbes de polissacarideos com distintos
interesses tém sido propostas, desde aumentar a hidrofilicidade a adicao de carater
hidrofobico. Na busca de aumentar o carater hidrofilico e aumentar os sitios de
interagdo com outros polimeros (polimeros sintéticos, polissacarideos e proteinas)
ou com metais, modificagdes tais como: carboximetilacdo, carboxilagdo, oxidacao e

sulfatacdo vém sendo propostas.

1.3.1 Reacgao de Sulfatacao

Os acucares sulfatados tém geralmente férmula ROSO3;H onde ROH € o
acucar. O interesse corrente nesses acucares € devido principalmente ao fato
destes ésteres acidos ocorrerem extensivamente na natureza. No reino vegetal,
agucares sulfatados sao encontrados combinados com muitos polissacarideos de
algas [Mori (1953); Percival (1964)], no entanto dificimente sdo encontrados em
plantas terrestres. No reino animal, estes ésteres s&o polissacarideos como a
heparina, sulfatos de condroitina e de mucoitina, e sdo encontrados no cérebro
[Thannhauser, Felling e Schmidt (1955)].

Muita atenc¢ao tem sido focalizada no papel fisiolégico de polissacarideos
sulfatados e, associado a isto, muitos métodos de sulfatacdo de polissacarideos tém
sido propostos com intencdo de aplicacbes terapéuticas comerciais. Um exame
detalhado da estrutura de polissacarideos sulfatados requer o conhecimento da
posicdo da ligagdo do grupamento sulfato, e que a reatividade quimica desses
grupamentos seja entendida. Isto é importante, visto que os grupos sulfatos exercem
papel importante nas propriedades biologicas desses polissacarideos [Shanmugam
e Mody (2000)].

Sulfatacédo de polissacarideos tem sido reportada para uma variedade de
carboidratos, entre esses quitosana [Baumann e Faust (2001)], dextrana, pululana
[Mahner, Lechmer e Nordmeier (2001)] e laminarina, polissacarideo extraido da alga
Laminaria digitata [O’Neill (1955)]. Os reagentes utilizados sao principalmente o
acido metaclorosulfénico (C{SO3zH) em piridina (Figura 5) [Geresh, Mamontov e
Weinstein (2002)] ou complexo de triéxido sulfurico com piridina [Wu e col. (1998)],
trietilamina [Soeda e col. (2000)] ou DMF [Alban, Schauerte e Franz (2002)]. Os



28

solventes utilizados sdo geralmente formamida, dimetilformamida, dimetilsulfoxido e
piridina.

No entanto, devido a complexidade estrutural dos polissacarideos, um
mesmo método de sulfatacdo pode resultar em produtos previsiveis para um
determinado polissacarideo, mas imprevisiveis para outros polimeros [Yang e col.
(2003)]. Assim, € importante estabelecer um método apropriado de sulfatagcdo. O
solvente deve ser escolhido adequadamente para cada polissacarideo, ja que estes
podem ter solubilidade e conformacao diferente em diferentes solventes, o que pode

afetar a sulfatacédo devido as distintas forgas intermoleculares.

O-H 0-SO;H
HO OH HO o CI-sO.H H0 OH
o Plrldlna
OH

Figura 5. Sulfatacdo de polissacarideo com acido metaclorosulfénico em piridina
[Mahner, Lechmer, e Nordmeier (2001)].

As propriedades de polissacarideos sulfatados, tais como atividade
anticoagulante [Alban e Franz (2001), Huynh, Chaubet e Jozefonvicz (2001)],
antiviral [Amornrut e col. (1999)], antiinflamatoéria [Winkelhake (1991)] entre outras,
pode depender fortemente de sua estrutura, como por exemplo, do grau de
sulfatacao (GS) [Alban, Schauerte e Franz (2002)], da massa molar [Barbucci e col.

(1998)] e da ramificacdo da cadeia [Mulloy, Mouréo e Gray (2000)].
1.3.2 Reacgao de Oxidagao

A oxidacdo com periodato de sédio é uma reagao simples e bastante
usada como ferramenta na elucidagao estrutural de carboidratos complexos [Perlin e
Casu (1982)]. A oxidacdo de amido com periodato, até pouco tempo era um dos
poucos exemplos no qual esta era empregada para obter novas propriedades com
aplicagbes industriais [Veelaert e col. (1997)]. No entanto, a modificacdo por
oxidacdo com periodato tem sido proposta para outros polissacarideos como
pullulana [Brunneel e Schacht (1993)], escleroglucana [Crescenzi e col. (1983);
Stokke e col. (1995); Guo, Elgsaeter e Stokke (1998); Christensen, Aasprong e
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Stokke (2001)], goma guar [Varma e col. (1997)], dextrana [Sokolsky-Papkov, Domb
e Golenser (2006) e Schacht e col. (1997)], goma arabica [Nishi e Jayakrishnan
(2007) e Nishi e Jayakrishnan (2004)] e goma Konjac [Yu e Xiao (2008)].

Periodato oxida seletivamente as cadeias laterais do polissacarideo, se a
cadeia principal ndo possuir nenhuma hidroxila vicinal. Assim, quando na cadeia
principal as unidades dos monossacarideos sao ligadas (1—3) a oxidacdo com
periodato leva a introdugdo de grupamentos aldeidos nas cadeias laterais, sem
degradagao da cadeia principal. A Figura 6 mostra diferentes unidades de agucares
reagindo com periodato de sddio. Observa-se que a unica unidade nao-oxidada € a
B devido as ligagbes glicosidicas na posicdo 1 e 3 que nao apresenta duas
hidroxilas vicinais.

Polissacarideos como a goma do cajueiro [de Paula, Heatley e Budd
(1998)] e escleroglucana [Christensen, Aasprong e Stokke (2001)] apresentam esse
tipo de ligacdo em suas estruturas. A Figura 7 mostra o mecanismo basico da
reacao de oxidagdo de uma D-glucose de cadeia lateral [Jackson e Hudson (1938)].
O mecanismo descrito assume que a ligagéo dos carbonos C(2) — C(3) e C(3) — C(4)
do anel de glucose pode ser acessada por oxidagdo com periodato [Aalmo e Painter
(1981)]. A reacao ocorre quando a ligacao C(3) — C(4) ou C(2) — C(3) é quebrada na
primeira oxidagdo, originando grupamentos aldeidos nos respectivos carbonos
(unidades S e S’). Esses intermediarios podem existir em solugdo nas formas
ciclicas e de hemiacetal [Aalmo e Painter, 1981]. Uma segunda oxidagao
complementar origina novos grupamentos aldeido, formando a unidade D
(duplamente oxidada) com consequente liberagédo de acido formico de C(3).

A andlise do consumo de periodato possibilita a determinacdo da
proporcdo de unidades oxidadas. O controle da  estequiometria
periodato/polissacarideo pode produzir materiais com diferentes graus de oxidacao.

Os grupos aldeidos das unidades oxidadas podem reagir com NaBH4
para formar o correspondente polialcool [Schulz e Rapp (1991)] ou com NaCfO, para
formar correspondentes policarboxilatos [Crescenzi e col (1983)]. O estudo de
derivados aldeidos funcionalizados é interessante devido a sua reatividade com
grupamentos amina de quitosana e proteinas, como por exemplo, a gelatina para a

formacao da imina (-C=N-).
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Figura 6. Seletividade da reacdo de periodato de sddio com unidades de agucar

substituidos em diferentes posi¢des. [Aspinall (1982)].
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Figura 7. Esquema da reacgao seletiva de oxidacdo de uma unidade de glucose da

cadeia lateral de um polissacarideo [Maeda e col. (2001)].

A oxidagdo com periodato de so6dio da goma arabica foi proposta
recentemente na preparagcdo de um carreador de farmaco, o qual interage
diretamente com este através da formacdo da base de Schiff, reacdo entre os
grupamentos amina do farmaco e os grupos aldeido da goma. Diferentes perfis de
liberagao do farmaco sao obtidos e podem ser controlados pelo grau de oxidacao da
goma [Nishi e Jayakrishnan (2004) e Nishi e Jayakrishnan (2007)].
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1.3.3 Reacao de Reticulagao

Os géis fisicos sdo formados por ligacdes reversiveis, que no caso da
quitosana, por exemplo, ocorrem por interagdo com cations, tais como ions calcio e
aluminio ou pela formagdo de complexos polieletroliticos (CPE’s) [Berger e col.
(2004a)]. A reticulagao fisica da gelatina pode ser realizada por aquecimento térmico
e irradiagao ultravioleta [Weadock, Olson e Silver (1983)].

A estabilidade mecanica, ou resisténcia, em uma larga faixa de pH nem
sempre € conseguida para géis fisicos. Por isso, algumas vezes € necessario a
introducgéo de ligagdes covalentes para fortalecer o gel formado, mantido apenas por
interagdes eletrostaticas.

A reticulagdo quimica consiste na introdu¢do de moléculas de baixa
massa molar, chamadas de agentes reticulantes. A presenga de grupos funcionais —
OH, —COOH e —NH; na estrutura do polissacarideo pode ser utilizada para a
formacao de ligagdes cruzadas através de reagcdes com aldeidos ou com moléculas
bifuncionais que permitem a formacdo de pontes entre as duas cadeias do
polissacarideo [Hennink e van Nostrum (2002)].

Para a gelatina, varios agentes reticulantes tém sido propostos, tais como
formaldeido [Hazel e col. (1980)], glutaraldeido [Damink e col. (1995)], carboimida
[Sheehan e Hlavka (1957)], compostos diepoxidos [Sung e col. (1996)], gliceraldeido
[Kosmala, Henthorn e Brannon-Peppas (2000)] e genipina [Lien, Li e Huang (2008),
Wei e col. (2007), Nickerson e col. (2006) Yao e col. (2004), Liang e col. (2003)].

Entretanto, o uso de agentes reticulantes como formaldeido e
glutaraldeido podem levar a efeitos toxicos laterais devido a residuos dos
reticulantes. Portanto, ha a necessidade de uma excessiva purificacdo durante a
preparagao dos hidrogéis para eliminar excesso do agente reticulante que nao
formou ligagdes cruzadas. Eles podem ser retirados por sucessivas lavagens ou
neutralizados por uso de reagentes especificos [Berger e col. (2004b)]. Esses
métodos para remogao do reticulante podem, também, extrair qualquer farmaco que
tenha sido incorporado na rede polimérica ou gerar reagdes adicionais devido a
aplicagdes de reagentes para neutralizagéo do reticulante.

Uma alternativa a estes reticulantes toxicos € a utilizagcdo da genipina. A
reticulagcédo de quitosana e gelatina com genipina tem sido proposta como uma

substituigdo dos reticulantes toxicos, como epicloridrina e glutaraldeido, ja que sua
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toxicidade é mais baixa do que a do glutaraldeido, em torno de 5.000 a 10.000 vezes
[Sung e col. (1999)].

A genipina é um iridéide derivado do geniposideo (Figura 8), extraida do
fruto de jenipapo (Genipa americana), tem sido utilizada na medicina chinesa para
tratamento de doencgas hepaticas e como agente antiinflamatério, sendo produzida e
vendida somente em Taiwan. Na presenca de oxigénio, forma um pigmento azul
quando reage com grupos amina livres de aminoacidos como a glicina e lisina em
pH 7 [Paik e col. (2001)].

@) O

GLU
HO HO

A B
Figura 8. Estrutura quimica: A - do geniposideo, onde GLU ¢é glucose e B - da

genipina [Butler, Ng e Pudney (2003)].

A genipina participa de ligagbes covalentes com grupos amina livres
contidos em polimeros, essa reacdo se processa por dois mecanismos distintos. O
primeiro é o ataque nucleofilico ao carbono 3 da genipina por aminas primarias
formando uma amina ciclica ligada a cadeia do polimero (Figura 9a). A segunda
reacao é a substituicdo nucleofilica (Sy2) do grupo éster da genipina formando uma
amida secundaria ligada a cadeia polimérica com a liberagdo de metanol (Figura 9b)
[Butler, Ng e Pudney (2003)].

Segundo Liang e col. (2003) a aplicacao dessa substancia como agente
reticulante pode minimizar a redugao da biodegradabilidade e biocompatibilidade de
polissacarideos modificados por reticulagdo. Microesferas de gelatina reticuladas
com genipina mostraram em estudo in vivo menor grau de inflamacdo em tecidos

implantados que aquelas microesferas de gelatina reticuladas com glutaraldeido.



34

O._ _OCH 0
\ 3 \ OCH3
a) m
\
X H,N—R CH——NH—R
— >
C 0 ()o
OH
HO HO
O._ _OCH Os_ _OCH
AN 3 3
X X
N
R
HO
NH,—/R
b) o‘\ ﬁcm
N
—_—
(0]
OH
HO

+ CH30H

OH

HO
HO

Figura 9. Mecanismo da reagao de reticulacdo entre grupo amina e genipina: a)

esquema reacional 1 e b) esquema reacional 2 [Butler, Ng e Pudney (2003)].
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1.4 Hidrogéis

Hidrogéis foram definidos por Peppas (1986) como sistemas
macromoleculares que intumescem em agua ou fluidos biologicos, devido a sua
capacidade de absorver e reter grandes volumes de agua em sua estrutura sem se
dissolver em fungao de reticulacdes fisicas ou quimicas entre as cadeias individuais
do polimero (Figura 10). Este tipo de sistema polimérico tem sido amplamente
investigado e explorado nos campos biomédicos e industriais [Mitsumata e col.
(2003)]. Os polissacarideos em geral sdo soluvéis em agua ou formam géis fisicos

que na presenga de excesso de agua formam solugdes viscosas.

Figura 10. Formacédo da rede tridimensional_ do hidrogel com o processo de

intumescimento [Rudzinski e col. (2002)].

O processo de intumescimento de um gel é governado por fatores fisicos
e externos. Entre os fisicos, sao favoraveis a presenca de forcas de coesao, grupos
hidrofilicos, baixa densidade de reticulagao e a flexibilidade do polimero [Rudzinski e
col. (2002)]. A presenca de grupos hidrofébicos, alta densidade de reticulagéo e a
presenca de ions desfavorecem a absor¢cdo de agua. Os fatores externos que
interferem no intumescimento sdao mudancas de pH, forca ibnica, temperatura,
composi¢ao do solvente e aplicacédo de voltagem, entre outros.

Géis com redes interpenetradas e semi-interpenetradas tém sido
estudados como matrizes em sistemas de liberacdo utilizando diferentes
combinagdes de polimeros para se obter materiais com propriedades fisico-quimicas
especificas. Géis do tipo redes poliméricas interpenetradas (IPN’s — interpenetrating

polymeric networks) sao formados por redes tridimensionais de polimeros
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homogéneos ou heterogéneos, onde pelo menos um deve ser polimerizado na
presenca do outro. As redes individuais podem ou ndo ser quimicamente
interconectadas. Géis do tipo semi-IPNs sao obtidos quando apenas um dos
polimeros é reticulado.

Géis do tipo semi-IPN tém sido desenvolvidos e avaliados para liberagao
de varios tipos de drogas [Kulkarni, Soppimath e Aminabhavi (2000); Agnihotri e
Aminabhavi (2005)]. Hidrogéis do tipo IPN e semi-IPN de gelatina com
polissacarideos tém sido preparados para obtencdo de esferas [Isiklan (2006);
Rokhade e col. (2006)], membranas [Liu e Zhao (2006)] e esponjas [Choi e col.
(1999)]. Em geral, o agente reticulante aplicado para preparagao desses hidrogéis é
o glutaraldeido. No entanto, géis do tipo semi-IPN tém sido preparados utilizando
como reticulante o gliceraldeido [Kosmala, Henthorn e Brannon-Peppas (2000)] ou
genipina [Lien, Li e Huang (2008), Liang e col. (2003)] para minimizar os efeitos
toxicos desses materiais.

Hidrogéis do tipo HPN (HPN — hybrid polymeric network) sdo obtidos
quando grupos funcionais presentes nos dois polimeros reagem formando pontos de
reticulagdo sem a necessidade da adigdo de um agente reticulante. A Figura 11

mostra quatro diferentes tipos de estruturas de géis.

es=— (Cadeia |
E G HEETTHTT Cadeia

Figura 11. Esquema ilustrativo de estruturas de géis reticulados tipo (A) Polimero
reticulado com um agente reticulante de baixa massa molar; (B) Hidrogel do tipo
HPN; (C) Hidrogel do tipo IPN e (D) Hidrogel do tipo PEC [Bae e Kim (1993)].
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Quando quitosana reage com polimeros aldeido funcionalizados forma
geéis com pontos de reticulagdo via reagcdo base de Schiff, os quais sdo géis do tipo
HPN [Berger e col. (2004b)]. A Figura 12 representa um esquema da interacdo dos

grupos amina com o aldeido de outro polimero funcionalizado com grupos aldeidos.

—CHO ——NH
2 —CHO — NH,
+ +
— CHO NH; — CH=N
Polissacarideo

Gelatina

oxidado Rede reticulada

Figura 12. Esquema ilustrativo da reagcdo de um polissacarideo aldeido
funcionalizado com gelatina. [Fang, Takahashi e Nishinari (2005)]. A linha em zig-

zag representa a cadeia principal do polissacarideo oxidado ou da gelatina.

A geleificacdo da gelatina com polialdeidos (ex. poliacroleina)
[Himmelmann, Ulrich e Meckl (1963)] e com amido oxidado com periodato (amido
aldeido funcionalizado) [Jeffreys e Tabor (1962)] € bem documentada na literatura.

Schacht e col. (1997) observaram que a velocidade de geleificagéo,
durante a reacado de dextrana dialdeidica (oxidada com periodato de sédio) com
gelatina, depende da massa molar e do grau de oxidagédo da dextrana, da natureza
da gelatina e das condi¢des reacionais. A reticulagdo ocorre devido a formacéo da
base de Schiff na reagao entre o e-amino da lisina ou grupos lateriais da hidroxilisina
e os aldeidos disponiveis [Schacht e col. (1997)]. O pH do meio reacional € um dos
fatores determinantes, isso pode ser explicado em fungdo do aumento de
grupamentos amina nao protonados na gelatina com o aumento do pH, o que
favorece a formacéo da base de Schiff.

Recentemente hidrogéis preparados pela interagdo da gelatina com a
goma oxidada Konjac foram testadas quanto a capacidade de liberacdo de
ketoprofeno in vitro, e mostrou que a taxa de liberacdo pode ser controlada por
variagdo da razdo goma oxidada/gelatina, o que segundo os autores [Yu e Xiao
(2008)] oferece uma nova janela para preparagdo de matrizes a base de gelatina,
quando comparadas a preparacéao tradicional com aplicagao de reticulantes de baixa

massa molar. Os hidrogéis de dextrana oxidada com gelatina tém sido investigados
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como um curativo para liberagdo de fatores de regeneragao de tecidos [Schacht e
col. (1997); Fang, Takahashi e Nishinari (2005)].

Outros trabalhos recentes tém investigado a preparacao, propriedades
fisico-quimicas e perfil de liberagdo de microesferas ou géis de gelatina com
polissacarideo aldeido funcionalizados. Microesferas de gelatina com a goma
dextrana oxidada foram preparadas e estudadas quanto as caracteristicas de
liberagdo de cloridrato de Pingyangmycin (Bleomicina A5), antibiético utilizado em
tratamento de tumores [Wu e col. (2006)] e mostraram ser uma excelente alternativa
para o tratamento de tumores na cabega ou no pescoco.

Hidrogel de sulfato de condroitina oxidada com periodato de sodio e
gelatina foi proposto como curativo (wound dressing). Géis de gelatina e do
polissacarideo oxidado extraido da Schizophyllan foram estudados quanto as
propriedades viscoelasticas, parametros cinéticos de geleificagdo e analisados em
funcdo da concentragao de gelatina e do grau de oxidagao do polissacarideo [Fang,
Takahashi, Nishinari (2005)]. Hidrogéis de alginato oxidado e gelatina também tém
sido avaliados como biomateriais, mostrando-se nao-toxicos e biodegradaveis
[Balakrishnan e col. (2005)].

Microencapsulagdo de drogas, tais como cloridrato de doxorubicina,
mitomicina C, e 5-fluorouacil dentro de microesferas de gelatina reticulada com
aldeidos tém sido investigadas [Leo e col. (1997), Yan e col. (1991)]. Estudos
mostram que microesferas de gelatina reticuladas com aldeido tem um longo
periodo de biodegradacdo, propriedade importante para liberagdo controlada de
muitos farmacos [Rao (1995), DiSilvio e col. (1994)].
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2- OBJETIVOS

Preparacdo e caracterizagcdo de derivados de goma do cajueiro e

utilizacao destes no desenvolvimento de microesferas com gelatina.

2.1 Objetivos Especificos

Para atingir este objetivo o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

Modificar a goma do cajueiro por reacéo de sulfatagcdo para obtencéo de
um polieletrdlito aniénico e caracteriza-la.

Modificar a goma do cajueiro por reagao com periodato de sodio para
obtencao de derivados polialdeidicos e caracteriza-la.

Preparar e caracterizar microesferas de géis de gelatina e goma do
cajueiro ndo modificada reticuladas com genipina. Desenvolver microesferas de
goma do cajueiro oxidada e sulfatada com gelatina.

Estudar as propriedades fisico-quimicas de géis de gelatina e goma do
cajueiro ndo-modificada, sulfatada e oxidada, visando sua futura utilizagdo como

matriz em sistemas de liberagdo de farmacos.
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3. METODOLOGIA
3.1 Materiais

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale) foi fornecida pela
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), Ceara, em 2004. A
goma foi purificada pelo método descrito por Rodrigues, de Paula e Costa (1993).
Os espectros de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de '*C para a GC
apresentaram valores similares aos obtidos por de Paula e Rodrigues (1995) e
massa molar foi estimada em 2,32x10* g/mol.

O fruto do jenipapo (Genipa americana L.) foi coletado em julho de 2007,
no municipio de Pacatuba, Ceara. A genipina foi extraida do fruto verde seguindo a
metodologia descrita por Djerassi, Gray e Kincl (1960), com algumas modificagbes
desenvolvidas dentro do Laboratério de Polimeros — UFC [Magalh&es Jr. (2007)].

A gelatina (Vetec) utilizada € de origem da pele bovina com Bloom 170 a
190 g.

3.2 Caracterizagcao da Gelatina
3.2.1 Eletroforese

A massa molar da gelatina foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS) e p-mercaptoetanol
realizada segundo a técnica de Laemmli (1970), usando-se um gel de aplicacao de
3,5% de acrilamida em tampéao tris-HC{ 0,5 mol/L, pH 6,8 e um gel de separagéo a
12,5% em tampao tris-HCE 3,0 mol/L, pH 8,8 e SDS 1%, adaptada para o uso em
placas medindo 10x8 cm? (Sistema Hoefer SE250 - Pharmacia Biotech). O tamp&o
de corrida foi preparado com tris 0,025 mol/L, glicina 0,2 mol/L e SDS 0,1% a pH
8,3. Os seguintes padrbes de proteina da Dalton Mark VII-L Protein foram utilizados:
albumina bovina (66000 Da), ovoalbumina (45000 Da), desidrogenase
gluceraldeido-3-fosfato (36000 Da) e anidrase carbénica (29000 Da).

As amostras foram dissolvidas em tampéao tris-HC{ 0,0625 mol/L, pH 8,3,
contendo SDS 10, azul de bromofenol 0,02% e em seguida incubadas a 110°C por

10 minutos. Para aumentar a densidade, facilitando a aplicagcéo, foram adicionados
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ainda cristais de sacarose. Aliquotas de 12 uL das amostras tratadas foram
aplicadas no gel, e entdo submetidas a uma corrente de 40 mA durante
aproximadamente uma hora.

As bandas foram visualizadas usando revelacdo das bandas protéicas
com prata seguindo a metodologia descrita por Blum, Beier e Gross (1987).

A gelatina foi caracterizada por espectroscopia na regidao do infravermelho

(IV), como descrito no tépico métodos de analise, item 3.6.
3.3 Modificagcao da Goma do Cajueiro
3.3.1 Reacéo de Oxidagao

A reacdo de oxidagao parcial da goma do cajueiro foi realizada por
modificagdo do método descrito por Christensen, Aasprong e Stokke (2001) e
Dawlee e col. (2005). A goma do cajueiro (1,0 g, 6x10° mol de unidades
glicosidicas) foi dissolvida em agua destilada por 2 horas e duas quantidades
distintas de NalO,4 foram adicionados de modo a obter razées molares de unidades
glicosidicas/periodato de 10:3 e 10:4 (Tabela 1).

A mistura reacional foi deixada por 6 horas a temperatura ambiente e
apos este periodo etilenoglicol foi adicionado para parar a reacdo. A goma do
cajueiro oxidada (GCX) obtida foi dialisada contra agua destilada (4 — 5 vezes) para

eliminacao de excesso de reagente e entao, liofilizada.

Tabela 1. Dados experimentais da reagdo de oxidagdo da goma do cajueiro.

Produto* Mol de NalO, Razao Molar
GCX10:3 1,9x107° 10:3
GCX10:4 2,5x1073 10:4

*A numeracao refere-se a relagdo GC/NalO,.

O grau de oxidagdo da goma do cajueiro foi determinado por
espectroscopia de absor¢do na regido do UV-VIS, como descrito por Gomez,
Rinaudo e Villar (2007). Neste método, utiliza-se um indicador preparado com

volumes iguais de solu¢des de Kl (20% m/v) e amido (1% m/v) dissolvidos em
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tampao fosfato pH 7,4. Para determinacédo do teor de periodato foi retirado 2,5 mL
da solugao reacional (antes da introducdo de etilenoglicol) e misturado com 1,5 mL
do indicador, em seguida, o volume foi completado para 5,0 mL com agua destilada.

O complexo formado é diluido adequadamente para analise num
espectrofotdmetro Hitachi U-2000 em 486 nm. A diferenca entre a quantidade inicial
e final de periodato corresponde a quantidade de unidades glicosidicas oxidadas.

A curva padrao do ion periodato foi utilizada para calcular a concentracao
de NalO4 ndo consumido durante a oxidagao. A curva foi preparada com solugdes
de concentracdo de 1,57x107°, 1,96x10°, 2,35x10°, 2,75x10° e 3,14x10° mollL,

obtendo uma relacao linear, r = 0,990 e a equagéao (1)
ABS = 0,02 + 0,26.[104]x10" Equacao (1)

onde ABS é a absorbancia medida e [IO4] é a concentragdo do ion periodato em

mol/L.
3.3.2 Reacéo de Sulfatagéo

Os derivados sulfatados da goma do cajueiro foram preparados segundo
método descrito por O’Neill (1955) e Ono e col. (2003), no qual o acido
monoclorosulfénico (densidade 1,75 g/mL) é utilizado como reagente para sulfatagao
em meio basico. Goma do cajueiro (1,0 g, 6x10™ mol de unidades glicosidicas) foi
suspendida em 75,0 mL de dimetilformamida (DMF), durante 24 horas sob agitacao.
A esta solucao adicionou-se 60 mL de piridina e manteve o sistema sob agitagao por
3 horas. Apds esse periodo o sistema foi colocado num banho de gelo, em frasco
fechado, onde adicionou-se o acido monoclorosulfénico vagarosamente, 1 mL a
cada 5 min.

O procedimento foi realizado com volume variado de acido: 2, 6 e 8 mL,
para obtencdo de diferentes razdes molares GC/acido (Tabela 2). Apdés a adigao
total do acido, manteve-se o sistema reacional em agitagcdo por 12 horas sob
refrigeracdo. A goma do cajueiro sulfatada (GCS) foi entdo neutralizada com
bicarbonato de sdédio, dialisada contra agua destilada (acompanhado por

condutancia) até eliminagcdo dos solventes e excesso de reagentes e depois
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liofilizada. O material obtido foi solubilizado em agua, ajustado o pH para 7,0 e

precipitado em etanol PA.

Tabela 2. Dados experimentais da reagao de sulfatagdo da goma do cajueiro.

Produto* Volume de SO;HC¢ Mols de SO;HC¢ Razao Molar
adicionado (mL) adicionado GCl/acido
GCS2 2 0,03 1:5
GCS6 6 0,09 1:15
GCS8 8 0,12 1:20

* A numeracéo corresponde ao volume de acido adicionado.

Os derivados oxidados e sulfatados da GC foram caracterizados por
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), por cromatografia de permeacéo em gel (GPC), reometria
e analise termogravimétrica (TGA), como descrito do topico métodos de analise, item
3.6.

3.4 Preparacao de Esferas de Gelatina (GE) e Gelatina/Goma do Cajueiro
(GEGC)

As esferas de GE e GEGC foram preparadas como descrito por Liang e
col. (2003) com algumas modificagdes, utilizando o método de emulsdo oleo/agua.
No caso das esferas de gelatina, a proteina foi dissolvida em tampao fosfato
(pH=7,4) a 50°C, concentragcédo de 12,5% m/v. A solugao foi gotejada em 40 mL de
6leo de milho comercial (gorduras totais de 0,92 g/mL) pré-aquecido a 50°C. O
sistema foi mantido em agitacdo por 10 minutos. Subsequentemente, o sistema foi
resfriado a 4°C em banho de gelo e as esferas de gelatina foram formadas na fase
aquosa. As esferas foram separadas por filtracdo em funil de placa porosa e lavadas
com acetona varias vezes para remover o 6leo remanescente. Por fim, foram secas
a vacuo durante a noite.

As emulsbes de gelatina e goma do cajueiro foram preparadas
dissolvendo gelatina em tampao fosfato (pH=7,4) a 50°C, concentragdo de 12,5%

m/v e em outro frasco prepararam-se solu¢gdes de GC com diferentes massas de
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goma (Tabela 3). Apos a completa solubilizagdo, as solugées foram misturadas e
deixadas em agitagdo por 10 min a 50°C. As esferas GEGC foram preparadas

seguindo a mesma metodologia usada para as esferas de gelatina.

Tabela 3. Dados experimentais da preparacéo das esferas de GE e GEGC.

Produto* Massa de GE (g) Massa de GC (g) Relacao GE/GC
(massa/massa)
GE 6,26 - 1:0
GEGC10:1 1,25 0,13 10:1
GEGC1:1 5,02 5,01 1:1

*A numeracao corresponde a relagao GE/GC
3.4.1 Reticulagdo com Genipina

As esferas dos géis semi-IPN (GE e GEGC’s) foram reticuladas com
genipina conforme metodologia descrita por Wei e col. (2007) com algumas
modificagdes. As esferas foram dispersas em uma solugédo de genipina 0,067 mol/L
em solugdo de etanol 90% e deixadas por 24 horas (RGE e RGEGC’s) e 72 horas
(R'GE e R'GEGC'’s), em seguida foram filtradas em funil de placa porosa, lavadas
com etanol e secas a vacuo.

A quantidade de genipina (gen) consumida na reticulagdo das esferas do
tipo semi-IPN foi determinada utilizando a espectroscopia de absorgao na regido do
UV-VIS acompanhando-se a variacdo na absor¢cao em 240 nm, correspondente a
genipina, conforme descrito por Paik e col. (2001).

O equipamento utilizado foi um espectrofotbmetro Hewlett-Packard,
modelo 8453 diode array, acoplado a um programa de coleta de dados. A curva de
calibragdo foi obtida medindo-se a absorbancia de solu¢gdes de genipina de
concentragdes conhecidas, obtendo uma relagao linear, r = 0,999, e a equacgao (2)
permite o calculo da concentragdo da genipina (gen) que nao reagiu durante a

reticulagéo.

ABS = 0,014 + 0,0646.[gen]x10*° Equacao (2)
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As esferas antes e apds a reticulagdo foram caracterizadas por
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), analise termogravimétrica (TGA),
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e cinética de intumescimento, como

descrito do topico métodos de analise, item 3.6.

3.5 Preparacao de Esferas de Gelatina/Goma do Cajueiro modificada

A producéao de esferas da goma do cajueiro oxidada com gelatina foi feita
como descrito para gelatina e dextrana oxidada, por Wu e col. (2006) com
modificagdes. Dissolveu-se 0,125 g da goma do cajueiro oxidada em agua,
concentragao de 1,25% m/v e em outro frasco dissolveu-se 1,25 g de gelatina em
agua a 50°C, concentragao de 12,5% m/v. Apdés a completa solubilizagéo, volumes
iguais das solugdes foram misturadas e deixadas sob agitagao por 10 min a 50°C.

A solucéo resultante foi entdo gotejada em 6leo de milho comercial com
gorduras totais de 0,92 g/mL, previamente aquecido a 50°C. Depois de 10 min a
emulsao obtida foi resfriada a 4°C em banho de gelo. Para desidratar e flocular as
esferas, adicionou-se acetona pré-resfriada a 4°C. As esferas foram recuperadas
pela filtragdo da suspensdo em funil de placa porosa, lavadas em acetona
previamente resfriadas a 4°C e depois secas a vacuo.

Com a finalidade de avaliar o comportamento fisico-quimico dos géis com
a adicdo de goma do cajueiro oxidado (GCX), esferas de gelatina com goma oxidada

com diferentes graus de oxidagao foram preparadas (Tabela 4).

Tabela 4. Dados experimentais da preparacao das esferas de GEGCX.

Produto* Massa de Massa de Relagdo GE/GCX  Amostra de
gelatina (g) GCX (9) (m/m) GCX

GEGCX1 1,26 0,13 10:1 GCX10:3

GEGCX2 1,26 0,13 10:1 GCX10:4

*A numeracao corresponde a ordem de preparacgao das esferas.

As esferas de gelatina e goma do cajueiro sulfatada (GCS6) foram
preparadas seguindo a mesma metodologia descrita para as esferas GEGCX. Os

dados estiao sumarizados na Tabela 5.
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Tabela 5. Dados experimentais da preparacéo das esferas de GEGCS.

Produto* Massade GE Massade GCS Relacao GE/GCS Amostra de
(9) (9) (m/m) GCsS

GEGCS 1,26 0,13 10:1 GCS6

As esferas foram caracterizadas por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV), por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), por
analise termogravimétrica (TGA), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e

cinética de intumescimento, como descrito do topico métodos de analise, item 3.6.
3.6 Métodos de Anadlise
3.6.1 Analise Elementar

Os teores de nitrogénio, carbono e enxofre foram determinados para as
gomas de cajueiro sulfatadas por microanalise elementar utilizando o equipamento
da Perkin-Elmer CHN 2400.

3.6.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em pastilhas de

KBr e analisados num espectrometro da SHIMADZU modelo 8300.
3.6.3 Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C (Broad Band
e DEPT-135) de solugbes das amostras (~2,5%) em D,O foram obtidos em
equipamento Bruker Modelo Avance DRX500, com controle de temperatura, a 70°C.

3.6.4 Cromatografia de Permeacgéao em Gel

O volume de eluicéo (V,) foi determinado por cromatografia de permeagao
em gel (GPC) em cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de
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refragdo RID-6A, coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, com fase movel de

NaNO3 0,1 mol/L, fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra foi de 50 pL.

3.6.5 Reometria

As medidas de viscosidade aparente foram realizadas em um re6metro da

TA Instruments modelo AR550, utilizando um sistema de cone placa 40 mm.
3.6.6 Analise Termogravimétrica

O comportamento térmico das amostras foi analisado no equipamento
Shimadzu TGA 50H em atmosfera de ar sintético, com fluxo de 50 mL/min. A taxa de
aquecimento foi de 10°C/min numa célula de platina e massa em torno de 10 mg.
3.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

O estudo morfologico das esferas foi realizado através do equipamento de
microscopia eletrénica de varredura Philips XL 30 Holland. As amostras foram
montadas com fita de carbono em suporte de aco e recobertas com ouro.
3.6.8 Intumescimento

Os parametros cinéticos de intumescimento das esferas foram estudados
utilizando-se um procedimento gravimétrico convencional em cadinho filtrante (GO).
Mede-se a massa das amostras secas e intumescidas apos varios intervalos de
tempo e aplica-se a equagao 3.

W = [(my —mo/ mg] Equacgéao (3)

onde W é a quantidade de agua por grama de gel, m, € a massa da esfera

intumescida e mg € a massa da esfera seca.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao da Gelatina
4.1.1 Eletroforese
Pela andlise de eletroforese (Figura 13) determinou-se a massa molar

aproximada para a gelatina em M, 1,4x10° g/mol, por extrapolacdo da curva obtida

pela regressao linear da curva padréo de In(M,,) em fungéo do R.

140000

97000

66000

45000

30000

Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamaida. Linha 1 padrdes e linha 2 amostra.

4.1.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

As absorgdes observadas no espectro da gelatina (Figura 14) foram
comparadas as atribuidas segundo Wang e col. (2007) e Bachmann, Gomes e
Zezell (2005) para o colageno e resumidas na Tabela 6. Muyonga, Cole e Duodu
(2004) afirmam que apds a desnaturagdo (gelatina) observa-se uma redugdo na

intensidade dos picos das amida A, |, Il e lll.
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Figura 14. Espectro na regiao do infravermelho da gelatina.

Tabela 6. Atribuicées das absor¢des no espectro na regido do infravermelho.

Regiao Numero de Onda (cm™) Atribuicao
Colageno  Gelatina
Amida A 3425 3439 Estiramento N-H, acoplado com ligagao de
H
Amida B 2935 2927 Estiramento assimétrico de CH,
Amida | 1658 1651 Estiramento C=0/ligagcado de H acoplado com
COO
Amida Il 1552 1556 Deformacao N-H acoplada com estiramento
C-N
- 1454 1456 Deformacgao C-H (CH,)
- 1406 1408 Estiramento COO™
- 1338 1332 Deformacgao C-H (CH,)
Amida Il 1281 - 1263 Deformag¢ao N—H acoplada com estiramento
1240 C-N
- 1083 1082 Estiramento C-O
- 568 596 Estiramento do esqueleto

— N&o ha nome comum para regiao espectral.
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4.2 Caracterizagdo dos Derivados Oxidados

4.2.1 Determinag¢éo da Porcentagem de Oxidagdo da Goma do Cajueiro

A porcentagem de unidades glicosidicas oxidadas corresponde a
diferenga entre a quantidade adicionada e a concentragdo final de periodato. Os
resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 7. Para as duas reag¢des observou-
se 0 consumo quase completo de periodato de sédio. Resultado similar foi obtido

com a oxidacg&o de alginato de sodio [Gomez, Rinaudo e Villar (2007)].

Tabela 7. Efeito da quantidade de matéria de periodato na porcentagem de oxidacao

da goma do cajueiro.

Produto % de NalO4 Relagao GC (mol de unidades glicosidicas)/ mol
consumido de unidades oxidadas

GCX10:3 99,9 10:3

GCX10:4 99,0 10:4

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Com a finalidade de verificar a modificagcdo estrutural dos derivados
oxidados da goma do cajueiro fez-se 0 espectro de ressonancia magnética nuclear
de 'H e "®C (Figuras 15 e 16).

A Figura 15 mostra o espectro de RMN 'H para a goma do cajueiro e os
derivados oxidados. No espectro da goma do cajueiro os sinais em 6 4,69; 6 4,87 e 6
4,5 (6 104,2; 5 104,0 e 6 103,3) sdo atribuidos a H-1 da galactose (1—3) por
correlagdo no espectro bidimensional 'H-"*C HSQC com sinais de carbono atribuidos
segundo de Paula, Heatley e Budd (1998). Os sinais de anoméricos da glucose e
ramnose foram observados em 5 4,95 (6 100,7) e 5 4,81 (6 101,3), respectivamente.
Observa-se que os derivados modificados também apresentam esses sinais, com
apenas uma diferenga de intensidade relativa aos sinais das unidades de galactose
(1—3), o que mostra que a cadeia principal ndo sofre degradagao com a oxidagao.

Novos sinais em & 5,6 e & 5,7 podem ser devidos a formagado de um

hemiacetal intra-residual entre um grupo aldeido e grupos hidroxilas (como
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exemplificado na Figura 17). O surgimento de novos sinais na regido de
deslocamento quimico maior do que os caracteristicos de préton anomérico (6 4,5-
5,0) foram observados na oxidagdo de alginato de sédio com periodato de sdodio
[Gomez, Rinaudo e Villar (2007)]. No espectro de RMN 'H das amostras oxidadas
pode-se observar também uma diminuicdo da intensidade do sinal de CHj; da
ramnose (6 1,3) e um desdobramento deste sinal, o que pode sugerir que a oxidagao
pode ter acontecido também neste monossacarideo. Sinais relativos a prétons de
aldeido estdo presentes nas amostras de goma oxidada em 6 8,30 e 6 8,34 para a
GCX10:3 e GCX10:4, respectivamente.

GCX10:4

GCX10:3 MMJ J
L " N Jhe N
GC
A
I 7{0 615 610 5:5 5‘.0 415 4{0 3.‘5 3{0 2{5 210 1 15

T T T
8.5 8.0 7.5

T T T 1
1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 15. Espectros de RMN 'H a 70°C em D,0.
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Figura 16. Espectro de RMN *C a 70°C em D,0.
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Figura 17. Formagao de um hemiacetal intra-residual [Bruneel e Schacht (1993)].

Os espectros de RMN *C da goma do cajueiro e amostras oxidadas
sdo mostrados na Figura 16. O espectro da GC é similar ao obtido por de Paula,
Heatley e Budd (1998), com sinais de carbonos anoméricos de -D-galactose (1—3)
(6 104,2), B-D-galactose (1—6) (6 105,3), a-D-glucose (6 100,7), a-L-arabinose (&
105,0); oa-L-ramnose (6 101,3) e B-D-acido glucurénico (6 103,5). As amostras
oxidadas apresentam um aumento significativo no nimero de sinais na regiao entre
6 87-98, além da diminuigdo dos sinais de C-1 da ramnose (6 101,3) e glucose (6

100,7). Os novos sinais podem ser atribuidos a carbonos formando hemiacetais



53

intra-residuais apés a oxidagao (Figura 17). O aparecimento de novos sinais entre 6
90-95 também foi observado no espectro de RMN "*C do alginato oxidado com

periodato de sédio [Gomez, Rinaudo e Villar (2007)].
4.2.3 Cromatografia de Permeagédo em Gel

A Figura 18 mostra os cromatogramas de GPC para a GC e os derivados
oxidados. Os valores obtidos para o volume de eluigdo (V.) foram: 8,74; 8,83; 9,17
mL para GC, GCX10:3 e GCX10:4, respectivamente. Nao ocorreu uma variagao
significativa no Ve para a GC e GCX10:3 (1%), mas com o aumento da oxidagao,
ocorre um aumento de 3,9% entre a GCX10:3 e a GCX10:4, o que pode ser
atribuido a degradacéo do polissacarideo durante a reagdo. Resultados semelhantes
foram observados para derivados oxidados de alginato de sédio [Gomez, Rinaudo e
Villar (2007)].

—GC
GCX10:3
- ---GCX10:4

Resposta do Detector

8,0 ' 8,5 ' 9,0 9,5 ' 10,0
Volume de Eluigéo (mL)

Figura 18. Cromatograma de GPC para solu¢des aquosas 0,1% m/v da Goma do
Cajueiro (GC) e dos derivados oxidados (GCX).

4.2.4 Analise Termogravimétrica

As curvas termogravimeétricas da goma do cajueiro e derivados oxidados
encontram-se na Figura 19. De um modo geral, a decomposi¢cado de polissacarideos
inicia-se em temperaturas superiores a 200°C. A GC apresenta 4 eventos de perda
de massa em atmosfera de ar sintético (Tabela 8). O primeiro refere-se a perda de

agua e a decomposigao da goma ocorre em trés estagios, a temperatura maxima
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dos eventos sdo similares aos obtidos por Silva e col. (2006). As GCX’s
apresentaram comportamento diferente a GC, com somente um evento de
decomposicdo que ocorrem em torno de 300°C e uma diminuicdo na porcentagem
residual. Essa diferenca de comportamento para os derivados oxidados pode ser
atribuido a facilitacido no processo de decomposicao em atmosfera oxidativa devido

aos grupos aldeidos (mais reativos).

—GC - Tt v
TEETIN ----GCX10:3 ’ k
. N\ e GCX10:4
. —GC
----GCX10:3
------ GCX10:4

S s irae s s aca — ] 1

0 ' 1(I)0 ' 2(IJO ' 3(IJO ' 4(IJO ' 5(IJO ' G(IJO ' 7(IJO ' 8000 ' 1(I)0 ' 2(I)O ' 3(IJO ' 4(I)0 ' 5(IJO ' 6(IJO ' 7(IJO ' 800
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 19. Curva de TGA e DTG para a GC e derivados oxidados em atmosfera

de ar sintético.

Tabela 8. Parametros obtidos do TGA para a GC e derivados oxidados em

atmosfera de ar sintético.

Amostra Temperatura Maxima do Evento (°C) Residuo (%)
1 2 3 4 em 800°C
GC 55 248 311 400 6,4
GCX10:3 56 — 299-305 — 3,7
GCX10:4 57 - 300 - 4,1

4.3 Caracterizagdo dos Derivados Sulfatados

4.3.1 Efeito da Concentragdo de Acido Monoclorosulfénico no Rendimento e no

Grau de Sulfatagéo

O rendimento da reagao para as diferentes concentragdées de acido esta

listado na Tabela 9. O aumento do volume de acido promove uma diminui¢ao
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significativa no rendimento. Comparar a sulfatagdo da goma do cajueiro com a de
outras gomas obtidas por metodologia semelhante, ndo foi possivel, uma vez que
esta informagcao nao esta disponivel tanto em O'Neill (1955) quanto em Ono e col.
(2003).

Aparentemente, rendimentos de mais de 100% foram apresentados por
Geresh, Mamontov e Weinstein (2002) para a sulfatagcdo de polissacarideos
extraidos de microalgas vermelhas. Neste caso, embora nao especificados, os
rendimentos foram calculados a partir da massa do produto sulfatado obtido em
relacdo a massa inicial de polissacarideo. No entanto, os rendimentos sdo mais
corretos se calculados levando em conta que a introdu¢cdo de cada grupo SOsNa
provoca um aumento na massa de 102 g/mol.

No caso da goma de cajueiro, sendo a galactose o seu principal
constituinte [de Paula e Rodrigues (1995)], espera-se que a massa molar final dos
derivados sulfatados seja de 162 + GS x 102 g/mol, onde 162 g/mol € a massa molar
da unidade glicosidica na cadeia polimérica. A equacao (4) expressa 0 modo mais

adequado de se calcular o rendimento.

Rendimento (%) = 100 mging (1 + DS x 102/162) / Minigial Equacéao 4

onde Mfna € Miniciar S80 as massas dos derivados sulfatados e do polissacarideo,
respectivamente.

Existem muitos métodos para a sulfatacido de polissacarideos utilizando
diferentes reagentes e solventes, como o acido sulfurico (H,SO4), o tridoxido de
enxofre com piridina (SOs-py), o trioxido de enxofre em dimetilformamida (SOs-
DMF), acido monoclorosulfénico com piridina (ACS-py), acido monoclorosulfénico

com piridina em formamida (ACS-py-FA) e assim por diante.
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Tabela 9. Comparacgao entre as condi¢des da sulfatacédo e as caracteristicas dos derivados de polissacarideos obtidos.

Amostra Concentragdao Reagenteda RS/UG?® Temperatura Rendimento”® GS Referéncia
(%mlv) sulfatagao (°C) (%)
Pululana 20 SO4-py 4 60 91 1,50 Mihai,
20 SOs-py 4 80 90 1,22 Mocanu e
20 SO3-DMF 4 60 42 1,32 Carpov
20 SO3-DMF 4 80 6 1,22 (2001)
Polissacarideo do ACS-py 0.86 60 20 112 Lu e col.
epimedium® 2 ACS-py 0.86 80 16 0.83 (2008)
ACS-py 0.86 95 39 0.35
Goma do Cajueiro 0.7 ACS-py-FA 49 4 53 0.02¢ Neste
0.7 ACS-py-FA 14.6 4 26 0.24¢ trabalho
0.7 ACS-py-FA 19.4 4 15 0.88¢

@ razdo molar do reagente de sulfatagdo por unidade glicosidica.
b calculado pela equagao (4)
¢ foram escolhidos os maiores GS entre as diferentes razées ACS-py

9 calculado pela equacéo (5)



Uma comparagéao entre o rendimento dos diferentes métodos aplicados a
polissacarideos também esta mostrado na Tabela 9. As condi¢cbes das reacdes sao
muito diversificadas, incluindo polissacarideo, concentracdo, razao molar do
reagente / polissacarideo, tempo e temperatura da reacéo, além do tipo de reagente
e solvente.

A sulfatagdo da goma de cajueiro foi realizada com menor concentragao
de goma, maior RS/UG e em temperatura mais baixa. O rendimento obtido esta na
faixa dos relatados para o polissacarideo do epidemium, utilizando o ACS como
reagente (16-39%) [Lu e col. (2008)]. Maiores rendimentos foram registrados para os
derivados da pululana, utilizando SOs-py, utilizando uma solugdo muito concentrada
do polissacarideo [Mihai, Mocanu e Carpov (2001)]. O menor rendimento foi
observado para a maior concentracdo de acido monoclorosulfénico para goma de
cajueiro e pode ser atribuido a degradagao da cadeia do polissacarideo.

O grau de sulfatacédo (GS) foi determinado utilizando o teor de S (%) e C
(%) obtido por microandlise (Tabela 10) e utilizando a equacdo (5). A equagao
proposta é baseada na estrutura do polissacarideo, considerando que o GS é
definido como o numero de grupos SOj™ por unidade monossacaridica. Como na
goma do cajueiro os constituintes principais sdao hexoses [de Paula e Rodrigues
(1995); Silva e col. (2004)] podemos considerar entdo que o GS como 0 numero de

grupos SO3" por 6 carbonos da unidade glicosidica (Equacéao 5) [Melo e col. (2002)].

GS = (%S / massa atdmica de S) / (%C / massa atbmica do C x 6) Equagéo 5

Tabela 10. Efeito da concentracdo do acido monoclorosulfénico na reagao de

sulfatacdo da goma do cajueiro.

Produto RS/UG %S % C GS
GCS2 49 0,29 38,8 0,02
GCS6 14.6 3,40 33,2 0,24
GCS8 19.4 9,33 238 0,88

Diferentes valores de GS foram obtidos para os derivados sulfatados da goma
através da variacdo do valor de acido monoclorosulfénico (Tabela 10). Aumentar a

razao RS/UG aumentou o GS para a GC. Resultados semelhantes foram obtidos
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para a sulfatagdo de polissacarideos a partir das sementes de Lupinus polyphyllus
para razado de até 2,6; para razdes maiores foram observados GS menores [Vogl|,
Paper e Fanz (2000)]. Mihai, Mocanu e Carpov (2001) observaram um aumento no
GS até uma razdo RS/UG igual a 3,0, mas um aumento nao significativo quando
RS/UG foi aumentada para 4,0 para a sulfatagdo de pululana utilizando SOs-py.

Comparando o GS de diferentes polissacarideos com semelhantes RS/UG
(Tabela 9) é possivel concluir que a reagao utilizada neste trabalho conduziu a uma
sulfatacdo menos eficiente do que a relatada a partir de outros autores [Lu e col.
(2008); Mihai, Mocanu e Carpov (2001)]. Esse resultado pode ser atribuido a baixa
temperatura e concentracdo da solugcdo de polissacarideo que as aplicadas pelos
outros autores (temperatura superior a 30°C, e concentragédo superior a 5%), apesar
dos diferentes agentes de sulfatacao.

A temperatura de 4°C foi utilizada para a goma de cajueiro a fim de evitar alta
degradagdo do polissacarideo (O'Neill, 1955). Quando a mesma temperatura,
concentragao e solventes foram utilizados, um GS de 0,50 e 0,62 foram obtidos por
Ono e col. (2003), mesmo com maior concentracdo de reagente (RS / UG = 31,6)

que a aplicada para a goma do cajueiro.
4.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A presenca de grupos sulfato na GCS foi identificada por comparagao dos
espectros na regido do infravermelho para a GC e os derivados GCS (Figura 20). Os
espectros dos derivados apresentam uma nova absorcdo em 1259 cm™, atribuido &
vibracao de estiramento assimétrico do S=0O [Mahner, Lechner, e Nordmeier (2001)].

Esta nova absorgao aparece em todas as amostras sulfatadas e se torna mais
intensa a medida que o GS aumenta, a partir de GCS2 para GCS8. Outras
absorcbes que podem ser atribuidas a vibracbes do estiramento simétrico dos
grupos C-O-S e C-0O-SO; podem aparecer em 800-820 cm™ e em 840-860 cm™ nas
gomas sulfatadas, relacionadas a substituicido do grupo sulfato em C-6 e C-4,
respectivamente [Yang e col. (2003)]. Porém, no espectro das GC sulfatados n&o ha
absor¢des nestas regides, apesar disso, o perfil na regido dos 600 - 900 cm™ nos
derivados GCS6 e, especialmente, no GCS8, diferenciam-se da GC.

Na goma do cajueiro, as absorgées em 775, 711 e 603 cm™' podem ser

atribuidas a deformacéo axial assimétrica do anel na ligagdo C-O-C [Mahner,
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Lechner, e Nordmeier (2001)]. Para os derivados, a absorcdo em 711 cm™
desaparece e as outras duas foram transferidas para numero de onda maiores, 781
e 638 cm™'. A mudanca para valores maiores, na ordem de 10 a 40 cm™', também foi
observado por Mahner, Lechner e Nordmeier (2001) apés a sulfatagao da pululana.
Isto indica que, embora ndo atribuido diretamente a vibragdes do grupo sulfato, as

absorcdes na regido 600-800 cm™ estdo correlacionados a sulfatacéo.
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Figura 20. Espectro na regido do infravermelho para GC e derivados sulfatados.
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4.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de '>C BB (Figura 21) da amostra sulfatada GCS6 mostra
algumas diferencas em relagdo ao espectro da goma nao modificada. Observa-se
que o sinal do anomérico da ramnose nao aparece, no entanto, € possivel observar
a correlacdo no espectro bidimensional na regido de 'H-">C HSQC (5 4,81/101,3)
(espectro ndo mostrado). A diminui¢ao relativa do sinal atribuido a glucose indica
possivel degradagdo das cadeias laterais. Os sinais referentes aos anomeéricos da
galactose 1—3 sdo ainda observados claramente tanto no espectro unidimensional
como no HSQC. Outra notavel mudanga é observada na regido de 6 64-61, em que
os sinais apresentam intensidades relativas menores que aquelas observadas para
a GC.

Um novo sinal é observado para a GCS6 no espectro de '>C BB (Figura
21) com intensidade muito baixa, e o mesmo é ligeiramente observado no espectro
de "*C DEPT 135 com amplitude oposta a CH e CHs (Figura 22). A confirmac&o da
hidrogenacéo desse sinal pode ser feita no espectro bidimensional 'H-">C HSQC, a
partir do qual, foi possivel observar a correlacéo do sinal em 6 68,7 com o do préton
0 4,2. A substituicdo por grupos sulfatos desloca os sinais do carbono o em cerca de
d 6 a 8 para regido de maior deslocamento quimico e os sinais dos protons em
cercade 60,4 a 0,7 [Rashid e col. (1990)]. Esses dados sugerem que CHj livre, que
mostram sinais de carbono na regido de 6 61 a 64 e dos protons em torno de d 3,6 a

3,9, sdo substituidos por grupos sulfatos.
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Figura 21. Espectro de RMN "*C a 70°C em D,0.
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Figura 22. Espectro de RMN *C - DEPT 135 a 70 °C em D,O.
4.3.4 Cromatografia de Permeacgao em Gel

A massa molar e o grau de sulfatacdo sao importantes parametros que
influenciam as atividades biolégicas [Yang e col. (2003)]. A goma de cajueiro tem
massa molar viscosimétrica de 1,8x10° g/mol [Silva e col. (2004)]. O valor absoluto
da massa molar média dos derivados sulfatados s6 pode ser determinada por GPC
se o cromatografo for acoplado a um detector multiangle laser light scattering
(MALLS), que ndo necessita de padrbes para calibrar a coluna. Quando outros
detectores sao utilizados, como indice de refracdo, € necessario padrbes de
diferentes massas molares na calibragdo. Pululana é freqientemente utilizada para
polissacarideos. Infelizmente, esse padrdao ndo é suficiente para polissacarideos
carregados devido a rigidez da cadeia e extensdo, como consequéncia da repulsao
eletrostatica.

Os cromatogramas de GPC para o GC e derivados sulfatados podem ser
visto na Figura 23. Observa-se uma diminuicdo no volume de eluicdo comparando
as curvas de GC (Vo = 8,84 mL) com CGS6 (V. = 8,74 mL). Se nenhuma
degradagao ocorre na cadeia, era esperado que as amostras sulfatadas eluissem
em um volume menor do que ao do polissacarideo ndo-modificado, devido ao
aumento da massa molar e da repulsdo entre as cargas dos novos grupos. A massa
molar aumentara cerca de 15% em GCS6 (GS = 0,24) e uma mudancga de 0,10 mL é

baixo se considerarmos o efeito do aumento da massa molar e da repulséo,
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portanto, provavelmente a cadeia esta degradada. O ombro em 9,6 mL esta de
acordo com esta hipdtese.

O cromatograma da GCS8 apresentou um volume de eluicdo semelhante ao
da GCS6, mesmo com maior GS (0,88). Como a massa molar e, também, a carga
da cadeia aumentam de CGS6 para CGS8, um menor volume de eluicdo era
esperado. Portanto, a degradacdo da cadeia GCS8 é superior do que em GCS6. O
aumento na degradagao com o aumento do GS também foi observado na sulfatagéo
da galactomanana [Vogl, Paper e Fanz (2000)] e polissacarideo Lacker [Yang e col.
(2003)]. Aumento da degradagédo com o aumento do grau de substituicdo foi descrito
para a carboximetilagdo [Silva e col. (2004)] e para a oxidagdo de goma de cajueiro
[Cunha e col. (2007)].

Considerando que nenhum pico ou ombro no cromatograma da goma do
cajueiro é comparavel com os dos cromatogramas da GCS6 ou GCS8, observa-se
que nao permanece goma nado modificada nos derivados. Resultado diferente foi
relatado por Mihai, Mocanu e Carpov (2001) que constataram que 40% de pululana
nao sulfatada continua no complexo a 80°C durante 4 horas. Estes resultados estao

de acordo com os observados para o rendimento e para RMN.

—GC
------ GCS6

N ----GCS8

Resposta do Detector (ua)

. . , . , . .
7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
Volume de Eluigao (mL)

Figura 23. Cromatograma de GPC para solu¢des aquosas 0,1% m/v da Goma do
Cajueiro (GC) e dos derivados sulfatados (GCS).
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4.3.5 Reometria

Solugdes aquosas (2,0% m/v) das amostras de GC e GCS apresentam baixa
viscosidade (Figura 24). A taxa de cisalhamento da curva da GCS6 é muito
semelhante a goma em todo intervalo. No entanto, a amostra com maior GS (GCS8)
mostra um comportamento distinto até a taxa de cisalhamento de 80 s™. Aos 30 s,
por exemplo, o aumento da viscosidade do CGS8 é de cerca de 30% do valor
original da goma. Em taxas de cisalhamento acima de 80 s™' a sulfatacdo promove
um aumento na viscosidade de apenas 4% em comparagdo com a GC néo
modificada.

A maior carga negativa induz a maior repulsdo entre as cadeias e uma
conformagado macromolecular mais expandida. A viscosidade de todos os produtos
finais dos polissacarideos sulfatados foi semelhante ao da goma nado modificada,

mesmo sem evidéncia de degradacao [Geresh, Mamontov e Weinstein (2002)].
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Figura 24. Grafico de viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento para solugdes

aquosas 2,0% m/v de GC e derivados sulfatados.
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4.3.6 Analise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas da goma do cajueiro e dos derivados sulfatados
encontram-se na Figura 25. A degradacgado das GCS’s apresentaram 4 eventos de
perda de massa como a goma ndo modificada (Tabela 11). O primeiro evento (T4 em
torno de 50°C) esta relacionado a perda da agua e esta presente em todas as
curvas. A goma do cajueiro mostra um evento em T4 400°C, inexistente nos
derivados sulfatados. As gomas GCS mostram um novo evento em Ts 500-520°C,
nao presente na TGA do GC. Este evento esta provavelmente relacionado a
degradagao térmica dos segmentos carboidratos contendo o grupo sulfato, porém a
perda de massa nao € proporcional ao grau de sulfatacgao.

O mecanismo de degradacao de polissacarideos sulfatados € desconhecido.
A decomposicao térmica da goma de cajueiro, como um polissacarideo anibnico,
envolve a desidratacdo, despolimerizagdo, descarbonilacdo e decomposicao
pirolitica, com a evolugao de H,O, CO, CO, e CH,4 [Zohuriaan e Shokrolahi (2004)].
As diferengas na estrutura e nos grupos funcionais causam altera¢des nas rotas de
degradagao e/ou fragmentos resultantes.

O residuo dos derivados GCS6 e GCS8 a 700°C sédo 15,8 e 23,9%,
respectivamente, sendo maiores que o observado para a goma do cajueiro (6,4%).
O residuo nas gomas sulfatadas aumenta com o aumento do GS, isto indica que o

ultimo fragmento de residuo contém grupos sulfatos.
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Figura 25. Curvas de TGA e DTG para a GC e derivados sulfatados em atmosfera

de ar sintético.
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Tabela 11. Parametros obtidos do TGA para a GC e derivados sulfatados em

atmosfera de ar sintético.

Amostra Temperatura Maxima do Evento (°C) Residuo (%)
1 2 3 4 5 em 800°C
GC 55 248 311 400 - 6,4
GCS6 46 291 309 - 520 22,2
GCS8 43 262 316 — 502 30,3

4.4 Caracterizagado das Esferas de Gelatina e Goma do Cajueiro
4.4.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A Figura 26 apresenta os espectros de infravermelho para as esferas de
gelatina e goma do cajueiro (1:10 e 1:1). A goma apresenta absorg¢des
caracteristicas em 3379 e 2933 cm'1, atribuidas, respectivamente, aos estiramentos
de —OH, -CH; as absor¢des em 1150, 1080 e 1030 cm™ s&o devido a deformacéo de
C-O-C da ligacao glicosidica e estiramentos de O-H de alcool. O espectro na regido
do IV para as esferas GEGC1:1 e GEGC10:1 apresentam absorcdées em 1080 e
1550 cm™', também observadas nos polimeros, no entanto com intensidades

relativas distintas, o que indica que as esferas apresentam os dois polimeros.
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Figura 26. Espectro na regiao do infravermelho para esferas de GEGC'’s.
4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN "H da goma do cajueiro, gelatina e das esferas
sdo mostrados na Figura 27. Observa-se no espectro da gelatina um grande numero
de sinais, dentro os quais é possivel destacar regides que apresentam os mais
caracteristicos, como na regido de 6 3,9 a 4,7, comum de prétons o em relagéo a
carbonila. No espectro observa-se um sinal em & 3,94 atribuido ao aH da glicina, o
qual é observado claramente no espectro da esfera GEGC1:1 e ainda o sinais entre
6 7,34 — 7,26 atribuidos a aromaticos e yNHs;. Nas esferas observa-se a presencga de

sinais caracteristicos da goma (6 4,95 — anomérico da glucose) e da gelatina,
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confirmando a presengca de ambos os polimeros nas esferas como observado na

analise de V.

GC
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Figura 27. Espectro de RMN "H a 70°C em D-O.

4.4.3 Analise Termogravimétrica

A curva termogravimétrica das esferas encontra-se na Figura 28 e
apresenta um comportamento semelhante aos polimeros de origem. A gelatina
apresenta trés eventos de perda de massa. O primeiro e o segundo em 58°C e
322°C que sdo proximos aos eventos da goma do cajueiro, entretanto o ultimo
evento ocorre a temperatura bem superior (679°C) a verificada para a GC (400°C).
Microesferas com elevada razdo de gelatina (GEGC10:1) apresentam o mesmo
numero eventos das curvas termogravimétricas da gelatina, mas com temperaturas

maximas dos eventos levemente superiores a da gelatina.
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Para microesferas de GEGC na propor¢do de 1:1 pode-se observar a
mudanga no comportamento de degradagédo térmica. Na amostra GEGC1:1 os
eventos de decomposicao a 400°C para a GC e de 679°C para a GE nao aparecem,
entretanto é intensificado um evento em 552°C. As temperaturas maximas dos

eventos estido sumarizadas na Tabela 12.
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Figura 28. Curva de TGA e DTG para as esferas GEGC’s em atmosfera de ar

sintético.

Tabela 12. Parametros obtidos do TGA em atmosfera de ar sintético para as esferas.

Amostra Temperatura Maxima do Evento (°C) Residuo (%)
1 2 3 4 5 6 em 800°C
GC 55 248 311 400 - - 6,4
GE 58 - 322 - - 679 1,4
GEGC10:1 52 - 327 - - 692 2,7
GEGC1:1 51 234 319 - 552 - 55

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

O estudo morfolégico das amostras (Figura 29) mostra que os géis
formaram microesferas irregulares com didmetros variando de 15 a 150 um. Outra
constatacao € que as esferas tém superficies rugosas e quanto maior a quantidade

de GC em relagado a quantidade de gelatina, maiores sdo as deformagdes, chegando
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até a apresentar rachaduras. Rokhade e col (2006) também observaram superficies

rugosas de microesferas de gelatina e carboximetilcelulose.

\ i )
AccV  Spot Magn Det WD EBxp ————1 S0pm
20.0kv 30 1000x SE 103 ]‘ 10

" \ [ o S i 2
AccV SpotMagn Det WD Exp bF———— 20ym AccV  Spot Magn  Det WD Exp
15.0kV 60 3000x SE 115 1 11 . KV 27 20006 SE 1021

' 1B -

Figura 29. Microscopia eletrbnica de varredura das microesferas: a, b - GE; c, d -
GEGC1:1.

4.5 Caracterizagcao de Esferas de Gelatina e Goma do Cajueiro Reticuladas

As esferas de gelatina/goma do cajueiro foram reticuladas com

genipina para obtencao de microesferas de tipo semi-IPN (semi-interpenetradas).

4.5.1 Determinagao de Genipina consumida na Reacédo de Reticulagdo

A Tabela 13 resume a quantidade de genipina que reagiu durante o
processo de reticulacao das esferas dos géis tipo IPN para formacéao das semi-IPN.
Observa-se uma diminuigdo do rendimento e do consumo de genipina com o
aumento da concentragcdo de GC no gel. Esses dados indicam que como a
reticulagcdo ocorre nas aminas livres da gelatina, a adicdo de GC diminui esses

pontos de reticulagado e consequentemente o rendimento de produto insoluvel.
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Tabela 13. Dados experimentais da reticulagao para as esferas de GE e GEGC em
24 horas.

Produto Massade Mol de genipina Mol de genipina/ Rendimento
esfera (g) consumida massa de esfera (%)
RGE 1,0 1,90 x10™ 1,90 x10™ 84,2
RGEGC10:1 1,0 1,61 x10™ 1,61 x10™ 79,7
RGEGC1:1 1,0 1,01 x10™ 1,01 x10™ 41,4

Para aumentar o consumo de genipina, adicionando assim mais pontos
de reticulagao, repetiu-se o procedimento anterior com um tempo de reticulacéo de
72 horas. A Tabela 14 resume os resultados obtidos, observa-se que o aumento do
tempo de reticulagédo levou a um consumo praticamente idéntico de genipina para os
distintos tipos de esferas, mesmo com o aumento na quantidade de goma. Esse
resultado revela que a cinética da reacédo de reticulagdo nas primeiras 24 horas é
diferenciado para as esferas, decrescendo com o aumento da quantidade de GC
(Tabela 13), entretanto apds 72 horas a quantidade em mol de genipina consumida
por grama de esfera € praticamente a mesma n&o importando a quantidade de goma

do cajueiro na esfera.

Tabela 14. Dados experimentais da reticulagdo para as esferas de GE e GEGC em
72 horas.

Produto Massade Mol de genipina Mol de genipina/ Rendimento
esfera (g) consumida massa de esfera (%)
R'GE 1,0 1,34x107 1,34x107 87,5
R'GEGC10:1 1,0 1,36x107° 1,36x107° 90,4
R'GEGC1:1 1,0 1,31 x107 1,31 x107 85,3

4.5.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

No espectro de infravermelho (Figura 30) para as esferas reticuladas com
genipina observa-se o aparecimento de um pico em 1630 cm™ que é atribuido ao
estiramento do anel da molécula de genipina, indicando que a reticulagédo ocorre

preferencialmente com o ataque nucleofilico das aminas livres ao carbono 3 da
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genipina e também o decréscimo na intensidade da absor¢gdo em 1550 cm’’
referente ao grupo aminas da gelatina, que também foi observado por Butler, Ng e

Pudney (2003) para hidrogéis de quitosana reticulados com genipina.

R'GEGC10:1
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Figura 30. Espectro na regido do infravermelho para as esferas GEGC’s antes e

apos a reticulagédo de 24 e 72 horas com genipina.

4.5.3 Analise Termogravimétrica

A curva termogravimétrica das esferas reticuladas encontra-se na Figura
31 e apresenta um comportamento semelhante as esferas nao reticuladas discutido
no topico 4.4.2, no entanto, o aumento no tempo de reticulagdo leva a um aumento
do evento de decomposicdo em torno de 500°C e para as esferas RGEGC1:1 ha o
aparecimento de um ombro em 244°C. Observa-se também um aumento do residuo
com o aumento da quantidade de GC, mas esse aumento € menor para as esferas
reticuladas por 72 horas. As temperaturas maximas dos eventos estdo sumarizadas
na Tabela 15.
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Figura 31. Curva de TGA e DTG para as esferas GEGC'’s reticuladas com genipina

em atmosfera de ar sintético: a) por 24 horas e b) 72 horas.

Tabela 15. Parametros obtidos do TGA em atmosfera de ar sintético para as esferas

reticuladas por 24 e 72 horas.

Tempo Amostra Temperatura Maxima do Evento (°C) Residuo(%)
(horas) 1 2 3 em 800°C
RGE 54 326 538 3,2
24 RGEGC10:1 63 323 540 2,7
RGEGC1:1 48 322 552 11,9
R'GE 65 320 538 1,9
72 R'GEGC10:1 48 328 548 2,1

R'GEGC1:1 54 318 591 6,6
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4.5.4 Cinética de Intumescimento

O processo de intumescimento deve-se primariamente a penetragao de
agua na matriz polimérica por capilaridade e difusdo. A agua interage com os grupos
hidrofilicos, como hidroxilas, carboxilatos e amino, por ligagcdo de hidrogénio. O
processo de intumescimento por um gel pode ser controlado pela variacdo na sua
composic¢ao, quantidade de reticulante consumido ou pelo método de sintese [Flory
(1953)].

A Figura 32 apresenta a cinética de intumescimento para as esferas
reticuladas.
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Figura 32. Cinética de intumescimento em agua para as esferas GEGC’s reticuladas

com genipina: a) por 24 horas e b) por 72 horas.

O aumento da concentracdo de goma nas esferas aumenta a densidade da
cadeia, o que a torna mais rigida, e em consequéncia a difusdo das moléculas do
solvente e o tempo de relaxagdo da cadeia das macromoléculas sao reduzidos.
Comportamento similar foi observado por Li e col. (2006) para hidrogéis de goma
guar com poli(acido acrilico). Yao e col. (2004) observaram uma diminuigcdo na
capacidade de intumescimento para géis de gelatina reticulados com diferentes

concentragdes de genipina.

A Tabela 16 resume o valor médio da absor¢do de agua quando o
sistema atingiu o equilibrio.
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Tabela 16. Dados experimentais da cinética de intumescimento das esferas

reticuladas.
Tempo (horas) Produto Weq (g H20/9)

RGE 13,0+ 0,3

24 RGEGC10:1 10,6 £ 0,3

RGEGC1:1 75+04

R'GE 7,2+0,7

72 R'GEGC10:1 41+0,5

R'GEGC1:1 4,8+0,9

4.6 Caracterizagao das Esferas de Gelatina e Goma do Cajueiro Oxidadas

As esferas produzidas por géis formados pela reagcdo de reticulacéo
entre os grupos funcionais dos polimeros que os constituem sdo denominados redes
poliméricas hibridas, nesse caso a reagado ocorre entre os grupos amina livres da
gelatina com os grupos aldeido da goma do cajueiro oxidada via formacao de uma
base de Schiff.

4.6.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A Figura 33 apresenta o espectro das esferas de gelatina e goma do
cajueiro oxidada e dos polimeros utilizados. De acordo com Rokhade e col. (2006)
era esperado o aparecimento de um novo pico em 1647 cm™ do estiramento da C=N
do grupo imina da base de Schiff, mas ocorre a sobreposicdo com o estiramento
C=0 da amida | da gelatina, como também do estiramento C=0 do grupo aldeido da
goma do cajueiro oxidada. O espectro da esfera de gelatina e goma do cajueiro

oxidada apresenta contribuicdo de ambos os polimeros formadores.
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Figura 33. Espectro na regido do infravermelho para as amostra de gelatina, goma

do cajueiro oxidada (GCX) e da esfera gelatina/goma do cajueiro oxidada.
4.6.2 Ressonéancia Magnética Nuclear

A formagao da base de Schiff pela reacdo de um grupo aldeido com o
grupo amina livre da gelatina leva a formacao de uma ligagao covalente entre estes
grupos (R-CH=N-R) (ver Figura 12 na pagina 19).

No espectro de RMN 'H (Figura 34) das esferas de goma oxidada e
gelatina observamos além dos sinais presentes em ambos os polimeros, o
desaparecimento do sinal em & 5,7 presente na goma oxidada, o qual foi atribuido
ao carbono aldeidico formando uma ligagdo hemiacetal intra-residual. Na formacéao
da base de Schiff com a gelatina existe mudanga na vizinhanga do carbono, o que
provocaria um deslocamento deste sinal para uma regido de menor deslocamento

quimico.
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Figura 34. Espectro de RMN "H a 70°C em D,O.

4.6.3 Analise Termogravimeétrica
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A Figura 35 mostra as curvas de degradacgao térmica para as esferas

de GEGCX’s em ar sintético. As esferas apresentaram o mesmo comportamento das

esferas de GEGC, trés eventos de perda de massa, sendo o primeiro de perda de

agua e os outros dois de degradagao, no entanto o aumento do grau de oxidagéo

leva a uma reducao significativa da temperatura do ultimo evento. A Tabela 17

apresenta a temperatura maxima para os eventos.
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Figura 35. Curva de TGA e DTG para as esferas de GEGCX’s em atmosfera de ar

sintético.
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Tabela 17. Parametros obtidos do TGA em atmosfera de ar sintético para as esferas
GEGCX’s.

Amostra Temperatura maxima do evento (°C) Residuo (%)
1 2 3 4 em 800°C
GE 58 322 - 679 1,4
GEGCX1 60 334 — 669 3,8
GEGCX2 51 328 550 - 2,1

4.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

As esferas de gelatina com goma do cajueiro oxidada apresentaram a
mesma estrutura morfélogica das esferas GE e GEGC, microesferas com diametro

entre 15 a 150 um, irregulares e com superficies rugosas (Figura 36).

b N
Jamay & ..

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 100um AccV SpotMagn  Det WD
20.0kv 3.0 H0O0x SE 97 1 9 200KV 30 2000x SE 98 1

AccY SpotMagn  Det WD Exp 1 100um AccV  SpotMagn Det WD Exp
150kv 60 500x SE 1141 11 I 000Kkv 27 2000x SE 1021 10

Figura 36. Microscopia eletronica de varredura das microesferas GEGCX1: a,b; GE:
c; GEGC1:1: d.
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4.6.5 Cinética de Intumescimento

A Figura 37 apresenta as curvas da cinética de intumescimento para as
esferas de GEGCX’s e a Tabela 18 resume os valores médios de absor¢gao de agua
apos o sistema atingir o equilibrio. Observa-se que as GEGCX’s apresentaram uma
absorcdo maxima de agua no equilibrio menor que as esferas RGEGC’s e
superiores as R’'GEGC’s. Além disso, ndo houve uma variagdo no intumescimento
das esferas com o aumento de unidades oxidadas na goma, o que poderia permitir

um aumento dos pontos de reticulagao via base de Schiff.

W (g H,0/g gel)

= GEGCX1
o GEGCX2

0 —
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

Figura 37. Curvas da cinética de intumescimento em agua para as esferas
GEGCX’s.

Tabela 18. Dados experimentais da cinética de intumescimento em agua das esferas
GEGCX’s.

Produto Weq (g H20/9)
GEGCX1 8,0+£0,3
GEGCX2 8,2+0,4

4.7 Caracterizagao das Esferas de Gelatina e Goma do Cajueiro Sulfatada

As esferas formadas por gelatina/goma sulfatada sdo definidas como
complexos polieletroliticos (CPE), pois sdo formadas pela interacéo eletrostatica de

um polication (gelatina) e de um polianion (goma sulfatada).
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4.7.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A sulfatacdo da goma foi caracterizada pelo aparecimento de uma
absorgdo em 1259 cm™, devido ao estiramento assimétrico da ligagdo S=O. Na
esfera de GEGCS a identificacdo dessa regido € dificultada uma vez que ocorre
sobreposicdo com a amida Il da gelatina, que absorve entre 1280 — 1240 cm’™”
(Figura 38). No entanto, observa-se claramente a presenga de polisscarideo pela

absorgdo em 1080 cm™ (estiramento C—O-C) na GEGCS.

ABS (ua)
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2000 1800 1600 1400 1200 1000 _ 800 ~ 600 400
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Figura 38. Espectro na regido do infravermelho para a esfera GEGCS.

4.7.2 Analise Termogravimétrica

A curva termogravimétrica das esferas de gelatina e goma do cajueiro
sulfatada encontra-se na Figura 39. Nao se observa para as esferas o evento em
291°C da goma sulfatada e em 679°C da gelatina. Em relacdo ao inicio da
decomposicao, as esferas GEGCS comecam a se decompor a temperaturas mais

elevadas que a da goma sulfatada. Entretanto, os eventos em torno de 300°C e
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500°C, possuem temperaturas préximas, mas superiores a da goma sulfatada. As

temperaturas maximas dos eventos estdo sumarizadas na Tabela 19.
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Figura 39. Curva de TGA e DTG para as esferas GEGCS em atmosfera de ar

sintético.

Tabela 19. Parametros obtidos do TGA em atmosfera de ar sintético para as esferas.

Amostra Temperatura maxima do evento (°C) Residuo (%)
1 2 3 4 5 em 800°C
GE 58 - 322 - 679 1,4
GEGCS 52 - 327 542 - 4,0
GCS6 46 291 309 520 - 22,2

4.7.3- Cinética de Intumescimento

A Figura 40 apresenta as curvas de intumescimento para as esferas de
GEGCS. Um maximo de absorgao ocorre em 150 min (45 + 4 g H,O/g gel), seguida
de uma pequena diminuicdo do intumescimento. Isto pode ter ocorrido devido a
grande quantidade de agua absorvida pelas esferas de GEGCS levando ao
rompimento e solubilizagdo das mesmas esferas durante o experimento. Este
comportamento pode estar relacionado ao tipo de reticulagdo envolvida na formagéao
das microesferas GEGCS, as quais sao do tipo fisica, sendo reversiveis,
diferentemente das presentes nas esferas de gelatina/goma reticulada com genipina

e de gelatina/goma oxidada.
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Figura 40. Curvas da cinética de intumescimento em agua para as esferas GEGCS.

4.8- Comparacgao da Cinética de Intumescimento para as esferas de Gelatina e

Goma do Cajueiro

A Tabela 20 apresenta um sumario dos valores de absor¢ao de agua
para os diferentes tipos de esferas obtidas na razdo de 10:1 de gelatina/goma do
cajueiro ou gelatina/goma do cajueiro modificada. Observa-se que com o aumento
no tempo de reticulagdo com genipina para as esferas de GEGC ocorreu uma perda
de 56,3% na capacidade da absor¢do de agua, no entanto, o aumento no grau de
oxidagao da goma presente nas esferas variou em somente 12,3% a capacidade de
intumescimento. Ja para as esferas com goma sulfatada, o W foi significativamente
superior a todos os outros tipos de materiais, o que pode estar relacionado a
interagbes mais fracas entre as redes poliméricas (do tipo fisica) levando a

dissolugao da microesfera apds 150min de intumescimento.

Tabela 20. Dados experimentais da cinética de intumescimento em agua para as
esferas na proporcao 10:1 de GEGC reticulada com genipina, GEGCX e GEGCS.

Produto Weq (g H20/9)
RGEGC10:1 10,3
R'GEGC10:1 4,5

GEGCX1 8,1

GEGCX2 7,1

GEGCS 45,0
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5- CONSIDERAGOES FINAIS

O método utilizado para sulfatacdo da goma do cajueiro foi eficiente para
introducédo de grupos sulfato, obtendo-se derivados com grau de substituicao entre
0,02 a 0,88. A sulfatacdo aumenta a viscosidade em relacdo a GC em taxas de
cisalhamento acima de 80 s™ em apenas 4%.

A oxidagao da goma do cajueiro com periodato de sodio foi eficiente para
introducdo de grupos aldeidos, obtendo-se derivados com razado de unidades
glicosidicas/unidades oxidadas 10:3 e 10:4.

Microesferas de géis do tipo semi-IPN (gelatina e gelatina/GC reticuladas
com genipina), do tipo HPN (gelatina/GCX) e do tipo CPE (gelatina/GCS) foram
obtidas pelo método da emulsao agua/dleo com tamanho variando de 15 a 150 um.

A adicdo de GC nao-modificada na formagdo das microesferas de
gelatina diminui o rendimento de produtos insoluveis quando a reticulagdo com
genipina é realizada por um periodo de 24 h. Com o aumento do tempo de
reticulacdo a adigdo de goma praticamente nao influencia no rendimento.

A modificagdo da goma do cajueiro introduz grupos aldeidos que podem
interagir covalentemente com a gelatina produzindo microesferas de géis com
capacidade de absorgdo dependente do grau de oxidagdo da goma. O aumento do
numero de unidades oxidadas da goma de 10:3 para 10:4 diminui a capacidade de
intumescimento de até 12,3%.

As microesferas obtidas com maior tempo de reticulagdo com genipina
(72 h) absorvem menor quantidade de agua que as esferas gelatina/GCX e de
gelatina/GCS.
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