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Hidrogeis Nanocompaésitos de Alginato/
Nanocelulose/Bixina

Nanocomposite Hydrogels of Alginate/Nanocellulose/Bixin

Géssica C. S. Costa,? Thais M. Arantes,”™ Tatiane M. Arantes,? Erika C. Resende,®™ Gildiberto M.
de Oliveira®*

This work reports the results for the synthesis of the nanocomposite hydrogel of alginate/nanocellulose/
bixin and their characterization by scanning electron microscopy, thermal analysis, degree of swelling,
gel fraction and mass loss. Bixin was extracted from the seeds of Bixa orellana L., popularly known as
annatto, and nanocellulose was produced from sugarcane bagasse. The methodology used in the purification
of bixin was crystallization/recrystallization, with a yield of 9.4% relative to the annatto extracted from
the seeds. Analysis by infrared spectroscopy and by high performance liquid chromatography indicated
that the bixin had high purity. Nanocelluloses were obtained by pulping, bleaching and acid hydrolysis of
sugarcane bagasse fiber. The nanocomposites of alginate/nanocelluloses/bixin showed swelling behavior
at neutral and alkaline media, but no swelling was observed at acid medium. Moreover, the presence of
nanocellulose and/or bixin decreased the degree of swelling, indicating their incorporation at the alginate
matrix. According to the SEM micrographs, porosity was observed in the nanocomposite morphology,
indicating the possibility of the incorporation of macromolecules, tissue and cells. DTA-TG curves
indicated that the nanocomposite showed good thermal stability until 200 °C and the DSC indicated that the
vitreous transition and the melting temperatures of the nanocomposites were 148 and 294 °C, respectively.

Keywords: Nanocomposite; nanocelluloses; bixin; hydrogels; alginate.

1. Introducao

Os nanocompésitos tém se mostrado uma fonte promissora para o desenvolvimento de
novos biomateriais, por possibilitarem: a liberagdo controlada de farmacos; o encapsulamento
de células ou pequenos tecidos e a manutencdo da integridade e proliferagdo celular no sitio
de agdo.! De acordo com Li e Mooney,> os nanocompdsitos permitem controlar a liberagdo
de agentes terapéuticos espacialmente e temporalmente, devido as suas propriedades fisico-
quimicas ajustaveis. Assim, a investigacdo de rotas de sintese de nanomateriais torna-se de
suma importante para o desenvolvimento dessa drea aplicada a sadde.

Nesse contexto, podem ser mencionados os nanocompdsitos obtidos com alginato.>* O
alginato € um copolimero constituido por varias unidades de sais de 4cido 3-D-manurdnico (M) e
o-L-gulurdnico (G) unidas por ligacdes glicosidicas.® Os compdsitos de alginato sdo amplamente
utilizados na engenharia de tecido, por possuirem alta porosidade, capacidade de biodegradar
em condigdes bioldgicas normais e de propiciar regeneragdo celular. O alginato pode formar
ligagdes covalentes e idnicas na matriz polimérica, porém os hidrogéis de alginato possuem
baixa resisténcia mecanica, libera¢do rapida do farmaco e baixa capacidade de adesdo celular.?
Nesse sentido, os nanocompésitos de alginatos sdo desejados, como € o caso dos obtidos com
nanocelulose. Assim, a combinacéo das propriedades mecanicas da nanocelulose com alginato
pode originar um biomaterial mais resistente, haja visto que a nanocelulose possui excelente
desempenho mecanico, alta area superficial, natureza hidrofilica e citocompatibilidade, além
de favorecer a estabilidade dimensional, gelifica¢o, resisténcia mecanica e facilitar a liberagao
de drogas.* Portanto, o nanocompdsito de alginato e nanocelulose € um biomaterial promissor,
pois ja possuem propriedades terapéuticas, como descritas anteriormente.>*

Neste trabalho, buscou-se investigar a associag@o ao nanocompdsito alginato/nanocelulose
de um componente que pudesse indicar o uso deste como biomaterial carreador de drogas,
como o caso de um componente com conhecido efeito antioxidante e antiinflamatério. Assim,
foi associado ao nanocompdsito a bixina, que € um carotendide encontrado nas sementes
de Bixa orellana L, popularmente conhecido como urucum. A bixina € um antioxidante que
apresenta efeito protetor contra agentes mutagé€nicos, inibe os niveis de glicose no sangue em
ratos, inibe lesdes ateroscleréticas em coelhos e diminui o estresse oxidativo, melhorando assim
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ainflamac@o da dislipidemia (gorduras no sangue).>* Outro
ponto importante esté relacionada ao fato da bixina, segundo
organizacdo mundial de Saide (OMS), ser considerada
segura para o consumo humano.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi preparar
nanocompésitos de alginato/nanocelulose/bixina para a
formag@o de hidrogéis e caracteriza-los por microscopia
eletronica de varredura (MEV), andlise térmica diferencial
e termogravimétrica (DTA-TA), calorimetria diferencial
exploratéria (DSC), como também, avaliar o grau de
intumescimento (GI), fracdo gel (FG) e perda de massa
(PM).

2. Parte Experimental

2.1. Materiais e métodos

Neste trabalho foram utilizados os reagentes quimicos,
em grau analiticos: cloroférmio, diclorometano e cloreto
de sédio (Vetec), etanol (Neon), alginato de sédio (Inlab),
cicloexano (Synth), hidréxido de sédio, dcido acético
glacial, 4cido sulftrico, 4cido bérico e 4acido cloridrico
(Alphatec), clorito de sédio, brometo de potassior e cloreto
de cdlcio anidro (Sigma-Aldrich).

Os materiais de partida, bixina’® e nanocelulose,’
extraidos ou sintetizados a partir de produtos naturais
e os nanocompositos de alginatos sintetizados®*!0
foram caracterizados utilizando-se: i) espectroscopia de
absorc¢do na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (IV-TF) (Espectréfotometro Shimadzu modelo
IR Affinity-1), empregando-se o método de pastilhas de
KBr 1% e sem pastilha, sendo os espectros obtidos no
modo de transmitincia na regido de 4000 a 400 cm™ com
resolugdo de 4 cm'; '3 i) cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE - Shimadzu) com detector de fotodiodos
(CLAE-DAD), injetor automdtico e bomba quaternéria,
utilizando-se uma coluna C,3 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
acoplada a pré-coluna Shim-pack GVP-ODS (10 x 4,6 mm),
sendo a fase mével: acetonitrila (grau HPLC, LSChemicals)
e 4gua ultra purificada acidificada (2% com &cido acético
(grau UV-HPLC, ProQuimios)) na proporcdo 75:25 (v:v),
com fluxo de 1,0 mL min’, injecao de 20 pL, temperatura
do forno de 30 °C, varredura na faixa de 250 e 660 nm
e leituras monitoradas em quatro comprimentos de
onda: 254, 456, 460 e 500 nm; "#!%17 {ji) microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando-se o aparelho
JSM - 6610 (Jeol), equipado com EDS, Thermo Scientific
NSS Spectral Imaging; iv) andlises térmicas diferencial
e termogravimétrica (DTA-TA), empregando-se o
equipamento Netzsch STA 449 F3 Nevio, no intervalo de
temperatura de 30 a 600 °C, com taxa de aquecimento de
10 K min!, em atmosfera de gds nitrogénio com vazio de
50 mL min’'; v) andlises de calorimetria diferencial por
varredura (DSC),"™ empregando o equipamento Netzsch
DSC 204 F1 Nevio, no intervalo de temperatura de 30

a 500 °C, com taxa de aquecimento de 10 K min’', em
cadinho de aluminio com tampa perfurada, em atmosfera
de gds nitrogénio com vazdo de 60 mL min™' e vi) andlises
do grau de intumescimento (GI), fracdo gel (FG) e perda
de massa (PM), empregando-se temperatura controlada a
37 °C em banho Maria, com as amostras pesadas e colocadas
em béquer com 100 mL de 4dgua destilada. No intervalo
de tempo de 1 a 72 horas, as amostras foram retiradas dos
béqueres, secas com papel filtro, pesadas e recolocadas
novamente dentro do béquer e, ao final de 72 h, as amostras
foram secas em estufa a 50 °C por 36 h, seguida por medidas
de suas massas.'*3 Os ensaios de GI, FG ¢ PM foram
realizados somente em amostras obtidas em meio neutro e
alcalino, porque o nanocompdsito obtido em meio dcido ndo
gelificou durante a secagem, ndo apresentando caracteristica
de intumescimento."

O grau de intumescimento (GI) é um pardmetro que
permite observar o perfil de hidratacio dos nanocompdsitos.
A hidratagdo ocorre quando as moléculas do solvente
penetram na matriz polimérica, ocupando as regides do
intersticio da rede polimérica podendo causar dissolucio
ou desintegracdo na estrutura a medida que aumenta o
volume de dgua na estrutura do hidrogel. O GI € calculado
conforme a Equacdo 1.3

GI(°0)=[miI;mij100 1)

S

onde m; é a massa da amostra intumescida, m, € massa da
amostra seca (antes de iniciar o ensaio).

A fragdo do gel (FG) indica indiretamente o grau de
reticulacdo do polimero (Equagio 2).

FG(%):%XIOO @)

s

onde, m;, € a massa seca ap6s o ultimo instante do ensaio
de intumescimento.

A perda de massa (PM) estd relacionada com a
degradag@o hidrofilica do nanocompésito e com a liberagio
de substincia ativa presente na estrutura (Equacio 3).

PM (%) = = x100 3)
m

s

2.2. Extracdo de bixina

O annatto foi extraido das sementes do urucum
(Bixa orellana L.),”* em extrator Soxhlet utilizando
cloroférmio como solvente, por meio de cinco extragdes
sucessivas. A purificagio da bixina ocorreu pela cristalizagao/
recristalizacio utilizando diclorometano e etanol absoluto
na proporg¢io de 1:4. A bixina foi caracterizada por
espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (IV-TF) e o grau de pureza da bixina foi avaliado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2.3. Sintese de nanoceluloses

A preparagdo da nanocelulose a partir do bagago de ca-
na-de-agtcar foi realizada como descrita por Arantes.’ Para
tanto, primeiramente, foi realizada a extracdo, a polpacdo
e o branqueamento da fibra do bagago de cana-de-agticar
e, posteriormente, a obtencdo da nanocelulose por meio
da hidrdlise acida. A nanocelulose foi caracterizada por
IV-TF.

2.4. Sintese dos nanocompdsitos

No preparo dos nanocompdsitos foram utilizadas
solucdes de: alginato de sédio a 2% (m/v); nanocelulose
a 1% (m/v); cloreto de calcio anidro a 2% (m/v); acido
bdrico + cloreto de potéssio (pH 9,2) e de 4cido cloridrico +
cloreto de sédio (pH 2,0).

O uso de nanocelulose em nanocompdsitos € bem
descrito na literatura, incluindo o caso da associagdo com
alginato,>*!° porém nfo verifica-se a insercido da bixina.
Os hidrogéis de alginato foram obtidos pela formacdo de
reticulacdo idnica alcangada pela presenca de fons célcios
adicionados no processo de sintese.® A acidez do meio
também pode influenciar as caracteristicas de reticulacio
dos hidrogéis de alginato, para tanto também foi avaliada a
acidez do meio (4cido, neutro e basico).!° Neste trabalho os
nanocompdsitos foram preparados sob agitagdo mecéanica da
solu¢do de alginato de s6dio e adi¢do das solugdes de bixina,
nanocelulose, cloreto de célcio e solugdo com pH 2,0 ou 9,2.
Para os nanocompdsitos “neutro” ndo foi adicionado solucéo
com pH 2,0 ou 9,2. A Tabela 1 apresenta as composicoes
de preparos dos nanocompdésitos. Os nanocompdsitos foram
caracterizados por: microscopia eletronica de varredura
(MEV), andlise térmica diferencial e termogravimétria
(DTA-TG), calorimetria diferencial exploratéria (DSC),
grau de intumescimento (GI), fracdo gel (FG) e perda de
massa (PM).

Tabela 1. Composi¢oes nos preparos dos materiais € nanocompdsitos

Costa

3. Resultados e Discussao

3.1. Extracdo e caracterizacao de bixina

O annatto foi extraido das sementes de urucum
(Bixa orellana L.)"® seguido por purificacio da bixina por
cristalizagdo/recristalizagao, tendo apresentado rendimento
de 9,4% de bixina em rela¢do ao annatto extraido. A bixina é
o principal componente encontrado no annatto (responsavel
por 80% dos carotenoides presentes nas sementes), podendo
estar presente outros carotenoides, como a norbixina, apo-
¥-caroteno, -caroteno, criptoxantina, zeaxantina, fitoeno,
luteina e o geranilgeraniol.* Barbosa-Filho e colaboradores™
extrairam bixinas de diferentes variedades de urucum em
extrator Soxhlet utilizando o cloroféormio como solvente,
obtendo um rendimento de bixina cristalizada de 0,07
a 1,3%. Golin e colaboradores’® extrairam bixina via
Soxhlet com diferentes solventes, na fragdo extraida com
cloroformio obteve um rendimento de 5,07% de bixina. O
maior rendimento obtido neste procedimento pode estar
relacionado as extra¢des sucessivas, que levou uma maior
quantidade de material extraido das sementes do urucum.
Os cristais de bixina foram analisados por espectrometria no
infravermelho (Figura 1 e Tabela 2) e por CLAE (Figura 2).

A Figura 1 apresenta o espectro de absor¢dao molecular
no infravermelho para a bixina recristalizada e a Tabela 2
as correlagdes dos tipos de vibracdes moleculares com
as principais regides de absor¢do molecular, relativas
a: 3180 cm™! (estiramento do O-H do grupo COOH),
3030, 2985 cm™ (estiramento C-H sp?); 2945, 2914 cm!
(estiramento C-H sp’ do grupo metila)."" Ainda, na regido
de 1716 cm™! (estiramento C=0 do grupo COOH) e na
regido de 1608 cm™! (estiramento C=0 do grupo COOR)
foram identificados as bandas relativas a carbonila (C=0)
dos dois grupos funcionais (dcido carboxilico e éster)
existentes na bixina, enquanto na regido de 1562 cm’,

Amostra Alginato de sédio Bixina (mg) Nanocelulosel1%  Coreto de Calcio Solucdo pH 2,0 Solucdo pH 9,2
2% (mL) (mL) 2% (mL) (mL) (mL)

Alg? 90 - - 100 - 50

Alg/Nano® 90 - 10 100 - 50

Alg/Bx¢ 90 50 - 100 - 50

Alg/Bx/Nano 90 50 10 100 - 50

Alg-1 90 - - 100 50 -

Al/Nano-1 90 - 10 100 50 -

Alg/Bx-1 90 50 - 100 50 -

Alg/Bx/Nano-1 90 50 10 100 50 -

Alg-2 90 - - 100 - -

Al/Nano-2 90 - 10 100 - -

Alg/Bx-2 90 50 - 100 - -

Alg/Bx/Nano-2 90 50 10 100 - -

*Alginato; "nanocelulose; “bixina.
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Figura 1. Espectro de absor¢ido molecular no infravermelho da bixina recristalizada

Tabela 2. Principais bandas de absor¢io no infravermelho da bixina

Nimeros de onda (cm™)

Tipos de vibracao

3180 Estiramento do O-H do grupo COOH

3031 - 2984 Estiramento C-H sp?

2949 - 2915 Estiramento C-H sp® do grupo metila
1716 Estiramento C=0 do grupo COOH
1608 Estiramento C=0 do grupo COOR
1562 Estiramento C=C dos dienos conjugados
1427 Dobramento C-O-H do grupo COOH

1396 — 1379 Dobramento do grupo -CH,4
1288 Estiramento C-O do grupo COOH

1161 - 1134 Estiramento C-O do grupo COOR

1008 - 963 Dobramento C-H do sp?

tem-se o estiramento C=C dos dienos conjugados. Estes
resultados foram similares aos encontrados por Santos,'
Costa e Chaves,'? e Fonseca et al.,'* indicando que o material
recristalizado contém a bixina.

Adicionalmente, a bixina foi caracterizada por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia com a finalidade de ava-
liar sua pureza (Figura 2). Pode-se verificar na Figura 2 um
pico no tempo de retengdo de 11,8 minutos (4rea relativa de
pico de 97,80%), simétrico e com auséncia de cauda, como
também, ndo sdo observados outros picos significativos
(verifica-se somente picos com 4reas relativas menores que
1%). Ademais, em 11,8 minutos verifica-se uma pureza de
pico de 99,9984%, cujo o espectro de UV-Vis obtido neste
tempo de retencdo € apresentado na Figura 3 (curva em
preto). Verifica-se na Figura 3 (curva em preto) a sobre-
posi¢do de trés bandas caracteristicas da bixina,”'*!'” com
os picos de absor¢do em 435, 460 e 487 nm. Um espectro
similar também foi obtido realizando-se a medida de es-
pectrofotometria em solucdo preparada com a dissolugdo
da bixina recritalizada em clorofémio (Figura 3, curva em
vermelho), observando-se essas trés bandas caracteristi-
cas. Este perfil de espectro UV-Vis (Figura 3) para bixina
também foi encontrado por Rios e Mercadante,” Chisté et

al.'* e Silva."” Desse modo, considerando-se que o pico
em 11,8 min € devido a bixina, sugere-se uma alta pureza
para a bixina.” Resultado similar em pureza para bixina
apos recristalizacdo também foi obtido por Mercante e
Rios,” utilizando a recristalizacdo com diclorometano/
etanol absoluto (1:4) como meio de purificagdo, tendo sido
obtida pureza de 98%.

Portanto, as andlises por espectroscopia no infravermelho
e por cromatografia sugerem que a bixina recristalizada
apresenta alta pureza, o que viabiliza seu uso no preparo
dos hidrogéis nanocompdsitos.

3.2. Sintese e caracterizagao de nanoceluloses

A metodologia de obtencdo da nanocelulose foi desen-
volvida por Arantes (2018).° As nanoceluloses preparadas
neste trabalho foram analisadas por espectroscopia de in-
fravermelho (Figura 4), cujas principais regides de absor¢ao
estélo descritas na Tabela 3. De acordo com Santos'* e Sain e
Panthapulakkal'* a auséncia da banda em 1730 cm™ indica a
remocdo da hemicelulose e da liginina pela hidrélise dcida
pois, os grupos acetil, urdnico, éster urdnico da hemicelulose
e componentes fenélicos da lignina absorvem nesta regido,

Rev. Virtual Quim.
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Figura 2. Cromatograma obtido por CLAE-DAD a 460 nm da bixina recristalizada a 100 mg/mL
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Figura 3. Espectro de UV-Vis obtido: (curva em preto) por CLAE-DAD
no tempo de 11,8 min e (curva em vermelho) com bixina recristalizada
solubilizada em clorof6rmio

sendo este um indicativo da formacao de nanoceluloses pela
hidrélise acida.

3.3. Sintese e caracterizagcao de nanocompdsitos

Os ensaios de intumescimento foram realizados somente
com os nanocompdsitos basicos e neutros, em temperatura

100

controlada a 37 °C, conforme descrito na metodologia (se-
¢d0 2.1.). As Figuras 5(a) e 5(b) apresentam os graficos do
grau de intumescimento (GI) em funcdo do tempo de imer-
sdo em dgua para os materiais preparados em meio basico e
neutro, respectivamente. De modo geral, verifica-se que os
materiais obtidos em meio neutro (Figura 5(b) apresentaram
maiores valores de GI, comparados aos obtidos em meio
basico (Figura 5(a). Verifica-se também uma menor capaci-
dade de intumescimento para os nanocompdsitos (dados em
vermelho e azul), comparada ao alginato (dados em preto),
seja em pH neutro ou alcalino. A capacidade de interagdo e
expansdo do gel durante a hidratagio (intumescimento) de-
pende da composi¢do do polimero que forma a estrutura do
gel e da composicao da solucdo de intumescimento (acidez
do meio e forca idnica).’ Deve-se mencionar também que a
composic¢do da sintese (acidez do meio e concentragdo de
fons cdlcios, como no caso dos hidrogéis de algianto)*'° pode
influénicar a formagdo dos hidrogéis e suas caracteristicas
hidrofilicas e de estrutura morfolégica. Além disso, ao adi-
cionar outras substancias (bixina e nanoceluloses, entre ou-
tras) na estrutura polimérica do alginato, estas se encontram
no caminho em que as moléculas de dgua iriam percorrer
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Figura 4. Espectro de absor¢do molecular no infravermelho da nanocelulose.
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Tabela 3. Principais bandas de absor¢do no infravermelho das nanoceluloses

Nimeros de onda (cm™)

Tipos de vibracoes

3401 Estiramento da ligagdo O-H
2900 Estiramento da ligagido C-H
1640 Grupo O-H pela deformagdo angular
1429 a 1317 Deformacao angular simétrica do grupo CH, e
deformagdo angular das ligagdes C-O e C-H
1162 a 1033 Estiramento do C-O e deformacdo angular da
ligagdo C-H
—+— Alginat
600 —12:—Alg:::tleanocelulose (a) 600 '|' (b)
_ Alginato/Bixina g T T
5 0 O ] —=7— Alginato/Bixina/Nanocelulose 5 O 0 ] T
- - I T
400 S 400 —
X 1 X 1
2 300 < 300 7 =
o i o iy = o
200 - . 5 T 200 - % 2
] c4 ) —— Alginato
1 0 O = 1 0 0 — —C— Alginato/Nanocelulose
I = T | Alginato/Bixina
g—f"k —=7— Alginato/Bixina/Nanocelulose
0 T T T T T v T T 0 i T T T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
t/h t/h
Figura 5. Grau de intumescimento dos materiais obtidos em meio bésico (a) e neutro (b)
. e e e 100
para preencher os espacos vazios, podendo assim diminuir a 1
capacidade de intumescimento." Portanto, as diferengas em . FG
grau de intumescimento dos materiais preparados em meio 80 -

neutro e basico possivelmente estdo relacionadas as altera-
¢Oes nas caracteristicas quimicas das superficies internas na
matriz polimérica do alginato e de reticulacio idnica, haja
visto que do ponto de vista morfoldgicos, ambos materiais
apresentaram caracteristicas similares (conforme discutido
na Figura 8, na andlise por MEV). Pode-se verificar ainda
que a adig@o de bixina ao aginato leva ao descréscimo no
valor de GI (Figuras 5(a) e 5(b), dados em verde), indi-
cando que a bixina foi incorporada a matriz polimérica
de alginato. Também pode ser verificado na Figura 5(b)
que as amostras neutras comecaram a se desintegrar apos
12 h de ensaio (verificado pelo decréscimo no GI), o qual
pode estar relacionada com a fracdo gel e a perda de massa
durante o ensaio.

A frag@o gel e a perda de massa das amostras ao final
do ensaio (Figura 6) indicam, indiretamente o grau de
reticulac@o do polimero e a degradag@o hidrofilica do nano-
compdsito e que pode afetar a liberacdo de substancia ativa
presente na estrutura. Os hidrogéis que contém farmacos
e outros substincias ndo € possivel comparar a fragdo gel
diretamente, pois além do agente reticulante, existe outras
substancias que podem interagir com a estrutura polimérica,
que causaria maior ancoramento de cadeias e aumento da
fragdo gel.?

A perda de massa estd relacionada com a degradagdo
do hidrogel e com a liberacdo de substincias ativas.*
Considerando-se o erro experimental, ndo tiveram

60

40

Valor Percentual / %

204

Figura 6. Fracdo gel (FG) e perda de massa (PM) para amostra
preparadas em meio bdsico (Alg; Alg-Nano; Alg/Bx; Alg/Bx/Nano) e
meio neutro (Alg-2; Alg-Nano-2; Alg/Bx-2; Alg/Bx/Nano-2)

diferencas significativas entre amostras obtidas em meio
neutro (Alg-2; Alg-Nano-2; Alg/Bx-2; Alg/Bx/Nano-2) ou
entre amostras obtidas em meio basico (Alg; Alg-Nano;
Alg/Bx; Alg/Bx/Nano), sendo que o valor médio global
para amostras em meio basico e neutro foram de 66 e 76%,
respectivamente. Esta perda de massa estd relacionada a
degradagdo/desintegracio da estrutura polimérica e ndo a
liberagdo de bixina. Foi avaliado a liberacdo de bixina do
ensaio de intumescimento dos nanocompdsitos que tem
bixina, analisando-se por CLAE-DAD as aliquotas retiradas
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Figura 7. Micrografias dos nanocompdsitos adicionado solucdo dcida. a) Alg-1; b) Alg/Nano-1; c)
Alg/Bx-1; d) Alg/Bx/Nano-1

apos a realizacdo do ensaio de intumescimento (72 h). Nas
amostras de Alg/Bx/Nano; Alg/Bx/Nano-2 e Alg/Bx-2 ndo
foram detectados picos de bixina nos cromatogramas. Ja
para a amostra Alg/Bx foi verificado um pico com baixa
intensidade no tempo de retengdo da bixina (11,8 min),
entretanto, ndo foi possivel realizar a quantificagdo uma
vez que ficou abaixo da faixa de linearidade das curvas de
calibracao.

As andlises de microscopia eletronica de varredura
(MEV) foram usadas para avaliar a morfologia dos hidro-

géis, seja com relag@o as caracteristicas das superficies
dos hidrogéis, como a presenga ou nio de fraturas. Nos
nanocompdsitos que foram adicionados solucdo 4cida
apresentaram rachaduras nas superficies e pequenos poros,
o qual podem ser atribuidos a dissolu¢io do polimero em
meio 4cido (Figuras 7(a)-(d)).*!

Os nanocompdsitos neutros e basicos apresentaram poros
com paredes largas e rachaduras na estrutura polimérica,
além de sais de CaCl, nas superficies e nas fraturas
(Figuras 8(a)-(d)).?* O tamanho dos poros no hidrogel, a

Figura 8. Micrografia dos nanocompdsitos neutros e basicos. a) Alg-2; b) Alg/Nano-2; c) Al/Bx;
d) Alg/Bx/Nano
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distribuicdo e a interconexdo entre eles, contribuir para
absorc¢ao dos liquidos e a viabilidade celular, contribuindo
também para o transporte de nutrientes e fluidos biolgicos.?!
Assim, verifica-se que nanocompdsitos obtidos a pH neutro
e 9,2 apresentam caracteristicas morfoldgicas atrativas ao
uso desses nanomateriais na biomedicina.

As andlises termogravimétricas envolvem a medida de
variacdo de massa em fung¢do do tempo e da temperatura,
para obter informagdes sobre a degradacdo térmica dos
materiais.'® As amostras dos nanocompositos bdsicos
analisadas no DTA-TG apresentaram perda de massa em
tr€s principais eventos de degradacéo, o que mostra a es-
tabilidade térmica do nanocompdsitos. Na Figura 9 estdo
indicados: a Ti, que € a temperatura de inicio da degradacgio
do nanocompdsito; a Tm, que € a temperatura de maxima
degradagdo, correspondendo ao pico do terceiro evento de
degradagdo observado na Figura 10, e a Tf, que € a tempe-
ratura final do processo de degradacio.

O primeiro evento (1°), que ocorre a cerca de 80°C,
é referente a perda de dgua e outros componentes vola-
teis presentes na estrutura, sendo observado em todas as
amostras analisadas e também a primeira degradacgdo dos
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Figura 9. Curvas termogravimétricas das amostras de Alg, Alg/Nano,

Alg/Bx e Alg/Bx/Nano
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Figura 10. Curvas DTA das amostras de Alg, Alg/Nano, Alg/Bx e
Alg/Bx/Nano

oligossacarideos.”* No segundo evento (2°), a cerca de
150 °C, ocorre a perda de massa referente da degradacio
complexa dos glicosideos pressentes na estrutura do alginato
e da nanocelulose, de bixina e da 4gua estrutural ** A perda
de massa no terceiro evento (3°), que ocorre em aproxima-
damente 300 °C, estd relacionada com a degradagdo das
ligacdes glicosidicas do alginato, da nacocelulose e da bixina
presente na amostra de nanocompdsito de alginato de célcio,
e a oxidagdo do material carbondceo do nanocomposito.***

A calorimetria diferencial exploratéria (DSC) pode ser
definida como uma técnica que mede a temperatura € o
fluxo de calor associado com as transi¢cdes dos materiais
em fungdo da temperatura e do tempo, para as quais se
acompanha a varia¢@o da energia entre a amostra e a refe-
réncia, permitindo determinar as temperaturas de transicio
vitrea (Tg), de cristalizagao (Tc) e de fusdo (Tm). As ané-
lises de DSC nos materiais poliméricos permitem avaliar
a Tg, onde as regides amorfas adquirem mobilidade; a Tc,
onde ocorre a formacédo de fases cristalinas e a Tm, onde
ocorre as mudancgas no estado fisico da parte cristalina.*
Na Tabela 4 e Figura 11 sdo mostrados os valores da Tg e
Tm para os materiais e nanocompdsitos obtidos a partir da
andlise de DSC.

A amostra de Alg (Figura 11) apresenta um pico
endotérmico (End) em 157,9 e 545,2 °C, e exotérmico (Ext)
em487,9 °C. O Alg/Nano apresentou dois picos exotérmicos
(0,6 31,1 °C), e trés picos endotérmicos (em 172,9, 451,3
e 545,6 °C). O Algl/Bx apresentou picos endotérmicos
em 156,6 e 545,3 °C e um pico exotérmico a 490,7 °C. A
amostra de Alg/Bx/Nano apresentou picos endotérmicos
em 158,7 e 545,2 °C, e um pico exotérmico em 491,3 °C.
Pedrosadeterminou valores de Tg para o alginato de cdlcio
em torno de 152 °C.* A temperatura de Tg varia de acordo
com as propriedades de cada polimero, dependendo das
interagdes termodindmicas do polimero.

Tabela 4. Valores de Tg, Tc e Tm dos nanocompdsitos

Amostras Tg (°C)* Tc (°C)® Tm (°C)¢
Alg 150 --- 306
Alg/Nano 158 - 297
Alg/Bx 148 198 302
Alg/Bx/Nano 148 198 294

“Temperatura de transi¢do vitrea; "temperatura de cristalizacédo;
‘temperatura de fusdo

Segundo William e Callister (2002),%® a temperatura
de fusdo dos polimeros ocorre numa faixa de temperatura
devido a cada polimero ser composto por moléculas que
possuem pesos moleculares diferentes, e a temperatura de
fusdo esta relacionada diretamente com o peso molecular.
Outro fator que afeta a temperatura de fusdo € o nivel de
ramifica¢@o na estrutura polimérica. Sendo assim, a faixa de
temperatura para a amostra de Alg foi de 143,7 a 169,9 °C,
sendo em 157,9 °C a temperatura da transi¢do de fase. O
Alg/Nano possui uma faixa de temperatura de fusdo de
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Figure 11. Curva de DSC dos nanocompdsitos

143,92 190,8 °C, e em 172,9 °C a temperatura de transicio
de fase, sendo o nanocompdsito com maior temperatura de
fusdo quando comparado as outras amostras analisadas.

As amostras de Alg/Bx e Alg/Bx/Nano apresentaram
uma faixa de temperatura de 146,5 a 168,6 °C e 142,5 a
175,0 °C, com transicdes de fase em 156,6 e 158,7 °C res-
pectivamente. Essas duas amostras também apresentaram
um pico proximo a 200 °C referente a temperatura de fusio
da bixina presente na estrutura.”

4. Conclusodes

A bixina extraida e purificada apresentou um rendi-
mento de 9,4% a partir do annatto extraido, sendo que sua
caracterizagdo por IV-TF e CLAE-DAD sugere ter alto
grau de pureza. As nanocelulose preparadas formam filmes
resistentes quando seca. Os nanocompdsitos formaram gel
a pH neutro e bésico, mas ndo em meio acido. A inser¢do
de nanocelulose e/ou bixina ao alginato dimunui o grau
de intumescimento, sendo que em meio neutro os valores
de instumescimento foram maiores. Os nanocompdsitos
preparados em meios neutros e basicos apresentaram
perdas de massas de 66 e 76% e fragdo gel de 33 e 24%,
respectivamente.

As andlises por MEV mostraram ser possivel produzir
nanocompdsitos com poros, indicativo de que possam
incorporar macromoléculas, células e/ou tecidos humanos
na sua estrutura, possibilitando sua aplicacdo em processos
de regeneracdo e liberagdo controlada. As andlises térmicas
mostraram estabilidade térmica do nanocompdsito de
alginato/nanocelulose/bixina até a temperatura de 200 °C,
temperatura a partir do qual processos de perda de massa
por degradacdo passam a ocorrer.

Por fim, verificou-se forte incorporacdo da bixina na
matriz polimérica do alginato, que mesmo apds 72 h de
ensaio de intumescimento nao apresentou niveis detectaveis
de bixina na solucao analisada por CLAE-DAD.
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