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RESUMO

A bovinocultura é uma das principais atividades pecuaristas que é desenvolvida no
Brasil, sua importancia e refletida no desenvolvimento econdémico e social do pais. Essa
atividade € responsavel pelo desenvolvimento de empregos sendo esses tanto diretamente na
fazenda (producédo de gado para corte ou leiteiro) ou no beneficiamento desses produtos. Sua
importancia e tdo relevante que o niumero de cabecas de gado presentes no pais ja ultrapassa o
dos habitantes. Devido a sua relevancia os fatores que afetam sua produtividade e de extrema
importancia. Um dos fatores que podem influenciar sua producdo é a ocorréncia de doengas
ou deficiéncias nutricionais que, contudo podem ser resolvidas utilizando medicamentos ou
suplementos alimentares. Porém a aplicacdo dessas drogas se torna dificil e caro devido a
necessidade da manipulacdo frequente do rebanho. Uma das formas de se contornar essa
dificuldade é a utilizacdo de sistemas de liberagdo controlada. Esses sistemas podem ser
concebidos de diversas maneiras, uma dessas formas € uso de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis como matriz para a liberacdo do medicamento. Assim esse trabalho num
primeiro momento estuda a estabilidade fisico-quimica de dois polimeros, quitosana e poli(e-
caprolactona), ao entrarem em contato com o ambiente ruminal com o objetivo de analisar seu
uso como matriz para sistemas de liberagdo. Para avaliacdo da estabilidade dos polimeros foi
utilizado as técnicas vibracionais: absor¢do no infravermelho e Raman; termogravimétricas:
TG e DSC e espectroscopia eletrénica. Num segundo momento o presente trabalho prevé a
construcdo de sistemas de liberagdo utilizando esses polimeros juntamente com o coacervato
de calcio de modo a liberar um extrato fangico entre 8 e 12 horas. No fim do trabalho foi
possivel verificar uma maior estabilidade do polimero PCL (poli(e-caprolactona)) que foi
utilizado para a construcdo do sistema de liberacdo, ja a quitosana apresentou uma baixa
estabilidade e por esse motivo ndo se construiu nenhum sistema a partir da mesma. Os
dispositivos construidos a partir do PCL e coacervato se mostraram versateis podendo-se
obter diferentes taxas de liberacdo dependendo da proporgdo entre eles, seu formato e area

superficial.

Palavras-chave: Quitosana, poli(e-caprolactona), espectroscopia vibracional, analise

termogravimétrica, Sistemas de liberacéo.



ABSTRACT

The cattle industry is one of the main activities developed in Brazil, and its importance
is reflected in the country economic and social development. This activity is responsible for
developing jobs which come from the farm (production of cattle for beef or dairy) until the
high technology industry of dairy products. Because of this, the factors which affect its
productivity are extremely important. One factor that influences its production is the
occurrence of diseases or nutritional deficiencies, which can be solved using drugs or food
supplements; however, the application of these drugs becomes difficult and expensive due to
the need for frequent handling of the herd. One way of circumventing this difficulty is the use
of controlled delivery systems. These systems can be designed in different ways; one of those
ways is the use of biodegradable and biocompatible polymers as a matrix for drug release.
Therefore, this work presents the study of the physical and chemical stability of both
polymers, chitosan and poly(e-caprolactone), in the ruminal environment in order to examine
their use as a matrix for delivery systems. To evaluate the stability of polymers it has been
used vibrational techniques (infrared absorption and Raman), thermogravimetric (TG and
DSC) as well as electronic spectroscopy. In a second step this work involves the construction
of delivery systems using these polymers and calcium polyphoshate coacervate to produce a
blend in order to release a fungal extract between 8 and 12 hours. At the end of the study it
has been shown the great stability of the PCL polymer, which was used to build a delivery
system, already chitosan has showed a low chemical stability and therefore it was not use to
build system delivery. The devices constructed from PCL and coacervate showed to be
versatile can generate different release rates depending on the ratio between its constituents,

their shape and surface area.

Keywords: Chitosan, poly(e-caprolactone), vibrational spectroscopy, thermal analysis, drug

delivery systems.
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1 Introducéo

1.1 Bovinocultura

A bovinocultura constitui uma atividade tradicional da pecuéria desde o processo de
colonizagdo do Brasil, sendo reconhecida como uma das mais importantes do agronegdcio,
tanto sob a Odtica social quanto econdmica. Esta presente em todo territério nacional,
desempenhando um papel relevante no suprimento de alimentos, na geracdo de empregos e de
renda para a populacédo (Pereira, 2009). O Brasil tem o maior rebanho bovino do mundo sendo
cerca 1955 milhGes de cabecas de gado, mais do que a populacdo brasileira -
aproximadamente 182 milhdes de pessoas (Rocha, 2010).

Muitos fatores estdo envolvidos na produtividade da bovinocultura no Brasil; um
desses fatores é o tipo de alimentacdo que é fornecida ao rebanho e, entre os tipos de
alimentacdo fornecida, as mais comumente usadas séo forrageiras. Estas se dividem em dois
grupos quanto ao metabolismo fotossintético: as espécies de ciclo C3, que apresentam
fotorrespiracdo e temperaturas 6timas para a fotossintese entre 15 e 20 °C (leguminosas e
gramineas temperadas, como a aveia preta e 0 azevém), o ponto de saturacdo de luz é baixo,
sendo os limites de temperatura minima de 5 e de maxima de 24 °C. No outro grupo, as
espécies de ciclo C4 ndo apresentam fotorrespiracdo aparente e as temperaturas étimas para a
fotossintese encontram-se entre 28 e 38 °C (gramineas tropicais). O ponto de saturacéo de luz
¢ alto e os limites de temperatura minima é 10 e maxima de 45 °C. A concentracdo de
oxigénio ndo afeta a fotossintese e apresenta maior eficiéncia fotossintética em relacdo as
espécies C3 (Pilau, 2003).

As plantas C4 apresentam maior eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio nos processos
de assimilacdo, assim produzindo duas vezes mais matéria seca por unidade de nitrogénio
presente nas folhas. Porém, apresenta menor grau de digestibilidade devido a maior
concentracdo de lignina, o que acaba limitando o aumento da produtividade (Hatfield, Ralph
etal., 1999).

Do ponto de vista estrutural, em geral, a lignina possui trés alcoois aromaticos
conhecidos como conferil, sinapil e p-coumarail e também alguns &cidos (Figura 1). Os
termos “core” e “con-core” tém sido utilizados para diferenciar alguns tipos de ligninas em

forrageiras (Paciullo, 2002). O primeiro tipo refere-se ao polimero de fenilpropandides
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depositado na parede celular, pela polimerizacdo dos alcoois precursores coniferil, sinapil e p-
coumaril. A lignina “non-core” representa os acidos fendlicos p-cumarico, ferdlico e sinapico
(e seus dimeros) depositados na parede celular durante sua formacdo. Esses acidos podem

estar ligados a lignina “core”, aos polissacarideos ou a ambos, simultaneamente (Paciullo,

2002).
(b) COH (d) no ) uo
% “OCH; g /%\OC}%
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Figura 1. Unidades estruturais da lignina alcoois p-comaril (a), conferil (b) e sinapil (c) além dos
acidos p-cumarico (d), ferdlico (e) e sinapico (f).

A lignificacdo da parede celular pode limitar a digestdo dos polissacarideos por meio
de trés mecanismos: efeito tdxico de componentes da lignina aos microrganismos do ramen;
impedimento fisico causado pela ligagdo entre a lignina e polissacarideo, que limita o acesso
das enzimas fibroliticas ao centro de reacdo de um carboidrato especifico, e através da
limitacdo da acdo de enzimas hidrofilicas causada pela hidrofobicidade criada pelos polimeros
de lignina (Paciullo, 2002).

Os acidos fendlicos (lignina “non-core™) presentes na parede celular das forrageiras
mereceram maior atencdo, pois apresentam maiores correlagdes negativas entre as
concentragOes destes acidos e a digestibilidade, sendo, em geral, 0 &cido p-cumarico o que
apresenta maior efeito negativo sobre a digestibilidade de forrageiras (Paciullo, 2002).

A criagdo de gado no Brasil acontece majoritariamente de forma extensiva, muitas
vezes em areas com pastagem degradadas e, portanto, de baixa produtividade. Este sistema se
caracteriza pelo baixo investimento em formagéo e manutencdo de pastagem (principalmente
quando a terra adquirida ja contém algum tipo de pasto). Isto possibilita a atividade uma
grande oportunidade de reducdo do impacto causado ao meio ambiente, uma vez que acoes

tomadas no sentido de melhorar o rendimento animal devem resultar em um menor consumo
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de recursos naturais (como por exemplo, terra e 4gua) e maior eficiéncia do sistema digestivo
animal (De Zen et al., 2008).

A producdo pecuaria mal manejada causa diversos problemas ambientais, como a
degradacéo do solo, emissdo de gases do efeito estufa (isto €, metano) e polui¢do dos recursos
hidricos. Além do mau planejamento, 0 aumento da pressdo sobre as &reas de fronteira
agricolas causa a destruicdo destes sistemas ambientais, uma vez que o0 esgotamento ou a
baixa produtividade incentiva a expansdao de dominios sobre areas naturais, destruindo o
habitat natural de vérias espécies. Juntamente com outras atividades agricolas e madeireiras, a
pecuaria é apontada como um dos principais vetores de expansdo da fronteira agricola,
ameacando biomassa como a do Cerrado e Amazonia (De Zen et al., 2008).

Uma das formas de minimizar a pressao sobre a abertura de novas areas de pastagem e
diminuir os impactos ambientais oriundos da pecuéria seria a verticalizacdo da producéo.
Dentre as estratégias de verticalizacdo de producdo, o aumento da digestibilidade das
forrageiras ja implantadas € a que pode apresentar potencialmente o menor custo de adocéo,
uma vez que ndo demanda reformas de pastagens, ou mesmo pode ser realizada independente
da utilizacdo de fertilizantes. Uma destas estratégias é aumentar a digestibilidade das
forrageiras no rumen para degradar a lignina, permitindo uma melhor digestdo dos
polissacarideos (Paciullo, 2002). Uma das formas de se realizar este processo € a utilizacdo de
extratos fangicos ricos em enzimas como Xilanases e ligninases que podem hidrolisar a
lignina deixando os polissacarideos mais disponiveis para a digestdo ruminal (Wong, Tan et
al., 1988).

1.2 Ruminantes

Os animais domeésticos podem ser classificados de acordo com suas habilidades
alimentares: em espécies herbivoras (comumente cavalos, bovinos, ovinos, caprinos e
veados), criaturas onivoras (suinos) e carnivoras (caes e gatos). Uma caracteristica distintiva
dos herbivoros € sua dependéncia nutricional em processos de fermentacéo bacteriana. Outra
classificagdo para 0s animais domeésticos refere-se a disposicdo anatdmica do trato
gastrointestinal. Um dos tipos dessa classificacdo sdo os ruminantes quem engloba os

bovinos, caprinos e ovinos (Vandamme e Ellis, 2004).
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Os ruminantes, como bovinos, ovinos e caprinos, sdo as principais fontes de carne,
leite, 14 e couro e, portanto, sdo importantes segmentos da economia agricola. O seu papel na
cadeia alimentar é de suma importancia, porque esses animais sdo capazes de digerir a
celulose. Composto abundante na natureza, presentes, em palhas, capins, etc e que pode ser ou
n&o mal utilizados por outros animais e pelos seres humanos (Wu e Papas, 1997).

Os ruminantes tém um sistema digestivo composto por um estdmago que se divide em

quatro compartimentos (Rumen, reticulo, omaso e abomaso) representando na Figura 2.

Intestino delgado

RS;[J'C.%lO pH: 6,7 -8
Omasmo
pH: 4 -5
Rumen Abomaso Intestino grosso

pH:2-3

Figura 2. Esquema do sistema digestivo bovino.

A funcdo do abomaso é semelhante ao de o estbmago dos mamiferos. Os primeiros
compartimentos que compde a frente do estdmago sdo os principais locais onde ocorre a
fermentacdo microbiana e a digestao dos alimentos. Esses 6rgéos estdo envolvidos na digestdo
da celulose (Figura 3), do nitrogénio ndo proteico, no auxilio na sintese dos acidos graxos
volateis e ainda facilitam tanto o retorno de material fibroso para a boca (para uma nova
salivacdo e mastigacdo) quanto a passagem do material digerido para o abomaso. Ja a digestdo
dos carboidratos ira ocorrer no intestino grosso. Os animais monogastricos (suinos, cao, gato)
tém uma anatomia do intestino completamente diferente, enquanto alguns animais como 0s

cavalos ocupar um lugar intermediario (Wu e Papas, 1997).
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Figura 3. Estrutura quimica da celulose.

O rdamen é o maior dos quatro compartimentos que compdem o sistema digestivo
ruminante; € o primeiro lugar onde ocorre a fermentacdo da celulose, pelas bactérias
anaerdbicas e protozoarios presentes. Nessa etapa a celulose € transformada em &cidos graxos
como o0 butirico e propidnico, que sdo utilizados pelo animal em outros processos
metabdlicos. Algumas dessas bactérias também sdo capazes de utilizar nitrogénio néo
proteico, como amonia, para a sintese de aminoacidos e proteinas (Wu e Papas, 1997). Outros
componentes como metano (20 a 40 %), dioxido de carbono (40 a 70 %), nitrogénio (15 a 35
%), sulfeto de hidrogénio (0,1 a 0,5 %), oxigénio (0,1 a 7 %), e &cidos organicos também sao
produzidos devido metabolismo da celulose (Cardinal, 2000).

O volume do reticulo-rimen varia de 100 a 225 L no gado adulto e 10-25 L em ovinos
e espécies caprinas. Dependendo do tipo de alimentacéo, bebida e do teor de agua do rimen a
massa digestiva pode ter uma consisténcia entre um aspecto liquido a um semissolido (Wu e
Papas, 1997). Apesar da grande quantidade de acido graxo produzida no rimen bovino o pH
do rumen bovino varia entre 5,5 e 6,5. Isto é conseguido através da secrecdo de agentes
tamponantes no rumen (Masson e Phillipson, 1951).

Devido ao seu grande volume qualquer principio bioativo que seja manipulado tende a
estar em baixa concentragdo no rumem. Além disso, a microflora ruminal pode inativar alguns
medicamentos devido a presenga de metabdlicos (Vandamme e Ellis, 2004).

O metabolismo do rimen pode ser alterado de duas maneiras diferentes para aumentar
sua eficiéncia na digestdo; essas maneiras se dividem em manipulacdo direta ou indireta. A
manipulagéo indireta estd relacionada com a natureza do alimento, a utilizagdo de minerais,
fonte de energia ou de nitrogénio; todos esses fatores influenciam no aumento da atividade
dos microrganismos no rimen, aumentando assim a digestibilidade do alimento (McSweeney,

Dalrymple et al., 1999). Por outro lado, a manipulacéo direta estd vinculada ao uso de aditivos
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bioldgicos ou quimicos que modificam a fermentagdo ruminal devido ao seu efeito sobre a

flora microbiana (Abreu, Carulla et al., 2004).

1.3 Sistemas de liberacéo

Dispositivos de administracdo de medicamentos intra-ruminal sdo concebidos para
proporcionar longo prazo de entrega e liberacdo de drogas no reticulo/rdmen. Como tal, a
administracdo de drogas durante o pastoreio é complicada pela necessidade de reunir primeiro
0s animais antes de administrar a droga. A fim de contornar este problema, diminuir 0s
custos e melhorar a eficiéncia para o agricultor, tem sido desenvolvidos inumeros sistemas
para liberacdo programada de substancias (Vandamme e Ellis, 2004).

Muitos desses sistemas sdo descritos na literatura e sua concepgdo e 0s varios
mecanismos de libertacdo foram matematicamente descritos através dos sistemas chamados
erodiveis (Cardinal, 2000). Sistema erodivel talvez seja o tipo mais comum de liberacao
sustentada intra-ruminal; o sistema é projetado para se dissolver ou desagregar devido a

dissolucédo ou agdo mecanica do ramen (Figura 4).

Figura 4. Esquema da degradacdo da matriz e consequente liberagdo da droga.

Essa abordagem foi utilizada em um dos primeiros exemplos de um dispositivo intra-

ruminal de liberacdo controlada (Cardinal, 2000). Vérios autores tém empregado tal sistema
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para liberar diversas drogas, oligo-elementos ou nutrientes para pastoreio de ovinos ou
bovinos. Destes, varios tém sido comercializados para a entrega de drogas (sulfas) no
tratamento da febre decorrente de transporte maritimo (em gados de corte e leiteiro fora do
periodo de lactacdo). Exemplos desses produtos disponiveis nos Estados Unidos incluem o
Albon SR® (sulfadimetoxina), Spanbolet Il (sulfametazina), sulfa SR (sulfametazina); em
geral, esses produtos sdo concebidos para assegurar o fornecimento sustentado do farmaco
durante um periodo de 72 horas (Cardinal, 2000).

Outra abordagem para o desenvolvimento destes sistemas é a utilizacdo de vidros
soltveis em solucBes aquosas tamponadas (Allen, Sansom et al., 1984). Por exemplo, vidros
preparados a partir de P,Os, Na,O, e CaO, P,0s podem ser utilizados para projetar sistemas
que fornecem nutrientes por periodos de até 1 ano (Allen, Sansom et al., 1984).

Sistemas erodiveis podem ser concebidos tanto para curta quanto longa duracéo e, em
geral, as suas taxas de liberagdo sdo em funcdo da natureza e da concentragdo do
medicamento no sistema. Além disto, a taxa de sua libertacéo € varidvel e, portanto, sdo mais
adequadas para medicamentos que tém grande indice terapéutico, tais como nutrientes ou
suplementos minerais (Cardinal, 2000). O bom controle da taxa de entrega geralmente é
limitado quando se trata de substancias de doses diarias que possuem alta ou baixa
solubilidade aquosa. Devido a estas limitacdes varios grupos tém trabalhado para desenvolver
estes dispositivos onde a taxa de liberacdo é largamente independente da solubilidade aquosa
do medicamento e ainda fornece precisdo no controle da taxa de entrega (Cardinal, 2000).

Outros tipos de sistemas de liberacdo eficazes sdo baseados na pressdo osmotica para
liberacdo de compostos soltveis ou insoltveis em agua (como exemplo as bombas osméticas)
(Cardinal, 2000). O trabalho pioneiro estabelece sistemas em que a taxa de transporte de agua
em toda uma membrana semipermeavel podera ser utilizada como o principio determinante
para a taxa de liberacdo do dispositivo de administracdo de medicamentos. As caracteristicas
especificas do projeto tornam-no particularmente bem adaptado para o fornecimento de
compostos altamente insollveis em agua e/ou aqueles com indice terapéutico estreito
(Cardinal, 2000).

A droga ivermectina (vermifugo) é um exemplo de tal composto que possui 0s dois
atributos: € um composto altamente insolivel em meio aquoso e altamente potente e eficaz
para 0 combate de ecto e endoparasitos (Cardinal, 2000).

Outro tipo de sistema utilizado para a liberagdo controlada de medicamentos € o

“sistema reservatorio” (Figura 5).
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Tempo

Figura 5. Esquema de difusdo de um sistema de liberagdo do tipo reservatorio.

Um dos primeiros exemplos de um produto comercialmente bem sucedido que utiliza
esse sistema é encontrado na obra de Dresback e colaboradores em 1980; este produto
chamado de Paratect® bolus, foi projetado para fornecer uma administracdo continua tartarato
de morantel durante o pastejo — tal droga é eficaz para o tratamento de parasitas
gastrointestinais em bovinos (Cardinal, 1997). Este sistema € composto de um cilindro de aco
inoxidavel de cerca de 10 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro; o cilindro é limitado em
cada extremidade por discos porosos de polietileno impregnados com triacetato de celulose
(Cardinal, 1997). O reservatério gerado dentro do cilindro é entdo preenchido com uma
mistura de drogas mais polietileno glicol. A liberacdo da droga ocorre por difusdo em cerca de
90 dias através dos discos impregnados (Cardinal, 1997).

Por fim existe também o sistema de matriz dispersa, composto por uma matriz onde
estdo dispersos uniformemente as particulas da droga (Figura 6); tal matriz pode ser composta
por um polimero biodegradavel (Cardinal, 1997). Um dispositivo que utiliza esse sistema foi
desenvolvido utilizando trés laminas, onde a ld&mina do meio é composta por uma matriz de
droga dispersas em etileno-acetato de vinila (EVA). A droga corresponde de 30 a 75 % do
polimero, o que produz um dispositivo mecanico que tem forca suficiente para ser eficaz na

administracdo de medicamentos (Cardinal, 2000).

Tempo

Figura 6. Esquema de difusdo de um sistema de liberacdo do tipo matriz dispersa.
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No setor veterinario, a incorporacdo de drogas em matrizes poliméricas, a fim de
estabelecer uma liberacdo pré-definida e reprodutivel de droga por periodos prolongados,
proporciona beneficios significativos ao longo em que a droga comeca a ser liberada no
organismo animal. Esses beneficios incluem: (1) a reducdo da dor e sofrimento para os
animais, diminuindo o numero de vezes que o animal é tratado e submetido a um
procedimento administrativo, (2) beneficios financeiros para o usuério final resultante da
reducdo dos custos, (3) melhoramento dos custos/beneficios para o utilizador final e (4)

melhoramento dos resultados terapéuticos (Cardinal, 2000).

1.4 Polimeros

Os polimeros constituem um grupo particular de macromoléculas (moléculas de alto
peso molecular constituidas por grandes cadeias de atomos) caracterizado pela repeti¢do de
um ou mais grupos atébmicos (mondmero), que sao responsaveis pela formacdo da cadeia
polimérica e, consequentemente, suas caracteristicas fisico-quimicas. Suas propriedades
derivam principalmente das interagcdes que ocorrem entre os elementos da sua macroestrutura
(interacdes intramoleculares) ou com outros compostos (interagdes intermoleculares) (Mano e
Mendes, 1999). As macromoléculas podem se encontradas na natureza como proteinas e
polissacarideos, ou podem ser sintetizadas como o acido polifosforico.

Devido as suas propriedades e variedades de materiais dessa classe, 0s polimeros
possuem uma ampla aplicacdo como: tinta, utensilios domésticos, embalagens, pecas para

carros, moveis entre outras (Mano e Mendes, 1999).

(a) b) [ ] [ i
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Figura 7. Estrutura quimica de homopolimeros: (a) polietileno, (b) polipropileno, (c) poli(cloreto
devinila).
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Os polimeros inicialmente podem ser classificados como aqueles formados apenas por
uma unidade monomeérica (Figura 7), e os chamados copolimeros, que sdo formados por duas
ou mais unidades monomeéricas diferentes, ou seja, sdo obtidos usando dois ou mais co-
monodmeros, (Figura 8). Os homopolimeros ainda podem ser classificados como lineares ou
ramificados. Por exemplo, no caso do polietileno: o de baixa densidade apresenta um alto teor
de ramificagdes, o linear de baixa densidade tem um numero menor de ramificagdes e o de
alta densidade é praticamente linear. O teor de ramificacbes pode ser determinado com

precisdo por métodos espectroscopicos (Quental, Hanamoto et al., 2005)

CHj

CIS TRANS

Figura 8. Estrutura quimica das unidades repetitivas (meros) do poli(cis-isopreno) e do

poli(transisopreno).

Uma importante propriedade dos polimeros que deve ser avaliada no estudo da sua
degradacdo é o grau de cristalinidade. Diferentemente de moléculas de baixa massa molar ou
de metais, os polimeros ndo formam solidos cristalinos ou amorfos, eles formam so6lidos com
uma fase cristalina e outra amorfa. A relacdo estequiométrica entre elas é chamada de grau de
cristalinidade, que é expresso em porcentagem. Nestas fases cristalinas podemos ter a
formacdo de cristalitos com diferentes morfologias, por exemplo: esferulitos ou lamelas (de
Paoli, 2008).

Essa propriedade pode ser controlada pela taxa de resfriamento do molde durante a
producdo do polimero ou pelo uso de aditivos chamados de agentes nucleantes, como por
exemplo, o talco. O grau de cristalinidade afeta diversas propriedades desses materiais, como
transparéncia a luz, propriedade de barreira a gases e propriedades mecanicas de tracdo e
impacto (de Paoli, 2008).

Os polimeros biodegradaveis tém sido o foco principal dos estudos que visam
desenvolver sistemas mais efetivos na atuacdo dos farmacos. Alguns exemplos de polimeros
gue podem ser estudados para entrega controlada sdo os poliésteres alifaticos [poli (acido
latico), poli (acido glicolico), PCL e seus copolimeros (Arshady, 1991)], quitosana (Rinaudo,
2006) e os vidros a base de fosfato. (Allen, Sansom et al., 1984).
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1.4.1 Biodegradacdo de polimeros

A biodegradacdo de um material acontece quando este € usado como nutriente por um
determinado conjunto de microrganismos (bactérias, fungos ou algas) que existe no meio
ambiente onde o material esta exposto. Para que esses microrganismos cres¢cam utilizando o
material como fonte de nutriente é necessario que esses microrganismos sejam capazes de
produzir enzimas que possam quebrar algumas ligagdes quimicas presentes no material
polimérico para que assim ocorra a quebra das ligagdes quimicas desse material e a
reproducdo microbiana. Além disso, algumas condi¢des de temperatura, umidade, pH e
disponibilidade de oxigénio sdo necessarias. A velocidade de crescimento da colénia de
microrganismos vai determinar a velocidade com a qual o material € biodegradado, sendo
essa a variavel mais importante quando se estuda a biodegradacdo. De um modo geral, a
escala de tempo adequada é da ordem de semanas ou meses (de Paoli, 2008).

Como o ataque enzimatico das enzimas produzidas pelos microrganismos deve ocorrer
inicialmente na superficie do polimero, isso ird depender da hidrofilicidade da cadeia
polimérica. De um modo geral a biodegradacdo pode ser facilitada pelo aumento da
hidrofilicidade superficial do polimero. Outra varidvel importante é a difusdo de agua pelas
camadas superficiais do polimero que ira ser controlada pelo grau de cristalinidade do mesmo.
Além disso, o0 ataque enzimatico é dificultado nas regides de segmentos rigidos (de Paoli,
2008). Por exemplo, para os poliuretanos alguns autores sugerem que o0 ataque pela enzima
pode ocorrer apenas se existir um nimero suficientemente grande de cadeias carb6nicas ndo
ramificadas entre as ligacOes uretano e que a proximidade entre esses segmentos interfere na
facilidade com que as enzimas se aproximam da cadeia iniciando o processo de degradacédo
(Kim e Kim, 1998).

1.4.2 Polimeros em sistemas de liberacao

Os polimeros que sdo utilizados como base para sistemas de liberagdo controlada
podem ser, polimeros naturais ou sintéticos, que podem ser biodegradaveis ou néo
biodegradaveis (Figura 9). Estes sistemas poliméricos podem ser utilizados na liberagcdo de

farmacos, proteinas e células. Os polimeros usados com esse fim devem apresentar um
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conjunto de propriedades que os tornam materiais adequados para interagir com o
metabolismo dos seres vivos, sendo a biodegradabilidade uma das caracteristicas mais

importantes (Coelho, Ferreira et al., 2010).

Artificiais Naturais

Polimero
em
sistema de liberacao

Polimeros sintéticos

Biodegradaveis Nao biodegradaveis

Figura 9. Classificacdo dos polimeros quanto a sua natureza.

Polimeros biodegradaveis sdo particularmente atraentes para aplicacdo em sistemas de
entrega controlada, pois uma vez introduzidos no corpo humano, eles ndo exigem a remogéo
ou manipulacdo adicional e seus produtos de degradacdo sdo metabdlitos normais que podem
ser facilmente metabolizados e eliminados pelo organismo (Lakshmi e Cato, 2006).

Alguns polimeros naturais, sendo biodegradaveis e com excelente biocompatibilidade,
sd0 materiais muito atraentes para uso em sistemas de liberacdo. Além disso, eles séo
relativamente baratos. No entanto, alguns deles apresentam algumas limitacGes, como por

exemplo, antigenicidade e risco de infec¢éo viral (Lakshmi e Cato, 2006).
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Por outro lado, os polimeros sintéticos oferecem uma grande variedade de
composic¢des com propriedades ajustaveis. A partir desses materiais tem-se a possibilidade de
desenvolver novos sistemas de liberacdo com propriedades especificas (quimicas, interfaciais,
mecanicas e biologicas), simplesmente mudando a construcdo de blocos ou a técnica de
preparo. A sua preparagdo é reprodutivel, sendo assim facilmente possivel preparar sistemas
de liberagcdo com as mesmas especificagdes (Coelho, Ferreira et al., 2010).

Outra estratégia possivel para a construcdo de sistemas de liberacdo compreende na
utilizacdo de blocos naturais e sintéticos. O objetivo final € reunir em um mesmo material as
melhores propriedades do polimero natural (biodegradabilidade e biocompatibilidade) e dos
polimeros sintéticos (por exemplo, propriedades mecénicas) (Sahoo, Sasmal et al., 2010).

143 PCL

O polimero poli(e-caprolactona), conhecido como PCL (Figura 10), é um poliéster
alifatico, semicristalino e biodegradavel que apresenta baixa temperatura de transicdo vitrea
(60 °C), normalmente obtido através da polimerizacdo do e-caprolactona (Rosa, Chui et al.,
2002). Devido a sua cristalinidade, hidrofobicidade e lenta degradacdo in vitro, o PCL torna-
se um polimero adequado para modular a taxa de entrega em blendas, e na elaboracdo de
dispositivos que exijam longos periodos de liberacdo (Vandamme e Legras, 1995).

Os dispositivos a base de PCL mantém sua forma durante a fase inicial de
biodegradacdo, quando a massa molar decresce severamente por conta da hidrélise das
ligacOes éster na cadeia. Em uma segunda fase a continua diminui¢cdo da massa molar e a
formacdo dos produtos de clivagem sdo responsaveis pela difusdo da droga para fora da
matriz. A taxa de hidrdlise da cadeia decresce nesta segunda fase, devido a um aumento na
cristalinidade (Sinha, Bansal et al., 2004).
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Figura 10. Estrutura quimica do PCL, onde n=b5.

As vantagens do uso do PCL incluem a sua alta permeabilidade e a incapacidade de
aumentar a acidez do meio durante sua degradacdo, ao contrario do que ocorre com 0
polilactato e glicidios (Sinha, Bansal et al., 2004).

1.4.4 Quitosana

A quitosana (Figura 11) é um polimero natural linear biopoliaminosacarideo, amino
catibnico, composto por unidades RB-1,4 D-glucosamina ligadas a residuos de N-
acetilglucosamina (Sankararamakrishnan e Sanghi, 2006). Esse polimero é obtido através da
desacetilacdo alcalina da quitina (com taxa da ordem de 50%) (Figura 12), tornando o
composto soltvel em solucdo acida (Sinha, Singla et al., 2004). A transformacdo da quitina
em quitosana modifica suas propriedades. A quitina possui alta cristalinidade, é altamente
hidrofébica e insolivel em &gua e na maioria dos solventes organicos, sendo que essa baixa

solubilidade é o fator limitante para a sua utilizagéo.

OH

oH
8]

0]
0] 8}
/ NH,
HO
HO NH
¥
8]
4

Figura 11. Estrutura quimica da quitosana (x < 50 %) e quitina (X > 50 %).
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A solubilizacdo da quitosana ocorre devido a protonagdo do grupamento -NH; na
posicdo C-2 da unidade de repeticdo D-glucosamina, convertendo o polissacarideo em um
polieletrolito solivel em meio &cido (Rinaudo, 2006).

O grau de desacetilacdo (GD) e a massa molar da quitosana apresentam grande
influéncia em varias propriedades do polimero, assim como na solubilidade, reatividade
quimica, biodegradabilidade (Kittur, Harish Prashanth et al., 2002), biocompatibilidade
bioatividade (Varma, Deshpande et al., 2004), propriedades de adsor¢do de varios substratos,
ndo toxicidade, habilidade de formar filmes (Kumar e Majeti, 2000) e hidrofilicidade (Wu,
Tseng et al., 2000).

CH,OH CH,OH
CH,OH o o)
O o (o)
HO OH
HO NHCOCH, HO NHCOCH;
NHCOCH;
HO Quitina

desacetilacdo alcalina

CH,OH CHoOH
CH,OH o o}
©) o o)
HO OH
o NH, HO NHCOCH;,
NHCOCH;,
HO
Quitosana

Figura 12. Desacetilacdo alcalina da quitina.

Propriedades tais como baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
tornam esse polimero adequado para o uso em formulagbes biomédicas e farmacéuticas
(IMMum, Jabbal-Gill et al., 2001). Devido a essas propriedades, a quitosana tem sido
amplamente utilizada como hipocolesterolémico, antiacido e antitlcera (Ito, Ban et al., 2000)
para curar feridas e queimaduras (Aoyagi, Onishi et al., 2007) e ainda como imobilizador de
enzimas e células vivas (Felt, Furrer et al., 1999).
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1.5 Vidros de polifosfatos

Os fosfatos podem ser classificados basicamente em duas grandes categorias:

ortofosfatos (apresentam apenas o fon PO;?)e fosfatos condensados. Os polifosfatos

condensados sdo, por sua vez, divididos em trés categorias: (1) polifosfatos lineares que

T P —in+2
apresentam estrutura ciclica e formula geral B0 %] 7. (2) metafosfatos que possuem

estrutura em cadeia e férmula geral B, 05" , e (3) ultrafosfatos que apresentam estrutura em

—i(n+2m)

gaiolas bi e tri dimensionais e formula geral B0, -

, com 1>m<n/2. Os polisfosfatos

lineares podem ser divididos em outras categoria de acordo com o tamanho de sua cadeia; 0s
polifosfatos de cadeia curta (n<10); polifosfatos de cadeia intermediéria ou oligofosfatos
(10<n<50) e polifosfatos altamente poliméricos n>50 (Dias Filho, 2003).

Os polifosfatos apresentam uma estabilidade baixa na presenca de dgua, ocasionando o
rompimento das ligacGes O-P-O (Figura 13), gerando espécies com tamanho de cadeia menor
que a original. Os fatores que influenciam a hidrolise de solug¢fes aquosas de polifosfato sao:
(1) tamanho da cadeia de polifosfato, (2) temperatura, (3) pH, (4) concentragéo, (5) presenca

de ions e (6) enzimas, quando se trata de sistemas biolédgicos (Dias Filho, 2003).

o)
|| o o
|
o—P—o—||3—o + HO —— 2| o—p—o0H
T |

Figura 13. Esquema rompimento da ligagéo P-O-P nos polifosfatos.

A maioria dos vidros a base de fosfato tem sido obtidos através do método de fuséo
tradicional, onde os reagentes sdo fundidos e posteriormente vazados em moldes através de
resfriamento controlado. Vidros também podem ser preparados usando a tecnologia sol-gel;
no caso dos fosfatos, seus precursores vitreos chamados coacervato sao obtidos a partir de
solugdes aquosas de polifosfato (Aranaha, 2005).

Os vidros a base de polifosfato podem ser usados para diferentes aplicacdes devidos
seu alto coeficiente de expansdo termica (CTE), baixas temperaturas de transi¢do vitrea (Ty),
desvitrificacdo (T4) e de fusdo (Ty) (Willot, Gomez et al., 2002). Um composto vitreo de

grande interesse que pode ser utilizado em diversas aplicagdes é sintetizado a partir da
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coacervacao entre polifosfato de sédio e cloreto de calcio a temperatura ambiente. A sua
sintese em temperatura ambiente faz com que esse se torne de grande interesse,
principalmente como matriz de sistemas de entrega controlada, pois permitem a incorporacao
de drogas com baixa estabilidade térmica, como compostos organicos (de Oliveira, de
Oliveira et al., 2005).
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2 Técnicas utilizadas

2.1 Espectroscopia Molecular

A espectroscopia molecular estuda a interacdo entre a radiacdo eletromagnética e
matéria, sendo um dos seus principais objetivos a determinacdo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas. Os espectros fornecem as transicdes (diferenca de energia entre 0s
niveis), sendo que a partir dessas medidas pode-se determinar as posi¢des relativas dos niveis
energéticos (Sala, 2008). No caso de moléculas, a regido espectral onde as transi¢fes sao
realizadas depende do tipo de niveis envolvidos: eletronico, rotacional ou vibracional. Dessa

forma a energia pode ser representada por:

E(n,v,7J)

onde J, n e v representam respectivamente a energia rotacional, eletrdnica e vibracional.

Os niveis de energia derivam dessa expressdo e sdo razoavelmente simples para
moléculas diatbmicas. Entretanto, podem ser extremamente complexos para moléculas que
possuem mais atomos. Assim nesse caso devem-se considerar as propriedades de simetria e
teoria de grupo, a fim de prever o numero de modos normais de vibracdo correspondentes a

molécula. Para isso basta considerar que:

V = 3N - 6 (para moléculas ndo lineares)

V = 3N - 5 (para moléculas lineares)

onde o numero 3 refere-se aos graus de liberdade, ou seja, coordenadas (X, y e z) e N 0
namero de atomos presentes na molécula. Assim numa molécula de N atomos havera 3N
graus de liberdade. Para as moléculas ndo lineares descarta-se 3 graus translacionais e 3
rotacionais, ja para moléculas lineares descarta-se 3 graus translacionais e somente 2
rotacionais, pois considerando os nucleos pontuais ndo ocorrera rotacdo no eixo da molécula
(Hollas, 2004).

Normalmente as transi¢des vibracionais estdo situadas na regido do infravermelho e a

rotacional na regido de microondas. As diferentes regides espectrais exigem diferentes
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espectrometros com elementos dispersivos e detectores apropriados. Assim cada tipo de
espectroscopia tem uma tecnologia prépria (Sala, 2008).

No estudo das transi¢Ges vibracionais duas técnicas se destacam: a espectroscopia de
absorcéo na regido do infravermelho e espectroscopia Raman. Através destas é possivel obter
informagdes sobre as ligacbes quimicas atraves das constantes de forca e os valores das
frequéncias de vibragdo, além disto, podem-se obter informacdes sobre a geometria da

molécula investigando o numero de modos vibracionais presentes no infravermelho e Raman.

2.1.1 Espectroscopia de Absorcao no infravermelho

A radiacdo no infravermelho ndo é suficiente para causar uma transicdo eletrénica. A
absorcéo no infravermelho estd muito restrita as espécies moleculares que tém diferencas de
energia pequenas entre 0s varios niveis vibracionais. Assim, na espectroscopia de absor¢édo
no infravermelho radiacéo policromética com diferentes frequéncias interage com a amostra
(Skoog, 2002). Porém para haver uma absorcdo do foton da radiacdo é necessario que este
esteja em ressonancia com os diferentes niveis de energia vibracional da molécula, ou seja,
para que ocorra a transicdo vibracional (Figura 14) € necessario que a energia do féton
absorvido seja igual a diferenca de energia entre dois estados vibracionais da molécula, como
mostra a equacao 1.

vh=E;—E; 1)
A equacdo 1 envolve uma aproximacdo estabelecida pelo modelo do oscilador

harmonico, situacdo na qual o tratamento quantico impdem que as transi¢cdes permitidas em

principio, envolvem niveis de energia vibracionais separados por Av = + 1.
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Figura 14. Transic&o vibracional.

A absorcdo ou emissdo de radiacdo por um sistema é devido a variacdo periodica do
seu momento de dipolo elétrico. O momento de dipolo elétrico é determinado pela sua
configuracdo nuclear, assim quando uma molécula vibra seu momento de dipolo pode sofrer
variacoes.

As componentes do momento de dipolo ao longo dos eixos de um sistema de
coordenadas normais (x, y e z) é, em geral, funcdo das coordenadas normais Q. A utilizacédo
das coordenadas normais permite fazer uma expansdo em série de Taylor para cada um dos

componentes (X, y e z) ou de foram condensada (Equagéo 2).

M= po+ (d—“] q+- )

qu

A equacdo 2 nos fornece a primeira condi¢cdo para que haja uma absorcdo no
infravermelho. Deve haver uma variacdo no momento de dipolo em pelo menos um dos eixos
das coordenadas (X, y e z), ou seja, (du/dg) # 0.

A probabilidade de transicdo entre dois estados depende dos estados vibracionais
inicial (¥;) e final (W), e do momento de dipolo elétrico (w); essa relacdo é descrita pela

equacéo 3:
B = [ Wi, dT ©)

O valor dessa integral esta relacionado com a intensidade no infravermelho, que é

proporcional a propabilidade de transicao (I, |%). Assim para que a transicéo seja permitida
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é necessario que a integral da equacdo 3 seja diferente de zero, pelo menos para uma das
dimensoes (X, y ou z).

Para um dado nivel vibracional existem niveis rotacionais, com separacdes energéticas
muito pequenas. O espectro eletrdnico envolve transicdes entre estados vibracionais e
rotacionais do estado eletronico fundamental para um estado eletrdnico excitado. Para
algumas moléculas, a banda de absorcédo eletrdnica (geralmente muito larga e sem estrutura)
mostra uma estrutura minima devida as transi¢fes vibracionais, e 0 espectro é denominado
vibronico (Figura 15).

|

1

7 _ 5o Estado eletronico excitado

\ -”".
- v =0
5 \ — _
2 __—
o |
o, |
%0 \ -~ Estado eletronico fundamental
@ . ’
Ar=1
— V=0

Distancia internuclear

Figura 15. Transicdo vibronica.

As transicdes rotacionais (observadas somente no estado gasoso, devido ao
impedimento destes movimentos nos estados liquido ou sélido) em geral tém frequéncias
muito préximas, ndo resolvidas, sé contribuindo para um alargamento dos componentes
vibracionais da banda eletrénica (Sala, 2008).

2.1.2 Espectroscopia Raman

Em um espectrometro Raman, a amostra é irradiada com uma fonte intensa de
radiacdo monocromatica, na regido do infravermelho proximo ou visivel ou ultravioleta.

Normalmente a frequéncia desta radiacdo € muito maior do que a frequéncia vibracional,
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porém bem menor do que a frequéncia requerida para ocorrer a transicdo eletrbnica. A
radiacdo espalhada pela amostra é entdo analisada pelo equipamento (de Oliveira, 2009).
Assim como no espectro de absor¢do no infravermelho, o espectro Raman também
fornece informacdes vibracionais. A aproximacdo do oscilador harménico, utilizada
anteriormente na discussdo da espectroscopia no infravermelho, é analoga para a
espectroscopia Raman (cuja regra de selecdo fornece Av = £ 1). A regra de selecéo especifica

para essa técnica pode ser descrita pela equacéo 4:

(dafdq) + 0 (4)

No efeito Raman, a atividade esté ligada a variacdo do momento de dipolo induzido na
molécula pelo campo elétrico da radiacdo incidente, diferentemente do infravermelho, onde se
considera 0 momento do dipolo intrinseco. O vetor do momento de dipolo pode ser descrito
matematicamente pela equacdo 5, que é a base do modelo classico, ou teoria classica de
Placzek:

1
I
=
2]

(5)

sendo a a polarizabilidade da molécula e E o vetor campo elétrico da radiagéo incidente.

A polarizabilidade é uma propriedade intrinseca da molécula e esta relacionada com a
facilidade que a molécula tem em deformar sua nuvem eletrdnica ao estar em contato com

radiacdo eletromagnética. Em geral £ e E néo sdo paralelos, e como consequéncia o ndo é

uma quantidade escalar, podendo entdo ser desenvolvida em uma série de Taylor em funcéo

de uma coordenada interna g.
2= ap+ (%) g+ ©)
Considerando tanto E como g fungdes periddicas, podemos escrever que:

g = gocos(2mw\t) @)
E = Eocos(2mvot) (8)
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onde vy e vy sd0 respectivamente as frequéncias da radiacdo incidente e da espalhada.

Substituindo as equacgdes 7 e 8 na equacdo 5, 0 momento de dipolo induzido ficara:

P = ayEycos(2nv,t) + (:—z) qoEycos(2mu,t)cos(2mo,t) 9)
0

Usando a relagdo matematica cos(a)cos(b) = ¥[cos(a+b) + cos(a-b)], temos que:

P = ayEycos(2my,t) + = (d—ﬁ

dq)l} goEpicos[2n(v, + v, )t] + cos[2n(v, — v,)t]} (10)

Pode-se observar que a equacéo 9 pode ser dividia em 2 termos:

v ayEycos(2my,t)

v

ba |

(:_:)u qDED{CDS[ETI(vD + vrjt] + CDS[EH(ED - ‘Eﬂrjt]}

O primeiro contém apenas a frequéncia da radiacdo incidente e corresponde ao
chamado espalhamento Rayleigh (espalhamento elastico). O segundo apresenta radiacao

espalhada inelasticamente nas frequéncias v, — v,,, denominado espalhamento Raman Stokes
e v, + v, denominado espalhamento anti-Stokes. Os mecanicos dos espalhamentos Raman

podem ser representados esquematicamente pela Figura 16.
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Figura 16. Esquema dos mecanismos de espalhamento.

No espalhamento Raman Stokes a molécula no estado fundamental sofre uma coliséo
com o foton de energia hvy passa para um estado virtual, que s6 existe durante a interacdo
entre a radiacdo e a molécula, em seguida ha o decaimento para um estado excitado de energia
hve-eo (féton espalhado tem uma energia menor do incidente). Ja no espalhamento Rayleigh
ocorre a interagdo do féton com a molécula, entdo esse volta a0 mesmo nivel de energia
inicial (féton é espalhado com a mesma frequéncia que incidiu). No espalhamento Raman
anti-Stokes o féton interage com a molécula que ja estd num estado excitado, e apds a
interagdo com a molécula ocorre 0 decaimento para o estado fundamental, e o féton é

espalhado com energia hv, + e,. Os espectros Raman serdo simétricos em relagdo a linha
Rayleigh: uma regido de menor frequéncia, relacionada com o espalhamento Stokes, e uma

regido de maior frequéncia, referente ao espalhamento anti-Stokes.

O momento de transi¢do induzido pode ser escrito, de modo similar a equacédo 11:

P= E(Otij)mn (11)

onde (aij)mn S80 0s componentes do tensor polarizabilidade.

Na transicdo entre os estados vibracionais m e n devem ser considerados o0s

componentes (oij)mn , ONde i e j representam X, y e z. Assim, para haver atividade no

42
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espalhamento Raman pelo menos um dos componentes das integrais do momento de transigéo

(Equacio 12) deve ser diferente de zero, ou seja, [ ¥, «; W, dt #0.
(ﬂ;}:] mn ..r 1-n'!J'm r’-'[::'_;1'11'!":'2 dr (12)

O efeito Raman, como mencionado anteriormente, estd relacionado com os estados
vibracionais inicial, final e também com um conjunto de estados virtuais cujas energias nao
tém qualquer valor limite. Isto inicialmente poderia representar uma dificuldade para a
avaliacdo da intensidade Raman, pois precisariamos inicialmente expressar a contribuicdo de
infinitos estados virtuais para a polarizabilidade eletronica durante os calculos. Essa
dificuldade pode ser contornada utilizando uma aproximacdo que permite reduzir esse
problema, que envolve apenas a polarizabilidade do estado eletronico fundamental. Esta
aproximacdo foi desenvolvida por Placzek em 1934 e passou a ser conhecida como
aproximacdo de Placzek ou teoria da polarizabilidade do efeito Raman. A principal condicdo
imposta por essa aproximacao é considerar que a energia do féton de excitacdo seja muito
menor do que a energia correspondente a energia da transicdo eletrbnica mais baixa da
molécula. Essa condicdo pode ser satisfeita quando é utilizada excitacdo na regido visivel, e a
transicdo da molécula em questdo esta na regido do ultravioleta.

Para uma transicdo Raman entre dois estados inicial (li}) e final (If}), a intensidade

Raman pode ser expressa pela equacédo 13:

&

Fi

T

(00 £ 07) Eole], [

Ie; = (13)

onde Eo é a amplitude do campo elétrico da radiacdo incidentes, v, € v, S80 0s nimeros de

onda das radiacdes incidente e espalhada, respectivamente, g € a permissividade do espaco

livre e [a:pﬂ] _ € 0 poésimo elemento do tensor polarizabilidade de transi¢do, que pode ser
fi

expresso pela equacgéo 14:

P P ) R ) o A (14)

Upi — U Tilp Upi TUp T il

[a:pa] .= izr
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onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, r refere-se a qualquer nivel de um
conjunto completo de estados pertencentes a molécula ndo perturbada, vy e v, SA0 as

frequéncias correspondentes aos s estados definidos pelos subscritos, e [ p]f?_ e [u p]n_ sS40 0s

correspondentes momentos de dipolo de transicdo caracterizada pelos subscritos e il €

definido como um fator de amortecimento relacionado com o tempo de meia vida do estado

virtual 7). A equacdo 14, conhecida como equagdo de Kramers-Heisenberg-Dirac, é a teoria

fundamental para o entendimento dos efeitos Raman normal e ressonante.

A espectroscopia Raman tem sido amplamente aplicada no estudo de diversos tipos de
sistemas. As vantagens dessa técnica incluem a exigéncia de pequena quantidade de amostra e
uma sensibilidade minima no tocante a interferéncia da agua, que € um péssimo espalhador,
pois possui baixa seccdo de choque de espalhamento. A analise é realizada de forma néo
destrutiva, conservando e preservando o material a ser analisado, além de que a amostra pode
estar em qualquer estado de agregacdo (liquido, solido ou gasoso). Pode-se posicionar a
amostra em recipientes de vidro, uma vez que estes sdo virtualmente transparentes a radiacéo
na faixa do visivel, ou apresentam sinais em uma regido diferente daquelas regides onde a

maioria dos compostos de interesse apresenta.
2.2 Espectroscopia eletronica

Na transicdo eletronica, a energia necessaria para alterar a distribuicdo dos elétrons
estd na ordem de elétrons-volt, na faixa entre 200 e 700 nm. Consequentemente, os fétons
emitidos ou absorvidos nessas alteracdes estdo na regido do visivel ou do ultravioleta do
espectro eletromagnético. Assim, quando a radiacdo com esse nivel de energia entra em
contato com uma molécula qualquer, essa provavelmente ira permitir que um elétron fosse
promovido para um nivel energético superior (Atkins e de Paula, 2008). Para que a molécula
possa absorver um féton para excitar seu elétron, esse foton deve possuir energia igual a
diferenca entre dois orbitais moleculares da molécula (Figura 17). Se essa energia nao for
exatamente igual, a transi¢cdo nao ocorrerd, e isso caracteriza o0 que se chama de processo de

ressonancia (de Oliveira, 2001).
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Figura 17. Diagrama de niveis de energia.

A intensidade da absorcéo eletrénica € descrita basicamente por duas leis empiricas. A
primeira delas é a lei de Lambert que diz que a intensidade da luz incidente (l,) absorvida é
independente da fonte utilizada. A segunda lei, conhecida como lei de Beer, diz que a
absorcdo ocorrida é proporcional ao nimero de moléculas absorvedoras. A juncdo destas leis
nos fornece a relacdo mostrada na equagao 15.

logy, iTD =elc (15)

onde | é a intensidade de luz transmitida, | € o comprimento do caminho Optico em cm, c é a
concentragdo da amostra em mol/L e € é chamado de coeficiente de extingdo molar.

Algumas regras de sele¢do determinam quais transi¢des entre os estados permitidos de
uma molécula serdo observados em seus espectros eletrénicos. As regras de selecdo

relacionadas as mudanc¢as no momento angular sdo:

AA =0, %1 AS=0 AX

I
o

AQ =0, 1

onde Q = A + X é 0 nimero quantico para 0 momento do momento angular (orbital e spin)
total em torno do eixo internuclear. Como nos atomos, as origens dessas regras de selecdo
sdo a conservacdo do momento angular durante uma transicédo e o fato de que um foton tem
um spin com valor 1.

Existem duas regras de selecdo relacionadas a simetria. A primeira para o termo X,
onde somente as transices I « X* e I~ & I sfo permitidas. A segunda, a regra de
selecdo de Laporte para moléculas centrossimétricas (que possuem centro de inversao),

estabelece que as unicas transi¢des permitidas sejam aquelas que sdo acompanhadas por uma
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mudanca da paridade, isto €, as transicdes u—g e g—u sdo permitidas, mas as transi¢cdes g—g
e U—U sdo proibidas; porém tais transicdes podem se tornar permitidas se o centro de simetria
da estrutura molecular é eliminado por uma vibracéo assimétrica.

Essas duas regras de selecdo resultam no fato que o momento de dipolo elétrico de
transicdo (equacéo 16):

W, = I ¥ n¥dr (16)

onde ¥; ¢ a funcdo de onda do estado excitado e ¥; € a fungdo de onda do estado eletronico
fundamental. O operador momento de dipolo pode ser dividido em duas componentes, sendo
que uma € dependente das coordenadas nucleares u e outra coordenada dependente dos

elétrons w_. E uma aproximacao razoavel considerar que a funcdo de onda total da molécula

seja 0 seguinte produto de autofuncdes:

Y=V, = %Y (17)

onde ¥, é a funcdo de onda vibracional (nuclear), ¥.. é a funcdo de onda eletronica total,
¥ é funcdo de onda eletrbnica orbital e ¥, é a autofuncdo de spin do elétron. Esta separagédo

das fungBes de onda eletrénica e nuclear € a chamada aproximacdo de Born-Oppenheimer
(McHale, 1999) que considera que os nucleos s&o muito mais pesados que os elétrons,
portanto o movimento nuclear é muito mais lento que o dos elétrons. Assim a Equacdo 16

toma a seguinte forma:

Mo = [ W I ¥dr, [ ¥ I dr, [ W I Wd, (18)
! I 1]

onde o termo | é o chamado fator de Frank-Condon e representa a sobreposicéo das funcdes
de onda dos estados eletronicos excitado e fundamental. A magnitude desta integral modula a
intensidade da banda de absorcéo. O termo 11 € a base da regra de selecdo orbital e o termo 111

€ a base da regra de selegao de spin. O operador i_nao atua na coordenada de spin. Se uma

das integrais acima for nula tem-se que a transicéo € dita formalmente proibida.
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2.3 Métodos Térmicos

O termo analise térmica é frequentemente usado para descrever um conjunto de
técnicas experimentais que visam investigar o comportamento fisico-quimico de uma amostra
em funcdo da temperatura, sob uma atmosfera especifica. As analises térmicas referem-se as
técnicas convencionais como calorimetria exploratdria diferencial (DSC), andlise térmica
diferencial (DTA), termogravimetria (TG), analise termomecéanica (TMA) e analise dinAmico-
mecanica (DMA) (Hatakeyama e Kenetsuna, 1999).

As vantagens das analises térmicas em relacdo a outros métodos de analise podem ser
resumidas da seguinte forma: (a) a amostra pode ser estudadas ao longo de um ampla faixa de
temperatura, usando programas diferentes de temperatura; (b) quase todas as forma fisicas da
amostra (sélido, liquido ou gel) pode ser acomodados nos equipamento comerciais, usando
uma variedade de porta amostras; (c) uma pequena quantidade de amostra é necessario; (d) a
atmosfera na proximidade da amostra pode ser padronizado; () 0 tempo necessario para
concluir uma experiéncia varia de varios minutos a varias horas, e (f) instrumentos com boa
assisténcia técnica e precos razoaveis. Na ciéncia de polimeros, a investigacdo preliminar das
temperaturas de transicdo e as caracteristicas da amostra em termos de decomposicdo é
realizada rotineiramente, utilizando as analises térmicas antes das analises espectroscopicas
(Hatakeyama e Kenetsuna, 1999).

Essas técnicas apresentam aplicacdes em diversas areas, tais como: alimentos, catalise,
ceramica, engenharia civil, farmacéutica, inorganica, organica, petroquimica, vidros,

polimeros, dentre outras (Skoog, 2004).

2.3.1 Temogravimetria (TG)

Termogravimetria (TG) € o ramo da analise térmica que examina a variagdo da massa
de uma amostra em funcdo da temperatura no modo de varredura ou como uma fungdo do
tempo no modo isotérmico. Nem todos 0s eventos térmicos que ocorrem podem provocar uma
mudanga na massa da amostra (por exemplo, ponto de fusdo, cristalizacdo ou de transicéo
vitrea), mas existem algumas exce¢des importantes, que incluem dessorcdo, absorcéo,

sublimacdo, vaporizacao, oxidacdo, reducdo e decomposicdo. TG é usada para caracterizar a
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decomposicdo e a estabilidade térmica dos materiais, e também para examinar a cinética de
processos fisico-quimicos que ocorrem na amostra. Fatores como massa da amostra utilizada,
volume e forma fisica da amostra, forma e natureza do suporte da amostra, natureza e pressao
da atmosfera na cadmara da amostra e a taxa de aquecimento, tém influéncias importantes
sobre as caracteristicas da curva TG obtida (Hatakeyama e Kenetsuna, 1999).

TG ndo pode ser considerada como uma técnica onde as curvas de impressdes digitais
sdo obtidas, independentemente das condi¢des experimentais. Estabelecer as condi¢des 6timas
para a analise TG frequentemente requer muitos testes preliminares (Hatakeyama e
Kenetsuna, 1999).

As curvas TG sdo normalmente apresentadas com a variagdo da massa (Am), expressa
em percentagem no o eixo Vvertical, e temperatura (T) ou tempo (t) no eixo horizontal. Uma

representacdo é mostrada na Figura 18 (Hatakeyama e Kenetsuna, 1999).
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Figura 18. Curva TG.

A curva é caracterizada por duas temperaturas, Ti e Tf, que sdo chamados a
temperatura de decomposicdo inicial e final, respectivamente. Ti representa a menor
temperatura na qual o aparecimento de uma mudancga de massa pode ser detectada por um
determinado conjunto de condi¢Bes experimentais. Da mesma forma, Tf representa a menor
temperatura em que 0 processo responsavel pela variagdo da massa foi concluido
(Hatakeyama e Kenetsuna, 1999).
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2.3.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Essa é uma técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a
um material de referéncia, em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material de
referéncia s&o submetidos a uma programacdo de variacdo controlada de temperatura. De
acordo com o metodo de medicédo utilizado, ha duas modalidades: calorimetria exploratéria
diferencial com compensacdo de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial com fluxo de
calor (Giolito, 2004).

Através dessa técnica, acompanham-se os efeitos de calor associados com alteragoes
fisicas ou quimicas da amostra, tais como transices de fase (fusdo, ebulicdo, sublimacéo,
congelamento e inversdes de estruturas cristalinas) ou reacdes de desidratacéo, de dissociagéo,
de decomposicao, de 6xido-reducdo, etc. Em geral transi¢Bes de fase, desidratacdes, reducdes
e certas reagbes de decomposicdo produzem efeitos endotérmicos, enquanto que
cristalizacbes, oxidacdes e algumas reacGes de decomposicdo produzem efeitos exotérmicos
(Figura 19) (Giolito, 2004).

Exotérmico
=
[

Fluxo de calor

Endotérmico

| ] | | i | | | J
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura / °C

Figura 19. Exemplo de curva DSC.

Essas técnicas permitem também estudar transicbes que envolvem variacdes de
entropia (que sdo transicbes de segunda ordem), dentre as quais as mais comuns S&o

transicOes vitreas que certos polimeros e materiais vitreos podem sofrer (Giolito, 2004).
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3 Parte Experimental

3.1 Extracdo das enzimas proteoliticas ruminais

Para extracdo das enzimas foi utilizado 1 litro de liquido ruminal, o qual foi filtrado
em dupla camada de gaze, seguido de centrifugacdo por 30 minutos a 13000 xg (onde g é a
gravidade) em 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, com cuidado de manter o
sedimento menos denso verificado na interface do precipitado. Adicionou-se 250 mL de
butanol (Proquimica®) e 250 mL de 4gua a 4 °C ao sedimento obtido e agitou-se nesta
temperatura por 1 hora. Em seguida a essa mistura foi adicionado 1 L de acetona (Nuclear®) a
4 °C sob fluxo continuo e agitacdo durante 45 minutos. Agitou-se por mais 15 minutos
mantendo a mesma temperatura, e em seguida realizou-se a filtragem em papel filtro sob
succdo moderada. O precipitado foi lavado com 500 mL de acetona a 4 °C e armazenado em
dessecador sob refrigeracdo até a secagem. O precipitado seco foi novamente solubilizado em
150 mL de agua sob agitacdo durante 1 hora a 4 °C. A solucdo foi centrifugada novamente
por 30 minutos a 2600 xg e 4 °C e recolhido o sobrenadante (1) juntamente com 0s
sedimentos menos densos. Adicionou-se mais 100 mL de &gua ao precipitado e novamente
agitou-se por 1 hora em 4 °C centrifugou-se e retirou-se o sobrenadante (2). Os sobrenadantes
(1) e (2) foram misturados resultando em uma solucdo enzimatica, conservada entre -10 e -
5°C.

Antes de ser usada a solucdo contendo as proteases ruminais, a mesma foi
descongelada e centrifugada por 30 minutos a 4 °C. O sedimento mais denso foi utilizado para

a incubacao in vitro (Kohn e Allen, 1995).

3.2 Ensaios de incubacao

3.2.1 Incubagéo ruminal in vivo

Para o experimento de incubacdo in vivo as amostras de PCL (Sigma-Aldrich®) foram

utilizadas sem nenhum pre-tratamento.
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A amostra de quitosana de alta e baixa densidade passaram por um tratamento para a
producdo de particulas: solubilizacdo de 4,5 g da QA (quitosana alta densidade, polymar®) em
100 mL de uma solucdo de &cido cloridrico (0,27mol/L) (Vetec), resultando numa solucéo
com pH 4,0. A mesma solubilizacdo foi feita para a QB (quitosana baixa densidade,
polymar®), porém utilizando 4,72 g da mesma. As soluces obtidas de quitosana foram
gotejadas separadamente, com auxilio de uma pipeta, em uma solugcdo de NaOH (1 mol/L)
(Sigma-aldrich®) para a precipitacdo da quitosana e formag&o das particulas. Na sequéncia as
esferas formadas foram filtradas e lavadas com agua destilada (Goy, Assis et al., 2004).

As particulas contendo apenas quitosana em seguida foram acondicionadas em tubos
(Eppendorf 3810®). Cada tubo possuia 16 furos de aproximadamente 2 mm, para que o
liquido ruminal pudesse entrar em contato com os polimeros. Em seguida os tubos foram
embalados em sacos de nylon e adicionados no rumen bovino diariamente até que se
completassem seis dias. No sétimo dia as amostras foram retiradas do rimen bovino, lavadas

e secas a temperatura ambiente para analise fisico-quimica (Figura 20).

Incuba¢do no rimen
a cada 24 h até
completar seis dias.

Retirou-se as amostras
no sétimo dia.

Lavagem e secagem

Figura 20. Esquema para incubacéo das amostras.
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O experimento com os bovinos foi realizado na fazenda experimental da Embrapa
Gado de Leite, localizado em Coronel Pacheco-MG (Brasil), utilizando-se seis vacas
fistuladas (A, B, C, D, E e F) da raca girolando 7/8 (Figura 21).

Figura 21. Vaca com fistula ruminal.

Os animais tiveram acesso livre a agua, porém com alimentacdo composta apenas por
pastagem de brachiaria decumbens para as(vacas A, B e C) e silagem de milho (vacas D, E e
F).

3.2.2 Incubagdo in vitro

A incubacdo in vitro foi realizada pesando em béqueres separados 0,400 g para ambas
as amostras de quitosana. Essas foram dissolvidas em 10 mL de solugdo de acido cloridrico 1
%. Em seguida foi adicionado em cada um dos béqueres 0,04 g das enzimas proteoliticas
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extraidas do ramen (ver item 3.1.) As solucbes foram deixadas em repouso por sete dias em

temperatura ambiente e armazenadas em dessecador para secagem.

3.3 Construcao dos sistemas de liberacéo

3.3.1 Sintese do coacervato de calcio

Adicionou-se lentamente com o auxilio de uma bureta uma solugdo de cloreto de
célcio dihidratado (4 mol/L) (Carlo Erba®) a uma solucio de polifosfato de sodio (2mol/L)
(Merck®) (estequiometria 1:2) sob agitacdo branda e continua. A solucéo resultante foi
deixada em repouso por 30 minutos para a separac¢ao das fases. Em seguida foi retirada a fase
inferior da solucéo, referente ao coacervato de calcio; o gel foi transferido para uma placa de
Petri e mantido em dessecador por 15 dias, seguido de maceracdo com pistilo (de Oliveira, de
Oliveira et al., 2005).

3.3.2 Sistema de liberagdo composto por PCL e coacervato de célcio

Em um béquer solubilizou-se 0,8 g de PCL em 10 mL de diclorometano (Vetec®). Em
seguida foram adicionados 1,2 g do coacervato de célcio seguido de repouso por 24 horas
para a evaporacdo do solvente. Apos esse periodo o sistema foi retirado do béquer com
auxilio de uma pinca e armazenado para a realizacdo do ensaio de liberacdo controlada. O

sistema foi construido em duplicata: blenda A e B.

3.3.3 Sistema de liberagado composto por PCL

Em um béquer dissolveu-se 1,6 g de PCL em 10 mL diclorometano; em seguida foi
incorporado 0,1 g do extrato enzimatico com o auxilio de um homogeneizador tipo Turrax

Modelo TE 103 (Tecal). A mistura foi transferida para uma forma de ago inox e deixada em
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repouso por 24 horas para evaporacdo do solvente. Apds esse periodo o dispositivo foi
retirado da forma e armazenada para o0 ensaio de entrega controlada. Os sistemas foram
construidos em duplicatas: dispositivo C (formato cilindrico 3,0 cm de diametro; 0,5 cm de
altura e 1,668 g de peso final) e dispositivo D (formato cilindrico 3,0 cm de diametro, 0,5 cm

de altura e 1,689 g de peso final).

3.4 Ensaios de liberacdo controlada

Os ensaios foram realizados para o sistema de liberacdo composto pelo extrato flngico
e o PCL foi realizado utilizando o equipamento Incubador Shaker 25 (New Brunswich-
Edison, USA) numa agitacdo de 100 rpm e temperatura de 38 °C (temperatura ruminal). Ja os
ensaios de entrega controlada dos sistemas contendo PCL e coacervato de célcio foram
realizados em agitadores a temperatura ambiente. Os ensaios utilizando as blendas
PCL/Coacervato foram realizados em 100 mL de agua destilada retirando uma aliquota de 0,8
mL para andlise a cada hora. Ja os ensaios envolvendo os dispositivos PCL e o extrato
fangico foram realizados em 20 mL de agua destilada retirando uma aliquota de 0,1 mL para a
analise. Em todos os casos para cada aliquota retirada foi re-adicionado um volume igual de

agua destilada.

3.5 Meétodos para analise de liberagdo controlada

3.5.1 Descolorimetria

Para analisar a liberacdo do fosfato nos ensaios envolvendo os dispositivos A e B foi
utilizado o método de descolorimetria. Esse método consiste em reagir tiossulfato de aménio
(5 mL em 0,24 mol/L) (Sigma-aldrich®) e sulfato de ferro 111 (5 mL a 0,004 mol/L) (Sigma-
aldrich®), formando o complexo tiossulfato de ferro 111 (coloragdo marrom tijolo) (Equacio
19).
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-3
FeZ(SO4)3(aq)+ 6N H4SCN(aq) Fe(SCN)G(aq)

(19)

Em seguida adicionou-se a aliquota da solugdo do ensaio de liberagdo contendo ions
fosfato que reagem com o complexo formado, diminuindo a coloracdo da solugdo. A
diminuicdo na coloracdo é avaliada através de espectroscopia eletrdnica com leitura em 450

nm (Cavalcante, Lage et al., 2008).

3.5.2 Meétodo de Miller

Para analisar a cinética de liberacdo do extrato fungico no decorrer do tempo foi
utilizada uma metodologia que quantifica a atividade da enzima xilanase. Esse método baseia-
se na degradagdo da xilana pelo extrato enzimédtico resultando na formacdo de seus
mondmeros (agucares redutores). Os aclcares redutores em meio alcalino e a quente formam
enedidis (Figura 22), que doam seus elétrons para reduzir o reagente 3,5-dinitro-salicilico até
3-amino-5-nitrosalicilato (Figura 22), produzindo uma coloracdo alaranjada, cuja intensidade

é proporcional a concentracdo de acucar redutor presente no meio reacional (MILLER, 1959).

0 OH
o OH
HO . HO COOH COOH
(a) OH (b)
— e
OH OH 0120 MOz (ol MH,
OH H

Figura 22. Formacdo de enediois (a) reducdo do 3,5-dinitro-salicilico (b).

A determinacdo da atividade das enzimas presentes no extrato foi realizada com a
construcdo de uma curva de calibracdo utilizando como padrdo o acido galacturdnico
(Fluka®). Para isso preparou-se uma solucdo deste acido (1,0 mg/mL) e realizou-se a

preparagédo dos padroes conforme a tabela 1.
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Tabela 1. Curva de calibracéo.

Solucéo Padréo

Tubos de acido H,O destilada Solucédo DNS Solucéo de
galacturdnico /mL /mL tartarato duplo
/mL de sodio e
potéassio a 15,1
gL /mL
Branco 0 1,0 1 8
1 0,3 0,7 1 8
2 0,5 0,5 1 8
3 0,8 0,2 1 8
4 1,0 0 1 8

A preparagdo das solucBes de DNS pesou-se 10,6 g do &cido-3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (SIGMA®), 18,9 g de NaOH e solubilizou-se em 1416 mL de agua destilada. Apés a
dissolucdo foram adicionados 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C) e 8,6 g de metabissulfito de
sodio. Apos a preparacao de cada tubo eles foram dispostos em um banho maria a 60 °C por
10 minutos; passado esse periodo, os tubos foram imersos em um banho de gelo para a
realizacdo da medida no UV-vis no comprimento de onda de 540 mn.

Para a analise das amostras foi utilizado 0,1 mL das aliquotas proveniente dos testes
de liberacdo; a estas aliquotas foram adicionados entdo 0,9 mL de solucdo de xilana
(SIGMA®), 1,0 mL da solucdo DNS e 8,0 mL da solucéo de tartarato dublo de sddio e
potassio. Realizado esse procedimento os tubos contendo essas solugdes foram levados ao
banho maria a 60 °C por 50 minutos; passado esse periodo os tubos foram imersos em um

banho de gelo para a realiza¢do da medida no UV-vis no comprimento de onda de 540 mn.

3.6 Instrumentacéo

3.6.1 Espectroscopia vibracional

Os espectros no infravermelho dos polimeros foram obtidos em um espectrdometro
Bomem FTIR 102, na regi&o de 4000-400 cm™. As amostras de quitosana foram preparadas

utilizando KBr como suporte e as de PCL em emulsdo com diclorometano em janela de Csl,
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com resolucdo de 4 cm™ e média de 64 acumulacdes. As medidas Raman foram realizadas em
um equipamento Brucker RFS 100 equipado com um laser Nd*®/'YAG operando em 1064 nm,
no infravermelho proximo e um detector CCD resfriado com nitrogénio liquido, resolucdo

espectral de 4 cm™, média de 2000 acumulagdes e com poténcia variando de 200 a 300 mW.

3.6.2 Espectroscopia Eletronica

Os espectros eletronicos foram obtidos em um espectrofotometro Shimadzu UVPC
1601, com lampada de halogénio (infravermelho préximo e visivel) e de deutério (UV), com

detector do tipo fotomultiplicadora (UV-vis). Para obtencdo dos espectros foram utilizadas
cubetas de quartzo com caminho éptico de 10 nm.

3.6.3 Termogravimetria e analise diferencial termogravimétrica

As analises térmicas (TD e DTA) foram realizadas em um TG-60 Shimadzu, em

atmosfera de nitrogénio, num fluxo de 50 mL/min com taxa de aquecimento de 10 °C/min, de
252900 °C.

3.6.4 Calorimetria Diferencial Exploratoria

As analises de DSC foram realizadas em um equipamento DSC-60 Shimadzu em
atmosfera de nitrogénio num fluxo de 50 mL/min com taxa de aquecimento de 10 °C/min, de

25 a 450/180 °C para as amostras de quitosana e de PCL, respectivamente.
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4 Resultados e Discussoes

4.1 Incubacdo in vivo das amostras de quitosana de alta e baixa densidade

Os espectros de absor¢do no infravermelho das amostras de QA e QB séo
apresentados na Figura 23. As principais bandas observadas sdo descritas na Tabela 2 (Tian,
Liu et al., 2004; Lopez, Mercé et al., 2008).

Tabela 2. Principais valores de nimeros de onda (cm™) obtidos no espectro de absor¢ao no
infravermelho para as amostras de QA e QB, com as respectivas atribuicdes.

v Atribuicéo
QA QB
3700-2990 3600-2990 L(OH) sobrepostas a
banda v(NH)
2921 e 2877 2922 e 2880 L(CHy>) simétrico e
assimétrico
1649 1649 v(C=0) de amida
1597 1597 8(NHy)
1422 1422 L(CN) de amida
1318 1324 L(CN) de amina
1379 1384 8(CHg) simétrica em
amida
1262 1262 d(OH) fora do plano
1085 1085 v(C-0O-C) do anel
glicosidico
1153 e 895 1153 e 895 v(C-0-C) referente a

ligacdo B(1-4)
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Figura 23. Espectro na regido do infravermelho de QA (a) e QB (b).

59

Os espectros na regido do infravermelho das amostras de quitosana de alta e baixa

densidade ap6s serem incubadas no rimen bovino em diferentes tempos e com os dois tipos

de alimentacéo sdo apresentados nas Figuras 24 a 35.

Transmitancia (%)

Figura 24. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca A com
alimentacdo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 25. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca B com
alimentacéo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 26. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca C com
alimentacdo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 27. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca A com
alimentagdo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 28. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca B com
alimentacéo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 29. Espectro na regiao do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca C com
alimentacéo exclusiva a brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 30. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca D com
alimentacdo exclusiva a silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 31. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca E com
alimentagdo exclusiva a silagem milho nos respectivos tempos de incubacao.

—aA \/ ——96h

<
XX
e/ e W‘»‘/mh’x A
© ' W BV
S |\ Al \
| 7 1
< \‘ / U
e/
<] \ f“
= .
S|
= \ ——48h ——120h
iaa
//”“’M‘\‘ far™\
A Y
. /
e |
| /
\ )
|/
\ /
\\ J/
\ |
\/
72h Y ——— 144 h ——168h

3500 3000 2500 2000 1500 1000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

Figura 32. Espectro na regiéo do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca F com
alimentacdo exclusiva a silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 33. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca D com

alimentagdo exclusiva a silagem milho nos respectivos tempos de incubacao.
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Figura 34. Espectro na regiédo do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca E com

alimentacéo exclusiva a silagem de milho nos respectivos tempos de incubacao.
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Figura 35. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QB incubada na vaca F com
alimentagdo exclusiva a silagem milho nos respectivos tempos de incubacao.

Estes espectros vibracionais mostram algumas alteracfes nos seus perfis devido a

interacdo das amostras com o ambiente ruminal, no entanto essas alteracfes podem ser mais

bem visualizadas na Figura 36.
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Figura 36. Espectro na regido do infravermelho da amostra de QA incubada na vaca A com
alimentagdo exclusiva a brachiaria decumbens incubada no ramen por 168 h.
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Entres estas modificagbes pode-se mencionar: uma significativa diminuigdo ou
desaparecimento da banda em 1597 cm™ e o estreitamento da banda entre 3700-2990 cm™, o
que pode estar relacionado a perda do grupamento -NH, ligado ao anel glicosidico e do
grupamento amida; diminuicdo da intensidade das bandas em 1153 e 897 cm™, fato que pode
ser relacionado a quebra da ligagcdo C-O-C da ligagao B(1-4) e despolimerizagdo da amostras
(diminuicdo da cadeia). Além destes, foi observado também o deslocamento da banda em
1658 para 1635 cm™; tal deslocamento, referente a uma diminuicdo em nimero de onda da
vibracédo, provavelmente esta relacionado a perda do grupamento C=0 da amida e a formagéo
de um novo grupo C=0 devido a despolimerizacdo da cadeia polimérica. Outras mudangas
observadas nos espectros: diminuicdo da intensidade das bandas em 1384 e 1422 cm™, que
pode ser atribuido a perda do grupamento amida ligado ao anel glicosidico; alteracdo nas
bandas em 2922 e 2880 cm™ (para QB) e 2921 e 2877 cm™ (para QA), que pode ser
relacionado a decomposicdo das amostras e, por fim, uma significativa diminuicdo da
intensidade das bandas em 1318 (QA) e 1324 cm™ (QB), que pode estar relacionada a perda
do grupamento -NH, ligado ao anel glicosidico.

As alteracbes espectroscopicas citadas foram observadas para todas as amostras,
independentemente do tipo de alimentagdo oferecida a vaca ou do tempo de incubagdo. O
resultado também foi reprodutivo para as trés vacas com o mesmo tipo de alimentacdo, sendo
a Gnica alteragdo o aparecimento de uma banda em torno de 1740 cm™ (Figura 37) referente
ao modo de vibracdo do grupamento (COOH) livre, resultante da abertura do anel glicosidico
(Sun, Qu et al., 2008). Porém esta alteracdo s6 pode ser observada em alguns dos espectros
mostrados. Isso indica que o processo de decomposicao relacionado a presenca desse modo

vibracional ndo ocorre em todas as amostras.
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Figura 37. Espectro na regido do infravermelho ampliado da amostra de QB encubada na vaca E por
168 horas com alimentacdo restrita a silagem de milho.

As Figuras de 38 a 49 mostram 0s espectros eletronicos obtidos para as diferentes

condigdes realizadas no experimento. Nestes espectros observa-se 0 aparecimento de uma

banda entre 250 e 300 nm, referente a transi¢do m — 7* centrada nos grupos carbonila e

carboxila (Czechowska-Biskup, Rokita et al., 2005). O aparecimento desta nova banda e o

aumento da sua intensidade pode ser atribuido a despolimerizacdo da cadeia polimérica que

resulta na formacdo do grupamento carbonila e/ou a abertura do anel glicosidico, que

promove a formacéo do grupamento carboxila (Kang, Dai et al., 2007).
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Figura 38. Espectro eletronico das amostras de
QA incubadas na vaca A com alimentagéo
exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 39. Espectro eletronico das amostras de
QA incubadas na vaca B com alimentacéo

exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubagéo.
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Figura 40. Espectro eletrbnico das amostras de
QA incubadas na vaca C com alimentacdo
exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 42. Espectro eletronico das amostras de
QB incubadas na vaca B com alimentacdo
exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 41. Espectro eletrbnico das amostras
de QB incubadas na vaca A com alimentacao
exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 43. Espectro eletronico das amostras de
QB incubadas na vaca C com alimentagéo
exclusiva de brachiaria decumbens nos
respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 44. Espectro eletrdnico das amostras de
QA incubadas na vaca D com alimentagéo
exclusiva de silagem de milho nos respectivos

tempos de incubacéo.
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Figura 45. Espectro eletrdnico das amostras
de QA incubadas na vaca com alimentacéo
exclusiva de silagem de milho nos respectivos
tempos de incubacéo.
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Figura 46. Espectro eletrbnico das amostras de Figura 47. Espectro eletrbnico das amostras de
QA incubadas na vaca com alimentacao QB incubadas na vaca D com alimentacéo
exclusiva de silagem de milho nos respectivos exclusiva de silagem de milho nos respectivos
tempos de incubagdo. tempos de incubacéo.
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Figura 48. Espectro eletrbnico das amostras de Figura 49. Espectro eletrbnico das amostras de
QB incubadas na vaca E com alimentacdo QB incubadas na vaca F com alimentacao
exclusiva de silagem de milho nos respectivos exclusiva de silagem de milho nos respectivos
tempos de incubacdo. tempos de incubag&o.

Apesar da ocorréncia desta nova transicdo eletrénica ndo se observa uma correlacao
entre a intensidade da mesma e o tempo de incubacdo no rdmen bovino. 1sso porque ao
mesmo tempo em que ha a formacdo do grupamento carbonila, devido a despolimerizacédo
da cadeia polimerica, e a formacdo da funcdo carboxila, devido a abertura do anel
glicosidico, ha a perda do grupamento carbonila de amida. Assim existem dois processos
que influem no aumento da intensidade da banda, e um processo que influencia a diminuicéo
de sua intensidade. Como se trata de um processo geral de decomposicdo em sistema
bioldgico, em gque ndo se sabe qual processo especifico pode estar ocorrendo com maior ou

menor intensidade, existindo assim diversas variaveis que podem influenciar na degradacéo,
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torna-se dificil tentar obter uma relagéo da variacéo da intensidade da banda eletrdnica com

o tempo.

Os espectros Raman das amostras de QA e QB sdo apresentados na Figura 50. As

principais bandas observadas e suas respectivas atribuicGes sdo descritas na Tabela 3
(Schenzel e Fischer, 2001).
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Figura 50. Espectro Raman das amostras de quitosana.

Tabela 3. Principais valores de niimeros de onda (cm™) dos espectros Raman obtidos das amostras de
quitosana, e respectivas atribuicdes.

Raman
QA QB
1461 1461
1420 1418
1380 1376
1326 1328
1262 1260
1146 1150
1112 1117
1087 1089
1034 1040
899 896

Atribuicéo

3(CHy)
d(CHy), 8(HCC), 6(HCO), 5(COH)
3(CH,), 6(HCC), 6(HCO), 3(COH)
8(N-H), v(C-N)
1(CH,), 6(HCC), 8(HOC), 6(COH)
L(CC), v(CO), respiracdo assimétrica do
anel
v(C-0-C), ligacao glicosidica;
respiracdo simétrica do anel
v(C-0-C), ligacdo glicosidica;
respiracao simétrica do anel
v(C-C), v(C-0)
d(CH)

Os espectros Raman das amostras de quitosana de alta e de baixa densidade apos

serem incubadas no ramen bovino em diferentes tempos e com os dois tipos de alimentacao

séo apresentados nas Figuras de 51 a 54.
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Figura 51. Espectros na Raman das amostras de QA incubadas na vaca A, B e C com alimentacéo
exclusiva de brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubagéo.
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Figura 52. Espectros na Raman das amostras de QB incubadas na vaca A, B e C com alimentacdo
exclusiva de silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 53. Espectros na Raman das amostras de QA incubadas na vaca D, E e F com alimentacdo
exclusiva de silagem de milho nos respectivos tempos de incubagao.
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Figura 54. Espectros na Raman das amostras de QB incubadas nas vacas D, E e F com alimentagéo
exclusiva de brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacao.

Ao analisar os espectros Raman das amostras que quitosana apés a incubacao é dificil
obter alguma informagé&o significativa sobre quais modificagdes estruturais que as QA e QB

podem ter sofrido ao entrar em contato com o ambiente ruminal. Pode-se apenas verificar
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diminuicdo na intensidade das bandas e esse efeito pode ser relacionado ao processo de
decomposigéo das mesmas. Essa dificuldade em se obter um bom sinal dos espectros Raman
pode estar relacionado com as propriedades intrinsecas da amostra (baixa polarizabilidade), o
que faz que essa ndo tenha um bom sinal nas condi¢des em que a medida foi realizada.

As curvas TG das amostras de QA e QB estdo representadas na Figura 55, onde se
pode observar o primeiro processo entre 32 e 160 °C com perda de massa de 13,5% para a
amostra QA e entre 29 e 165 °C com perda de massa de 12 % para QB. Este primeiro evento
refere-se a perda de agua absorvida no interior do polimero. Um segundo processo é
verificado entre 209 e 335 °C com perda de massa de 34 % para QA e entre 212 e 346 °C com
perda de 39 % de massa para QB. O segundo evento é caracteristico da degradacao térmica da
quitosana e a perda de material volatil (Lépez, Mercé et al., 2008). Esta pir6lise inicia-se com
a quebra da cadeia polimérica de forma aleatdria, formando as unidades monoméricas que em
seguida se decompdem, originando &cido acético, butirico e uma série de acidos graxos
inferiores (com cadeias menores). Por fim, observa-se o terceiro processo entre 346 e 900 °C
com perda de 28% de massa para QB e entre 335 e 900 °C com uma perda de massa de 29%
para QA. Este terceiro evento refere-se a degradacao dos produtos gerados no segundo evento

de decomposicao térmica, e se estende a temperaturas superiores a 900 °C (Lopez, Mercé et
al., 2008).

Perda de massa (%)
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100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

Figura 55. Curva TG das amostras de QA e QB.

Os dados termogravimétricos das amostras de quitosanas de alta e baixa densidade
incubadas por 168 horas nos animais com os dois diferentes tipos de alimentacdo séo

mostrados na Figura 56, e os dados de perda de massa e intervalos de temperatura para cada
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evento térmico estdo expostos na Tabela 4. Analisando os termogramas é possivel verificar
duas alteragdes: (1) a perda do primeiro patamar que separa 0 processo de perda de agua e de
pirélise das amostras e (2) a diminuicdo da porcentagem de perda de massa relacionada ao
processo de pirdlise. A primeira alteracdo indica que o processo de pirdlise comeca a ocorrer
a uma temperatura mais baixa para as amostras apés a incubacdo do que para a de QA e QB
ndo incubadas no ramen. A segunda alteracdo citada indica que as amostras dos polimeros ja
possuem um grau de despolimerizacao, ja que a segunda perda de massa esta relacionada com

a quebra da cadeia e a formacdo dos monémeros.
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Figura 56. Curvas TG das amostras de QA, QB e das amostras incubadas por 168 h no rimen.

Tabela 4. Dados termogravimétricos das amostras incubadas no rimen bovino por 168 h.

Pirdlise Degradacao dos residuos

Intervalo de Perda de Intervalo de Perda de

temperatura/°C  massa/%  temperatura/°C massa/%
QA Vaca A 244 — 346 30 346 — 900 21
c 2 Vaca B 240 — 347 29 347 -900 23
= Vaca C 268 — 339 27 339 - 900 19
SE QB VaaA 262 — 346 26 346 — 900 27
£8 Vaca B 222 - 332 27 332 - 900 49
Vaca C 258 — 333 26 333-900 21
QA VacaD 265 — 330 32 330 —900 35
3 Vaca E 239 - 343 30 343 -900 22
g2 Vaca F 268 — 337 23 337 -900 14
% E QB VacaD 226 — 359 34 359 — 900 18
= Vaca E 218 — 330 31 330 —900 33
Vaca F 264 — 340 26 340 — 900 19

A Figura 57 mostra as curvas de DSC das amostras de quitosanas de alta e baixa
densidade entre 20 e 450 °C. Observam-se trés eventos: (1) evento referente ao processo de

transicdo vitrea do polimero; (2) evento endotérmico referente a desidratacdo, cuja area
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depende do historico de secagem da amostra e (3) um evento exotérmico referente ao
processo de decomposicdo da amostra, que continua além do limite de temperatura do
experimento. Os dois ultimos processos estdo coerentes com o observado na analise
termogravimetrica (Santos, Soares et al., 2003; Lopez, Mercé et al., 2008). O primeiro, apesar
de ocorrer com pouca definicdo, pode ser observado em 32 °C paras ambas as amostras,
entretanto tal fenémeno é de dificil visualizagcdo por DSC, uma vez que depende do teor de
agua presente na amostra. O segundo processo ocorre na faixa de 47-126 °C para a amostra
QA e de 44-117 °C para QB e, por fim, o terceiro processo ocorre entre 268- 318 °C para a
amostra QA e entre 280-328 °C para amostra QB.

—QB

Fluxo de calor (mW.g'1)

100 200 300 400
Temperatura (°C)

Figura 57. Curvas DSC das amostras QA e QB.

Os dados de calorimetria exploratoria diferencial das amostras de quitosanas de altas e
baixa densidades, incubadas por 168 h nos animais com os dois diferentes tipos de
alimentacdo, sdo mostrados nas Figuras 58 e 59, e os dados referentes as temperaturas de cada
processo estdo expostos na Tabela 5.

Uma importante propriedade dos materiais poliméricos que deve ser considerado no
estudo da sua degradacdo € o grau de cristalinidade. Diferentemente de moléculas de baixa
massa molar ou de metais, 0s polimeros nao formam solidos cristalinos ou amorfos, mas sim
formam solidos com uma fase cristalina e outra amorfa. A alteragdo deste grau de
cristalinidade pode ser detectada analisando a temperatura de transicdo vitrea. Algumas das
curvas DSC das amostras ap0s serem incubadas apresentam uma maior defini¢cdo do evento
relativo a transicdo vitrea quando comparados com as amostras antes da incubacéo, indicando

certo aumento na cristalinidade das amostras. Este aumento da cristalinidade ocorre devido a



despolimerizacdo da cadeia polimérica que permite que

interajam mais efetivamente (Souza, Silva et al., 2004).

Fluxo de calor (mW.g'1)

)

76
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Figura 58. Curvas DSC das amostras de QA e QB antes e apds serem incubadas nas vacas com
alimentac&o exclusiva de brachiaria decumbens por 168 horas.
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Figura 59. Curvas DSC das amostras de QA e QB antes e apds serem incubadas nas vacas com
alimentacdo exclusiva de silagem de milho por 168 horas.
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Tabela 5. Resultados de DSC das amostras incubadas no rimen bovino por 168 h.

Desidratacéo Decomposicéo
(endotérmico) (exotérmico)
Intervalo de Intervalo de
temperatura/°C temperatura/°C
QA VacaA 47 - 113 264 — 323
c 2 Vaca B 43 -109 284 — 332
g3 Vaca C 52 -112 269 - 325
S E OB VaaA 63— 116 285 — 336
g é Vaca B 65— 112 289 — 326
Vaca C 44 - 98 265 — 308
QA VacaD 33-98 251 — 327
2 Vaca E 37-88 254 — 320
= Vaca F 45-120 258 — 322
% E QB VacaD 50 -101 281 —324
= Vaca E 5298 268 — 315
Vaca F 41 -95 260 — 317

Em relacéo ao terceiro evento observado nas curvas DSC, observa-se que 0s processos
referentes as amostras apds a incubacdo apresentam um formato diferente em comparacao as
amostras antes da incubacdo. Apesar de ndo se observar nenhum padrdo, tal alteracdo pode

estar relacionada também ao processo de despolimerizacdo das amostras.

4.2 Incubacdo in vitro das amostras de quitosana de alta e baixa densidade

Alguns estudos sobre a degradacdo da quitosana séo descritos na literatura avaliando a
degradacdo deste polimero em diferentes condi¢des: em peroxido de hidrogénio em meio
acido (Huang, Zhuo et al., 2008); utilizando ultrassom. (Czechowska-Biskup, Rokita et al.,
2005); estudando sua oxidacdo em presenca de ozonio e peroxido de hidrogénio (Kabal'Nova,
Murinov et al., 2001) e ainda utilizando enzimas como a hemicelulase (Qin, Du et al., 2003).

Com o objetivo de avaliar qual o processo presente no rimen relacionado com a
degradacdo do polimero, foi realizada a extragdo das enzimas proteoliticas e a incubagdo da
quitosana in vitro. Apés a incubagdo, foram efetuadas as mesmas analises fisico-quimicas
empregadas para as amostras incubadas in vivo. As Figuras 60 e 61 mostram 0s espectros

vibracionais para as amostras de quitosanas de alta e baixa densidade incubadas in vitro.
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Figura 60. Espectros de absorcéo no infravermelho das amostras indicadas.
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Figura 61. Espectros Raman das amostras indicadas.
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Figura 62. Espectro Raman das enzimas proteoliticas do rimen.
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Foram observadas na incubacdo in vitro alteracdes equivalentes as observadas no
espectro infravermelho, e discutidas anteriormente. No espectro Raman pode ser observado a
auséncia das bandas em 1088 cm™, referentes ao v(C-O-C) da ligacdo glicosidica e em
1150cm™ atribuido ao v(CC), v(CO) da respiracdo do anel. Essas alteracdes espectrais
indicam respectivamente o processo de quebra da cadeia polimérica e a abertura do anel
glicosidico (Jenkins, Larsen et al., 2005). A ultima modificacdo observada é o aparecimento
da banda em 978 cm™ referente & presenca do extrato proteolitico oriundo do rimen bovino
(Figura 62). Tal banda pode ser atribuida ao modo de respiragdo do anel aromatico presente
em alguns aminoacidos (Schenzel e Fischer, 2001). Diferentemente dos espectros Raman das
amostras de quitosana incubadas in vivo os espectros Raman das amostras incubadas in vitro
apresentaram modificacfes espectrais que forneceram dados sobre as mudancas estruturais
gue ocorreram nas amostras de quitosana. Essa diferenca pode estar relacionada com a
intensidade do processo de decomposicdo. No rimen bovino a quitosana ndao é o Unico
substrato onde as enzimas podem atuar ja na incubacdo in vitro s6 havia a quitosana como
substrato para as enzimas proteoliticas do rimen. Além que no ramen outras substancias que
sdo substrato mais especifico para as enzimas proteoliticas estdo presentes. Dessa forma a
intensidade de decomposi¢do na incubacdo in vitro seria maior o que se refletiria nas
mudancas espectrais mais nitidas nos espectros Raman.

O espectro eletrénico das amostras EA e EB é mostrado na Figura 63. E observado
para as amostras incubadas in vivo o aparecimento de uma banda eletrdnica referente a uma
transicdo centrada no grupo C=0, que pode estar relacionado com a despolimerizacdo da

cadeia.
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Figura 63. Espectros eletronicos dos compostos indicados.
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As curvas TG das amostras ap0s a incubacao in vitro estdo apresentadas na Figura 64.
Nelas se verifica uma diminuicdo da perda de massa referente ao segundo processo
(despolimerizacdo), e no terceiro processo verifica-se um aumento da perda de massa

associado ao aumento dos residuos do processo de degradacdo ocorrido in vitro. Os dados da
perda de massa estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Dados termogravimétricos das amostras incubadas no rimen bovino por 168 h.

Piroélise Degradacao dos residuos
Intervalo de Perda de Intervalo de Perda de
temperatura/°C massa/% temperatura/°C massa/%
QA 209 — 335 33 335700 23
EA 150 — 222 15 222 —-700 39
QB 212 — 346 39 346 — 900 28
EB 169 — 237 16 237 — 900 39
100 - — QA — QB
—EA —EB
< 804
©
[}
n
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©
©
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)
O 40
20
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Figura 64. Curvas TG das amostras de QA, QB, EA e EB.

Os dados de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) referentes as amostras de quitosana
incubadas utilizando as enzimas proteoliticas sao mostrados na Figura 65. Os resultados indicam a

auséncia de evento exotérmico relacionado ao processo de decomposicdo, sugerindo assim a
despolimerizacdo das amostras.
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Figura 65. Curva da DSC das amostras indicadas.

Verifica-se ainda que diferentes mudancas estruturais na quitosana que sao passiveis
de ocorrer e podem estar relacionadas a interacdo da amostra com o ambiente ruminal. Estas
mudangas sdo esquematizadas na Figura 66. A primeira delas representa a quebra da ligacéo
B(1-4), que é a ligacdo quimica existente entre as unidades monoméricas responsavel pela
formacdo da cadeia polimérica, o que ocasiona a formagéo de um novo grupamento carbonila.
Na sequéncia observa-se a perda dos grupamentos contendo nitrogénio (grupos amida e
amina), sendo que a perda do grupamento amida também ocasiona a perda de grupos metila.
Por fim, apresenta-se esquematizado o processo de abertura do anel glicosidico da unidade
monomeérica, que promove a formacdo de um grupamento carboxila.

Essa similaridade de resultados obtidos tanto no processo de degradagdo in vitro
quando in vivo pode indicar que o procedimento utilizado para o estudo in vitro pode ser

utilizado como modelo preditivo para o estudo de degradacgéo ruminal.
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Figura 66. Esquema dos processos de decomposicao que ocorre na QA e QB ao entrar no ambiente
ruminal.

4.3 Incubacéo in vivo das amostras de PCL

O espectro no infravermelho da amostra de PCL antes da incubacéo no rimen bovino
estd representado na Figura 67. Algumas bandas importantes podem ser discutidas,
principalmente em termos da fase cristalina ou amorfa do PCL. Por exemplo, pode-se
observar a banda em 1726 cm™, atribuida a v(C=0) da fase cristalina do PCL; em 1295 cm™
tem-se a banda relacionada aos modos de estiramento (C-C) e (C-O) da fase cristalina,
totalmente isenta da fase amorfa. A banda em 1173 cm™ refere-se ao estado amorfo do PCL,
porém, com menor intensidade em relagdo & banda em 1192 cm™, atribuida ao estado
cristalino (Yu e Wu, 2007); estes dados mostram que a fase cristalina é preferencial em
relacdo a fase amorfa no PCL estudado.
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Os espectros na regido do infravermelho das amostras de PCL apds serem incubadas
no ramen bovino em diferentes tempos e com os dois tipos de alimentacdo estdo apresentados
nas Figuras de 67 a 72.
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Figura 67. Espectros na regido do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca A com
alimentag&o exclusiva de brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubago.

Transmitancia (%)

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
. -1
Numero de onda (cm™)

Figura 68. Espectros na regido do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca B com
alimentacg&o exclusiva de brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 69. Espectros na regido do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca C com
alimentag&o exclusiva de brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacao.
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Figura 70. Espectros na regi&o do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca D com
alimentacgéo exclusiva de Silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 71. Espectros na regido do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca E com
alimentag&o exclusiva de Silagem de milho nos respectivos tempos de incubacao.
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Figura 72. Espectros na regido do infravermelho para amostras de PCL incubadas na vaca F com
alimentacgéo exclusiva de Silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Os espectros de absor¢do no infravermelho das amostras antes e apos a incubagéo nas
vacas com as duas alimentag0es empregadas e no decorrer do tempo ndo se alteram; a
equivaléncia sugere que o0 processo de interacao entre 0 PCL e o sistema ruminal ndo interfere
na estrutura quimica e na conformacdo do polimero. A amostra de PCL se mantém
predominantemente na fase cristalina, devido a prevaléncia das bandas caracteristicas desta
fase.

O espectro Raman do polimero PCL estd apresentados na Figura 73. As principais
bandas observadas s&o: em 1725 cm™, referente a0 v(C=0) e em 1470-1415, 1310-1281 e
1110-1030 cm™, atribuidas a 8(CH,) no plano, fora do plano e ao estiramento (C-COO),
respectivamente. Outra observacdo relevante é a presenca das bandas em 866 e 917 cm™,
referentes a dominéancia da forma cristalina do polimero (Kister, Cassanas et al., 2000).

Os espectros Raman das amostras de PCL apds serem incubadas no rimen bovino em

diferentes tempos e com os dois tipos de alimentacao sdo apresentados nas Figuras 73 e 78.
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Figura 73. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca A com alimentacéo exclusiva de
brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubagéo.
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Figura 74. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca B com alimentacéo exclusiva de
brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubag&o.
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Figura 75. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca C com alimentacdo exclusiva de
brachiaria decumbens nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 76. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca D com alimentacéo exclusiva de
silagem de milho nos respectivos tempos de incubagéo.
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Figura 77. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca E com alimentag&o exclusiva de
Silagem de milho nos respectivos tempos de incubacéo.
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Figura 78. Espectros Raman das amostras de PCL incubadas na vaca F com alimentagéo exclusiva de
Silagem de milho nos respectivos tempos de incubacao.

Como observado na espectroscopia de absor¢do no infravermelho, ndo se observam
alteracdes significativas nos espectros Raman para as diferentes amostras. Este resultado
indica que o polimero PCL ¢é resistente ao ambiente ruminal durante o periodo que foi
exposto, pois ndo se observa nenhuma possivel alteracdo na sua estrutura (com maior
quantidade da fase cristalina).

A curva TG da amostra de PCL é apresentada na Figura 79, onde pode se observar
uma Unica etapa de decomposicao tipica desse composto, referente a dois tipos de reaces.
Primeiro, a cisdo aleatoria da cadeia e, depois, a formacdo de CO,, H,O e do é&cido 5-

hexendico, seguido da formagdo da e-caprolactona (Persenaire, Alexandre et al., 2001).
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Figura 79. Curvas TG das amostras de PCL e das incubadas por 168 h no rimen para alimentacéo
exclusiva de silagem de milho (vacas D, E e F) e a brachiaria decumbens. (vacas A, B e C).

A andlise das curvas térmicas de PCL indica uma diminui¢cdo na perda de massa
relativa a Unica etapa de decomposicdo, podendo estar correlacionado com uma pequena
quebra da cadeia polimérica do PCL ao entrar em contato com o ambiente ruminal.

As curvas DSC do PCL e das amostras do polimero apds serem incubadas por 168
horas estdo representadas na Figura 80. E possivel observar o evento endotérmico em 60 °C
referente a temperatura de transicdo vitrea do polimero; nesta temperatura o polimero passa de
um estado desordenado rigido (vitreo) para um estado desordenado ndo vitreo (as cadeias
poliméricas possuem uma mobilidade maior). Analisando as curvas DSC das amostras,
observa-se também um aumento na temperatura de transicdo, que é resultante do aumento da
cristalinidade do polimero. Tal aumento na cristalinidade pode estar relacionado com a quebra
da cadeia, possibilitando uma maior interacdo 0 que ocasiona uma maior organizagao

molecular e, consequentemente, maior cristalinidade (Gordin, Delaite et al., 2009).
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Figura 80. Curvas DSC das amostras de PCL incubadas nas vacas por 168 horas com alimentagéo
restrita a brachiaria decumbens (a) e a silagem (b).

4.4 Sistemas de liberagao

Os sistemas de liberacdo foram formulados a partir do coacervato de célcio que
apresenta uma alta solubilidade em agua (em torno de 1 hora) e o PCL que apresentou uma
alta estabilidade ao entrar em contato com o ambiente ruminal de bovinos. J& nenhum sistema
de liberacdo formulado a base de quitosana sera construido devido a sua alta degradacdo no
ambiente ruminal, que dificulta uma comparacdo da cinética de liberacdo in vivo e in vitro. A
Figura 81 apresenta a curva de liberagcdo do sistema construido apenas com o polimero PCL

contento o extrato enzimatico fungico.
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Figura 81. Curva de liberacdo do sistema composto por PCL e 0 extrato enzimatico fungico.

A partir desta curva de liberacdo percebe-se que a liberacdo de cerca de 80% do
extrato flngico s6 ocorre apds 72 horas de inicio do processo, um tempo bem maior do que o
desejado; além disto, tem-se apenas cerca de 20 — 30 % do extrato fangico liberado ap6s o
tempo desejado, entre 8 e 12 horas.

Como o composto coacervato de célcio apresentou uma alta solubilidade em &gua e o
sistema de liberacdo formado apenas pelo PCL apresentou uma taxa de liberacdo muito lenta,
entdo uma possivel solucdo para a obtencdo do sistema proposto seria a formulacdo de uma
blenda a partir desses dois materiais.

A Figura 82 mostra a curva de liberagdo de um sistema formado com 60% de
coacervato e 40 % de PCL, apresentando formato cilindrico (3,20 cm de diametro e 0,45 cm

de altura).
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Figura 82. Curva de liberagéo do sistema composto por 40 %PCL e 60% de coacervato.
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O sistema de liberacdo apresentado na Figura 82 apresenta uma liberacdo de cerca de

70 % em torno de 4 horas e a maior parte da liberacdo ja ocorre em torno de 1 hora. Apesar

do resultado promissor, sdo necessarios ainda ajustes para a obtencdo do sistema desejado.

Uma maneira pratica de se manipular a taxa de liberacdo dos sistemas é a alteracdo da sua

area superficial, bem como a proporc¢édo entre seus componentes.

As Figuras 83, 84 e 85 mostram as curvas de liberagdo de sistemas compostos por

coacervato de célcio e PCL e diferentes proporcdes.
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Figura 83. Curva de liberacdo do sistema composto por 70 % de PCL e 30 % de coacervato
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Figura 84. Curva de liberacdo do sistema composto por 30 % de PCL e 70 % de coacervato de calcio.

A curva de liberacdo representada na Figura 83 apresenta uma taxa de liberagdo muito

alta (cerca de 80 % liberado em 4 horas), ao passo que a curva de liberacdo demonstrada na

Figura 84 possui uma cinética de liberacdo muito lenta (apenas cerca de 40 % liberado no

tempo desejado). Desta forma o sistema de entrega controlada com a taxa de liberacédo

desejada deverd estar com uma propor¢do entre seus componentes entre as utilizadas nos

sistemas de liberacéo representados

nas Figuras 83 e 84.

A Figura 85 mostra a curva de liberacdo do sistema formado entre 0 PCL e o

coacervato numa proporcao de 50 % para cada composto.
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Figura 85. Curva de liberacdo do sistema composto por 50 % de PCL e 50 % de coacervato de calcio.
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A curva representada pela Figura 85 apresenta uma taxa de liberagdo de um sistema
bem proximo ao desejado, tendo uma liberacdo de cerca de 80 % de ions fosfato em 12 horas,
com certa linearidade. Assim, tal sistema seria 0 desejado para se inserir 0 extrato fungico, e
se construir o sistema ideal para a sua liberacao controlada do estrato proposto.

Além da obtencdo do sistema de liberacdo desejado, a construcdo de dispositivos a
partir do coacervato e do polimero poli(e-caprolactona) se mostrou bastante versatil podendo-
se obter diferentes taxas de liberacdo de acordo com a proporcao entre 0s constituintes, o seu
formato e a area superficial. Assim, a utilizacdo destes compostos em conjunto para a
formulacdo de blendas para sistemas de entrega controlada pode ser perfeitamente feita para a
insercdo de outros medicamentos que necessitem variados tipos de cinéticas de liberacao,

abrangendo assim sua aplicacgéo.
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5 Conclusoes

Os dados obtidos neste estudo permitiram analisar a estabilidade de dois polimeros
quando expostos ao ambiente ruminal. Os polimeros de quitosanas de alta e baixa densidade
foram os que apresentaram menor estabilidade ao entrar em contato com o rimen. Os dados
térmicos, vibracionais e eletronicos permitiram a verificacdo da despolimerizacdo da cadeia,
bem como a perda dos grupamentos amino e amida e, em alguns casos, a abertura do anel
glicosidico.

A andlise da biodegradabilidade deste tipo de polimero foi reprodutiva (triplicatas)
apesar de ndo se conseguir correlacionar o tempo de incubagdo com o nivel de degradagdo. O
tipo de alimentacdo fornecida aos bovinos néo parece influenciar o processo de degradacéo,
visto que os resultados foram semelhantes para as duas alimentagdes. A incubacao in vitro dos
polimeros de quitosanas utilizando as enzimas proteoliticas do ramen forneceu os mesmos
resultados (comparado com a incubacao in vivo), indicando que a fermentacdo bacteriana e a
producdo das enzimas proteoliticas sdo processos que ocorrem no rimen e que se relacionam
com a degradacéo da quitosana.

A degradacdo da quitosana observada neste trabalho faz com que seja dificil a
construcdo de um sistema de liberacdo baseado neste polimero. Sua deterioracdo faz com que
a taxa de liberacdo in vivo seja mais rapida e totalmente diferente quando comparada a um
ensaio feito utilizando &gua ou alguma solucdo tampdo. Assim, para a construcdo de um
sistema de liberacdo ruminal a partir da quitosana é necessario avaliar sua liberacao in vivo ou
no liquido ruminal.

De acordo com os dados de espectroscopia vibracional, a perda dos grupamentos
contendo nitrogénio da estrutura da quitosana indica que esta pode estar sendo utilizada como
fonte de nitrogénio ndo proteico para a sintese de proteinas pelo bovino, como observado
anteriormente por Fadel El-Seed e colaboradores (Fadel El-Seed, Kamel et al., 2003).

O polimero poli(e-caprolactona) foi o que apresentou maior estabilidade ao entrar em
contato com o ambiente ruminal. Esta caracteristica foi possivel de ser observada através das
analises vibracionais e das técnicas de analise térmica; devido a sua maior estabilidade espera-
se que a cinética de liberacdo in vivo seja semelhante a in vitro, sendo mais facil sua utilizagédo

para a construcdo dos sistemas de liberagcdo em rdmen.
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O sistema de entrega controlada composto apenas pelo PCL apresentou uma baixa
taxa de liberacdo, porém os sistemas formados pela juncdo do mesmo com o coacervato de
calcio se mostraram mais versateis, podendo ser formulados de forma a se obter diferentes
padrdes de liberagcdo. O dispositivo composto por 50% de coacervato e 50% de PCL foi 0 que
apresentou um padrdo de liberacdo compativel com o desejado e, portanto seria o ideal para a
liberacdo do extrato flngico. A Taxa com qual a liberacdo sera feita dependera basicamente
da proporcdo entre 0os compostos, a forma e area superficial do dispositivo. Este dispositivo
torna-se ainda mais interessante por se utilizar um vidro que € sintetizado sem necessidade de
se uso de altas temperaturas, possibilitando assim sua utilizac&o para a liberacdo controlada de

compostos organicos que possuem baixa resisténcia térmica.
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