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Filmes de quitosana reticulados com genipin foram preparados e suas propriedades quimicas verificadas Os filmes
foram caracterizados por FTIR . Com a andlise por infravermelho foi possivel verificar as reacdes entre genipin e
quitosana. A intensidade da faixa de amida & aproximadamente 1650 cm ' sugere que o grupo carboximetil do genipin
reagiu com o grupo amino para formar uma amida secundaria. Procurou-se assim verificar as reagdes quimicas que
acompanham a formacdo dos filmes quitosana reticulados genipin, permitindo identificar possiveis mecanismos de
modificacdo deste polimero para aplicagdo em biomateriais.
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Infrared characterization of chitosan films crosslinked with different amounts of genipin

Chitosan films were crosslinked with genipin and characterized by infrared spectroscopy. Through the infrared analysis
it was possible to verify the reaction between genipin and chitosan. Changes in the intensity of the amide band, nearly
1650 cm™, suggests the carboxymethyl group of genipin reacted with the amino group to form a secondary amide. Thus,
it has been sought to find out the chemical reactions during the formation of the blends. Based on the results, properties
of crosslinked films might be modeled for biomaterial applications.
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Introducgéo

Muitos materiais e suas combinacdes materiais tém sido cogitados como suporte para crescimento
de células ou tecidos. Neste sentido, materiais poliméricos bidegradegraddveis e biocompativeis
estdo sendo largamente pesquisados, desenvolvidos e aperfeicoados para aplicagdes biomédicas
[1,2]. Isto vem ocorrendo, em grande parte, por causa da grande necessidade que existe em melhorar
os tratamentos médicos em todo o mundo, procurando assim obter melhores resultados na
recuperagdo de pacientes. Neste sentido, um campo que vem se desenvolvendo muito, nos tltimos
tempos, ¢ a engenharia de tecidos. Para engenharia de tecidos a producdo de materiais que servem
de suporte para desenvolvimento de células, tecidos e até 6rgdos vem sendo requisitada. Estes
materiais devem possuir caracteristicas adequadas para o desenvolvimento destas células vivas.
Estes suportes podem ser feitos de materiais poliméricos, que possuem muitas propriedades que se

fazem necessarias para a fabricacdo de materiais biomédicos. Entre eles flexibilidade, a semelhanca



com os tecidos do organismo humano e a possibilidades de serem modificados com certa facilidade,

adequando suas caracteristicas a fungdo que irdo desempenhar [3-6].

Dentre os polimeros utilizados na atualidade a quitosana vem ganhando destaque. Os inumeros
estudos sobre a quitosana decorrem de varias propriedades deste polimero como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, aceleracdo na recuperagdo de lesdes, reduz o colesterol
sanguineo, além de ser bacteriostatico e fungiostatico [7]. Todas estas caracteristicas fazem a
quitosana apropriada para ser utilizada em matrizes para engenharia de tecidos. Entretanto, existem
propriedades dificeis de controlar como as propriedades mecanicas. Uma maneira de se obter o
controle dessas propriedades ¢ a utilizacdo de substancias chamadas de agentes reticulantes. Estes
agentes reticulantes irdo reagir com os polimeros formando estruturas semelhantes a redes
conferindo maior estabilidade ao material. Entre os agentes reticulantes o glutaraldeido tem sido
muito utilizado. Entretanto esta substancia ¢ produzida sinteticamente e produz efeitos citotdoxicos.
Numa pesquisa recente, Sung e colaboradores [7] verificaram que o genipin ¢ um agente reticulante
10.000 vezes menos citotdxico que o glutaraldeido. Assim, filmes e matrizes de quitosana poderiam
ter suas propriedades mecanicas melhoradas com genipin. Genipin ¢ encontrado em medicina
chinesa tradicional ¢ extraido do fruto da gardénia. O genipin ¢ comumente utilizado para reagir
com amino acido e proteinas [8,9]. Devido sua baixa toxicidade ¢ uma substancia que pode ser

utilizada na produgdo de matrizes para desenvolvimento de tecidos.

Neste trabalho, foram utilizadas diferentes quantidades diferentes de genipin para produzir filmes
de quitosana reticulados. O objetivo foi verificar como a quantidade de reticulante influiu nas
interacdes quimicas, utilizando espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR).

Experimental

Uma solugdo de 1% (em massa) de quitosana (QUI) (Sigma-Aldrich, com grau de desacetilagdo
(GD) de 76%, (MW)=161.000g/mol) foi preparada pela dissolugdo de 2,5g em 250ml de solugdo de
CH3;COOH (Merck) 2% (em massa). Para a solubilizacdo e homogeneizagdo a solugdo foi agitada
magneticamente por um periodo entre 24-120h. O pH da solucdo de quitosana foi ajustado para 4
com uma solu¢do de 0,5 molar de NaOH. As misturas de QUI e genipin, bem como de quitosana
pura, foram vertidas em placas plésticas e secas a 40° C em estufa por 48h. A reticulagao foi

realizada pela adicao de 0,5% e 1% (em massa) de genipin em relacdo a quitosana.
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Para caracterizar a presenga de grupos quimicos nos materiais ¢ filmes obtidos foi realizada analise
de espectroscopia de infravermelho (FTIR) usando o modos de ATR (reflexdo total atenuada). Os
espectros foram obtidos na faixa de niimero de onda de 4000 a 650 cm™ durante 60 varreduras, com
resolugio de 2 cm™ (Paragon 1000, Perkin-Elmer, USA). Os espectros de FTIR foram normalizados

e as bandas de vibragdo foram associadas aos principais grupos quimicos.

A caracterizacdo de quitosana em p6 também foi realizada por espectroscopia de infravermelho
para determinagdo do grau de desacetilacdo. O grau de desacetilacdo ¢ imprescindivel para o
controle do tipo de quitosana obtida e controle das propriedades dos materiais produzidos a partir
dela. Existem divergéncias quanto as técnicas mais recomendadas para a verificagdo do grau de
desacetilacdo da quitosana. Dentre as técnicas utilizadas tem-se, por exemplo, titulometria
potenciométrica, espectroscopia de infravermelho, ressondncia magnética nuclear. Entretanto, o
infravermelho tem sido a técnica mais empregada e mais aceita. A Equagdo (1) ¢ utilizada com

espectros de absor¢do de infravermelho para obtengao de grau de desacetilacao [10, 11,12].

GD =97, 67 - (A1/A2) Equacao (1)
Onde Al e A2 representam as absorgdes principais no espectro de infravermelho nas freqiiéncias

1655 ¢ 3450 cm’™' respectivamente, oriundas do espectro de quitosana [11].

A caracterizagdo por ensaio de intumescimento foi realizada com filmes de lecm? em 10mL de
solucdo de fosfato tampao, a temperatura ambiente. Utilizando a equagdo 2 obteve-se os resultados

para intumescimento dos filmes de quitosana reticulados e sem reticulacdo.
GI = (M; - M¢/M) x 100 Equacdo (2)

Resultados e Discussao

O espectro obtido a partir da quitosana em pé esta mostrado na Figura 1. Nesta curva as absorgdes
apresentadas com picos em 1321 cm™, 1260 cm™, 1379 cm™ correspondem as vibragdes de
dobramento das aminas que estdo detalhadas na Tabela 1, juntamente com as demais bandas
caracteristicas da quitosana. As vibragdes da ligacdo C-H correspondentes a estrutura sacaridea em
1154 cm™ € 896 ¢cm™ sdo também encontradas neste espectro. Observam-se, ainda, absorgdes entre
1100 e 1500 cm™. Elas sio muito discutidas pela literatura e representam o estiramento C-N

presente no carbono 2 do anel glicopiranosideo.
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A partir das intensidades das bandas de infravermelho nas freqiiéncias 1655 e 3450 cm™ (Al ¢ A2
na Equacao 1, respectivamente), foi calculado o grau de desacetilagdo médio deste polimero sendo
obtido o valor de (80+4)%, pelo método de espectroscopia de infravermelho proposto por Lima
(2005). Este resultado apresenta-se relativamente similar ao fornecido pelo fabricante (76%),

conforme indicado no procedimento experimental.
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Figura 1 - Espectro de FTIR de quitosana com grau de desacetilagao calculado em 80%.

Tabelal- Grupos caracteristicos no infravermelho para a quitosana [6, 12] onde v=estiramento; 6= dobramento.

Material Bandas (cm™) Grupos Associados
Quitosana 3570-3200 OH ligado: v
Quitosana 2955-2845 C-H (assimétrico): v
Quitosana 2878 C-H v (simétrico):
Quitosana 1658-1630 N-H: 8
Quitosana 1570-1515 N-H: 6
Quitosana 1465 ¢ 1423 O-H: 6 e CH; ( tesoura)
Quitosana 1406 - CH, (C=0)
Quitosana 1340-1250 ¢ 1379 C-N (terciaria): &
Quitosana 1321 C-N (primaria): v
Quitosana 1260 C-N (secundéria): v
Quitosana 1154 ¢ 896 C-O-C (estrutura sacaridea- B): v
Quitosana 890 C-N:veC-C:v
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A estrutura da quitosana estd mostrada na Figura 2(a) onde podem ser identificados os grupos
listados na Tabela 1 e verificados no espectro de infravermelho do material. Nesta Figura 2(b)
também estd mostrada a representacdo do genipin utilizado como agente reticulante cujos picos

caracteristicos antes e apos reticulagdo estao listados na Tabela 2.
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Figura 2 - Representagdo da formula estrutural (a) mondmero da quitosana e (b) molécula de genipin.

Tabela 2 - Grupos caracteristicos no infravermelho do genipin [12,14].

Material Bandas (cm™) Grupos Associados
Genipin 1000-1060 Alcool primario
Genipin 1270-1200 Ester: H-C-0-O-R
Genipin 1300-1170 Eter
Genipin 1300-1530 Anel Heterociclico
Genipin 1400-1450 fons carboxilatos
Genipin 1406 C=C
Genipin 1600-1700 C=C
Genipin 1750-1700 Ester: H-C-O-O-R
1270-1200
Genipin 2750-3000 C=C
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Os filmes constituidos de quitosana e reticulados apresentaram-se com maior estabilidade a
manipulagdo apods a reticulacao, tornando-se também materiais homogéneos devido as interagdes
quimicas estabelecidas pela adicdo do genipin que podem sem observadas através dos espectros

mostrados na Figura 3 onde se observam a quitosana reticulada e sem reticulagao.
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Figura 3 - Espectro de FTIR. (a) Filme de quitosana sem reticulante, (b) filme de quitosana com 0,5% de genipin ¢ (c) filme de quitosana com
1% de genipin.

Nos espectros da Figura 3, a absor¢do da banda em 1650 cm™ associada ao grupamento amida
aumenta da curva (a) para a curva (¢) com o aumento do teor de agente reticulante quando se
observa a quitosana sem reticulacio em relagio a quitosana reticuladas. A banda em 1064 cm™ ¢
resultante do estiramento C-O e a banda em 1406 cm™ ao estiramento do anel da molécula de
genipin (C=C). A vibragio na faixa de 1540 cm™ a 1560 cm™” é devida aos grupos amina
protonados e ao grupo acido carboxilico da molécula de acido acético. O estiramento do anel da
amina heterociclica aparece em 1340 cm™ e ocorre com aumento de absor¢do, para maiores
1

concentragdes de genipin [14]. O perfil tipico de polissacarideo ¢ mantido em 1150 cm™,

caracteristica de estiramento C-O-C.
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. . . . o . -1 .
A Figura 4 mostra o aumento na intensidade de vibra¢ao das amidas em 1540 cm™ e a Figura 5
a reducdo das aminas caracteristicas da quitosana em 1321 cm™, com aumento de agente
reticulante, onde as absorbancias foram normalizadas em relacdo & banda em 3276 cm’

associada ao grupo C-H [15].
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Figura 4- Intensidade das bandas das amidas formadas pela rea¢do de genipin cm quitosana para diferentes concentragdes de genipin nos filmes e
normalizadas pela banda 3276 cm™.
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Figura 5 - Intensidade das bandas das aminas formadas pela rea¢do de genipin cm quitosana para diferentes concentragdes de genipin nos filmes e
normalizadas pela banda 3276 cm™.

A Figura 6 mostra o ensaio de intumescimento em solugdo de fosfato tampao (PBS) de filmes de
quitosana sem reticulacdo e reticulados. Os resultados mostram que a reticulagdo ocorreu da
forma esperada. Isto porque o intumescimento diminui com o aumento da reticulagdo. As cadeias
de polimeros reticuladas diminuem sua mobilidade e se expandem menos em contato com

solvente, que as cadeias ndo reticuladas ou menos reticuladas. Para géis de quitosana durante o
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ensaio de intumescimento, é verificado que seu cardter iOnico serd um dos parametros

importantes a serem levados em consideragao durante a expansao dos géis.

Para géis i6nicos de acordo com a teoria de Flory-Huggins, a pressdo osmotica ird levar ao
intumescimento do gel que ocorre com a diferenca de concentragdo dos ions entre o gel e a
solugdo [3]. Assim quando se reticula com 0,5% de genipin alguns grupos amina protonados
(NH*" ) estardo reticulados e estes grupos sdo grupos que irdo interagir com os ions dissolvidos
(presentes no tampao fisioldgico PBS) e com a 4gua que solvata estes ions. Este fendmeno
promove o intumescimento observado das membranas. Portanto, quando a membrana ¢ menos
reticulada, por exemplo, com 0,5 % de genipin sobram mais grupos hidrofilicos, com NH>* na
membrana, para interagir com a agua e os ions do que com 1% de genipin. Por isso, os grupos
hidrofilicos estdo em menores quantidades com 1% . Acrescenta-se ainda que as cadeias
apresentardo menos mobilidade para se expandirem durante as interacdes. Este efeito depende do
tipo de reticulante pois pequenas quantidades do mesmo nao modificam muito o intumescimento,
porém o acréscimo de determinada quantidade mesmo que ndao muito superior, ird reduzir
bastante o intumescimento. Isto ocorre por causa de propriedades como hidrofilicidade e
eficiéncia do agente reticulante e ¢ verificado em trabalhos como o de Bispo e Ginani e

colaboradores [4,16].
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Figura 6 - Intensidade Intumescimento em PBS de filmes de quitosana: sem reticulag@o, com 0,5% de genipin,. com 1% de genipin.

Levando em consideragdo estes resultados e a investigacdo dos mecanismos de reagdo em meio

acido feitas por Butller e colaboradores [17] a sintese de quitosana reticulada por genipin pode
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ser representada conforme mostrado na Figura 10 onde as bandas

com o genipin formando amidas.
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Figura 6 -Reagdes de grupos aminas de polimeros como quitosana com genipin [17].

Conclusoes

Os espectros de infravermelho sugerem que a quitosana reagiu com o genipin para formar ligacdes

cruzadas. Isto é evidenciado com aumento da banda da amida para a reticulagdo da quitosana.

Baseado nestes resultados fica evidenciada a possibilidade de manipulagdo das propriedades do

polimero através da reticulagio com genipin viabilizando sua aplicagdo na producao de

biomateriais.
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