Lucia Helena Innocentini Mei

(Organizadora)

POLIMEROS DE FONTES
RENOVAVEIS

sintese, e aplicagdes na satide e no meio ambiente




Lucia Helena Innocentini Mei

(Organizadora)

POLIMEROS DE FONTES
RENOVAVEIS

sintese, e aplicacoes na satide e no meio ambiente

Autores:

Bernardo Castro Dominguez
Cristina Pontes Vicente
Emanuelle D. Freitas

Farayde Matta Fakhouri

Filipe Vargas Ferreira

Ivanei F. Pinheiro

fvi Martins De Carvalho

José Ignacio Velasco

Karine Cappuccio de Castro
Larissa Giorgetti Mendes

Liliane M.F. Lona

Lucia Helena Innocentini Mei
Maria Gabriela Nogueira Campos
Melissa G. A. Vieira

Meuris G. C. Silva

Monique de Alvarenga Pinto Cotrim
Raissa Antonelli

Rodrigo Lambert Oréfice
Roniérik Pioli Vieira

Tahmasb Hatami

BCCL/UNICAMP
2020



_ Catalogacéo na Publicagéo (CIP)
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura - BAE - UNICAMP

P759 Polimeros de fontes renovaveis: sintese e aplicagdes na satide e no
meio ambiente / Lucia Helena Innocentini Mei (Org.), et al —
Campinas, SP: BCCL/UNICAMP, 2020.
Recurso digital; il. (252 p.)

Publicacao digital (e-book) no formato PDF.
ISBN 978-65-87175-01-0

DOI: hitps://doi.org/10.20396/ISBN9786587175010

1. Polimeros. 2. Polimeros na medicina. 3. Polimeros - Aspectos
ambientais. I. Lucia Helena Innocentini Mei, 1953- (org.). II. Titulo.

CDD: 620.192

Bibliotecaria responsavel: Rose Meire da Silva CRB-8/5974

Esta obra esta licenciada com uma Licenca Creative Commons Atribuicido — Ndo Comercial — Compartilha Igual
4.0 Internacional.



https://doi.org/10.20396/ISBN9786587175010
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

FACULDADE DE
ENGENHARIA
QuiMmICA

UNICAMIP

POLIMEROS DE FONTES RENOVAVEIS

sintese, e aplicacdes na satde e no meio ambiente

O objetivo deste livro é levar ao publico académico e ndao académico, o
devido conhecimento sobre Biopolimeros e suas aplicacdes nas areas da
Saude e Ambiental. Conceitos sobre polimeros biobased e biodegradaveis
tem sido utilizados sem o conhecimento necessario para discernir sobre
guando e porque utiliza-los. Na mesma linha, muito se fala em Biomassa mas
pouco se divulga além das fronteiras académicas, o potencial que ela oferece
para se obter matérias-primas renovaveis que serao utilizadas na producgao
de bens de commodities e de produtos de alta tecnologia para utilizacao nas
areas Médica, Farmacéutica, Biomédica, Odontoldgica, Bioldgicas,
Engenharias (Materiais, Quimica, Alimentos, Ambiental, Civil, Agricola, etc.).
O campo é vasto e abordar sobre todos esses nichos exigiria uma Obra com
inumeros capitulos. Deste modo, no presente trabalho focamos alguns dos
temas relacionados a Biopolimero, com énfase nas definigdes corretas dos
polimeros Biobased e Biodegradaveis, Métodos de sintese para obtenc¢ao de
estruturas moleculares controladas, Nanotecnologia e saude, Sistemas de
Liberacao de Farmacos e Modelagem, Polimeros avancados para aplicagdes
Biomédicas, Celulose bacteriana e aplicacdes na saude, Nanocristais de
celulose como reforcos em compdsitos, Biopolimeros na area de embalagens
e, por fim, Biopolimeros para tratamento e purificacdo de dgua.




"O preco do sucesso € o trabalho arduo, a dedicacdo ao trabalho em questdo e a
determinacdo de que, se vencermos ou perdermos, aplicamos o melhor de n6s mesmos a

tarefa em questéo".

Vince Lombardi
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PREFACIO

A conversdo de biomassa em matéria prima para obtencdo de novos produtos, que atendam
ao apelo sustentavel, tem se tornado objeto de atengdo por pesquisadores no mundo todo. A
denominada Quimica Verde tem ganhado folego com novas descobertas de moléculas que
servem como material de partida para a producdo de polimeros e biopolimeros de fontes
renovaveis, alguns com propriedades similares aos tradicionais obtidos do Petr6leo como
fonte fossil. A obtencdo de polimeros de origem animal ou vegetal, existentes na natureza,
ja é fato conhecido e suas aplicagdes, in natura ou ap6s modificacBes quimicas, abrangem
um grande leque dentro da area ambiental e da saude. Na area ambiental, eles tém sido cada
vez mais procurados para substituir outros plasticos em aplicac@es que tem impacto direto
no ambiente, como o acimulo de plasticos sem o devido encaminhamento para um destino
final correto, ou como agentes de limpeza de aguas contaminadas. Conhecer as fontes
naturais existentes na Biomassa brasileira, que fornecem matérias primas para a sintese dos
polimeros biobased e /ou biodegradaveis, para as mais variadas aplicacGes, é de
fundamental importancia e incentiva a descoberta de outras novas fontes ainda
inexploradas. A exploragdo da Biomassa brasileira tem fornecido um leque enorme de
possibilidades de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos, visando aplicacdes

nobres, como na area Ambiental e Biomédica.

Neste livro participam varios cientistas e pesquisadores, incluindo quimicos engenheiros
qguimicos, engenheiros de alimentos e bidlogos, que trabalham com polimeros biobased,
biodegradaveis e biocompativeis, envolvendo temas da atualidade. Cada um contribui com
seus conhecimentos, fazendo um apanhado geral da literatura e utilizando uma linguagem

acessivel aos leitores, principalmente principiantes no tema geral.

Sao abordados temas como polimeros biobased, biodegradacdo, sintese controlada de
polimeros, celulose bacteriana, nanocristais como agentes de reforco em matrizes
poliméricas, nanotecnologia e saude, polimeros avancados, liberagdo controlada de

matrizes poliméricas e modelagem, biopolimeros em embalagens, principais ensaios



bioldgicos realizados in vitro utilizados para testes de biopolimeros, utilizagdo de
biopolimeros para tratamento de agua.

A experiéncia dos pesquisadores que participam deste livro, cada um com sua propria visao
é repassada com intuito de mostrar como os biopolimeros, biobased e/ou biodegradaveis, e
biocompativeis podem ser obtidos e empregados com éxito nos diversos setores da salde e
do meio ambiente. Ressaltamos que 0 assunto € inesgotavel e novas matérias primas
renovaveis tem surgido da Biomassa, ampliando o leque de novos produtos a base de

biopolimeros e de suas aplicacdes.

Ao conhecer mais sobre os biopolimeros e suas varias aplicacdes, o leitor podera fazer
parte deste universo, contribuindo com a disseminacdo correta dos temas e/ou com
pesquisas que visem a saude, 0 bem-estar social e a preservacdo ambiental. Ressalta-se que
a multidisciplinariedade deste tema tem contribuido para a criacdo de grupos de cientistas
de diversas formacfes, como engenheiros, bidlogos, ambientalistas, quimicos, médicos,
biomédicos, farmacéuticos, dentre outros, impulsionando assim as pesguisas rumo a um

futuro sustentavel bastante promissor.
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Capitulo 1

Polimeros Biobased: Definicdo, Origem, Matérias-Primas e Aplicacdes

Lucia Helena Innocentini Mel

Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

1. Introducéao

De inicio, define-se Polimero como uma macromolécula produzida naturalmente, ou
pelo Homem, a partir de pequenas moléculas denominadas de “mondmeros”. A ligagdo
quimica covalente de varios monémeros iguais, na maioria das vezes por meio de reacGes
qguimicas conhecidas como Policondensacdo ou Poliadicdo, dara origem a macromoléculas
com massa molar superior a 10* g/mol. Varias técnicas sdo utilizadas para a sintese de
Polimeros e serdo apresentadas em outro capitulo deste livro.

Nos ultimos anos tem aumentado 0 numero de pesquisas e O consequente
desenvolvimento de polimeros biobased (ou de base bioldgica) em diversas areas, incluindo-se
as de Engenharia Biomédica, de Medicina e Farmécia, de Engenharia de Materiais, de
Transporte e Logistica, Agricola, de Cosméticos, dentre outras. O principal interesse no
desenvolvimento de “Polimeros BIOBASED” ou “de origem biolégica” nasceu de sua
caracteristica impar de sofrer biodegradacdo, o que vem conquistando o publico voltado a
defender o ambiente e os residuos nele gerados. A industria de plasticos de commaodities, por
exemplo, vem mudando gradativamente e estd cada vez mais preocupada em atender 0s
usuarios que defendem a producao que privilegia a sustentabilidade. Deste modo, as pesquisas

estdo voltadas ao desenvolvimento de produtos biobased com as mesmas caracteristicas e
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propriedades que seus similares de fontes ndo renovaveis, ja existentes no mercado. Alguns ja
estdo sendo comercializados no mercado mundial e muitos outros estdo em fase de pesquisa e

desenvolvimento.
1.1 Polimeros biobased

S&o polimeros oriundos de fontes renovaveis existentes na natureza, sendo alguns
biodegradaveis e outros ndo biodegradaveis. Eles devem conter uma fragdo de seu contetido de
carbono oriundo de materiais de fontes bioldgicas ou agricolas, denominado carbono
biobased, medido por procedimento regido pela Norma-padrdo ASTM D-6866.

O mercado crescente dos Biobased se deve ao anseio e a necessidade do mercado em
substituir os polimeros de fonte fossil. O nimero de citagdes e Patentes sobre esse tipo de
Polimeros tem aumentado significativamente desde a década de 1990, segundo fontes da
literatura.* 1sso se deve & preocupacéo cada vez maior pela reducio da emisséo de diéxido de
carbono (CO;) e pela reducdo de fontes fosseis. Adicionalmente, paises que adotaram uma
politica ambiental rigorosa, como Estados Unidos e Comunidade Europeia, tém concentrado
esforgos e criado legislacdes voltadas ao uso de matéria-prima e desenvolvimento de produtos
Biobased.

A primeira fase da exploracdo dos polimeros Biobased foi focada na sua similaridade
com os polimeros convencionais existentes. A atencdo foi voltada a obtencdo de polimeros
oriundos de produtos agricolas como o milho, a batata, dentre outros produtos naturais da
familia dos carboidratos. Entretanto, com o aumento das pesquisas foi possivel obter pelo
conhecimento da Biotecnologia, mondmeros e polimeros derivados de processos
fermentativos utilizando microrganismos (bactérias) de diferentes fontes naturais.
Microrganismos ja conhecidos e dos quais falaremos mais tarde, quando alimentados com
compostos naturais (denominados mondmeros) sdo capazes de sintetizar macromoléculas
poliméricas, como o caso da familia de polimeros conhecida como Polihidroxialcanoatos —
PHAs. Outros sintetizam mon6meros que posteriormente serdo transformados em polimeros
pela acdo do Homem, como o caso do acido latico que dara origem ao Poli(acido latico) —

PLA e seus derivados. Portanto, os polimeros biobased podem ser agrupados em trés classes:
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* Polimeros diretamente extraidos da biomassa (animais e plantas) e usados como obtidos ou
modificados para posterior utilizacdo (celulose, amido, lignina, quitina, alginato, dentre
outros).

* Polimeros totalmente sintetizados por microrganismos alimentados com substratos
renovaveis, como &cidos graxos e despojos organicos. Exemplos muito conhecidos desses
polimeros s&o os da familia dos poli(hidroxialcanoatos) — PHAS.

* Polimeros sintéticos como poli(acido latico) — PLA, poli(butileno succinato) — PBS, bio-
poliolefinas, bio-poli(etileno tereftalato) — bio-PET, cujos mondmeros vieram de fontes

renovaveis.>*

Devido ao grande nimero de polimeros biobased existentes, serdo abordados apenas alguns
cujas aplicacOes estdo voltadas com mais énfase para a area médica, interessada no uso de
novos biomateriais que apresentem biocompatibilidade, biodegradabilidade e facilidade de
processamento. Entretanto, muitos sdo também utilizados em outras areas importantes,

incluindo as de Engenharia, Embalagens, Transporte, etc.

1.2 Biobased derivados de microrganismos por via fermentativa-poliésteres

Nesta classe, sera dada énfase aos polimeros mais pesquisados e ja em comercializacdo
por alguns paises, principalmente europeus. Todos o0s trés tipos aqui apresentados pertencem a

familia Poliéster.

1.2.1 Polihidroxialcanoatos — PHAS e derivados

Dentre os polimeros poliésteres Biobased derivados de microrganismos, 0
Polihidroxibutirato — PHB se destaca por ser o elemento mais simples da familia dos
Polihidroxialcanoatos — PHAs. Foi descoberto pelo pesquisador Maurice Lemoigne na década
de 1920, quando trabalhava com a bactéria Bacillus megaterium. Atualmente ja se conhece
uma variedade de bactérias capazes de acumular PHB e outros poliésteres dessa familia, no
seu ambiente intracelular, como fonte de carbono e energia.’> As fontes de carbono, utilizadas
pelas bactérias para se alimentar e se reproduzir, séo variadas e incluem, por exemplo, 6leos

vegetais, restos organicos, celulose, etc., que vao dar origem a diferentes tipos de PHAs.
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Devido a sua alta massa molar, o polimero ndo consegue atravessar a parede celular do
microrganismo e, desse modo, se acumula em seu interior, exigindo a intervencdo de
engenheiros de processo para extrai-lo e 15eteroat-lo posteriormente para utilizacdo em varios
setores. O polimero assim produzido é, posteriormente, extraido com solvente, precipitado
com alcool (p.ex., metanol) e purificado.® Inicialmente eram utilizados como solvente a
acetona ou o cloroférmio, porém o apelo da Quimica verde tem contribuido para o
desenvolvimento e a utilizacdo de solventes ndo clorados, como propileno carbonato (CP) ou
misturas como acetona/etanol/propileno carbonato e metil etil cetona, conforme relatado na
literatura.”® Por sua vez, os detritos gerados no processo s&o removidos por processo de
separagdo solido-liquido.

Com o avango das pesquisas, varios mondmeros que sdo utilizados por bactérias para
produzir PHAs ja foram identificados.” Essa diversidade permite a obtencdo de varias
estruturas poliméricas com propriedades caracteristicas e diferenciadas que permitem
aplicacdes diferentes e especificas. Poli(3-hidroxibutirato) — Poli(3HB), por exemplo, tem
propriedades térmicas e mecanicas similares a dois polimeros bem conhecidos no mercado, ou
seja, poliproplieno e poliestireno.’ Entretanto, sua utilizagdo s6 é possivel se forem feitos
ajustes na sua composicdo final, uma vez que parametros importantes como janela de
processamento estreita (faixa de temperatura estreita entre a sua fusdo e a sua degradacéo),
tendéncia para fluir, cristalizacdo lenta e alta, limitam seu uso.*!

Um dos ajustes bem conhecidos na area de polimeros e gque foi adaptado ao PHB, foi a
insercdo de um segundo mondmero na sua cadeia (3-hidroxivalerato) para formar copolimeros
em proporc¢des variadas (de 5 a 20%), permitindo consolidar sua entrada no mercado mundial
de plasticos biobased. Exemplos de alguns PHAs sdo: Poly(3-hydroxibutirato-co-3-
hydroxivalerato) -  Poly(3HB-co-3HV) ou PHBV, Poly(3-hydroxibutirato-co-4-
hydroxivalerato) — Poly(3HB-co-4HV), Poly(3-hydroxioctanoato-co-hydroxihexanoato) —
Poly(3HO-co-3HH), Poly(3-hydroxibutirato-co-3-hydroxihexanoato) — Poly(3HB-co-3HH),
etc. Devido a introdugdo de outro mondmero, como no caso do poly(3HB-co-3HV), foi
possivel obter um derivado de PHB menos cristalino, menos rigido e fragil, com maior
elasticidade e dureza, se comparado ao PHB, que ainda conservou sua caracteristica de
biodegradabilidade e permitiu sua extrusdo e obtencdo de filmes soprados. Com essas

adequacdes nas composicBes dos monémeros e aditivos, € possivel termos hoje PHAs que
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apresentam temperaturas de transicdo vitrea (Tg) e temperaturas de fusdo Isso que variam
largamente de -40 a 5 °C e de 50 a 180 °C, respectivamente.’? Os polihidroxialcanoatos —
PHAs, seus copolimeros e blendas (misturas de polimeros) podem ser utilizados como
materiais de implantes biomeédicos e outras aplicacGes. Alguns tipos de PHAs e suas
aplicacBes sdo citados por vérios pesquisadores, na Tabela 1.1+

Importante a esta altura definir a palavra inglesa “Scaffold”, adotada correntemente em
trabalhos cientificos escritos na lingua portuguesa. Scaffold pode ser definido como um
material poroso solido, designado para exercer as funcdes de (a) promover interacdes entre o
biomaterial e células nele depositadas, bem como adeséo celular e funcionar como matriz para
depdsito extracelular (em inglés ECMD), (b) permitir transporte de gases, nutrientes e fatores
reguladores que permitem a sobrevivéncia das células, sua proliferacdo e diferenciacdo, (c)
minimizar inflamacd@es, (d) desintegrar numa taxa proxima a taxa de regeneracao do tecido de

interesse. ™

Tabela 1: AplicacGes de alguns polihidroxialcanoatos (PHAS) na area biomédica.

Tipos de PHA Aplicacbes

Poli(3HB), poli(3HB-co- | Scaffolds (suportes), regeneracao de pele e nervos,

3HHX) construcdo de esoéfago artificial, tecidos moles, dispositivos
blendas de liberacéo lenta de drogas, etc.'**®
mcl-PHA/scl-PHA Engenharia de tecidos cardiacos, cosméticos, liberacao

lenta de drogas, etc.'*%

Suporte de valvulas cardfacas, aditivo de alimentos.*®%*

Poli(4HB), Poli(3HO)

Vélvula cardiaca artificial, remendos de reparo do trato
gastrointestinal, suturas, dispositivos de liberacao
controlada, etc.>>°

Poli(3HB-co-4HB),
Poli(3HB-co-3HB)

Vasilhas de shampoo e cosméticos, containers de
Poli (HB), Mirel P103 alimentos, copos e outras aplicacdes e mercado.**

(mcl-PHA = PHA de cadeia média; scl-PHA = PHA de cadeia curta)
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E possivel manipular a composicio dos PHAs para obter propriedades desejadas como,
por exemplo, biocompatibilidade e tempo de degradacdo de dispositivos de liberagdo
controlada de medicamentos em ambientes desejados. As potenciais aplicacdes dos PHAs a
serem exploradas permanecem a disposicao dos pesquisadores que atuam nesta e em outras

areas.
1.2.2 Poli(acido latico) e derivados

Outro poliéster biobased de grande importdncia e mais amplamente usado na
atualidade ¢é o Poli(acido latico) e seus derivados. Trata-se de um poliéster alifatico que ja €
conhecido desde 1845, porém s6 comecgou a aparecer no mercado no inicio da década de 1990.
Seu monémero € o &cido latico ou &cido hidroxicarboxilico, que pode ser obtido pela
fermentacdo bacteriana alimentada por fontes renovaveis como amido ou outros
polissacarideos contendo agUcares, disponiveis em milho, beterraba, cana-de-acucar, batatas e
outras biomassas.>**® Sua estrutura quimica permite que sejam obtidos dois tipos de isémeros,
ou seja, L-acido latico e D-acido latico, que dardo origem aos polimeros PLLA e PDLA,
respectivamente. A presenca de iguais quantidades de L- e D-&cido latico leva ao meso-acido
latico ou PDLLA. Ressalta-se que a forma do L-acido latico, obtida por via fermentativa, € a
predominante. Embora PLA possa também ser obtido por sintese quimica, a fermentacao
microbiana tem suas vantagens, como a escolha da bactéria que produz somente um tipo de
isdbmero que resultard num acido latico puro e a maior quantidade de produto obtida. Também
por essa via de producéo de acido latico, podem-se utilizar substratos renovaveis, muitas vezes
oriundos de residuos agricolas ou industriais, e temperaturas abaixo de 50 °C, levando a
economia no consumo de energia.**3° PLA nivel comercial é constituido de um copolimero de
PLLA com PDLLA."

A sintese quimica do PLA se da por duas vias, ou seja, por reacdo de policondensacéo
direta dos monoémeros de &cido latico; e por reacdo de abertura de anel, formado pela reacdo
de condensacdo entre duas moléculas de acido latico (anel de dimero lactideo). A primeira
apresenta a dificuldade de retirada de 4gua durante o crescimento das cadeias polimeéricas. A
segunda ndo apresenta esse inconveniente, pois ocorre a partir dos dimeros lactideos e

catalisador via reagdo de abertura do anel dimérico.* Em outro capitulo deste livro serfo
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abordadas as reacbes de formacdo de polimeros com mais detalhes. Entretanto, é importante
adiantar que as propriedades finais do Poli(4cido latico) produzido variardo em funcéo da
razdo de D e L. Um exemplo é a temperatura de fusdo do PLA, que aumentou de 125 para 178
°C quando aumentou a quantidade de monémero L no PLA de 80 até 100%,
respectivamente.*?

Quando comparado a outros polimeros termoplésticos, o PLA tem uma temperatura de
transicdo vitrea (Tg) alta, ao redor de 63 °C, e apresenta uma temperatura de fusdo baixa,
proxima de 170 °C. Além disso, sua cristalizacdo é lenta e ocorre entre 80 e 140 °C, sendo
obtida normalmente no estado amorfo em taxas de resfriamento altas; porém, se melhores
propriedades mecanicas e resisténcia térmica sdo desejaveis, um “annealing” ap0s um
processo de injecdo de uma peca é recomendado.** Quando no estado semicristalino, 0 PLA
apresenta médulo de elasticidade (E) em torno de 3 a 4 x 10° Mpa, forca eléstica entre 50 e 70
Mpa e elongagdo na ruptura variando de 2 a 10%.**

Mudancas nas propriedades indesejadas do PLA, como fragilidade e instabilidade
térmica, podem ser feitas para ampliar suas aplicacdes. Assim, o uso de plastificantes como
glicerol, ésteres de acidos graxos, citratos, ou formacdo de blendas (misturas) com outros
polimeros como o poliéster da caprolactona ou 18eteroatomos18es18 (PCL), poli(éxido de
etileno) — PEO, poli(etileno glicol) — PEG podem melhorar o desempenho do PLA. E possivel
aumentar a estabilidade térmica, mecanica e resisténcia a degradacdo hidrolitica de PLA
introduzindo-se cargas inorganicas como, por exemplo, Montmorillonite (MMT), silica, e
outras.**>*

O potencial do PLA em substituir polimeros ja estabelecidos no mercado, como o
poli(etileno tereftalato)-PET, o poliestireno-PS e o policarbonato-PC, tem sido bastante
explorado para além da area médica, como as areas de embalagens, eletronica e automotiva™.

Na Tabela 2 que segue, notamos algumas aplicagdes de PLA, seus copolimeros e blendas:

Tabela 2: Algumas aplicacdes de Poli(acido latico) — PLA e seus derivados.

Polimeros Aplicacoes
PLGA/PGA Substituicdo de valvula pulmonar ovina.
PLA/Quitosana Carreadores de drogas/Dispositivos de liberagéo.
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PLA/PLGA/Quitosana/PLA
PLGA e copolimeros Suturas degradaveis.
PLA/HA compositos Scaffolds (arcaboucos) porosos para aplicacdes celulares.
PLA-CaP Dispositivos de fixagao de 0sso, placas, pinos, stents,
parafusos, fios, aplicaces ortopédicas.
PLGA-CaP _ _ _
Recobrimento de implantes metalicos.
PDLLA Uso em terapia genética baseada em células para
tratamento de doencas vasculares, tecidos musculares,
PLA/PLGA regeneracdo de 0sso e cartilagem, etc.
PLA e suas blendas Filmes para embalagens, containers de commodities,
celulares, tapetes, partes internas de automoveis, etc.
PLA Aplicacdes téxteis.
Cosmetologia: agente de volume, agente de correcao
PLLA
macular, etc.

Adaptada de Babu et al. (2013).

Destaca-se que o PLA, considerado um dos principais derivados quimicos da
biomassa, tem um papel fundamental para o futuro das biorrefinarias. Sua producdo ja é
considerada de baixo custo, apresenta alto rendimento e pode ser obtido 0 ano todo uma vez
gue 0s microrganismos podem ser alimentos por insumos renovaveis e baratos, como o agucar

de cana, bastante abundante no Brasil.

1.2.3 Polibutileno succinato — PBS e derivados

Assim como PLA e seus derivados, outro poliéster que esta sendo potencialmente
explorado é o Polibutileno succinato — PBS, outro poliéster alifatico semicristalino,
semelhante ao PET em propriedades. Assim como PLA, o PBS pode ser produzido via

derivados de petroleo ou por rota fermentativa para produzir polimero biobased. Além de
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apresentar alto ponto de fusdo, superior ao PLA, esse polimero apresenta propriedades
térmicas e mecanicas que variam em funcao do seu grau de cristalinidade.”® Sua cristalizac&o e
suas propriedades mecanicas tém muita semelhanca com o polietileno, apresentando boa
resisténcia ao impacto e a tracdo e moderadas dureza e rigidez. Sua Tg é detectavel abaixo de
zero grau (~32 °C) e sua Tm ocorre acima de 100 (~115 °C). Se comparado ao PLA, possui
menor rigidez e mddulo de elasticidade (E); entretanto, sua versatilidade para ser obtido com
diferentes composi¢cbes monoméricas torna viavel a producdo de PBS com propriedades
adequadas a certas aplicagdes.””*® Assim, copolimeros de PBS com mondmeros do &cido
adipico tém resultado num material (PBSA) menos cristalino e mais flexivel, proprio para
utilizacdo em embalagens.”®®® Algumas aplicacdes desse polimero biobased estdo resumidas

na Tabela 3 que segue.

Tabela 3: Alguns Polibutileno succinato-PBS e misturas.

PBS Aplicacoes

PBS/PLA Materiais médicos, fibras, loucas, filmes de embalagens.>” %

PBSeblendas | Sistemas de encapsulagdo de drogas.®

AplicagBes comerciais na area Agricola, Pesca, Florestal,
Construgao, etc.®

PBS/Amido Filmes de barreira.®*
PBSe Aplicacdes industriais.®>
copolimeros

Aplicaces ortopédicas.®’

PBS - iondbmeros
Adaptada de Doug (2010).%®

A producdo do acido succinico, que faz parte do monémero do PBS junto com 1,4-
butanodiol, é bastante atrativa se comparada aos processos quimicos de obtencdo deste
polimero, uma vez que utiliza fontes renovaveis e reduz o gasto de energia. Por esse motivo,
varias companhias pelo mundo estdo investindo nessa rota, como a Mitsubishi no Japéo que se

aliou a Ajinomoto na comercializagdo de PBS-biobased. Outras companhias incluem a
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Myriant e Bioamber, Basf (Alemanha), DSM (Holanda), SK Chemicals (Coreia) Dupont de
Nemours (EUA), etc.®

A fonte renovavel usada para obtencdo de matéria-prima biobased é a glucose de
fontes renovaveis para originar &cido succinico, que posteriormente sera reduzido
quimicamente para a producdo de butanodiol. A sintese do polimero seguira via
policondensacdo convencional. OpcGes de utilizacdo de outros &cidos renovaveis além do

succinico sdo possiveis, tais como o &cido adipico e o sebacico.”

1.3 Polissacarideos Biobased

Polissacarideos (Poliaclcares) sdao compostos biobased formados por ligacbes
glicosidicas de monossacarideos (agUcares simples, como glucose). A forma como o0s
mondmeros se conectam pode originar diferentes moléculas; ou seja, podem-se obter cadeias
lineares e/ou ramificadas. Exemplos de polissacarideos sio Amido, Quitina/Quitosana, Acido
hialurdnico, Alginato, Dextrana e Pululana, dos quais falaremos a seguir. Entretanto, ressalta-
se que ndo serdo discutidos todos, uma vez que a ideia é definir e mostrar essa classe de

biobased e algumas de suas aplicacdes importantes.” "

1.3.1 Amido

Este polimero biobased se constitui num carboidrato encontrado em abundéancia na
natureza, resultante da fotossintese de plantas e ja& bem conhecido na literatura. Apresenta-se
na forma de granulos discretos e pode ser extraido de varias fontes como batata, milho, trigo,
mandioca, arroz, dentre outras, com potenciais fontes ainda ndo exploradas. Seus componentes
polissacarideos principais sdo a amilose [a-D(1-4 glucano)], de cadeia linear, e a amilopectina
[(a-D(1-4 glucano), com ramificagdes a-D(1-6 glucano)], de cadeia ramificada e responsavel
pela sua cristalinidade. A variacdo nas proporcOes desses dois componentes dependera da
fonte de onde 0 amido for extraido.”""?

Uma das comercializa¢gdes mais importantes de amido na area de Polimeros (Plasticos)
é sua versao plastificada, conhecida como amido termopléstico (TPS), permitindo que seja

processado sozinho ou em combinagdo com outros polimeros de fontes renovaveis ou fosseis.
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Devido a variacdo de Tg do amido, na faixa de aproximadamente -50 °C a 110 °C, suas
propriedades termomecénicas variam significativamente, podendo ser controladas em parte
pelo uso de plastificantes.”® A plastificacdo do amido é um processo que ocorre apés sua
gelatinizacdo, ou seja, processo de destruicdo de sua estrutura granular que da origem a uma
matriz polimérica viscoelastica amorfa para obtencdo do amido termoplastico (TPS). A
plastificacdo é feita pela adi¢do de substancias (plastificantes) que se inserem entre as cadeias
do polimero, impedindo sua reestruturacdo e a consequente formacdo de um polimero com
maior cristalinidade e propriedades termomecéanicas ndo desejaveis, para aplicacBes em
engenharia. No caso do amido, compostos com alta afinidade com sua natureza hidrofilica e
com baixas massas molares, como aminas e poliois, sdo utilizados para aumentar a mobilidade
e conferir flexibilidade as suas cadeias, além de diminuir sua Tg e cristalinidade.”*” Na
Tabela 4 encontram-se resumidas algumas das muitas aplicacbes do amido, focando apenas

trés areas: Alimentos, Agricultura e Médica.

Tabela 4: Algumas aplicacGes de amido.

Area Aplicagbes

Alimentos Industria de bebidas e alimentos em geral,
embalagens flexiveis e rigidas, filmes comestiveis,
espumas expandidas, cutelaria descartavel,
bandejas, copos, aglutinante de compensados de
madeira, racdes animais, etc.’®"®

Agricultura Cobertura de estufas e de plantas, dispositivos
de liberagéo controlada de fertilizantes, tubetes
para plantio de mudas, etc.3°%

Medicina Scaffolds para crescimento de tecido 6sseo,
dispositivos de liberagdo controlada de
medicamentos, hidrogéis altamente hidrofilicos
para fraldas descartaveis, células artificiais
vermelhas do sangue, etc.®”%*
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Uma das aplicagcbes mais recentes e bem-sucedidas de amido, na éarea de cicatrizagdo de
feridas, foi relatada por Waghmare et al. (2018).%> Esses pesquisadores eletrofiaram uma
mistura (blenda) de amido e poli(alcool vinilico) para utilizacdo no crescimento de células
fibroblasticas L929 de rato, que ocorreu sem aparecimento de efeitos tdxicos do material
desenvolvido. Desse modo, abriu-se mais um campo novo para aplicacdo desse polimero

biobased, biocompativel e biodegradavel.
1.3.2 Acido Hialurdnico — HA

Este polissacarideo polianidnico estd presente no fluido corporeo de todos os
vertebrados superiores e no fluido 23eteroat, ajudando a manter a estrutura das células e a
umidade da pele.®** Na pele, ele colabora com cerca de 50% do total de todo HA do corpo e,
além do liquido 23eteroat, ele faz parte do humor vitreo, corddo umbilical, tenddes, juntas,
pleura, pericardio, etc.®

Comercialmente, ele pode ser obtido de corddao umbilical, pele, crista de galo ou
mesmo por fermentacéo bacteriana. Ele tem papel de extrema importancia em processos que
ocorrem no organismo como 23eteroato, angiogénese e inflamacdo. A sua estrutura
polissacaridica é linear, cujo mondmero de origem é um dissacarideo de N-acetil D-
glucosamina e 4cido D-glucurénico, com alta massa molar, da ordem de 10° -10" g/mol, que
Ihe confere alta viscosidade e poder de lubrificacdo. Assim, este polimero biobased é indicado
para conferir elasticidade a pele e também para conferir resiliéncia as compressdes da
cartilagem, sendo aplicado na forma de inje¢des intra-articulares no tratamento da osteoartrite
precoce de joelhos.'®®® Como todo polimero, sua massa molar pode influenciar suas
propriedades reoldgicas, seu tempo de meia-vida e suas funcgdes bioldgicas. Exemplo disso sdo
as propriedades anti-inflamatéria e de mucoaderéncia que s6 ocorrem quando o acido
Hialurénico (HA) possui altas massas molares. Uma desvantagem de HA é sua alta
solubilidade em &gua que limita sua aplicacdo em engenharia de tecidos, a menos que
modificacbes na cadeia do polimero sejam feitas, tais como reticulagdes, grafitizacGes,
introducdo de novos grupamentos quimicos (tiois, metacrilatos, etc.), para modificar seu grau
de hidrofilicidade.*

Como polieletrdlito, as propriedades reolégicas do HA em solucdo sofrem grande
influéncia do pH, da temperatura e da forga ibnica da solugdo. Quando tais parametros
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aumentam, sua alta viscosidade diminui significativamente como sinal do enfraquecimento
das interacBes entre cadeias.'® Particularmente, o &cido hialurénico é muito sensivel ao pH em
virtude das forcas de atracdo e de repulsdo entre as cadeias, que variam com este parametro.'*
Em ambiente muito alcalino (pH > 11) ou muito &cido (pH < 4), ocorre a degradacdo do HA
por hidrélise; assim, tanto o caréater eletrolitico quanto as diferentes estruturas que o poli(acido
hialuronico) assume, em diferentes valores de pH, respondem pelo seu comportamento
reolégico.1°3’105‘1°6'110

O perfil pseudoplastico exibido pelo HA se deve a quebra de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares e as interacGes apolares em taxas de cisalhamento crescentes. Quando as
taxas aumentam, as cadeias do polimero se alinham na linha de fluxo e, assim, diminui a
viscosidade do sistema; com isso, a manipulacdo da solucéo € facilitada para certas aplicacoes,
como eletrofiacdo, por exemplo. No entanto, o sistema é restaurado quando a taxa de
cisalhamento é diminuida ou cessada, devido ao comportamento tixotropico desse polimero.'*

O crescente interesse em HA, por farmacéuticos, médicos, industria alimenticia e de
cosméticos, entre outras, foi estimado pelo mercado global em 2016 em aproximadamente
US$ 7 bilhdes, com estimativa para crescer o dobro em 2025.2 Isso se deve & suas
caracteristicas anti-inflamatdria, cicatrizante de feridas e imunossupressora, aliadas a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade, viscoelasticidade, lubricidade,
dentre outras caracteristicas atraentes. Com isso, 0 interesse na producdo desse produto
biobased tem crescido exponencialmente.™* Entretanto, a otimizacdo dos processos de
obtengdo de HA, que satisfaca os requisitos de alta qualidade e pureza, baixo custo e grande
oferta, tem sido um desafio.****** A producéo atual de &cido hialurdnico é baseada em
fermentagdo microbiana, biocompativel com o corpo humano devido a forte semelhanca
estrutural entre as diferentes espécies.’***** Inicialmente produzido com as linhagens A e C de
Streptococcus, outras bactérias foram testadas, dando origem a produtos comerciais ja
disponiveis no mercado global, abrindo campo para exploracdo de outros microrganismos
produtores de acido hialurénico e mesmo para a utilizacdo de enzimas que permitem obter um
produto com massa molar bem definida.*®*'® Na Tabela 5 encontram-se algumas das

principais aplicacdes de &cido hialurénico-HA.

Tabela 5: Algumas das principais aplicacdes de Acido Hialurénico (HA) e beneficios.
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Areas de
Aplicacéo

Exemplos de tratamentos e
Drogas associados ao HA

Beneficios

Sistemas
de
liberagéo
de drogas.

Sistemas
de
liberagéo
de drogas.

Pro-drogas:
Exedina'?; hidrocortisona, prednisona,

prednisolona, dexametasona'?’; P40'?*;
curcumina'?; Ilposomas123
Doxorubicina*®*; docetaxe'®

tratamento de feridas e queimaduras126
etc.

Drogas encapsuladas em
Nanoparticulas/doenca:
Dexametasona/Asma*?’;

valerato de betametasona/dermatite
Vitamina E/feridas'?;
outras/osteoartrite™*°

e cancer™M1* etc.

128

Drogas encapsuladas em
Nanoparticulas/para

tratar:

Ofloxacina™* e salbutamol
sulfate™**/doenca pulmonar;
suplementacdo 6ssea’®, etc.

Hidrogéis:

Liberacdo topica de anti-
inflamatérios**’,
Antibacterianos™®, anticorpos e
proteinas™™.

Potencial para aplicacfes
mtraoculares139
intratimpano®’, intra-articular
liberacdo cutanea140

138

- O maior beneficio:

auséncia de toxicidade quando
comparado a muitos sistemas
convencionais de administracao de

drogas.

Oncologia

Conjugados HA-antitumorais e sistemas

de liberacdo Controlada/drogas

- Resultados promissores segundo
muitas pesquisas e em fase de
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encapsuladas:
HA-Policaprolactona/naringenina®®***;
HA-Quitosana/5-fluoracil**;
Conjugados de HA-paclitaxel.****

otimizacdo para langar no
mercad0.133’141’142

Oftalmo Solugdes consistindo de HA ou - Protecéo e lubrificacéo dos tecidos
logia derivados como dos olhos, substituicdo de fluido
HA-etil éster de cisteina'*® e HA vitreo, auxiliar em intervengdes
reticulado com ureia.*** oculares cir(rgicas**, tratamento
da secura ocular. 147148
Urologia | HA puro ou conjugado com Sulfato de | - Terapia intravesical: a droga é
Condroitina ou alfabloqueadores.*****® | administrada diretamente na bexiga,
através de um cateter.
- Tratamento de recorréncias e
sintomas devido a cistite bacteriana,
protecdo da mucosa da bexiga. 4%
Rinologia | Spray nasal de solugéo salina - Tratamento de inflamag6es Nasais
e hipertonica e nebulizador com solugdo | e de doencas do pulmao, Rinite
Pneumo | viscosa de HA.**! alérgica, asma, fibrose cistica, etc.'*
logia 196
Ortopedia- | Injecdes intra-articulacbes de HA de - Absorcdo de impacto mecanico e
Artrologia | alta massa molar e seus derivados para | protetor antifriccdo de juntas

suplementacdo de material viscoso ja

existentes e comercializados no
160-162

mercado.

655935.98’157'158

- Restauracdo de fluido sinovial.*®
- Evita a degradacao da
cartilagem.!°%:162163

- Tratamento de artrite reumatoide e
osteoartrite, reduzindo as dores e
efeitos adversos.™®

1.3.3 Quitina e Quitosana

Segundo a literatura, a Quitina e seu derivado Quitosana sdo os polissacarideos

aminados mais abundantes e valiosos polimeros biobased extraidos de cascas de camardes e
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caranguejos. Entretanto, a producgdo de Quitina também é possivel por hidrolise enzimatica,
usando Quitina sintase, ou por fermentagdo; tais processos, porém, ndo sao economicamente
vidveis em escala industrial.®****> O polissacarideo Quitina e seu derivado Quitosana s&o
bastante explorados na literatura cientifica, em virtude da sua ampla faixa de utilizacdo que
deve ser ainda mais investigada.

Em sua maioria, 0s polissacarideos encontrados na natureza sdo neutros ou acidos;
porém, Quitina e Quitosana séo altamente basicos. O interesse comercial sobre esstes biobased
estd no seu alto teor de Nitrogénio, entre 5 a 8%, que torna a Quitina, por exemplo, um agente
quelante extremamente til. Entretanto, o carater hidrofébico da Quitina exige que esta seja
desacetilada para se obter a Quitosana, seu derivado policatiénico solivel em meio aquoso
acido. Como outros polimeros i6nicos, as propriedades de Quitosana sdo influenciadas pelo
pH, bem como de sua massa molar e, neste caso, de seu grau de desacetilacéo.

Importantes propriedades antifungicas e antimicrobianas exibidas por Quitosana inibem a
proliferacdo de muitos tipos de leveduras, bactérias e fungos. 1sso se deve a capacidade desse
27eteroatomos, quando em solucdo, de se ligar a superficie negativa das células dos
microrganismos impedindo-os de assimilar Ca*? e, assim, enfraquecendo suas membranas de
sustentacd0.'®® Como antimicrobiano, Quitosana tem efeito inibitério sobre muitas espécies
como: Candida albicans, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes. Esse papel é extremamente importante quando se trata de utilizacdo de Quitosana
para curativos e bandagens, pois muitos materiais podem causar toxicidade e atrasar a
cicatrizagdo da ferida ou mesmo desencadear uma resisténcia bacteriana. Portanto, o uso de
Quitosana nessas situacOes dispensa o uso de agentes antibacterianos e a troca das ataduras ou

mesmo de implantes.*®’

Além dessa funcdo importante, muitas caracteristicas apresentadas
pela Quitosana, como biodegradabilidade, absorcdo de agua, permeabilidade ao oxigénio,
coagulacdo sanguinea e indutor de Citocina, potencializam o uso desse 27eteroatomos como
material para obtencdo de scaffolds ou “arcabougos”.'®®® Muitas outras aplicacdes sdo
relatadas sobre o uso de Quitosana e/ou derivados, como ingrediente em formulagdes de
shampoo, enxaguantes, agentes de coloragéo de cabelo, itens de cuidados com a pele, etc.,
podendo competir com o &cido hialurénico em suas aplicacdes, a precos mais baixos.'”

Dentre as varias drogas que podem ser carreadas por matrizes de Quitosona, podem-se citar

27



algumas como Insulina, Doxorubicina, 28eteroatomo-HCI, Acido ascérbico, 5-fluoracil,

Paclitaxel, Diclofenaco sédico entre outras.*"**"*

1.3.4 Alginato

Este membro da familia dos polissacarideos é bastante interessante e muito utilizado
em aplicacdes biomedicas devido a varios aspectos como biocompatibilidade, baixa toxicidade
e custo relativamente baixo.'”® Sua estrutura revela um copolimero formado por unidades de
acido Manurdnico, que formam os denominados blocos M na cadeia, e de acido Glucurdnico,
que formam blocos G. Dependendo do processo de producdo do Alginato, o conteido M e G
varia, bem como seu tamanho (massa molar) e sua sequéncia nas cadeias, afetando as
propriedades fisicas do polimero e dos hidrogéis dele obtidos.

Diferentes derivados de Alginato, com variadas estruturas, propriedades e funcdes, podem ser
obtidos por modificacdes quimicas.'”**®° Adicionalmente, o Alginato apresenta a propriedade
de formar hidrogéis na presenca de cétions que complexam e reticulam as cadeias por meio
dos grupamentos carboxilatos presentes nos monémeros G. Portanto, o grau de reticulacdo
entre as cadeias do Alginato sera funcdo do teor de monémeros de acido Gulurdnico. Os
hidrogéis assim obtidos séo de grande aplicagdo na area biomédica, como a de transplante de
células e liberacdo controlada de medicamentos, desde que cuidados sejam tomados para nao
serem utilizados produtos contaminados com impurezas oriundas da extracdo do polimero das
fontes naturais.’®** A estrutura tridimensional dos hidrogéis de Alginato sdo altamente
porosas e favorecem o intumescimento das suas cadeias devido a presenca de grupamentos
hidrofilicos. Deste modo, o gel resultante pode acomodar por mais tempo um farmaco em seu
interior e retardar a sua liberagdo, mantendo o sistema de liberagdo controlada da droga por
mais tempo.'®**% A propriedade mucoadesiva do Alginato destaca esse polimero biobased em
importantes aplicagcdes no corpo humano, em diversos locais de tratamento, tais como bucal,
nasal, ocular, gastrointestinal e vaginal.****®® O contato altamente favorecido entre Alginato e
mucina (proteinas presentes no muco que cobre a superficie dos tecidos epiteliais) permite
uma adesdo mais prolongada de dispositivos de liberacdo controlada carreadores de farmacos,
no tratamento de distdrbios gastrointestinais, com destaque para dispositivos carreadores de
drogas instaveis ou que sdo sensiveis ao pH alcalino.®®**® Na Tabela 6, mostramos alguns

exemplos de polissacarideos e aplicacfes médicas comerciais.
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Tabela 6: Exemplos de aplicacdo de alguns polissacarideos biobased, principalmente de

origem Microbiana, focando a &rea médica.

Polissacarideo Fonte

Aplicacao

Acido Hialuronico | Streptococcus
sequisimilis/zooepidemicus;
Bacillus subtilis

- Feridas crénicas de dificil
cicatrizacao.

- Tratamento da osteoartrite: injecdo
intra-articular.

- Cirurgia oftalmica: substitui¢do ou
reposi¢ao do humor vitreo.

Quitina e Carapacas de crustaceos,
exoesqueletos de insetos e

Quitosana :
outros artropodes

Em engenharia de tecidos:

- Eletrofiacdo de scaffolds.

- Esponjas indutoras de formacao
Ossea e cartilagens.

- Particulas indutoras de tecidos de
cartilagem e osteocondral.

- Injetaveis para entrega de células
para recomposicéao de cartilagem.

Alginato Azotobacter vinelandii,

Pseodomonas aeruginosa

Agente desintegrante em
comprimidos; espessante,
estabilizador em suspensoes e
emuls@es farmacéuticas;

impressOes dentarias; protetor de
estdmago/antiacido (antirrefluxo);
microesferas para entrega de drogas;
fibras em curativo hemostatico de
feridas e ataduras.

Dextrana Leuconostoc mesenteroides

- Potencial uso para dispositivos
imunogénicos carreadores de drogas e
proteinas, de baixo custo.

- Expansor de volume do plasma
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sanguineo.

Pululana fangica Aureobasidium pullulans - Granulacéo e revestimento de
comprimidos, aglutinante e
formador de filme impermeavel ao
oxigénio, capsulas orais e produtos
para cuidado de feridas.

Adaptada de Park et al. (2017)*™; Moscovici (2015).%%

Além dos polissacarideos ja citados em texto ou em tabelas, existem outros também
importantes e com aplicagdes em varios setores, inclusive no de alimentos, que ndo serdo

abordados aqui.

1.4 Proteinas

1.4.1 Colageno, Gelatina e Seda

O Coléageno constitui a principal proteina dos tecidos conjuntivos de animais e a
mais abundante nos mamiferos, correspondendo a cerca de 30% da concentracdo total das
proteinas  no corpo.®?®  Em virtude de sua reconhecida biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa antigenicidade, capacidade de reticulacéo, alta resisténcia mecéanica,
absorcdo de &gua, e potencial para degradacdo, o Colageno faz parte da lista de biomateriais
indicados para utilizagdo como dispositivo para liberacdo controlada e também na engenharia

de tecidos.?%

As varias estruturas que o Colageno pode adquirir abrem muitas possibilidades
de aplicacdo, tais como pele, osso e tend@o (colageno tipo 1), cartilagem (colageno tipo II),
vasos sanguineos (colageno tipo 111).2%° Quando reticulado, o colageno forma redes
tridimensionais que podem ser utilizadas para Scaffolds (arcaboucos), que podem ser
degradados enzimaticamente no corpo ao longo do tempo de acordo com a taxa de reticulagéo
de suas cadeias.?*®

Quando parcialmente hidrolisado, o colageno da origem a gelatina cujas
propriedades dependem da fonte de origem, da idade do animal e do tipo deste colageno. Na

area farmacéutica e médica, a gelatina € utilizada como agente gelificante reversivel em

30



virtude da sua biodegradabilidade e biocompatibilidade em ambientes fisiolégicos. Também a
gelatina pode ser utilizada com Scaffolds quando reticulada para melhorar suas propriedades
mecanicas, utilizando agentes reticulantes conhecidos, como a carbodiimida e o

glutaraldeido.?%"2%

Outro polimero biobased muito conhecido é a seda, extraida do casulo do bicho-da-
seda (Bombix mori). Essas proteinas podem ser adequadamente processadas para a obtengdo
de géis, nanofibras, filmes, membranas, etc. para utilizacdo como scaffolds, membranas de

barreira, dispositivos de liberacdo controlada de drogas, etc.?%%?1°

1.5 Polimeros biobased derivados de terpenos e terpenoides

Terpenos sao substancias organicas naturais, abundantes e o0s principais
componentes de resinas que compdem muitas plantas, em especial as coniferas. Na natureza,
essas substancias sdo usadas para defender as plantas contra herbivoros, como fungos,
bactérias e protozodrios. Varias derivagdes quimicas dessas substancias podem resultar em
diversos produtos denominados Terpenoides que, junto com os terpenos, podem ser utilizados
em produtos farmacéuticos, cosméticos, 6leos essenciais, etc. A possibilidade de produzir
polimeros a partir dos terpenos e terpenoides abre uma gama de possibilidades, permitindo
obter polimeros biobased com aplicacdes potenciais a serem exploradas. Ja existem trabalhos
relatados na literatura cientifica sobre a obtencdo de politerpenos biobased com alta Tg e
excelentes propriedades amorfas.?**

Dentre 0s terpenos, 0s pinenos sdo importantes e vastamente conhecidos. Os
polipinenos derivados sdo polimeros aliciclicos constituidos de B-pineno ou a-felandreno, séo
amorfos, com alta Tg (> 130 °C) e apresentam excelente transparéncia.212’213 Os polipinenos
de alta massa molar sdo preparados por polimerizagdo catinica, usando um acido de Lewis no
processo de polimerizacdo dos mondmeros. Porém, a polimerizagdo em escala industrial
requer baixas temperaturas (-70 °C), o0 que torna o processo inviavel. No entanto, a
polimerizagdo via radical de pinenos previamente modificados tem se mostrado uma
alternativa a polimerizagdo tipo cationica. Pesquisa mostra que o a-pineno pode ser
modificado para produzir a pinocarvona com um grupamento reativo exo-metileno,

posteriormente envolvido na polimerizacéo.”**
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Um terpeno ciclico bem conhecido é o Limoneno, o qual exala odor de frutas citricas como

o liméo, cujo D-isdbmero é muito comum na natureza. Esse terpeno é largamente utilizado no

setor de cosméticos e na industria alimenticia. Seu valor agregado para producdo de polimeros

biobased via polimerizacdo radicalar tem sido investigado.?*> A copolimerizacio do limoneno

e outros mondmeros foi estudada por alguns pesquisadores, 0s quais mostraram ser possivel

obter vérios produtos, incluindo alguns especiais com altas Tgs (> 150 <C).?*?!® por sua vez,

estudo com Mirceno e seu copolimero com dibutil-itaconato mostrou que é possivel também

obter produtos com baixa Tg, que podem ser aplicados como elastdmeros biobased.?*® Alguns

processos de polimerizacdo de terpenos e suas Tg estdo destacados na Tabela 7.

Tabela 7: Processos de Polimerizacdo e Propriedades Térmicas de Politerpenos.

Monbmero Tipo de polimerizagdo | Tg (°C)

o-pineno Radical livre 162
132

. 90

B-pineno Cationica 130
Oxido de Limoneno Transcarbonagéo 95
114

Oxido de Limoneno + Anidrido Ftalico ROP, Esterificacio 82
Mirceno/Estireno Emulséo -61
Derivado: Mirceno(3-metileno ciclopenteno) Catidnica 11

Adaptada de Nakajima (2017).%"

1.6 Mercado global dos bioplasticos biobased

Um panorama breve e simples do aumento da capacidade de producdo desses

polimeros, baseado em sua importancia crescente no mercado mundial, pode ser visto na

figura 1 abaixo:
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PANORAMA DA PRODUCAD GLOBAL DE POLIMEROS BIO-BASED
ENTRE 2013 - 2020

M&o biodegradavel WM Biodegraddwvel

2013 P 561

2014 pREES 663

2015 73
2020 “ 1741
1 2 3 4 5 b 7 8 9 10
(x 10 Mi toneladas)
Figura 1: Producdo global de polimeros biobased entre 2013 e 2020 (Adaptada de 2%°).

E notdria a expansdo dos plasticos biobased no mercado, devido a crescente cobranca
das sociedades cujas diretrizes para a sustentabilidade estdo bem avangadas, como no caso de
varios paises europeus. Essa expansao estd bem documentada na midia recente, onde consta
que a producdo global de plasticos biobased saltaria de aproximadamente 2 milhGes para
aproximadamente 2,6 milhdes de toneladas até 2023. O poli(etileno tereftalato) — PET
biobased devera responder por mais de 70% da producdo dos plasticos biobased nédo
biodegradaveis, enquanto o poli(acido latico) — PLA, biodegradavel, continuara liderando essa
classe de biobased no ranking de projecdo para 2021 (Institute for Bioplastics and
Biocomposites IfBB (2017).%* Dentre os segmentos do mercado onde estes polimeros sdo
utilizados, os de bens de consumo e de construcdo terdo leve alta em relacdo aos demais que
deverdo permanecer praticamente nos mesmos niveis atuais, segundo o Nova-Institut
(2018).%

Ressalta-se que os dados estatisticos sobre esse tema sdo bem variados e o leitor podera
encontrar diferentes valores para a previsao de producao futura de biobased no mundo.

Uma das preocupacdes de quem ndo pertence a esse ramo do mercado paira sobre o
uso da terra para plantio das fontes renovaveis. Segundo dados do IfBB (2017), o uso da terra
correspondente a economia que gira em torno dos bioplasticos € estimado em

aproximadamente 15 milhdes de hectares, 0 que equivale a 0,3% da area agriculturavel global
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ou ~1% da terra ardvel. Ainda que a tendéncia de crescimento do mercado de bioplasticos
esteja bem clara e consolidada, a necessidade de terras agricolas ainda permanecera em um
nivel bem baixo. Estimativas mostram que o uso de terra agriculturavel global, para manter a
economia dos bioplasticos em franca expansdo, devera ser da ordem de 0,04% (0,1% da terra

aravel).?!

1.7 Referéncias

1. CHEN, G.Q. & PATEL, M.K. “Plastics derived from biological sources: present and future:
a technical and environmental review”. Chem. Rev., vol. 112, 2012, pp. 2082-2099.

2. LACKNER, M. “Bioplastics”. Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, 2015,
pp. 1-41.

3. VROMAN, I. & TIGHZERT, L. “Biodegradable Polymers”. Materials, vol. 2, 2009, pp.
307-344.

4. MOHANTY, A.K.; MISRA, M. & HINRICHSEN, G. “Biofibres, biodegradable polymers
and biocomposites: An overview”. Macromol. Mater. Eng., vol. 276-277, 2000, pp. 1-24.

5. DOI, Y. Microbial Polyesters, VCH Publishers, New York, USA, 1990, 156 pp.

6. KATHIRASER, Y. et al. “Chemical Characterization of 34etero-chain length
polyhydroxyalkanoates (PHAs) recovered by enzymatic treatment and ultrafiltration”. J.
Chem. Tech. Biotech., vol. 82, 2007, pp. 847-855.

7. FEI, T. Et al. “Effective Recovery of Poly-g-Hydroxybutyrate (PHB) Biopolymer from
Cupriavidus necator Using a Novel and Environmentally Friendly Solvent System”.
Biotechnology Progress, vol. 32, 2016, pp. 678-685.

8. JIANG, G. et al. “Carbon sources for polyhydroxyalkanoates and an integrated

biorefinery”. Int. J. Mol. Sci., vol. 17, 2016, p. 1157.

9. STEINBUCHEL, A. & VALENTIN, H.E. “Diversity of bacterial polyhydroxyalkanoic
acids”. FEMS Microbiol. Lett. VVol. 128, 1995, pp. 219-228.

10. SAVENKOVA, L. et al. “Mechanical properties and biodegradation characteristics of
PHB-based films”. Process Biochem., vol. 35, 2000, pp. 537-579.

11. REIS, K.C. et al. “Characterization of polyhydroxybuty-hydroxyvalerate (PHB-HV) maize
starch blend films”. J. Food Eng., vol. 89, 2008, pp. 361-369.

34



12. McCHALICHER, C.W. & SRIENC, F. “Investigating the structure-property relationship
of bacterial PHA block copolymers”. J. Biotechnology, vol. 132, 2007, pp. 296-302.

13. LANGER, R. & TIRRELL, D.A. “Designing materials for biology and medicine”. Nature,
vol. 428(6982), 2004, pp. 487-492.

14. YANG, Y. et al. “Study on chitosan and PHBHHx used as nerve regeneration conduit
material”. J. Biomedical Eng., vol. 19, 2002, pp. 25-29.

15. CHEN, G.Q. & QIONG, W. “The application of polyhydroxyalkanoates as tissue
engineering materials”. Biomaterials, vol. 26, 2005, pp. 6565-6578.

16. BAYRAM, C. et al. “Preparation and characterization of triamcinolone acetonide-loaded
poly(3-hydroxybutirate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBHx) microspheres”. J. Bioactive and
Compatible Polymer, vol. 23, 2008, pp. 334-347.

17. YING, T.H. et al. “Scaffolds from electrospun polyhydroxyalkanoate copolymers:
fabrication, characterization, bio absorption and tissue response”. Biomaterials, vol. 29, 2008,
pp. 1307-1317.

18. CLARINVAL, A.M. & HALLEUX, J. “Classification of biodegradable polymers. Part 1”.
In: SMITH, R., Ed. Biodegradable polymers for industrial applications, 1. Ed., Boca Raton,
CRC Press, Florida, USA, 2005, p. 552.

19. SODIAN, R. et al. “Early in vivo experience with tissue engineered trileaflet heart valves”.
Circulation, vol. 102, 2000, pp. 22-29.

20. WANG, Z. et al. “Novel transdermal drug delivery system with polyhydroxyalkanoate and
starburst polyamidoamine dendrimer”. J. Biosci. Bioeng., vol. 95, 2003, pp. 541-543.

21. DE ROO, G. Et al. “Production of chiral R-3-hydroxyalkanoic acids and R-3-
hydroxyalkanoic acid methylesters via hydrolytic degradation of polyhydroxyalkanoate
synthesized by pseudomonas”. Biotechnol. Bioeng., vol. 77, 2002, pp. 717-722.

22. ZHAO, K. et al. “Production of D-(-)-3-hydroxyalkanoic acid by recombinant Escherichia
coli”. FEMS Microbiol. Lett., vol. 218, 2003, pp. 59-64.

23. RUTH, K. et al. “Efficient production of I-3-hydroxycarboxylic acids by biotechnological
conversion of polyhydroxyalkanoates and their purification. Biomacromolecules, vol. 8, 2007,
pp. 279-286.

24. VALAPPIL, S.P. et al. “Biomedical applications of polydroxyalkanoates, an overview of

animal testing and in vivo responses”. Expert Rev. Med. Devices, vol. 3, 2006, pp. 853-868.

35


http://europepmc.org/search;jsessionid=0A8872EDB63731A9D69CAF9E6C89E16E?query=AUTH:%22Ying+TH%22&page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Roo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11807767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17280548

25. TURESIN, F.; GURSEL, I. & HASIRCI, V. “Biodegradable polyhydroxyalkanoate
implants for osteomyelitis therapy: in vitro antibiotic release”. J. Biomater. Sci. Polym., vol.
12, 2001, pp. 195-207.

26. WILLIAMS, S.F. et al. “PHA applications: addressing the price performance Issue: I.
Tissue engineering”. Int. J. Biol. Macromolecules, vol. 25, 1999, pp. 111-121.

27. CHEN, Q.Z. et al. “Biomaterials in cardiac tissue engineering: ten years of research
survey”. Materials Sci. Eng.: Reports, vol. 59, 2008, pp. 1-37.

28. FREIER, T. Et al. “In vitro and in vivo degradation studies for development of a
biodegradable patch based on poly(3-hydroxybutyrate)”. Biomaterials, vol. 23, 2002, pp.
2649-2657.

29. KUNZE, C.; EDGAR, B.H. & ANDROSCH, R. “In vitro and in vivo studies on blends of
isotactic and atactic poly(3-hydroxybutyrate) for development of a dura substitute material”.
Biomaterials, vol. 27, 2006, pp. 192-201.

30. VOLOVA, T. et al. “Results of biomedical investigations of PHB and PHB/PHV fibers”.
Biochem. Eng. J., vol. 16, 2003, pp. 125-133.

31. PHILIP, S.; KESHAVARZ, T. & ROY, I. “Polyhydroxyalkanoates: biodegradable
polymers with a range of applications”. J. Chemical Tech. Biotech., vol. 82, 2007, pp. 233-
247.

32. AMASS, W.; AMASS, A. & TIGHE, B. “A review of biodegradable polymers: uses,
current developments in the synthesis and characterization of biodegradable polyesters, blends
of biodegradable polymers and recent advances in biodegradation studies”. Polymer
International, vol. 47, 1998, pp. 89-144.

33. WALLE, G.A.M. et al. “Properties, modifications and applications of biopolyesters”. Adv.
Biochem. Eng. Biotechnol., vol. 71, 2001, pp. 264-291.

34. TASKILA, S. & OJAMO, H. “The Current Status and Future Expectations in Industrial
Production of Lactic Acid by Lactic Acid Bacteria”. In: KONGO, M., Ed. Lactic Acid
Bacteria — R and D — for Food, health and Livestock Purposes. Oulu, Finland, InTech, 2013,
pp. 615-632.

35. SUBRAMANIAN, M.R.; TALLURI, S. & CHRISTOPHER, L.P. “Production of lactic
acid using a new homofermentative Enterococcus faecalis isolate”. Microb. Technol., vol. 8,

2015, pp. 221-229.

36


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%BCresin%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11403236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCrsel%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11403236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasirci%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11403236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11403236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11403236

36. ABDEL-RAHMAN, M.A.; TASHIRO, Y. & SONOMOTO, K. “Recent advances in lactic
acid production by microbial fermentation processes”. Biotechnology Advances, vol. 31, 2013,
pp. 877-902.

37. MARTINEZ, F.A.C. et al. “Lactic acid properties, applications and production: A review”.
Trends Food Sci. Technol., vol. 30, 2013, pp. 70-83.

38. PANESAR, P.S. et al. “Production of L(+) Lactic Acid using Lactobacillus casei from
Whey”. Brazilian Archives of Biology and Technology, vol. 53, 2010, pp. 219-226.

39. ARAYA-CLOUTIER, C.; ROJAS-GARBANZO, C. & VELAZQUES-CARILLO, C.
“Effect of Initial Sugar Concentration on the Production of L(+) Lactic Acid by Simultaneous
Enzymatic Hydrolysis and Fermentation of an Agro-Industrial Waste Product of Pineapple
(Ananas comosus) Using Lactobacillus casei Subspecies rhamnosus”. Int. J. Biotechnol., vol.
506, 2012, pp. 91-100.

40. MARTIN, O. & AVEROUS, L. “Poly(lactic acid): plasticization and properties of
biodegradable multiphase systems”. Polymer (Guildf), vol. 42, 2001, pp. 6209-6219.

41. VINK, E.T.H. et al. “The eco-profiles for current and near-future NatureWorks polylactide
(PLA) production”. Industrial Biotechnology, vol. 3, 2007, pp. 58-81.

42. BABU, R.P.; O’CONNOR, K. & SEERAM, R. “Current progress on biobased polymers
and their future trends”. Progr. Biomater., vol. 2, 2013, pp. 1-16.

43. SRITHEP, Y.; NEALEY, P. & TURNG, L.-S. “Effects of annealing time and temperature
on the crystallinity and heat resistance behavior of injection-molded poly(lactic acid)”. Polym.
Eng. Sci., vol. 53, 2013, pp. 580-588.

44, PEREGO, G. & CELLA, G.D. “Mechanical properties”. In. AURAS R.; LIM L.T,
SELKE, S.E.M. & TSUIJI, H., Eds. Poly(Lactic Acid): Synthesis, Structures, Properties,
Processing and Applications, Wiley, New Jersey, USA, 2010, pp. 141-154.

45. BURGOS, N.; MARTINO, V.P. & JIMENEZ, A. “Characterization and ageing study of
poly(lactic acid) films plasticized with oligomeric lactic acid”. Polym. Degrad. Stab., vol. 98,
2013, pp. 651-658.

46. LEBARBE, T. et al. “Fatty acid-based thermoplastic poly(ester-amide) as toughening and
crystallization improver of poly(L-lactide)”. Eur. Polym. J., vol. 65, 2015, pp. 276-285.

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Connor%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29470779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seeram%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29470779

47. LJUNGBERG, N. & WESSLEN, B. “Tributyl citrate oligomers as plasticizers for poly
(lactic acid): 38eteroa-mechanical film properties and aging”. Polymer (Guildf), vol. 44, 2003,
pp. 7679-7688.

48. WANG, R. et al. “Morphology, mechanical properties, and durability of poly(lactic acid)
plasticized with di(isononyl) cyclohexane-1,2-dicarboxylate. Polym. Eng. Sci., vol. 49, 20009,
pp. 2414-2420.

49. CHEE, W.K. et al. “Impact toughness and ductility enhancement of biodegradable
poly(lactic acid)/poly(e-caprolactone) blends via addition of glycidyl methacrylate”. Adv.
Mater. Sci. Eng., vol. 2013, 2013, 8 p.

50. TODO, M. & TAKAYAMA, T. “Fracture Mechanisms of Biodegradable PLA and
PLA/PCL Blends”. In: PIGNATELLO, R., Ed. Biomaterials — Physics and Chemistry, InTech,
2011, pp. 375-394.

51. MOHAPATRA, AK.; MOHANTY, S. & NAYAK, S.K. “Effect of PEG on PLA/PEG
blend and its nanocomposites: a study of 38eteroa-mechanical and morphological
characterization”. Polym. Compos., vol. 35, 2014, pp. 283-293.

52. WANG, J.; ZHAI, W. & ZHENG, W.-G. “Poly(ethylene glycol) grafted starch introducing
a novel interphase in poly(lactic acid)/poly(ethylene glycol)/starch ternary composites”. J.
Polym. Environ., vol. 20, 2012, pp. 528-539.

53. CHIENG, B.W. et al. “Poly(lactic acid)/poly(ethylene glycol) polymer nanocomposites:
effects of graphene nanoplatelets”. Polymers (Basel), vol. 6, 2013, pp. 93-104.

54. LIU, M.; ZHANG, Y. & ZHOU, C. “Nanocomposites of halloysite and polylactide”. Appl.
Clay Sci., vol. 75-76, 2013, pp. 52-59.

55. JAMSHIDIAN, M. et al. “Poly-lactic acid: production, applications, nanocomposites, and
release studies”. Comprehensive Rev. Food Sci. Food Safety, vol. 9, 2010, pp. 552-571.

56. JACQUEL, N. et al. “Synthesis and properties of poly(butylene succinate): efficiency of
different transesterification catalysts”. J. Polym. Sci. Part A : Polym. Chem., vol. 49, 2011, pp.
5301-5312.

57. LIU, L. Et al. “Mechanical properties of poly(butylene succinate) (PBS) biocomposites
reinforced with surface modified jute fibre”. Composites Part A: Appl. Sci. Manufacturing,
vol. 40, 2009a, p. 669-674.

38



58. LIU, L. et al. “Biodegradability of PBS composite reinforced with jute”. Polym. Degrad.
Stab., vol. 94, 2009b, pp. 90-94.

59. MOCHIZUKI, M. Properties and Application of Aliphatic Polyester Products.
Biopolymer, Part 4, Polyesters. New York, Wiley & Sons, River Street, Hoboken, 2005.

60. PUCHALSKI, M. et al. “Molecular and Supramolecular Changes in Polybutylene
Succinate (PBS) and Polybutylene Succinate Adipate (PBSA) Copolymer during Degradation
in Various Environmental Conditions”. Polymers, vol. 10, 2018, pp. 1-12.

61. PIVSA-ART, W. et al. “Preparation of polymer blends between poly(L-lactic acid),
poly(butylene succinate-co-adipate) and poly(butylene 39eteroa-co-terephthalate) for blown
film industrial application”. Energy Procedia, vol. 9, 2011, pp. 581-588.

62. BRUNNER, C.T. et al. “Performance of biodegradable microcapsules of poly(butylene
succinate), poly(butylene succinate-co-adipate) and poly(butylene terephthalate-co-adipate) as
drug encapsulation systems”. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, vol. 84, 2011, pp. 498-
507.

63. LIN, N. et al. “Poly(butylene succinate)-based biocomposites filled with polysaccharide
nanocrystals: Structure and properties”. Polymer Composites, vol. 32, 2011, pp. 472-482.

64. ZENG, J.-B. et al. “Biobased blends of starch and poly(butylene succinate) with improved
miscibility, mechanical properties, and reduced water absorption”. Carbohydr. Polym., vol.
83, 2011, pp. 762-768.

65. XU, J. & GUO, B.H. “Microbial Succinic Acid, Its Polymer Poly(butylene succinate),
and Applications”. In: CHEN, G.Q., Ed. Plastics from Bacteria. Microbiology Monographs,
vol. 14, Springer, Berlin, 2010a, pp. 347-388.

66. XU, J. & GUO, B.H. “Poly(butylene succinate) and its copolymers: research, development
and industrialization”. Biotechnol. J., vol. 5, 2010b, pp. 1149-1163.

67. LIM, J.S. & KIM, J.H. “New application of poly(butylene succinate) (PBS) based ionomer
as biopolymer: a role of ion group for hydroxyapatite (Hap) crystal formation”. J. Mater. Sci.,
vol. 44, 2009, pp. 6398-6403.

68. DOUG, S. Bioplastics: Technologies and global markets. BCC Research Reports
PLS050A, 2010, pp. 1-13. Disponivel em:
<https://www.bccresearch.com/market-research/plastics/bioplastics-technologies-markets-
pls050a.html>. Acessado em: 10/06/20109.

39


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776511000671
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776511000671
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776511000671
https://www.bccresearch.com/market-research/plastics/bioplastics-technologies-markets-pls050a.html
https://www.bccresearch.com/market-research/plastics/bioplastics-technologies-markets-pls050a.html

69. <http://www.bccresearch.com/report/bioplastics-technologies-markets-pls050a.htmi>.
Acessado em: 12/05/2019.

70. BETCHTHOLD, |I. et al. “Succinic acid: a new plataform chemical from biobased
polymers from renewable resources”. Chemical Eng, Technol., vol. 31, 2008, pp. 647-654.

71. OTEY, F.H. & DOANE, W.M. “Chemicals from Starch”. In: WHISTLER, R.L,;
BEMILLER, J.N. & PASCHALL, E.F., Eds. Starch Chemistry and Technology, 2. Ed.
Academic Press, Orlando, FL, USA, 1984, p. 589.

72. ZOBEL, H.F. “Molecules to Granules: A Comprehensive Starch Review”. Starch, vol. 40,
1988, pp. 44-50.

73. JANE, J. “Starch properties, modifications and applications”. J. Macromolecular Sci., vol.
32, 1995, pp. 751-757.

74. ZUO, Y. et al. “Thermoplastic starch prepared with Different plasticizers: Relation
between degree of plasticization and properties”. J. Wuhan University of Technology —
Mater. Sci., vol. 30, 2015, pp. 423-428.

75. SOUZA, R.C.R. & Andrade, C.T. “Investigacdo dos Processos de Gelatinizacdo e
Extrusdo de Amido de Milho”. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 10, 2000, pp. 24-30.

76. ZHAO, R.X.; TORLEY, P. & HALLEY, P.J. “Emerging biodegradable materials: Starch-
and protein-based bio-nanocomposites”. J. Mater. Sci., vol. 43, 2008, pp. 3058-3071.

77. THE, D.P. et al. “Biopolymer interactions affect the functional properties of edible films
based on agar, cassava starch and arabinoxylan blends”. Journal Of Food Engineering, vol.
90, 2009, pp. 548-558.

78. FLORES, S. et al. “Antimicrobial performance of potassium sorbate supported in tapioca
starch edible films”. European Food Research Technology, vol. 225, 2007, pp. 375-384.

79. SIRACUSA, V. et al. “Biodegradable polymers for food packaging: A review”. Trends in
Food Science and Technology, vol. 19, 2008, pp. 634-643.

80. DILARA, P.A. & BRIASSOULIS, D. “Degradation and stabilization of low-density
polyethylene films used as greenhouse covering materials”. J. Agricultural Engineering
Research, vol. 76, 2000, pp. 309-321.

81. DAVE, AM. et al. “A review on controlled release of nitrogen fertilizers through
polymeric membrane devices”. Polymer-Plastics Technology and Engineering, vol. 38, 1999,
pp. 675-711.

40


http://www.bccresearch.com/report/bioplastics-technologies-markets-pls050a.html
https://link.springer.com/journal/11595
https://link.springer.com/journal/11595
https://pubag.nal.usda.gov/?f%5Bjournal_name%5D%5B%5D=Journal+of+food+engineering&f%5Bpublication_year_rev%5D%5B%5D=7991-2009&f%5Bsource%5D%5B%5D=2009+v.90+no.4

82. GUO, M. “Preparation and properties of a slow-release membrane-encapsulated urea
fertilizer with superabsorbent and moisture preservation”. Industrial and Engineering
Chemistry Research, vol. 44, 2005, pp. 4206-4211.

83. KUMBAR, S. et al. “Encapsulation efficiency and release kinetics of solid and liquid
pesticides through urea formaldehyde crosslinked starch, guar gum, and starch + guar gum
matrices”. J. Appl. Polym. Sci., vol. 82, 2001, pp. 2863-2866.

84. MALINCONICO, M. Et al. “Blend of polyvinylalcohol and 4leteroatomos4le
polycaprolactone. A study on the melt extrusion and post-cure of films suitable for protected
cultivation”. J. Mater. Sci., vol. 37, 2002, pp. 4973-4978.

85. SCARASCIA-MUGNOZZA, G. Et al. “Mechanical properties decay and morphological
4]eteroat of biodegradable films for agricultural mulching in real scale experimente”. Polymer
Degradation and Stability, vol. 91, 2006, pp. 2801-2808.

86. YEW, S.-P.; TANG, H.-Y. & SUDESH, K. “Photocatalytic activity and biodegradation of
polyhydroxybutyrate films containing titanium dioxide”. Polymer Degradation and Stability,
vol. 91, 2006, pp. 1800-1807.

87. MARQUES, A.P.; REIS, R.L. & HUNT, J.A. “The biocompatibility of novel starch-based
polymers and composites: In vitro studies”. Biomaterials, vol. 2, 2002, pp. 1471-1478.

88. BALMAYOR, E.R. et al. “A novel enzymatically-mediated drug delivery carrier for bone
tissue engineering applications: combining biodegradable starch-based microparticles and
differentiation agentes”. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, vol. 19, 2008,
pp. 1617-1623.

89. PEPPAS, N.A. et al. “Hydrogels in pharmaceutical formulations”. European J. Pharm.
Biopharm., vol. 50, 2000, pp. 27-46.

90. MENDES, S.C. et al. “Biocompatibility testing of novel starch-based materials with
potential application in orthopaedic surgery: A preliminary study”. Biomaterials, vol. 22,
2001, pp. 2057-2064.

91. XU, R. et al. “A novel artificial red blood cell substitute: grafted starch-encapsulated
41eteroatom”. RSC Advances, vol. 5, 2015, pp. 43845-43853.

92. WAGHMARE, V.S. et al. “Starch based nanofibrous scaffolds for wound healing
applications”. Bioactive Materials, vol. 3, 2018, pp. 255-266.

41



93. <http://www.rroij.com/open-access/hyaluronic-acid-and-its-applications-
.php?aid=53063>. Acessado em: 19/05/2019.

94. ABATE, M. “Hyaluronic Acid and Platelet Rich Plasma in Hip Osteoarthritis: Work in
Progress”. Surgery Curr. Res., vol. 3, 2013, p. e110.

95. WEISSMANN, B. & MEYER, K. “The structure of hyalobiuronic acid and of hyaluronic
acid from umbilical cord”. J. Am. Chem. Soc., vol. 76, 1954, pp. 1753-1757.

96. HAMERMAN, D. & SCHUSTER, H. “Hyaluronate in normal human synovial fluid”. J.
Clin. Invest., vol. 37, 1958, pp. 57-64.

97. LAURENT, T.C. & FRASER, J.R. “Hyaluronan”. FASEB J., vol. 6, 1992, pp. 2397-2404.
98. JUHLIN, L. “Hyaluronan in skin”. J. Intern. Med., vol. 242, 1997, pp. 61-66.

99. SCHIRALDI, C.; LA GATTA, A. & DE ROSA, M. “Biotechnological Production and
Application of Hyaluronan”. In: ELNASHAR, M., Ed. Biopolymers, IntechOpen, 2010,
London, UK.

100. SAGGINI, R. et al. “Viscosupplementation with Hyaluronic Acid or Polynucleotides:
Results and Hypothesis for Condro-synchronization”. J. Clin. Trials, vol. 4(6), 2014, p. 198.
101. <https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-
characterization-and-application-of-hyaluronan>. Acessado em: 20/05/2019.

102. KOGAN, G. et al. “Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a broad range of
biomedical and industrial applications”. Biotechnol. Lett., vol. 29, 2007, pp. 17-25.

103. RWEI, S.P. et al. “Viscoelasticity and wearability of hyaluronate solutions”. Biochem.
Eng. J., vol. 40, 2008, pp. 211-217.

104. LAPCIK JR., L. Et al. “Hyaluronan: Preparation, Structure, Properties, and
Applications”. Chem. Rev., vol. 98, 1998, pp. 2663-2684.

105. MALEKI, A.; KIONIKSEN, A.-L. & NYSTROM, B. “Effect of pH on the behavior of
hyaluronic acid in dilute and semidilute aqueous solutions”. Macromol. Symp., vol. 274, 2008,
pp. 131-140.

106. GHOSH, S. et al. “Conformational contraction and hydrolysis of hyaluronate in sodium
hydroxide solutions”. Macromolecules, vol. 26, 1993, pp. 4685-4693.

107. MORRIS, E.R.; Rees, D.A. & Welsh, E.J. “Conformation and dynamic interactions in
hyaluronate solutions”. J. Mol. Biol., vol. 138, 1980, pp. 83-400.

42


http://www.rroij.com/open-access/hyaluronic-acid-and-its-applications-.php?aid=53063
http://www.rroij.com/open-access/hyaluronic-acid-and-its-applications-.php?aid=53063
https://www.omicsgroup.org/journals/viscosupplementation-with-hyaluronic-acid-or-polynucleotides-results-and-hypothesis-for-condrosynchronization-2167-0870.1000198.php?aid=35752
https://www.omicsgroup.org/journals/viscosupplementation-with-hyaluronic-acid-or-polynucleotides-results-and-hypothesis-for-condrosynchronization-2167-0870.1000198.php?aid=35752
https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-characterization-and-application-of-hyaluronan
https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-characterization-and-application-of-hyaluronan

108. PISARCIK, M.; BAKOS, D. & CEPPAN, M. “Non-Newtonian properties of hyaluronic
acid aqueous solution”. Colloids Surf. A Physicochem. Eng. Asp., vol. 97, 1995, pp. 197-202.
109. GURA, E.; HUCKEL, M. & MULLER, P.J. “Specific degradation of hyaluronic acid and
its rheological properties”. Polym. Degrad. Stab., vol. 59, 1998, pp. 297-302.

110. SCOTT, J.E. & HEATLEY, F. “Hyaluronan forms specific stable tertiary structures in
aqueous solution: A **C NMR study”. Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 96, 1999, pp. 4850-4855.
111. FALLACARA, A. et al. “Hyaluronic Acid in the Third Millenium”. Polymers, vol. 10,
2018, pp. 1-36.

112. GRAN VIEW RESEARCH 2019. Hyaluronic Acid Market Size Worth USD 15.4 Billion
by 2025. Disponivel em: <https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-
hyaluronic-acid-market>. Acessado em: 08/03/2018.

113. KNOPF-MARQUES, H. et al. “Hyaluronic Acid and Its Derivatives in Coating and
Delivery Systems: Applications in Tissue Engineering, Regenerative Medicine and
Immunomodulation”. Adv. Health. Mater., vol. 5, 2016, pp. 2841-2855.

114. DE OLIVEIRA, J.D. et al. “Genetic basis for hyper production of hyaluronic acid in
natural and engineered microorganisms”. Microb. Cell. Fact., vol. 15, 2016, p. 119.

115. BOERIU, C.G. et al. “2013 Production methods for hyaluronan”. Int. J. Carbohydr.
Chem., vol. 2013, 2013, pp. 1- 14.

116. ADAMIA, S. Et al. “Aberrant splicing, hyaluronan synthases and intracellular
hyaluronan as drivers of oncogenesis and potential drug targets”. Curr. Cancer Drug Targets,
vol. 13, 2013, pp. 347-361.

117. LIU, L. et al. “Microbial production of hyaluronic acid: Current state, challenges, and
perspectives. Microb. Cell Fact., vol. 10, 2011, p. 99.

118. DE ANGELIS, P.L. “Monodisperse hyaluronan polymers: Synthesis and potential
applications”. Curr. Pharm. Biotechnol., vol. 9, 2008, pp. 246.

119. KONG, J.H. et al. “Long acting hyaluronate—Exendin 4 conjugate for the treatment of
type 2 diabetes”. Biomaterials, vol. 31, 2010, pp. 4121-4128.

120. DELLA VALLE, F. & Romeo, A. “Esters of Hyaluronic Acid”. U.S. Patent 4,851,521,
25 July 1989. Disponivel em: <https://patents.google.com/patent/US4851521A/en>. Acessado
em: 20/05/2019.

43


https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-hyaluronic-acid-market
https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-hyaluronic-acid-market
https://patents.google.com/patent/US4851521A/en

121. MANGANDO, K. et al. “Evaluation of hyaluronic acid-P40 conjugated cream in a mouse
model of dermatitis induced by oxazolone”. Exp. Ther. Med., vol. 14, 2017, pp. 2439-2444.
122. MANJU, S. & SREENIVASAN, K. “Conjugation of curcumin onto hyaluronic acid
enhances its aqueous solubility and stability”. J. Colloid. Interface Sci., vol. 359, 2011, pp.
318-325.

123. LEITE, N.T. et al. “Hyaluronic acid-conjugated lipoplexes for targeted delivery of
siRNA in a murine metastatic lung cancer model”. Int. J. Pharm., vol. 514, 2016, pp. 103-111.
124, HAYWARD, S.L.; WILSON; C.L. & KIDAMBI, S. “Hyaluronic acid-conjugated
liposome nanoparticles for targeted delivery to CD44 overexpressing glioblastoma cells”.
Oncotarget, vol. 7, 2016, pp. 34158-34171.

125. NGUYEN, V.D. et al. “Nanohybrid magnetic liposome functionalized with hyaluronic
acid for enhanced cellular uptake and near-infrared-triggered drug release”. Colloids Surf. B.
Biointerfaces, vol. 154, 2017, pp. 104-114.

126. YERUSHALMI, N.; ARAD, A. & MARGALIT, R. “Molecular and cellular studies of
hyaluronic acid-modified liposomes as bioadhesive carriers for topical drug delivery in wound
healing”. Arch. Biochem. Biophys., vol. 313, 1994, pp. 267-273.

127. KIM, H. et al. “Bioimaging and pulmonary applications of self-assembled Flt1 peptide-
hyaluronic acid conjugate nanoparticles”. Biomaterials, vol. 34, 2013, pp. 8478-8490.

128. PANDEY, M. et al. “Hyaluronic acid-modified betamethasone encapsulated polymeric
nanoparticles: Fabrication, 44eteroatomos44es44, in vitro release kinetics, and dermal
targeting”. Drug. Deliv. Transl. Res., vol. 9, 2019, pp. 520-533.

129. PEREIRA, G.G. et al. “Hyaluronate nanoparticles included in polymer films for the
prolonged release of vitamin E for the management of skin wounds”. Eur. J. Pharm. Sci., vol.
83, 2016, pp. 203-211.

130. MAUDENS, P. “Self-assembled thermoresponsive nanostructures of hyaluronic acid
conjugates for osteoarthritis therapy”. Nanoscale, vol. 10, 2018, pp. 1845-1854.

131. WANG, T. et al. (2017) “Hyaluronicacid-coated chitosan nanoparticles induce ROS-
mediated tumor cell apoptosis and enhance antitumor efficiency by targeted drug delivery via
CD44”. J. Nanobiotechnol., vol. 15, 2017, pp. 1-12.

44



132. CHO, H.-J. et al. “Self-assembled nanoparticles based on hyaluronic acid-ceramide (HA-
CE) and Pluronic® for tumor-targeted delivery of docetaxel”. Biomaterials, vol. 32, 2011, pp.
7181-7190.

133. PARASHAR, P. et al. “Hyaluronic acid decorated naringenin nanoparticles: Appraisal of
chemopreventive and curative potential for lung 45etero”. Pharmaceutics, vol. 10, 2018, 33p.
134. HWANG, S.M. et al. “Delivery of ofloxacin to the lung and alveolar macrophages via
hyaluronan microspheres for the treatment of tuberculosis”. J. Control. Release, vol. 129,
2008, pp. 100-106.

135. LI, Y. et al. “Inhaled hyaluronic acid microparticles extended pulmonary retention and
suppressed systemic exposure of a short-acting bronchodilator”. Carbohydr. Polym., vol. 172,
2017, pp. 197-204.

136. FATNASSI, M. et al. “Optimization of spray-dried hyaluronic acid microspheres to
formulate drug-loaded bone substitute materials”. Powder Technol., vol. 255, 2014, pp. 44-51.
137. EL KECHAI, N. et al. “Hyaluronic acid liposomal gel sustains delivery of a corticoid to
the inner ear”. J. Control. Release, vol. 226, 2016, pp. 248-257.

138. LUO, Y.; KIRKER, K.R. & PRESTWICH, G.D. “Cross-linked hyaluronic acid hydrogel
films: New biomaterials for drug delivery”. J. Control. Release, vol. 69, 2000, pp. 169-184.
139. EGBU, R. et al. “Antibody loaded collapsible hyaluronic acid hydrogels for intraocular
delivery”. Eur. J. Pharm. Biopharm., vol. 124, 2018, pp. 95-103.

140. PIRARD, D. Et al. “Three percent diclofenac in 2.5% hyaluronan gel in the treatment of
actinic 45eteroato: A meta-analysis of the recent studies”. Arch. Dermatol. Res., vol. 297,
2005, pp. 185-189.

141. MATTHAIOLAMPAKIS, G. et al. “Hyaluronic acid targeting of CD44 for cancer
therapy: From receptor biology to nanomedicine”. J. Drug Target, vol. 23, 2015, pp. 605-618.
142. MERO, A. & CAMPISI, M. “Hyaluronic acid bioconjugates for the delivery of bioactive
molecules”. Polymers, vol. 6, 2014, pp. 346-369.

143. CHEN, Y. et al. “Conjugation of paclitaxel to C-6 hexanediamine-modified hyaluronic
acid for targeted drug delivery to enhance antitumor efficacy”. Carbohydr. Polym., vol. 181,
2018, pp. 150-158.

45



144. LAFFLEUR, F. & DACHS, S. “Development of novel mucoadhesive hyaluronic acid
derivate as lubricant for the treatment of dry eye syndrome”. Ther. Deliv., vol. 6, 2015, pp.
1211-1219.

145. FALLACARA, A. et al. “Novel Artificial Tears Containing Cross-Linked Hyaluronic
Acid: An In Vitro Re-Epithelialization Study”. Molecules, vol. 22(12), 2017, pp. 2104(1-13).
146. NEUMAYER, T.; PRINZ, A. & FINDL, O. “Effect of a new cohesive ophthalmic
viscosurgical device on corneal protection and intraocular pressure in small-incision cataract
surgery”. J. Cataract. Refract. Surg., vol. 34, 2008, pp. 1362-1366.

147. VANDERMEER, G.; CHAMY, Y. & PISELLA, P.J. “Comparison of objective optical
quality measured by double-pass aberrometry in patients with moderate dry eye: Normal
saline vs. artificial tears: A pilot study”. J. Fr. Ophtalmol., vol. 41, 2018, pp. e51-e57.

148. CARRACEDQO, G. et al. “Comparison Between Viscous Teardrops and Saline Solution
to Fill Orthokeratology Contact Lenses Before Overnight Wear”. Eye & Contact Lens, vol. 44,
2018, pp. S307-S311.

149. GODDARD, J.C. & JANSSEN, D.A.W. “Intravesical hyaluronic acid and chondroitin
sulfate for recurrent urinary tract infections: Systematic review and meta-analysis™. Int.
Urogynecol. J., vol. 29, 2018, pp. 933-942.

150. ZABKOWSKI, T.; JURKIEWICZ, B. & SARACYN, M. “Treatment of recurrent
bacterial cystitis by intravesical instillations of hyaluronic acid”. Urol. J., vol. 12, 2015, pp.
2192-2195.

151. GELARDI, M.; IANNUZZI, L. & QUARANTA, N. “Intranasal sodium hyaluronate on
the nasal cytology of patients with allergic and nonallergic rhinitis”. Int. Forum Allergy
Rhinol., vol. 3, 2013, pp. 807-813.

152. GARANTZIOTIS, S. et al. “The role of hyaluronan in the pathobiology and treatment of
respiratory disease”. Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol., vol. 310, 2016, pp. L785-L795.
153. FURNARI, M.L. et al. “Nebulized hypertonic saline containing hyaluronic acid improves
tolerability in patients with cystic fibrosis and lung disease compared with nebulized
hypertonic saline alone: A prospective, randomized, double-blind, controlled study”. Ther.
Adv. Respir. Dis., vol. 6, 2012, pp. 315-322.

154. GAVINA, M. et al. “Nebulized hyaluronan ameliorates lung inflammation in cystic
fibrosis mice”. Pediatr. Pulmonol., vol. 48, 2013, pp. 761-771.

46



155. PETRIGNI, G. & ALLEGRA, L. “Aecrosolised hyaluronic acid prevents exercise-induced
bronchoconstriction, suggesting novel hypotheses on the correction of matrix defects in
asthma”. Pulm. Pharmacol. Ther., vol. 19, 2006, pp. 166-171.

156. TURINO, G.M. et al. “The Therapeutic Potential of Hyaluronan in COPD”. Chest, vol.
153, 2018, pp. 792-798.

157. SCHIRALDI, C.; LA GATTA, A. & DE ROSA, M. “Biotechnological Production and
Application of Hyaluronan”. In: ELNASHAR, M., Ed. Biopolymers. IntechOpen: London,
UK, 2010, pp. 1-28. Disponivel em:
<https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-
characterization-and-application-of-hyaluronan>. Acessado em: 20/05/20109.

158. TAMER, T.M. “Hyaluronan and synovial joint: Function, distribution and healing”.
Interdiscip. Toxicol., vol. 6, 2013, pp. 111-125.

159. BOWMAN, S. et al. “Recent advances in hyaluronic acid based therapy for
osteoarthritis”. Clin. Transl. Med., vol. 7, 2018, pp. 1-11.

160. BROWN, T.J.; LAURENT, U.BG. & FRASER, J.R.E. “Turnover of hyaluronan in
synovial joints: Elimination of labelled hyaluronan from the knee joint of the rabbit”. Exp.
Physiol., vol. 76, 1991, pp. 125-134.

161. SUN, S.F. et al. “Comparison of single intra-articular injection of novel hyaluronan
(HYA-JOINT Plus) with synvisc-one for knee osteoarthritis: A randomized, controlled,
double-blind trial of efficacy and safety”. J. Bone Joint Surg. Am., vol. 99, 2017, pp. 462-471.
162. GHOSH, P. & GUIDOLIN, D. “Potential mechanism of action of intra-articular
hyaluronan therapy in osteoarthritis: Are the effects molecular weight dependent?”. Semin.
Arthritis Rheum., vol. 32, 2002, pp. 10-37.

163. GREENBERG, D.D. et al. “Biochemical effects of two different hyaluronic acid
products in a co-culture model of osteoarthritis”. Osteoarthr. Cartil., vol. 14, 2006, pp. 814-
822.

164. IMAI, T. et al. “The directionality of chitin biosynthesis: A revisit”. The Biochemical
Journal., vol. 374, 2003, pp. 755-760.

165. WIN, N.N. & STEVENS, W_.F. “Shrimp chitin as substrate for fungal chitin deacetylase”.
Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 57, 2001, p. 334-341.

47


https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-characterization-and-application-of-hyaluronan
https://www.intechopen.com/books/biopolymers/biotechnological-production-characterization-and-application-of-hyaluronan
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3967437/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29450666

166. MORI, T. et al. “Mechanism of macrophage activation by chitin derivatives”. Journal of
Veterinary Medical Science, vol. 67, 2005, pp. 51-56.

167. UENO, H.; MORI, T. & FUJINAGA, T. “2001 Topical formulations and wound healing
applications of chitosan”. Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 52, 2001, pp. 105-115.

168. TOMIHATA, K. & IKADA, Y. “In vitro and in vivo degradation of films of chitin and
its deacetylated derivatives”. Biomaterials, vol. 18, 1997, pp. 567-575.

169. XU, Y. et al. “Design and fabrication of porous chitosan scaffolds with tunable structures
and mechanical properties”. Carbohydrate Polymers, vol. 177, 2017, pp. 210-216.

170. BANSAL, V. et al. “Applications of Chitosan and Chitosan derivatives for drug
delivery”. Adva. Biol. Res., vol. 5, 2011, pp. 28-37.

171. TOZAKI, H. et al. “Chitosan capsules for colon-specific drug delivery: Improvement of
insulin absorption from the rat colon”. J. Pharmaceutical Sci., vol. 86, 1997, pp. 1016-1021.
172. CHENGUANG, L. et al. “Preparations, characterizations and applications of chitosan-
based nanoparticles”. J. Ocean University of China (English Edition), vol. 6, 2007, pp. 237-
243.

173. KOIZUMI, T.; RITTHIDEJ, G.C. & PHAECHAMUD, T. “Mechanistic modeling of
drug release from chitosan coated tablets”. J. Controlled Release, vol. 70, 2001, pp. 277-284.
174. JANG, K. & LEE, H.G. “Stability of Chitosan Nanoparticles for 1-Ascorbic Acid during
Heat Treatment in Aqueous Solution”. J. Agric. Food Chem., vol. 56, 2008, pp. 1936-1941.
175. OHYA, Y. et al. “Release 48eteroat of 5-fluorouracil from chitosan-gel microspheres
immobilizing 5-fluorouracil derivative coated with polysaccharides and their cell specific
recognition”. J. Microencapsulation, vol. 10, 1993, pp. 1-9.

176. DHANIKULA, A.B. & PANCHAGNULA, R. “Development and Characterization of
Biodegradable Chitosan Films for Local Delivery of Paclitaxel”. The AAPS J., vol. 6, 2004,
pp. 88-99.

177. KUMBAR, S.G.; KULKARNI, A.R. & AMINABHAVI M. “Crosslinked chitosan
microspheres for encapsulation of diclofenac sodium: effect of crosslinking agente”. J.
Microencapsul., vol. 19, 2002, pp. 173-180.

178. SUN, J. & TAN, H. “Alginate-based biomaterials for regenerative medicine
applications”. Materials (Basel), vol. 6, 2013, pp. 1285-13009.

48


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861717309451#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28809210

179. DOUGLAS, K.L. & TABRIZIAN, M. “Effect of experimental parameters on the
formation of alginate-chitosan nanoparticles and evaluation of their potential 49eteroatomo as
DNA carrier”. J. Biomat. Sci. Polym. E, vol. 16, 2005, pp. 43-56.

180. TAMPIERI, A. Et al. “HA/Alginate hybrid composites prepared through bio-inspired
nucleation”. Acta Biomaterials, vol. 1, 2005, pp. 343-351.

181. EISELT, P. et al. “Porous carriers for biomedical applications based on alginate
hydrogels”. Biomaterials, vol. 21, 2000, pp. 1921-1927.

182. KUO, C.K. & MA, P.X. “lonically crosslinked alginate hydrogels as scaffolds for tissue
engineering: Part 1. Structure, gelation rate and mechanical properties”. Biomaterials, vol. 22,
2001, pp. 511-521.

183. LEE, J. & LEE, K.Y. “Local and sustained vascular endothelial growth factor delivery
for angiogenesis using na injectable system”. Pharm. Res., vol. 26, 2009, pp. 1739-1744.

184. LEE, K.Y. & MOONEY, D.J. “Alginate: properties and biomedical applications”. Prog.
Polym. Sci., vol. 37, 2012, pp. 106-126.

185. TANNESEN, H.H. & KARLSEN, J. “Alginate in drug delivery systems”. Drug
Development and Industrial Pharmacy, vol. 28, 2002, pp. 621-630.

186. CHING, A.L. et al. “Modifying matrix micro-environmental pH to achieve sustained
drug release from highly laminating alginate matrices”. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, vol. 33, 2008, pp. 361-370.

187. LAFFLEUR, F. “Mucoadhesive polymers for buccal drug delivery”. Drug Development
and Industrial Pharmacy, vol. 40, 2014, pp. 591-598.

188. JULIANO, C. et al. “Mucoadhesive alginate matrices containing sodium carboxymethyl
starch for buccal delivery: in vitro and in vivo studies”. J. Drug Delivery Sci. Technol., vol. 1,
2004, pp. 159-163.

189. MARTIN, M.J. et al. “Development of alginate microspheres as nystatin carriers for oral
mucosa drug delivery”. Carbohydrate Polymers, vol. 117, 2015, pp. 140-149.

190. HAQUE, S. et al. “Development and evaluation of brain targeted intranasal alginate
nanoparticles for treatment of depression”. Journal of Psychiatric Research, vol. 48, 2014, pp.
1-12.

49


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961200000338
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961200000338
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961200002015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961200002015

191. GARMISE, R. J.; STAATS H. F. & HICKEY A. J. “Novel dry powder preparations of
whole inactivated influenza virus for nasal vaccination”. AAPS Pharm. Sci. Tech., vol. 8,

2007, pp. 2-10.

192. COSTA, J.R. et al. “Potential chitosan-coated alginate nanoparticles for ocular delivery
of daptomycin”. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, vol. 34,
2015, pp. 1255-1262.

193. KLEINUBING, A.J. “Liberacdo controlada da oxitetraciclina aprisionada em matriz de
alginato/quitosana recoberta com Eudragit® em leito fluidizado™. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica), Universidade Estadual de Campinas, 2013.

194. DIOS, P. et al. “Preformulation studies and optimization of sodium alginate based
floating drug delivery system for eradication of Helicobacter pylori”. Eur. J. Pharm.
Biopharm., vol. 96, 2015, pp. 196-206.

195. ADEBISI, A.O.; LAITY, P.R. & CONWAY, B.R. “Formulation and evaluation of
floating mucoadhesive alginate beads for targeting Helicobacter pylori”. J. Pharm.
Pharmacol., vol. 67, 2015, pp. 511-524.

196. SZEKALSKA, M. et al. “Influence of sodium alginate on hypoglycemic activity of
metformin hydrochloride in the microspheres obtained by the spray drying”. International J.
Polym. Sci., vol. 2016, 2016, pp. 1-12.

197. KLEINUBING, S. A. et al. “Gastro-resistant controlled release of OTC encapsulated in
alginate/chitosan matrix coated with acryl-EZE® MP in fluidized bed”. J. Appl. Polym. Sci.,
vol. 131, 2014, pp. 1-9.

198. MARTIN-VILLENA, M.J. et al. “Novel microparticulate systems for the vaginal
delivery of nystatin: development and characterization”. Carbohydrate Polymers, vol. 94,
2013, pp. 1-11.

199. PRINDERRE, P.; SAUZET, C. & FUXEN, C. “Advances in gastro retentive drug-
delivery systems”. Expert Opinion on Drug Delivery, vol. 8, 2011, pp. 1189-1203.

200. KHARIA, A.A. & SINGHAI, AK. “Screening of most effective variables for
development of gastroretentive mucoadhesive nanoparticles by Taguchi design”. ISRN
Nanomaterials, vol. 2013, 2013, pp. 1-8.

201. PARK, S.-B. et al. “Biopolymer-based functional composites for medical applications”.
Prog. Polym. Sci., vol. 68, 2017, pp. 77-105.

50


http://lattes.cnpq.br/8991924818758351

202. MOSCOVICI, M. “Present and future medical applications of microbial
exopolysaccharides”. Frontiers in Microbiology, vol. 6, 2015, p. 1012.

203. RIESLE, J. et al. “Collagen in tissue-engineered cartilage: Types, structure, and
crosslinks”. J. Cell Biochem., vol. 71, 1998, pp. 313-327.

204. LEE, C.H.; SINGLA S. & LEE, Y. “Biomedical applications of collagen”. Int. J.
Pharmaceut, vol. 221, 2001, pp. 1-22.

205. PINS, G.D. et al. “Sel-assembly of collagen fibers: influence of fibrillary arrangement
and decorin on mechanical properties”. Biophys. J., vol. 73, 1997, pp. 2164-2172.

206. CHAJRA, H. et al. “Collagen-based biomaterials and cartilage engineering. Application
to osteochondral defects”. Biomed. Mater. Eng., vol. 18, 2008, pp.S33-545.

207. LEE, Y.H. et al. “Modified titanium surfasse with 51eteroa nanogold composite increases
osteoblast cell biocompatibility”. Appl. Surf. Sci., vol. 256, 2010, pp. 588 2-5887.

208. KUIJPERS, A.J. et al. “Cross-linking and characterization of 5leteroa matrices for
biomedical applications. J. Biomat. Sci. Polym. E, vol. 11, 2000, pp. 225-243.

209. UEBERSAX, L. et al. “Biocompatibility and osteoconduction of macroporous silk
fibroin implants in cortical defects in sheep”. Eur. J. Pharm. Biopharm., vol. 85, 2013, pp.
107-118.

210. CHLAPANIDAS, T. Et al. “Regenerated silk fibroin scaffolds and infrapattelar adipose
stromal vascular fraction as feeder-layer: a new product for cartilage advanced therapy”.
Tissue Eng. Part A, vol. 17, 2011, pp. 1725-1733.

211. NAKAJIMA, H.; DUKSTRA, P. & LOQS, K. “The Recent Developments in Biobased
Polymers toward General and Engineering Applications: Polymers that Are Upgraded from
Biodegradable Polymers, Analogous to Petroleum-Derived Polymers, and Newly Developed
Polymers”. Polymers, vol. 9, 2017, p. 523.

212. SATOH, K.; SUGIYAMA, H. & KAMIGAITO, M. “Biomass-derived heat-resistant
alicyclic hydrocarbon polymers: Poly(terpenes) and their hydrogenated derivatives”. Green
Chem., vol. 8, 2006, pp. 878-882.

213. LI, A.-Y. “Cationic copolymerization of 1,3-pentadiene with a-pinene”. J. Polym. Eng.,
vol. 34, 2014, pp. 583-589.

51


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Riesle%2C+J
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S093964111300194X#!

214. MIYAJI, H.; SATOH, K. & KAMIGAITO, M. “Biobased Polyketones by Selective
Ring-Opening Radical Polymerization of a-Pinene-Derived Pinocarvone”. Angew Chem. Int.,
vol. 55, 2016, pp. 1372-1376.

215. SINGH, A. & KAMAL, M. “Synthesis and Characterization of Polylimonene: Polymer
of an Optically Active Terpene”. J. Appl. Polym. Sci., vol. 125, 2012, pp. 1456-1459.

216. SHARMA, S. & SRIVASTAVA, A. “Radical co-polymerization of limonene with N-
vinyl pyrrolidone: Synthesis and characterization”. Des. Monomer. Polym., vol. 9, 2006, pp.
503-516.

217. MARTIN, C. & KLEIN, A\W. “Terpolymers Derived from Limonene Oxide and Carbon
Dioxide: Access to Cross-Linked Polycarbonates with Improved Thermal Properties”.
Macromolecules, vol. 49, 2016, pp. 6285-6295.

218. BYRNE, C. et al. “Alternating Copolymerization of Limonene Oxide and Carbon
Dioxide”. J. Am. Chem. Soc., vol. 126, 2004, pp. 11404-11405.

219. SARKAR, P. & BHOWMICK, A.K. “Green Approach toward Sustainable Polymer:
Synthesis and Characterization of Poly(myrcene-co-dibutyl itaconate)”. ACS Sustain. Chem.
Eng., vol. 4, 2016, pp. 2129-2141.

220. <sustainablepackaging.org/2020-bioplastics-market-forecast>. Acessado em: 06/05/20109.
221. <https://www.ifbb-

hannover.de/files/IfBB/downloads/faltblaetter broschueren/Biopolymers-Facts-Statistics-
2018.pdf>. Acessado em 10/07/2019.

222. <http://news.biobased.eu/nova-institute-announces-new-market-study-on-bioplastics-
with-latest-data-for-2018/>. Acessado em: 12/07/20109.

223. CALIJA, B. et al. “Functionality of chitosan-halloysite nanocomposite films for
sustained delivery of antibiotics: The effect of chitosan molar mass”. J. Appl. Polym. Sci, vol.
136, 2019, pp. 1-12.

224. OJOGBO, E.; WARD, V. & MEKONNEN, T.H. “Functionalized starch microparticles
for contact-active antimicrobial polymer surfaces”. Carbohydrate Polymers, vol. 229, 2020,
pp. 1-9.

225. ALAVI, M. & NOKHODCHI, A. “An overview on antimicrobial and wound healing
properties of ZnO nanobiofilms, hydrogels, and bionanocomposites based on cellulose,

chitosan, and alginate Polymers”. Carbohydrate Polymers, vol. 227, 2020, pp. 1-6.

52


https://sustainablepackaging.org/2020-bioplastics-market-forecast/
https://www.ifbb-hannover.de/files/IfBB/downloads/faltblaetter_broschueren/Biopolymers-Facts-Statistics-2018.pdf
https://www.ifbb-hannover.de/files/IfBB/downloads/faltblaetter_broschueren/Biopolymers-Facts-Statistics-2018.pdf
https://www.ifbb-hannover.de/files/IfBB/downloads/faltblaetter_broschueren/Biopolymers-Facts-Statistics-2018.pdf
http://news.bio-based.eu/nova-institute-announces-new-market-study-on-bioplastics-with-latest-data-for-2018/
http://news.bio-based.eu/nova-institute-announces-new-market-study-on-bioplastics-with-latest-data-for-2018/

CAPITULO 2

Sintese de polimeros com estrutura controlada: a polimerizacdo ATRP e
suas variacoes

Roniérik Pioli Vieira

Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

2.1 Introducéo:

Para se obter polimeros, sejam eles originarios de fontes fosseis ou renovaveis, é
imprescindivel que se conheca sobre sua sintese, as técnicas utilizadas para a sintese e como
controlar a distribuicdo de massa molar para que se obtenha produtos com propriedades
fisico-quimicas, mecénicas, térmica e morfologicas desejadas. Portanto, neste capitulo
veremos como proceder para se obter polimeros com uma distribuicdo de massa molar mais
estreita, que garantird propriedades superiores aos materiais assim obtidos e um bom

desempenho na area da Saude.

2.2 A evolucdo das técnicas de polimerizacédo controlada e o destaque a ATRP

Com o surgimento das polimerizacgdes radicalares controladas (CRPs), em meados
de 1990, foi possivel a sintese de polimeros com estreita distribuicdo de massas molares em
um meio reacional mais robusto do que os tradicionalmente empregados até entdo
(polimerizacdo ibnica ou de coordenacdo). Em geral, as técnicas empregadas no controle da
estrutura molecular de polimeros consistem em um mecanismo de ativagdo e desativacdo
reversivel das cadeias em propagacdo, de modo a suprimir reacdes de terminacdo e
transferéncias de cadeia.

A polimerizagdo radicalar mediada por nitroxidos (NMP) foi a primeira CRP a ser
desenvolvida, seguida da polimerizacdo radicalar por transferéncia de &tomo (ATRP), que

expandiu a faixa de monémeros polimerizaveis radicalmente e permitiu a preparacdo de
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copolimeros em bloco por via radicalar. A polimerizacdo por transferéncia de cadeia
reversivel via adigdo-fragmentacdo (RAFT), posteriormente desenvolvida, viabilizou a
preparacdo de copolimeros com arquitetura complexa.

Através de uma analise da evolucdo das publicacbes sobre CRPs ao longo dos
ultimos 20 anos (Figura 1), verifica-se que a polimerizacao radicalar por transferéncia de
atomo (ATRP) se consolidou como a principal e mais poderosa técnica de polimerizacéo
controlada.® A maior quantidade de publicagbes sobre a ATRP ocorreu em virtude de
algumas particularidades inerentes a essa técnica, por exemplo, ela pode ser conduzida em
massa, solugdo ou em uma variedade de meios heterogéneos, incluindo miniemulséo,
emulsdo, suspensédo e dispersdo. Além disso, ela contempla a maior parte de monémeros,
catalisadores e iniciadores comerciais, sendo conduzida experimentalmente de maneira bem

simples em temperaturas brandas (em geral < 100 °C).2
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300
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Figura 1: Evolucdo das publicagdes indexadas no SCOPUS utilizando rotas controladas.

A Figura 2 ilustra 0 mecanismo geral do processo ATRP. O perfeito controle do
equilibrio entre as espécies dormentes (1) e a propagacéo de radicais ativos (3) faz com que
a concentracdo destes permaneca baixa durante a polimerizagdo, minimizando a taxa de

terminacdo bimolecular (k;) para alcancar o crescimento controlado da cadeia polimérica.’
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De acordo com Matyjaszewski (2018), no mecanismo ilustrado na Figura 2, existe um
répido equilibrio dindmico entre radicais (3) e (macro) haletos de alquila dormentes (1).
Esse processo emprega um catalisador (2) para ativar o (macro) haleto de alquila
dormente (1) a polimero “vivo” (3). Os polimeros “vivos” propagam-se e podem sofrer
transferéncia de cadeia ou terminacdo, tornando-se polimeros “mortos” durante essa
propagacgdo. Entretanto, tipicamente ap6s uma Unica ou poucas adi¢des de mondémeros, 0s
polimeros “vivos” sdo desativados de volta para polimeros “dormentes”. Em virtude desse
rapido equilibrio, praticamente ndo h& tempo habil para terminagdes e transferéncias de
cadeia. A principal consequéncia disso € uma evolucdo linear da massa molar em fungédo da

conversdo de mondmero, garantindo uma estreita distribuicdo de massas molares.*

(1) 2) Kq (3) (4)
Po-X + ML <==_ P *+ X-Mt"""/L

Ky U “~
Kk
k At
P 'S

Monémero

Figura 2: Mecanismo reacional genérico de um processo ATRP normal (adaptado).

A ATRP baseou-se historicamente em catalisadores de metal de transicdo (2) (por
exemplo, CuBr, CuCl e FeBr;) para mediar esse equilibrio e polimerizar monémeros com
funcionalidade diversificada, viabilizando a sintese de macromoléculas com massas
molares controladas, baixa dispersidade (D), composicdo quimica definida e arquitetura
complexa.”> Dessa forma, a ATRP permitiu a producéo de uma ampla gama de polimeros
com funcionalidades personalizadas para aplicacbes de alto valor. Por exemplo, os
polimeros sintetizados foram utilizados para revestimentos, adesivos, aplica¢cdes ambientais
e na area médica.®®

A Figura 3 apresenta, de maneira simplificada, o procedimento de sintese via ATRP
em vials. Nessa figura sdo identificados os principais reagentes do processo tradicional. A
Tabela 1 destaca os principais iniciadores, catalisadores e ligantes utilizados em sintese via
ATRP. Em virtude desses destaques associados a ATRP, principalmente na sintese de

polimeros a partir de monémeros renovaveis, este capitulo dara énfase a essa rota de
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polimerizacdo controlada, apresentando suas variagOes e potencialidades na engenharia

macromolecular.

T<100°C
Mondmero l 3 Polimero
Catalisador Monoémero ndo convertido
Ligante - - Catalisador
Solvente Ligante
Iniciador Solvente

Tempo
variavel

Figura 3: Esquema simplificado da sintese de polimeros via ATRP com a identificacdo de

reagentes e produtos do processo.

Tabela 1: Principais iniciadores, ligantes e catalisadores utilizados em ATRP.

Iniciadores Catalisadores Ligantes
i a Y
ch\Hj\ P
0" CH N\
: * CuBr — 7
r
2-bromopropionato de etila Bipiridina
CH3 CHj
0 N N
HaC o HaC” \/\hl'l/\/ \CH;;
07 “CHs CHs
Br' CHa CuCl
N,N,N’,N’,N”’-

2-bromo isobutirato de etila o o
Pentametildietilenotriamina

?Hs ?Ha

Br CHS/N\/\E/\/N\//\E/CHs
FeCl, e o
1,1,4,7,10,10-

2-bromo etil benzeno . )
hexametiltrietilenotetramina

56



HiC., .CHj
0] N
ch\HL PN
O CH
5 3 FEBrz HSC‘N/\/N\/\N'CH3
r CHs CHa

2-bromopropionato de metila Tris(2-dimetilaminoetil) amina

/N
BrBr N=
-
HO_ Ky, RUBr; ) 0
N N
2,2,2-tribromoetanol Tris[(2-piridil) metil] amina

2.3 DerivagOes da ATRP tradicional

O grande inconveniente da ATRP tradicional reside no fato de que o catalisador de
metal de transicdo disperso no polimero impede as suas aplicacbes biomédicas e
eletronicas.® Varias pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de reduzir drasticamente
a quantidade de catalisador através de sua regeneracdo. Por exemplo, a adicdo de agentes
redutores quimicos para regeneracao de ativadores por transferéncia eletrénica (ARGET-
ATRP), ATRP mediada eletroquimicamente (eATRP), além da utilizacdo de metais
zerovalentes como ativadores suplementares e agentes redutores (SARA-ATRP).}**2 Além
disso, alguns dos trabalhos mais recentes exploraram a regeneracdo do catalisador usando
reducéo fotoquimica (foto-ATRP).*?

Apesar dos avancos significativos na reducdo da concentracdo de catalisador e nos
processos de purificagdo, a recente técnica O-ATRP (polimerizacdo radicalar por
transferéncia de atomo organocatalisada) tornou-se uma alternativa para contornar a
necessidade de remogéo de metal e consequente redugdo do custo do processo global ® Os
autores deste trabalho mostraram que a sintese de polimeros usando catalisadores organicos
ativados por luz visivel (PCs) apresenta a mesma precisdo da ATRP tradicional. Além
disso, a utilizagdo de catalisadores organicos reduz as preocupacdes de toxicidade e
interferéncias com sistemas eletronicos, eliminando a grande limitagcdo da ATRP. Os

avancos atuais na utilizacdo desses catalisadores alternativos pode ser a explicacdo para a
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reducdo do nimero de publicacdes sobre ATRP tradicional a partir de 2014 (Figura 1). Os

itens a seguir descrevem brevemente as variagOes da ATRP tradicional.

2.3.1 Ativadores Regenerados por Transferéncia de Elétrons (ARGET-ATRP)

Nesta variacdo da ATRP, as espécies de catalisador oxidado (X-M"/L) acumuladas
no sistema devido a terminacdo irreversivel dos radicais sdo regeneradas com 0 uso de
agentes redutores, geralmente glucose e &cido ascérbico, para restaurar o catalisador ativo
(M"/L) necessario & produgdo de polimeros “vivos”.>°

Adicionalmente, a ARGET-ATRP pode ser iniciada com o catalisador em seu
estado oxidado (X-M™/L). Uma vez que o X-M"™™/L pode ser reduzido in situ, produzindo
o catalisador no estado ativo (M"/L). E claro que esse método ATRP e, consequentemente,
as propriedades do polimero produzido, sdo grandemente influenciados pela concentracédo

do agente redutor e pela taxa de reducdo das espécies de catalisadores estaveis.*

2.3.2 ATRP eletroquimicamente mediada (eATRP)

No mecanismo do processo eATRP, uma corrente catddica é aplicada para gerar
(regenerar) o complexo catalitico M"/L. Além disso, uma corrente anddica opcional é usada
para reverter o estado do catalisador ativo para o complexo X-M™?/L para terminar a
reacdo de polimerizacdo. Apos a reducdo, o complexo M"/L é disperso por agitacéo

vigorosa no meio de polimerizacéo.**

2.3.3 Iniciadores para Regeneragdo Continua do Ativador (ICAR-ATRP)

Ao polimerizar monémeros que ndo sdo submetidos a iniciagdo térmica, a utilizagdo
de uma quantidade muito pequena de iniciador pode desencadear uma iniciacdo térmica
lenta para a regeneragdo continua do ativador. Na ICAR-ATRP, o complexo desativador
(X-M™/L) é gradual e continuamente reduzido ao estado ativo (M"/L) por radicais (I*)
formados em uma reacdo de decomposicéo térmica lenta de um iniciador (I,), por exemplo,
AIBN."

Vale ressaltar que a ICAR ATRP tem uma limitacdo significativa na producdo de

copolimeros em bloco, uma vez que os radicais livres (1*) utilizados para regeneracédo de
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ativadores na polimerizacao também podem gerar cadeias poliméricas capazes de alterar as
propriedades do copolimero desejado.’®

2.3.4 Ativador Suplementar e Agente Redutor (SARA-ATRP)

Na técnica SARA-ATRP, um metal zerovalente (M°), como Cu®, Zn°, Mg° e Fe°, é
usado para introduzir reagGes lentas em adicdo ao equilibrio entre os complexos M"/L e X-
M™Y. 151 Nessas reacdes introduzidas no sistema, a ativagdo suplementar de haletos de
alquila por M° e a reducdo de X-M™Y/L para M"/L permite controlar a taxa de

polimerizacdo com a regulacéo da area superficial de M°.*’

2.3.5 Catalisadores fotoativados (foto-ATRP)

Na foto-ATRP, a regeneracdo do ativador M"/L ocorre pela reducédo fotoquimica
dos complexos X-M™/L por uma amina alifatica, geralmente introduzida na forma de
excesso de ligante. A taxa de polimerizagcdo nesse processo, como em todos 0os métodos de
ATRP descritos nesta secdo, depende da taxa de geracdo de radicais que, neste caso, pode
ser ajustada controlando a intensidade da luz, o comprimento de onda da irradiacdo e a
relacdo entre metal e ligante.” Paralelamente, uma nova abordagem sem o uso de
catalisador metélico foi relatada, a O-ARTP, em que a reacdo é mediada por um

fotocatalisador organico.>*8

2.3.6 Polimerizac&o Radicalar por Transferéncia de Atomo Organocatalisada (O-ATRP)

Embora a técnica O-ATRP ainda esteja bem recente, diversas contribuicfes
significativas ja estdo disponiveis, servindo de base para a ampliacdo do conhecimento na
area. Por exemplo, recente trabalho de Theriot (2017) fornece uma compreensdo do
mecanismo reacional do processo, discute as varias classes de catalisadores, bem como as
caracteristicas unicas de cada uma e principios de design obtidos a partir do desempenho
desses catalisadores.™

A primeira publicacdo sobre o tema utilizou 10-fenil-fenotiazina (Ph-PTZ) como
fotocatalisador (PC) para mediar o equilibrio ATRP.® Posteriormente, outros compostos,

tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e carbazolas foram testados com sucesso
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em atividade catalitica sob luz visivel.®# Além disso, destacam-se, também, compostos
disponiveis a um baixo custo, como a benzofenona.?

A Figura 4 representa 0 mecanismo do processo O-ATRP. Nessa figura, encontram-
se representadas as trés formas possiveis do catalisador organico durante a polimerizagéo: o
estado fundamental (PC), o estado catalitico (PC*) e o estado oxidado (PC¥). Essas
diferentes formas de catalisadores estdo em equilibrio competitivo: o catalisador no estado
fundamental (PC) é ativado através do efeito de fotoexcitacdo; o catalisador no estado
excitado (PC*) transforma-se em cation (PC") ou retorna para o estado fundamental (PC)
através de decaimento do catalisador; o catalisador catidnico radical (PC") também pode ser
convertido para o estado fundamental (PC), se reduzido por espécies radicalares. A
circulacdo das diferentes formas de catalisadores desempenha um papel critico na mediagédo
de sistemas O-ATRP.

P-X

Ativacao

*
Fotoexcitagao PC

PC PC**X- P
=\
Desativacgao R
P-X P Propagacao

Figura 4: Mecanismo reacional genérico de um processo O-ATRP (Adaptada de Theriot et
al. (2017).

Na O-ATRP pela rota oxidativa, o catalisador sofre fotoexcitacdo para um estado
excitado, que pode ser executada com uma variedade de comprimentos de onda de luz. No
entanto, a fotoexcitagéo utilizando luz UV pode levar a reagdes colaterais que complicam a
sintese de polimeros. Sendo assim, é preferivel que um PC absorva no visivel, possuindo

um comprimento de onda de absorbancia maxima na regido visivel. O PC deve possuir uma

60



vida til longa do estado excitado e estar reduzido no estado oxidado para efetuar a reacéo

de transferéncia de elétrons necessaria para a ativago do polimero.*

2.4 Arquiteturas macromoleculares proporcionadas pela ATRP

A ATRP e suas variagdes possibilitam a sintese de varios copolimeros com qualquer
arquitetura macromolecular complexa desejada. Isso inclui polimeros com diversas
topologias, variando desde cadeias lineares com dimensdes controladas com precisdo
(dispersidades proximas de 1,0) a varias estruturas ramificadas formadas a partir da
copolimerizacdo de (macro) mondmeros, Viabilizando enxertos em polimeros
multifuncionais.®

A ATRP também foi utilizada para controlar com precisdo a composic¢ao da cadeia e
preparar copolimeros segmentados (blocos), bem como sistemas periodicos e gradientes. A
Figura 5 ilustra alguns exemplos de arquiteturas poliméricas comumente sintetizadas por
ATRP. E importante ressaltar que a producio de algumas dessas estruturas mais complexas

ndo é possivel de se obter em métodos convencionais de polimerizagdo por radicais livres.?®

Homopolimero Copolimero
3\% Q)S’ 88 d)g aleatéri% 8}
o :
8 g arfing
S_b g> Copolimero em
oﬁl\a Copolimero 3 g o) gradiente
ramificado W
Copolimero em (pente) Copolimero
bloco periodico

Figura 5: Exemplos de copolimeros com diferentes composi¢des, sintetizados via ATRP e

variacdes (adaptado).?

Os polimeros em forma de pente sdo copolimeros de enxerto compreendendo uma
estrutura linear de polimero com varias cadeias laterais ao longo do seu comprimento, 0
que lhes confere propriedades notaveis de automontagem.' Copolimeros de enxerto
produzidos via ATRP sao geralmente preparados por trés métodos diferentes: enxerto de

unidades de iniciacdo ao longo da cadeia do polimero; a partir da cadeia lateral polimérica,
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que é sintetizada primeiro e depois usada como (macro) monémero; e através da sintese das

cadeias laterais e do polimero principal separadamente e, posteriormente, acopladas.’

2.5 Modifica¢ido de polimeros “biobased” via ATRP e aplicacdes na area médica

Sem duvidas, uma das aplicacGes de grande destaque da ATRP estd na modificacédo
de polimeros “biobased” como, por exemplo, a produ¢dao de copolimeros “pente” ou
“enxertados” (Figura 5). Os polimeros enxertados produzidos por ATRP viabilizam o facil
ajuste de seus componentes estruturais, como grupos suspensos, que influenciam
diretamente uma série de propriedades.?®

Nanocristais de celulose (CNC) foram convertidos em nanomateriais responsivos ao
CO,, por meio do enxerto de poli(dimetilaminoetil metacrilato)) (PDMAEMA) e
poli(dietilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA) em sua superficie. Primeiro, foi realizada a
funcionalizacdo da CNC com grupos de iniciadores ATRP, seguida de polimerizacdo. A
carga superficial da CNC modificada por enxerto pode ser comutada reversivelmente por
protonacdo/desprotonacdo dos grupos amina terciaria simplesmente por aspersdo com CO,
e Ny, respectivamente.?*

A polimerizacdo O-ATRP foi utilizada na fabricacdo de copolimeros a base de
celulose enxertados. Etil celulose foi modificada com éster 2-bromo-2-fenilacetato, que é
um iniciador de ATRP. O enxerto de etil metacrilato foi conduzido com eficiéncia pela
radiagdo UV, resultando em um bom controle sobre a massa molar do material
sintetizado.?

Outra classe de copolimeros sustentaveis e renovaveis a base de celulose e rosina
(recurso natural renovavel obtido da exsudagé@o de varios tipos de pinheiros, residuos de
madeira e celulose) foi preparada por meio do enxerto de cadeias poliméricas derivadas de
rosina em etil celulose via ATRP. Os copolimeros obtidos apresentaram uma temperatura
de transicdo vitrea ajustavel e maior estabilidade térmica do que a etil celulose pura. Além
de boa possibilidade de produgdo de filmes com alta hidrofobicidade, indicando sua
aplicacdo como revestimento e filmes com protecéo a UV.%%?’

Além dos materiais em formato de “pente”, a ATRP possibilita a produgdo de
polimeros em formato de “estrela” (Figura 6), que sdo caracterizados por possuirem

estruturas macromoleculares complexas com pelo menos trés bracos macromoleculares
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(cadeias poliméricas) irradiando a partir do ndcleo central, que pode ser um &tomo,
molécula pequena, macromolécula ramificada ou nanoparticula.®

Nos ultimos anos, polimeros em estrela tém sido cada vez mais aplicados no campo
biomédico devido a sua flexibilidade adequada e estrutura densa. Nesse sentido, ha muitos
relatos de controle da topologia da cadeia polimérica via ATRP para preparar polimeros em

estrela ramificados para aplicacdes de liberacéo de genes e drogas.?®*

Linear ‘LS‘% Rede Pente

s R
%ip{er); ramificado E\t%:“ % §

Figura 6: Exemplos de polimeros com diferentes topologias sintetizados via ATRP e

variaces (adaptado).?

Os polimeros em rede e “hiper” ramificados, representados na Figura 6, também sdo
muito Uteis para a encapsulacdo de agentes bioativos. Esses materiais ndo se dissolvem em
agua a temperatura e pH fisiologicos, apresentam poros intramoleculares, grupos funcionais
abundantes, alta solubilidade e viscosidade reduzida. Portanto, tém sido usados para uma

variedade de funges nos campos médico, farmacéutico e afins.*"%

2.6 Consideracdes finais

O surgimento das técnicas de polimerizacao controlada possibilitou grandes avangos
no desenvolvimento de materiais com diferentes composicdes, topologias e
funcionalidades. Dentre as técnicas disponiveis, a ATRP é a que apresenta maior destaque,
pois permite a engenharia de materiais poliméricos obter propriedades macroscopicas
personalizadas, com um controle fino de parametros-chave para o design de materiais.

O conhecimento adquirido sobre o mecanismo de reacdo permitiu a criacdo de

novas técnicas derivadas da forma tradicional da ATRP; e os desafios relacionados a
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contaminacdo de polimeros devido ao uso de catalisadores a base de cobre foram superados
pela reducdo drastica do metal na polimerizacdo, atraves de sua regeneracdo no sistema e
do uso de catalisadores alternativos.

Ressalta-se que a recente técnica que nao emprega metais (O-ATRP) pode ser o
caminho ainda inexplorado para viabilizar a ampliacdo de aplicacfes na &rea médica e
eletronica, uma vez que as reagdes podem ser conduzidas a baixas temperaturas e ndo ha
necessidade de purificacdo do produto. No entanto, sua extensdo a um escopo maior de
mondmeros é indispensavel, bem como a capacidade de produzir polimeros de massas

molares superiores com arquiteturas poliméricas avancadas.
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Capitulo 3

Nanotecnologia na area da saude: importancia, vantagens e limitacdes
Maria Gabriela Nogueira Campos

Area de Ciéncia e Engenharia de Materiais
Universidade Federal de Alfenas — Unifal/MG

3.1 Definicédo de nanotecnologia

De acordo com a Comissdao Europeia, Nanotecnologia € o termo dado as areas da
ciéncia e engenharia onde o fenébmeno que ocorre em dimensdes de escala nanométrica é
utilizado para desenvolver, caracterizar, produzir e aplicar materiais, estruturas,
dispositivos e sistemas.™ A Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos Estados Unidos, em
seu plano estratégico de dezembro de 2007, definiu Nanotecnologia como o entendimento e
controle da matéria em dimensdes entre aproximadamente 1 e 100 nm, onde um Unico
fendmeno permite novas aplicagdes. Em dimensdes entre 1 e 100 nm (escala nanomeétrica),
diferentes propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas podem ser observadas em
comparagdo a0 mesmo material em sua forma convencional e/ou aos seus atomos e
moléculas.) A Figura 1 apresenta uma ilustracdo da razdo entre a area superficial e o

volume, conforme se reduz o tamanho do material.

V=a3 V=a3 V=ad
A= a? A= 2a? A= 3a’ Nano: Elevada
A/N=1/a A/NV=2/a A/V =3/a area superficial

em relagdo ao
volume

Figura 1: Relacdo entre area superficial e volume em funcdo da reducdo do tamanho

(Elaboracdo da autora).
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Tais propriedades podem tornar os nanomateriais interessantes para aplicagdo em
diversas é&reas, incluindo a area da salde. Como o0s nanomateriais tém dimensdes
semelhantes a proteinas, DNA e RNA, as intera¢cdes dos nanomaterias com o corpo humano
podem ser bastante diferentes dos materiais convencionais, justamente devido ao fenémeno
Unico que ocorre com alguns materiais na escala nanometrica. Além disso, a
nanotecnologia pode ser usada para mimetizar estruturas bioldgicas, favorecendo o uso de

nanomateriais na confeccéo de implantes e outros biomateriais.

As aplicacdes da nanotecnologia na area da salde sao tdo amplas que uma nova area
de estudo foi criada, a Nanomedicina. A Fundacdo Europeia de Ciéncias definiu, em 2004,
nanomedicina como “a ciéncia e a tecnologia de diagnoéstico, tratamento e prevencdo de
doencas e lesdes traumaticas, alivio da dor e preservacdo e melhoria da salde humana,
usando ferramentas moleculares e conhecimento molecular do corpo humano”, enquanto o
Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos a definiu, em 2006, como “um ramo da
nanotecnologia que se refere a intervengbes médicas altamente especificas em escala
molecular para curar doencas ou reparar tecidos danificados, como 0ssos, musculos ou
nervos”.®) A nanomedicina ainda pode ser dividida em subéreas como: ferramentas
analiticas; nanoimagem; nanomateriais e nanodispositivos; novos sistemas terapéuticos e de
administracdo de medicamentos; e questdes clinicas, regulatdrias e toxicoldgicas. Na Figura

2 observa-se areas de aplicacdo da nanotecnologia.

Areas de aplicagdo da Nanotecnologia

>
r 2 .7
i - Saude Cuidado Pessoal

Textil e Cosmética

Agr.ncultura} e
Meio ambiente =
h \ / Eletrdnica
Inddstria e — Nanotecnologia . Enngia

Construcao civil

Figura 2: Areas de aplicacdo da nanotecnologia (Elaboracéo da autora).
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Algumas aplica¢des da nanotecnologia na area da saude estdo listadas na Tabela 1 e

serdo discutidas ao longo deste capitulo.

Tabela 1: Aplicacdo da nanotecnologia na area da satde: instrumentacédo, diagndstico e

Instrumentacéo

terapia.

Diagndstico

Terapia

Diversos equipamentos
médicos como sondas,
cameras, implantes foram
desenvolvidos ou
aprimorados com o uso da
nanotecnologia e dos
nanomateriais, permitiram
um avanco relevante nesta

area.

Novos protocolos para
diagnostico foram criados
ou aprimorados com 0 uso
da nanotecnologia,
permitindo um aumento na
sensibilidade dos ensaios
devido as caracteristicas
dos nanomateriais

utilizados.

A nanotecnologia
contribuiu para o
desenvolvimento de novos
tratamentos, drogas e
dispositivos para acdo e
liberacdo mais eficiente de
farmacos, que sdo

entregues em 6rgaos-alvo.

3.2 Nanotecnologia em dispositivos médicos, hospitalares e odontolégicos
3.2.1 Instrumentacao

O advento da nanotecnologia permitiu o aprimoramento e a criagdo de uma nova
geragdo de equipamentos médicos de menores dimensdes (devido ao desenvolvimento de
nanobaterias e componentes eletrénicos mais compactos), com maior custo-beneficio, mais
eficientes e rapidos, alem de apresentarem interface mais intuitiva com o operador. Além
disso, essa nova geracdo de equipamentos é capaz de fornecer dados mais completos e
confidveis utilizando a mesma ou até menores quantidades de amostra.”! Tais
equipamentos incluem — mas ndo se restringem a — aparelhos de ultrassom, ressonancia,
tomografia, ventiladores pulmonares, etc., além dos insumos cirdrgicos, como cateteres,

sondas e drenos. De acordo com o Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI
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(2017), o numero de pedidos de patente de nanotecnologia aplicada & area de equipamentos
médicos, hospitalares e odontoldgicos entre os anos de 2008 e 2015 somente no Brasil foi
de 115 pedidos, enquanto 2.191 pedidos foram depositados em todo o mundo. Nesse
mesmo periodo, ainda foram depositados mundialmente 1.843 pedidos na area de proteses e

6rteses (91 no Brasil).!

As proteses e Orteses, também conhecidas por implantes, sdo uma importante
categoria de dispositivos médicos que foi beneficiada com a nanotecnologia. Nessa
categoria incluem-se os implantes odontoldgicos (proteses dentarias, coroas, pontes, dentes
artificiais), ortopédicos (placas, pinos, parafusos, cabeca femoral, protese de joelho),
cardiacos (valvulas cardiacas, marca-passo, stents) e neurolégicos (chips, marca-passo
cerebral, eletrodos de estimulacdo cerebral), entre outros. Além disso, os implantes
temporarios e/ou materiais utilizados para preenchimento temporario de tecidos para
auxiliar na sua regeneracao, tais como cimentos 6sseos e recobrimentos de ferida, também

se enquadram nessa categoria.

Nanomateriais podem ser utilizados para a confeccdo e/ou recobrimento de proteses
(temporérias e definitivas) com o intuito de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e
mecanicas, proporcionar uma interface mais compativel com o tecido receptor, melhorar a
integracdo com os tecidos adjacentes, além de reduzir os riscos de trombose e/ou rejeicao.
Além disso, o recobrimento com nanomateriais pode acrescentar interessantes propriedades
ao implante, tal como atividade antimicrobiana (incorporacdo de nanoparticulas de prata e
cobre, por exemplo).

As telas ou malhas cirurgicas sdo dispositivos (endoproteses) geralmente produzidos
a base de polimeros, tal como o polipropileno (PP) e usadas em cirurgias de reparo de
hérnia inguinal, com o intuito de criar uma reagdo fibrotica ao redor da tela, fortalecendo
assim as estruturas do tecido abdominal. Entretanto, devido ao risco de infec¢do associado
a cirurgia e a outros fatores de risco, pode haver rejeicdo da tela no periodo pos-cirargico.
Zhukovskii et al. (2018) estudaram o recobrimento de malhas cirurgicas a base de PP e
fluoreto de polivinilideno (PVDF) com nanoparticulas de prata pelo método de deposicao,
visando introduzir atividade antibacteriana as malhas, reduzindo assim os riscos de

infeccdo.’ Guerra et al. (2016 e 2018) também estudaram a incorporacio de nanoparticulas
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de prata em fibras de polietileno tereftalato (PET) para aplicagdo na confeccdo de material
téxtil com propriedades antimicrobianas, como por exemplo, roupa de cama para leitos
hospitalares, meias, etc.l’® Segala et al. (2015) investigaram a atividade antimicrobiana de
membranas nanoestruturadas de acetato de celulose (CA) e misturas de quitosana/polioxido
de etileno preparadas por eletrofiacdo incorporadas com nanoparticulas de prata para
aplicacdo na confecgdo de dispositivos médicos.

Outra grande aplicacdo dos nanomateriais na area da salde esta relacionada ao
recobrimento de proteses metélicas. As valvulas cardiacas, assim como a grande maioria
das proteses metalicas, sdo geralmente produzidas a base de titanio, que é um metal duravel
e resistente. Porém, os pacientes implantados geralmente fazem uso de medicamentos
anticoagulantes devido ao constante contato da valvula com o sangue, que pode causar a
formacdo de trombos. Assim, o recobrimento de proteses metalicas com polimeros como a
poli(caprolactona) (PCL), que é biocompativel, bioabsorvivel e de baixos peso molecular e
densidade, pode reduzir a trombogenicidade dessas proteses. Ferreira et al. (2017)
estudaram o recobrimento de discos de titanio, para aplicacdo em véalvulas cardiacas, com
nanoparticulas de dioxido de titAnio incorporadas, para acrescentar atividade
antimicrobiana ao recobrimento e favorecer a adesdo do recobrimento polimérico ao
substrato metalico.'” Os autores relataram um aumento da resisténcia & corrosio em

condicGes fisioldgicas nos discos de titanio recobertos com o polimero.

A quitosana é outro polimero biocompativel, bioabsorvivel e biodegradavel,
derivada do 7leteroatomos quitina, eapresenta ampla aplicacdo na area biomédica em
virtude de suas interessantes propriedades. A quitosana vem sendo bastante utilizada na
producdo de implantes temporérios, tais como substitutos de pele™™ 3! reparadores de
cartilagem**%) e cimentos 6sseos™®*” além do recobrimento de implantes metélicos. Ela
também é capaz de formar nanoestruturas como nanoparticulas™® 2% e nanofibrasi®?!, e
pode ser associada a outros polimeros como o alginato!?, poli4cido lactico (PLA)™*? e o

colagenot?2%

para confecgdo de suportes celulares para regeneragéo de tecidos. Diversos
dispositivos a base de nanofibras de colageno (ou gelatina) e celulose estdo sendo
estudados para reparacdo tecidual.”?Y Uma nova classe de dispositivos em trés dimensées

com arquiteturas hierarquicas obtidas a partir das nanofibras é a grande promessa na area de
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engenharia de tecidos e a base para a producdo de Orgdos complexos de tecidos

tridimensionais in vitro e para a regeneracéo de tecidos in vivo.l*”!
3.2.2 Nanotecnologia em diagndstico

A nanotecnologia revolucionou a area de diagnostico e a nanomedicina trouxe
grandes inovacgdes e esperanca para o tratamento de doencas que, atualmente, podem ser
diagnosticadas em estagio inicial ou anterior a sua instalacdo. Grande parte desse avancgo

deu-se a partir da descoberta dos pontos quanticos, descritos pela primeira vez em 1981.%%¢!

Os pontos quanticos sao nanocristais fluorescentes semicondutores com diametro na
faixa de 2 a 12 nm. Devido aos efeitos de confinamento, os pontos quanticos apresentam
atributos Oticos unicos, responsaveis pela sua ampla aplicacdo em testes de diagnostico
utilizando a propriedade de fluorescéncia.””” Os pontos quanticos sdo mais fotoestaveis em
compara¢do com 0s corantes organicos, sendo muito utilizados na area de bioimagem.
Entretanto, devido ao carater hidrofébico dos pontos quanticos, é necesséaria a
funcionalizagdo — ou recobrimento — dos mesmos para posterior reagdo de conjugacao com
compostos bioldgicos. Geralmente, a funcionalizacdo é feita com polimeros que possuem
grupos funcionais, tais como hidroxilas e carbonilas. O polietileno glicol (PEG) é um dos
polimeros mais utilizados na funcionalizacdo de pontos quanticos, em virtude de sua
biocompatibilidade e hidrofilicidadel®®. A quitosana (polimero biocompativel natural) e o
acido félico também podem ser usados para funcionalizar pontos quanticos.”” Uma vez
funcionalizados, os pontos quanticos podem ser dispersos em meio aquoso e conjugados
com anticorpos, DNA e/ou outras moléculas de interesse, capazes de se ligar com
marcadores especificos para o diagnéstico de doencas.?%**! Os polimeros nanoestruturados
também vém sendo bastante empregados na imobilizagdo de agentes bioldgicos em
biossensores. Tais polimeros sdo produzidos com a morfologia e propriedades ideais para
conjugacdo, em nivel molecular, com o composto biol6gico, de forma a manter sua

funcionalidade. A Figura 3 ilustra 0 mecanismo basico de funcionamento dos biossensores.

A ligacdo do componente bioldgico com o analito especifico € detectada através da
ativacdo do ponto quantico, que pode ser medida por alteracbes em suas propriedades

Gticas, como fluorescéncia, por exemplo.
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Figura 3: Mecanismo basico de funcionamento de biossensores (Elaboragédo da autora).

Maxwel et al. (2015) desenvolveram um sensor ativavel a base de pontos quanticos
e quitosana.” O biossensor ativavel (“OFF”/“ON) foi recoberto com dopamina, que atua
como um inibidor de fluorescéncia (estado “OFF”) e farmaco-modelo. A interacdo da
dopamina com a glutationa intercelular ativa o biossensor e restaura a fluorescéncia dos

pontos quanticos, que ficam no estado “«ON> [

Embora os pontos quanticos sejam bastante versateis e amplamente estudados pela
comunidade cientifica, ainda ndo é possivel o seu uso em exames intracorporais, devido a
toxicidade desses materiais, que sdo geralmente produzidos a partir de cadmio e outros
metais. Por outro lado, diversos testes de diagndstico disponiveis comercialmente utilizam

plataforma desenvolvida a partir dos pontos quanticos.

O encapsulamento — ou encapsulacéo — é outro método de producao de biossensores
com utilizacdo em polimeros nanoestruturados. Neste caso, 0 agente biologico é protegido
por uma membrana polimérica permeavel apenas a substancia que se pretende detectar. A
Figura 4 apresenta uma ilustracdo de um sensor encapsulado, onde o componente bioldgico
(gravata ! ) é envolto com uma membrana polimérica semipermeavel (cinza )eé
colocado no meio com analitos (quadrados, circulos e losangos). Como a membrana é

seletiva, apenas os analitos de interesse (losangos) sdo capazes de penetrar na capsula e
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ligar-se ao componente bioldgico, ativando assim o biossensor e alterando suas

propriedades éticas, o que permite a deteccéo da reacéo.

¢
.:"...“ ‘ ..
@ . ¢

i1 & &

HOFFJI HONJI
Figura 4: Sensor encapsulado com membrana polimérica semipermeavel (Elaboracdo da

autora).

Myung et al. (2011) utilizaram grafeno para encapsular um nanobiossensor usado
na deteccdo de cancer de mama.** Atualmente, marcadores salivares para deteccdo de
cancer de mama estdo sendo identificados e a nanotecnologia estd sendo usada para
desenvolver sensores de baixo custo, alta seletividade e rapida deteccdo, tornando o
diagndstico do cancer mais acessivel.**! Assim, a nanotecnologia tem contribuido para a
miniaturizagcdo dos biossensores e 0 aumento de sensibilidade, permitindo uma reducdo no

tamanho/volume e tipo de amostra coletada para analise.

3.2.3 Nanotecnologia em terapias

3.2.3.1 Nanoformulagdes poliméricas

As nanoformulagfes poliméricas, também conhecidas como nanofarmacos, sdo
geralmente utilizadas para liberagdo controlada do principio ativo, aumento do tempo de
circulagdo do farmaco, liberagdo em tecido-alvo (aumento da eficicia) e melhoria da
biocompatibilidade. Assim, principios ativos podem ser incorporados em sistemas

poliméricos biodegradaveis para controlar a liberacdo, enquanto conjugados de polimero-
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farmaco podem ser usados para aumentar o tempo de circulacdo e a biocompatibilidade do

nanofarmaco.

O primeiro nanofarmaco aprovado em 1995 para uso clinico foi o Doxil®, & base de
hidrocloreto de doxorrubicina.®® Esse medicamento, utilizado em quimioterapia para
tratamento de céancer, possui um revestimento lipossdmico que evita a destruicdo da
doxorrubicina pelo organismo; com isso, aumenta o seu tempo de retengéo e as chances de
ser liberado prolongadamente no local-alvo (tumor). Os lipossomos sdo vesiculas esféricas
formadas por camadas concéntricas de fosfolipidios (cabeca hidrofilica e cauda
hidrofobica) que possuem permeabilidade seletiva semelhante as membranas das células. A
estrutura dos lipossomos permite a encapsulacdo de farmacos, bem como sua circulacdo na
corrente sanguinea e captacao celular, promovendo assim a liberacdo controlada em alvo
especifico. Diversos outros nanofarmacos estdo disponiveis na forma lipossémica, com
vantagens de apresentar menor toxicidade, maior biodisponibilidade e eficicia, em
comparacdo as suas formulagdes-padréo.r”

A peguilacdo também é bastante utilizada na producdo de nanofarmacos devido a
suas caracteristicas de aumentar o tempo de circulagdo (minimizando as interagdes com as
protefnas séricas) e a biocompatibilidade.””® Varios medicamentos (ligados covalentemente
com polietilenoglicol — PEG), encontram-se disponiveis comercialmente. O Plegridy (PEG
interferon beta-12, Biogen) foi aprovado em 2014 para o tratamento de formas recorrentes
de esclerose multipla. A peguilacdo do interferon gama beta-12 melhorou a meia-vida e a
exposicdo ao medicamento, comparado apenas ao interferon. Por causa de uma meia-vida
mais longa, o Plegridy pode ser administrado uma vez a cada duas a quatro semanas, em
comparagdo com outros tratamentos de esclerose multipla que frequentemente precisam ser
administrados diariamente. Outro farmaco, o Adynovate (fator anti-hemofilico
[recombinante], Baxalta U.S., Inc.) foi aprovado em 2015 como profilaxia hemorragica e
tratamento de hemorragia aguda na hemofilia A. Esse medicamento pode ser administrado
menos frequentemente (em comparacdo com formulagdes ndo granuladas de fator VIII)
devido a uma meia-vida aumentada por causa da peguilacdo da nanoformulacdo. Dois anos
depois (2017), o Rebinyn (fator de coagulacdo IX [recombinante], glicopeguilado, Novo
Nordisk) foi aprovado para tratamento sob demanda e controle de episddios hemorragicos e

tratamento perioperatorio do sangramento, em pacientes com hemofilia B. Nesse
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medicamento, a glicopeguilacdo aumenta a meia-vida circulante do fator 1X recombinante,
que permite dosagem intravenosa menos frequente e menor frequéncia de sangramento.’”!
Além dos lipossomos e da peguilacéo, outros processos e dispositivos estdo disponiveis
para a nanoformulacéo, incluindo as nanoparticulas, micelas, nanocristais, dendrimeros,

entre outros.
3.2.3.2 Nanoparticulas na liberagéo controlada de farmacos

As nanoparticulas sdo os principais veiculos para carregamento e transporte de
farmacos e podem ser produzidas a partir de materiais organicos e inorganicos. No caso dos
materiais organicos, as nanoparticulas poliméricas representam um grande percentual dos
produtos disponiveis comercialmente, devido a alta flexibilidade dos polimeros em termos
de propriedades fisicas e quimicas, além da baixa toxicidade e da biocompatibilidade de
alguns materiais poliméricos. Tendo em vista a grande capacidade de uso das
nanoparticulas poliméricas para liberacdo controlada de farmacos, medicamentos utilizados
para o tratamento de doencas como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, entre
outras, tém sido conjugados com elas para o incremento do tempo de circulacdo e o

aumento da eficécia.[*>%7-48

A sintese das nanoparticulas poliméricas pode ocorrer a partir de polimeros naturais
ou biobased, sintéticos e semissintéticos, em diversos tamanhos (que variam de 10 nm a
100 nm) e em grande quantidade. Além disso, as nanoparticulas podem ser obtidas a partir
de um Unico polimero ou por combinagdo de polimeros com diferentes propriedades.
Castro et al. (2019) prepararam nanoparticulas, do tipo nucleo casca, utilizando dois
polimeros biodegradaveis, isto &, o poliacido lactico (PLA, nucleo) e a quitosana (casca)
para liberacdo controlada de gentamicina (antibidtico). Os autores relatam o efeito da
liberacdo controlada e prolongada da gentamicina e seu efeito antimicrobiano em colonias

de Staphylococcus aureus.™

O PLA também pode ser associado a outros polimeros, como o poliacido-glicélico
(PAG) para a producéo de copolimeros. O poliacido lactico-co-acido glicélico (PLGA) € o
copolimero do PLA e PGA. Diferentes proporc¢des relativas entre os polimeros podem ser

usadas para controlar a biodegradacdo e as propriedades mecéanicas do copolimero. Tais
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propriedades irdo influenciar o perfil de liberacdo do fa&rmaco no organismo. Ja existem
medicamentos a base de PLGA aprovados para uso em humanos. O Zilretta (Tabela 2),
suspensdo injetavel para liberacdo prolongada de acetonida de triancinolona (Flexion
Therapeutics), € um exemplo de medicamento aprovado (2017) para uso no tratamento da
osteoartrite. Nesse medicamento, cristais de acetonida de triancinolona s&o incorporados
em uma matriz de copolimero PLGA. Assim, nanocanais sdo formados na superficie da
matriz polimérica que limitam a liberacdo de triancinolona acetonida, prolongando o tempo

liberagdo do medicamento.’”

A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de nanoparticulas poliméricas com uso
aprovado no tratamento de diversas doengas e inclui as indicacfes e beneficios do uso da

nanotecnologia no mecanismo de agao de tais medicamentos.

Tabela 2: Nanoformulagdes poliméricas disponiveis comercialmente: nome comercial,
indicacdo e beneficios do uso da nanotecnologia (Adaptada de “Progress in Nanomedicine:

Approved and Investigational Nanodrugs, 2017”).[37]

Nome comercial Indicacéo Beneficios da

Nanotecnologia

Adagen (Leadiant SCID — Doenga imune Maior tempo de circulacéo,
Biociéncias) combinada severa imunogenicidade reduzida.
Adynovate (Shire) Hemofilia Maior estabilidade proteica,

meia-vida mais longa.

Cimzia (UCB) Doenca de Crohn, artrite | Maior tempo de circulacao,
reumatoide, artrite maior estabilidade in vivo.
psoriatica

Copaxona (Teva) Esclerose multipla Excrecdo controlada.

Eligard (Tolmar) Cancer de prostata Maior tempo de circulagéo,

liberacdo controlada.

Krystexxa (Horizon) Gota cronica Maior estabilidade proteica.
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Macugen (Bausch & Lomb)

Mircera (Vifor)

Neulasta (Amgen)

Oncaspar (Baxalta U.S.)

Pegasys (Genentech)

Peglntron (Merck)

Plegridy (Biogen)
Rebinyn (Novo Nordisk)

Renvela (Genzyme); e

Renagel (Genzyme)

Somavert (Pfizer)
Zilretta (Flexion

Therapeutics)

Degeneracdo macular
neovascular relacionada
a idade

Anemia associada a

doenca cronica renal

Neutropenia induzida por
quimioterapia

leucemia linfoblastica
aguda

Hepatite B, hepatite C

Hepatite C

Esclerose multipla

Hemofilia B

Doenca renal crénica

Acromegalia

Osteoartrite, dor no
joelho

Maior estabilidade do
aptamero.

Maior estabilidade do
aptamero.

Maior estabilidade proteica.

Maior estabilidade proteica

Maior estabilidade proteica.

Maior estabilidade proteica.

Maior estabilidade proteica.

Meia-vida mais longa,
maiores niveis de
medicamento entre infusoes.

Maior tempo de circulacgéo.

Maior estabilidade proteica.

Liberacéo prolongada.

3.2.3.3 Terandsticos

Teragnose é uma juncdo de diagnose e terapia que é a base dos dispositivos
terandsticos (ou teragnésticos) multifuncionais personalizados, que atuam tanto no
diagnostico da doenca como no seu tratamento. O projeto de dispositivos terandsticos deve
envolver os conhecimentos necessarios para a producédo de biossensores e dispositivos para

reconhecimento do alvo, carregamento e liberagdo controlada do farmaco em um local-alvo
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do tratamento. A Figura 5 ilustra os elementos necessarios em um dispositivo terandstico.
Acido fdlico, anticorpos, marcadores celulares, biomoléculas entre outros podem ser usados
para facilitar a identificacdo do tecido/célula-alvo, que é detectada pelo componente
sensorial do dispositivo (componente diagndstico). Depois de identificado o alvo, o
farmaco previamente carregado no dispositivo deve ser liberado controladamente

(componente terapéutico do dispositivo).

ALVO | SENSOR
(identificagdo) | (detecgdo)

FARMACO | IBERACAO CONTROLADA
(tratamento) |(terapia)

Figura 5: Esquema de um dispositivo terandstico (Elaboracéo da autora).

O desenvolvimento de dispositivos terandsticos para diagndstico e tratamento de
cancer deve: i) conter biomarcador/biossensor para rastrear e marcar o alvo a ser tratado
(tumor); ii) fazer o contraste da imagem para localizacdo do tumor; iii) iniciar a terapia com
droga antitumoral previamente carregada no dispositivo; e, finalmente, iv) liberar
controladamente a droga no alvo.”! Huang et al. (2017) desenvolveram um novo sistema
nanoterandstico baseado em pontos quanticos revestidos com polimero, carregado com o
farmaco antitumoral Paclitaxel e 4cido lipoico (alta afinidade com receptores tumorais).”

Os autores mostraram, in vitro, que o dispositivo é capaz de diagnosticar e tratar o cancer.
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3.4 LimitacOes da nanotecnologia

A selecdo de polimeros para producdo de nanomateriais para aplicagdo na area
biomédica deve levar em consideracdo sua composi¢cdo e propriedades fisico-quimicas.
Diferentes polimeros va@o apresentar caracteristicas especificas, tais como: afinidade
quimica, tamanho de particula, superficie quimica e carga superficial, e devem ser
escolhidos adequadamente para a aplicagdo em sistemas bioldgicos. Devido a grande
relagdo superficie/volume, os nanomateriais sdo excelentes transportadores de farmacos e
outras biomoléculas e podem melhorar a capacidade de entrega e a biodisponibilidade do
farmaco no local de destino (alvo). Além disso, a selecdo das reacdes quimicas apropriadas
para a bioconjugacéo entre o nanomaterial e o farmaco também é importante para garantir o
carregamento  eficiente, a estabilidade do sistema transportador-farmaco, e a

ativacdo/reconhecimento pelos receptores celulares.

Outros fatores, como toxicologia e eficacia da terapia, também sdo avaliados nos
testes clinicos de potencias nanomateriais para aplicacdo biomédica. Embora varios
nanofarmacos tenham sido testados clinicamente, muitos ndo foram capazes de demonstrar
melhora significativa na eficacia e reducdo na toxicidade, em comparacdo com 0s
respectivos medicamentos-padrao, e, portanto, ndo tiveram sucesso no registro para uso. Os
estudos de toxicologia, no ambito dos nanomateriais (nanotoxicologia), devem considerar
além das interacbes com 0 organismo, 0s mecanismos de captacdo, circulacdo, acimulo

(caso ocorra) e excrecdo dos nanomateriais pelas vias metabdlicas.
3.5 Nanotoxicologia

A nanotoxicologia é uma subarea da toxicologia que estuda as interagdes
(especificas e secundarias) dos nanomateriais com 0s seres vivos (sistema bioldgico) e o
meio ambiente. Os efeitos toxicoldgicos de nanomateriais em diferentes sistemas
bioldgicos, tais como células, tecidos e 6rgdos, estdo relacionados com as propriedades
fisico-quimicas e morfoldgicas dos nanomateriais.® Tais propriedades podem influenciar
as interacbes com o nanomaterial e causar diferentes respostas, em relacdo ao material

convencional (escala maior que a nano). Para minimizar o impacto dos nanomateriais na
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salde e no meio ambiente, a etapa prévia a sua concepg¢do deve levar em consideragdo as
rotas de injecao, captacéo, circulagdo e excrecdo. Em geral, os nanomateriais sdo projetados
para ter periodos de circulacdo prolongados, a fim de aumentar o efeito do farmaco e sua
acumulacdo no local-alvo. Entretanto, devido a esse longo periodo de circulacdo, as
interac6es ndo especificas ou secundarias e a adsorcao por proteinas séricas, que promovem
a opsonizacdo, devem ser minimizadas. Uma alternativa bastante utilizada para isso € a
incorporacdo de PEG a superficie dos nanomateriais, tornando-os menos vulneraveis a esse
tipo de interacGes.

A toxicidade e a acumulagdo dos nanomateriais em tecidos que ndo sejam alvo
também devem ser consideradas no estudo da nanotoxicologia. Embora, em sua maioria, 0s
biopolimeros sejam inertes ou biocompativeis, as reacdes metabolicas podem produzir,
indiretamente, metabolicos toxicos e ndo absorviveis. Assim, o uso de polimeros
biodegradaveis e bioabsorviveis, que podem ser totalmente metabolizados e excretados
pelo organismo, deve ser preferencial nas aplicacbes biomédicas, com o intuito de

minimizar as reacdes adversas.
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Capitulo 4
Liberagdo Controlada de Farmaco: Perspectivas e Desafios
Futuros Tahmasb Hatami, Karine Cappuccio de Castro &

Larissa Giorgetti Mendes
Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos

Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

4.1 Historico

Os sistemas de liberacdo de medicamentos partem do principio de que a
administracdo dos farmacos ocorra no organismo dentro dos limites superiores e inferiores
desejados, evitando excesso ou falta do medicamento no organismo do paciente. Depois do
farmaco, considerado o componente mais importante em qualquer sistema de liberacao,
todos os outros ingredientes de uma formulacdo, coletivamente conhecidos como
excipientes, sdo usados para tornar esse medicamento mais eficaz.!"

Os sistemas de liberagdo controlada s&o, muitas vezes, desenvolvidos para
gerenciamento do ciclo de vida de um medicamento, prolongando sua a¢do ao longo do
tempo, com a mesma eficacia até o fim do tratamento da doenca. Assim, essa tecnologia
também se torna importante para melhorar a eficiéncia dos medicamentos.™

A maior parte do entendimento sobre os mecanismos de liberacdo de drogas,
especialmente nas formas de dosagem orais e transdérmicas, foi adquirida durante a
primeira fase de desenvolvimento desses sistemas, entre 1950 e 1980. Nesse periodo foram
identificados quatro mecanismos de liberagdo, que possibilitaram o desenvolvimento de
indmeras formulagdes. Os mecanismos mais utilizados foram os sistemas de dissolucéo e
difusdo. FormulacGes baseadas em osmose ganharam uma popularidade transitoria, e o
mecanismo de troca i6nica se distinguiu dos outros, mas s6 foi util quando combinado com
0 mecanismo controlado por difus&o.!”!

Antes de 1950, todos os medicamentos eram transformados em formulagOes de

comprimidos ou capsulas que liberavam o medicamento imediatamente apds o contato com
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a agua de ingestdo, sem o devido controle da cinética de liberacdo. Em 1952, o laboratério
Smith-Klein & French introduziu a primeira formulacdo capaz de controlar a cinética de
liberagdo e obter a eficacia do medicamento ao longo de 12 horas.®! Essa tecnologia
inovadora para a época, e conhecida como Spansule, permitiu o controle da cinética de
liberagdo do medicamento a uma taxa predeterminada.

Em 1964, o médico Judah Folkman, em Harvard, circulava sangue de coelho dentro
de uma borracha de silicone e descobriu que se ele expusesse 0 tubo a gases anestésicos do
lado de fora, os coelhos adormeceriam.[! Ele propds que segmentos curtos e selados de tais
tubos, contendo um medicamento, pudessem ser implantados e, se o silicone ndo tivesse
qualquer tipo de modificacdo de suas dimensfes e composicdo, o implante se tornaria um
dispositivo de administracdo de medicamentos com taxa constante de liberacdo. Ele
também mostrou a época que a taxa de liberacdo diminuia a medida que a espessura da
tubulacdo aumentava, sendo esta a primeira sugestdo de um implante de liberacdo
controlada in vivo.l!

Apds essa descoberta, Alejandro Zaffaroni, bioguimico e empresario, fundou a Alza
Corporation e, com Folkman e outros pesquisadores, desenvolveu os primeiros dispositivos
de liberacdo controlada. Um deles, denominado Ocusert®, liberava um principio ativo
antiglaucoma diretamente no olho, enquanto o outro, 0 Progestasert®, liberava
contraceptivo na cavidade uterina; nesses dispositivos foi usado o poli(etileno-co-acetato de
vinila) (PEVA) como membrana de controle de liberacdo. A empresa também desenvolveu
um adesivo de pele com liberagdo controlada e, em 1971, Zaffaroni recebeu uma das
primeiras patentes do adesivo denominada ‘“Bandagem para administracdo de
medicamentos”,® que dispunha de uma membrana que fazia o controle da cinética de
liberagdo. Os materiais mais usados nessas membranas de controle de taxa de liberacéo
eram o PEVA ou polipropileno poroso (PP).

Embora esse dispositivo ndo tenha atingido o estado clinico, seu estudo teve grande
importancia, ja que foi o primeiro exemplo de liberagdo bem-sucedida de uma matriz
polimérica hidrofébica e ndo degradavel de um medicamento biomolecular, como uma
proteina, e na forma ativa. Em meados da década de 1970, Folkman e Bob Langer, este
ultimo professor assistente de engenharia quimica no MIT, publicaram um artigo

mostrando que 0os medicamentos proteicos poderiam ser gradualmente liberados de forma
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ativa a partir de matrizes poliméricas hidrofébicas macroscépicas, como o PEVA.I'! Esse
trabalho estimulou muitas pessoas a pensarem outras maneiras de administrar esses
medicamentos, como carregar e liberar medicamentos a partir de matrizes poliméricas
biodegradaveis.

Paralelamente a esses acontecimentos, também na década de 1970, pesquisadores
do Southern Research Institute (“Southern”), em colaboragdo com pesquisadores da
Universidade do Alabama em Birmingham (UAB), estavam desenvolvendo e testando
clinicamente microparticulas de poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) carregadas
para administracdo de drogas contraceptivas.'®!

O grande sucesso da tecnologia de sistemas de liberacdo de primeira geragéo
baseou-se principalmente nos sistemas de administracdo de medicamentos por via oral e
transdérmica. Nessas formulagdes, o ajuste da cinética de liberacdo in vitro tem um efeito
direto na farmacocinética in vivo. Para esses sistemas, as relacfes entre a cinética de
liberagdo in vitro e a biodisponibilidade in vivo sdo razoavelmente bem entendidas. Uma
vez estabelecida a correla¢do in vitro-in vivo de uma formulagdo, outras formulacbes
usando diferentes mecanismos podem ser facilmente produzidas com a expectativa de que
0S NOV0s Sistemas sejam tdo eficazes quanto a formulacéo de referéncia.l>”

Diferentemente das formulacdes de primeira geracdo, as tecnologias de segunda
geracdo, de 1980 a 2010, tiveram menos sucesso, conforme medido pelo ndmero de
produtos clinicos produzidos, e uma das razfes para isso € que essas tecnologias lidam com
formulacBes mais dificeis. Varias delas, para serem administradas por via oral, foram
desenvolvidas para resultar em liberacdo de ordem zero; porém, Vvarios sistemas de
dissolucdo in vitro ndo mantiveram a concentragdo constante do medicamento in vivo,
principalmente devido as varia¢Ges nas propriedades de absorcdo do medicamento ao longo
do tempo no trato gastrointestinal. Importante salientar que a absor¢do do medicamento é
controlada ndo sé pela barreira biologica, mas também pela cinética de liberacdo a partir de
formulacdes orais.™™ Ainda durante o periodo que a segunda geragdo durou, também foram
introduzidas formulagdes de liberacdo controlada de drogas peptidicas/proteicas apos a
implantacéo no corpo.™™

A liberacdo de farmaco a partir de uma formulacdo depende ndo apenas das suas

propriedades, mas também do ambiente bioldgico em que o sistema é introduzido. Superar
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barreiras biologicas muitas vezes dificulta a previsdo da cinética de liberacdo de
medicamentos in vivo e, portanto, a sua biodisponibilidade.**!

Durante o inicio dos anos 1980, a Southern desenvolveu uma microparticula de
PLGA com um principio ativo para o tratamento de cancer de prostata. Esse produto,
chamado Decapeptyl® LP, langado na Europa em 1986, foi o primeiro deposito de
microparticulas degradaveis clinicamente aprovado.’®!

No inicio dos anos 1990, Wayne Gombotz e outros pesquisadores desenvolveram o
processo Prolease® para fabricar microparticulas de PLGA de tamanho uniforme e
carregadas com drogas. Um pulverizador ultrassénico e um banho de nitrogénio liquido e
etanol congelado foram utilizados para congelar as particulas de tamanho uniforme e
remover o solvente.!**!

No final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990, outros sistemas de liberacao
controlada, agora em escala manomeétrica, foram desenvolvidos micelas e lipossomas
poliméricos. Trés pesquisadores japoneses (Kazunori Kataoka, Teruo Okano e Masayuki
Yokoyama) sintetizaram copolimeros em bloco tipo A-B, constituido de poli(etileno
glicol)-Adriamicina e de poli(acido aspartico).l* Esses copolimeros em bloco formaram
espontaneamente micelas poliméricas, cujos nucleos de poli(acido aspartico) poderiam ser
carregados com pequenos farmacos hidrofobicos, como a doxorrubicina. Por sua vez, 0s
grupos OH terminais do bloco formado por PEG poderiam ser conjugados com ligantes
especificos de células para liberacdo direcionada.!*®!

Nos anos 1990, Vladimir Torchilin desenvolveu muitas formulagdes lipossémicas,
sendo algumas para aplicacfes de diagndstico por imagem e outras para administracédo de
medicamentos, onde drogas hidrofilicas podiam ser carregadas no nucleo aquoso do
lipossoma ou drogas hidrofobicas na carcaga de bicamada lipidica.l*"

Durante esse periodo da segunda geragdo, muitas tecnologias de administracdo de
medicamentos por liberacdo controlada foram desenvolvidas, sendo que a Gltima década
desse periodo foi amplamente focada no estudo de formulagbes de nanoparticulas.
Polimeros e hidrogéis inteligentes foram desenvolvidos para produzir sistemas de entrega
acionados por mudancas em fatores ambientais, como pH, temperatura ou niveis de glicose.
Microparticulas biodegradaveis e implantes solidos foram utilizados para fornecer

peptideos e proteinas ao longo de periodos mensais.™
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Na década de 90, diferentes formas de sistemas de liberagcdo controlada & base de
polimeros se tornou o alvo de inimeros estudos, paralelamente aos estudos de estruturas em
escala nanométrica.l**?% Esse aumento significativo em estudos baseados em materiais em
escala nano se deu simplesmente pelo fato de apresentarem propriedades diferentes
daquelas apresentadas pelas micro/macroparticulas, devido a sua aumentada superficie de
contato.™!

Desde a virada do novo século, os topicos de pesquisa se concentraram na
nanotecnologia. Processos de fabricacdo de nanofibras ja vinham sendo estudados desde o
final dos anos 1990, e se firmaram ao longo dos anos 2000 com intmeros trabalhos
desenvolvidos. A técnica de eletrofiacdo, por exemplo, vem sendo estudada desde entdo e
aprimorada para producdo de materiais poliméricos, em nanoescala, para aplicacdo na
liberagdo controlada, seja em curativos ou implantes.!?22*!

Apesar da introducdo de véarios polimeros biodegradaveis e de uma melhor
compreensdo das formulagGes das nanoparticulas ao longo da primeira década do século
XXI, a liberacdo de medicamentos a longo prazo, independentemente do tipo utilizado, foi
limitada, em virtude das barreiras bioldgicas, o que dificulta a biodisponibilidade do
principio ativo. Para que este campo tenha avancos significativos na melhoria da qualidade
de vida dos pacientes, as tecnologias de liberacdo de medicamentos devem ser
aperfeicoadas.!*!

Portanto, existem ainda muitos desafios a serem enfrentados para tornar os sistemas
de liberagdo controlada mais eficientes. A medida que a tecnologia avanca e nosso
conhecimento de biologia aumenta, também aumenta nossa capacidade de projetar em
nanoescala esses sistemas que, além de serem estaveis no soro fisiolégico, podem ser
absorvidos eficientemente no interior de células especificas. Com essa capacidade
aumentada de controlar a eficiéncia e a especificidade do processo de liberagdo, juntamente
com a capacidade aumentada de projetar medicamentos biomoleculares potentes e com
efeitos colaterais minimos, esses sistemas se aproximam cada vez mais dos sistemas
bioldgicos.*

Os atuais sistemas de administracdo de medicamentos, por mais inteligentes que
tenham sido construidos, ndo séo capazes de lidar com os desafios impostos pelo ambiente

biolégico que € imprevisivel e ndo é bem compreendido. Para as formulacGes de primeira
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geragdo, o controle das propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade em &gua e a
permeabilidade celular, foi suficiente para estabelecer a correlagdo in vitro-in vivo, mas
tecnologias de liberacdo de medicamentos de terceira geracao (a partir de 2010) terdo que
avancar muito além das tecnologias de segunda geracdo para superar as barreiras fisico-
quimicas e bioldgicas, superando os obstaculos associados aos sistemas atuais de

administracdo.

4.2 Principais polimeros utilizados na liberacdo controlada

Existe uma infinidade de polimeros (Tabela 1) que podem ser utilizados na
liberacdo controlada de farmaco/principio ativo, que contribuem com a efetividade do
sistema proposto. E importante que o material seja biocompativel, biodegradavel, apresente
baixa imunogenicidade e atividade antibacteriana.”>?"! Os biopolimeros estio entre os
principais sistemas estudados, por apresentarem todas as caracteristicas j& mencionadas.
Esses polimeros naturais sao categorizados em proteinas, como a albumina e o colageno; e

em polissacarideos, como a quitosana e a celulose.l?”*"!

Os polimeros sintéticos
biodegradaveis sdo outra classe de polimeros amplamente explorada, pois sdo capazes de
modificar superficies e fornecer propriedades importantes que os polimeros naturais nao
sdo capazes, como, por exemplo, melhores propriedades mecanicas e térmicas. Os
poliésteres sdo a classe de polimeros sintéticos biodegradaveis com maior aplicabilidade
nessa area, principalmente os sistemas constituidos por poli(acido latico), poli(acido

glicélico) e poli(e-caprolactona).*"*

Tabela 1: Principais polimeros utilizados na liberagdo controlada de principio ativo.

Polimeros Aplicacdo Terapéutica Referéncias

Naturais

Sistemas transdérmicos de administracdo de

: . . 33
Quitosana principio ativo. -

Hidrogel de colageno tipo | para a liberacdo

. . . 34
Colageno controlada de pleiotrofina. 4

92



Albumina

Cépsulas multicamadas de albumina de soro
bovino e &cido tanico para encapsulamento de
THCP e aplicagéo por via intravenosa.

[35]

Acido Hialurénico

Dispositivo de administragdo transdérmica de
lidocaina, baseado em 4&cido hialurdnico e
quitosana.

[39]

Sintéticos

Poli(4cido l4ctico)

Nanoparticulas baseadas em poli(acido lactico) e
quitosana para administracdo de gentamicina no
tratamento de mastite.

[36]

Poli(acido

glicolico)

Nanoparticulas de poli(acido latico-co-glicélico)
incorporadas ao tamoxifeno para avaliar o
potencial de clivagem de DNA e a citotoxicidade
usando celulas de ascite do linfoma de Dalton e
celulas de cancer de mama.

[37]

Poli(e-

caprolactona)

Nanocarreadores de poli-e-caprolactona integrado
com nanoparticulas magnéticas e “nanorods” de
ouro para uma entrega controlada de
medicamentos acionada por campo magnético.

[38]

Poliuretanas

Dispositivos de impressdo 3D com nanoparticulas
elasticas de poliuretano sintético biodegradavel,
hialuronano e o bioativo TGFB3, que sdo capazes
de induzir a diferenciacdo condrogénica das
células-tronco mesenquimais e produzir matriz
para reparo da cartilagem.

[39]

4.2.1 Principais dispositivos de liberagéo controlada

O uso de polimeros tem se tornado cada vez mais importante na area de terapia
biomédica. Em muitos sistemas propostos, uma cadeia polimérica linear ou ramificada se
comporta como o bioativo (um principio ativo polimérico) ou, mais comumente, como um

veiculo inerte com um principio ativo ligado covalentemente a ela. Como exemplo, temos o
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caso de conjugados polimero-principio ativo, conjugados polimero-proteina, micelas
poliméricas, nanoparticulas poliméricas e poliplexos multicomponentes.””! A conjugacéo
do principio ativo com o polimero melhora as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas dos produtos biofarmacéuticos, tais como meia-vida plasmatica
aumentada (que melhora a aceitacdo do paciente porque sd8o necessarias doses menos
frequentes), protecdo do principio ativo contra enzimas proteoliticas, reducdo na
imunogenicidade, estabilidade aprimorada de proteinas, solubilidade aprimorada de
medicamentos de baixa massa molar e potencial para entrega direcionada.?>4”!

Os sistemas de administragdo de principios ativos foram projetados para controlar a
liberacdo, usando diferentes estratégias dos mais variados materiais poliméricos, como

ilustrado na Figura 1.

Micela Nanocapsula

—> |
Ywo

Hidrogel Dispositivo Responsivo a Estimulos

Figura 1: Tipos de sistemas de liberacdo controlada de medicamento.

Por exemplo, em um sistema baseado em matriz, o principio ativo se difunde
através de uma rede tortuosa de poros interconectados. Em um reservatério, o principio
ativo passa através de uma membrana semipermeével. No sistema degradavel, o principio

ativo é liberado quando os poros sdo criados a medida que o material se degrada. Da
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mesma forma que em um sistema erodivel, o principio ativo é liberado & medida que o
material se dissolve na superficie. As bombas osméticas liberam principio ativo através de
um ou mais poros pequenos em uma membrana impermeavel em resposta a gradientes
osmoticos. Finalmente, os sistemas a base de hidrogel liberam o principio ativo atraves de
uma rede restrita, cujo tamanho de malha depende da hidratacdo e da arquitetura do
polimero.[?®#" Na maioria das vezes, os sistemas de liberacio controlada operam através de
uma combinacgdo de dois ou mais desses mecanismos. Uma ilustracdo do que ocorre em

muitos sistemas de liberacdo pode ser observado na Figura 2.

Membrana Polimérica

o © —

. o %o ° o
oe o - ) /@
5 o / i o
: ® o Difusio . _ o

. ] a3 © v Q >
ﬁ 20 ® .8 - ® -
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Figura 2: Modelo esquematico da liberacdo por difusdo de um principio ativo através de

uma membrana polimérica.

Como foi discutido no paragrafo anterior, os mecanismos utilizados para liberacdo
de um principio ativo dependem muito de como foi projetado o sistema de transporte e a
forma como o medicamento esta incorporado ou encapsulado. Existem diversas maneiras
de se transportar um principio ativo através de um sistema polimérico. Esta se¢do tem o

objetivo de discutir os principais transportadores abordados na literatura atual.

4.3 Hidrogéis

Os hidrogeéis sdo formados pela ligacdo entre mondmeros de cadeias poliméricas
distintas, reticuladas covalentemente para originar redes tridimensionais. As ligacdes

covalentes entre as cadeias afetam as propriedades dos polimeros e, portanto, 0os tornam
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convenientes para uso como transportadores de principios ativos na forma de micro ou
nanoparticulas.?®*" Esses sistemas sdo termodinamicamente compativeis com a agua, 0
que lhes permite inchar em meios aquosos; assim, podem ser utilizados de diferentes
maneiras para aplicacdes orais, retais, oculares, epidérmicas e subcutaneas. O principal
sucesso do desenvolvimento de hidrogéis é a gelificacdo in situ. Os hidrogéis podem ser
preparados pela introducdo de ligagfes primarias covalentes ndo reversiveis, entre as
cadeias, por meio de interacBes secundarias reversiveis, por meio de reacdes quimicas ndo

reversiveis ou também por radiacdo, principalmente UV que é muito comum.B”

4.4 Micro e nanoparticulas

Nas formula¢des com nanoparticulas e microparticulas, o principio ativo esta preso
ou incorporado ao polimero, cuja funcdo € transportar e proteger o principio ativo e
permitir sua liberacdo controlada. Esses sistemas sdo definidos como particulas coloidais
solidas, constituidas por substancias macromoleculares que variam em tamanho de 10 a
1.000 nm.[**1 No entanto, particulas >200 nm ndo sdo muito pesquisadas e a
nanomedicina geralmente se refere a dispositivos <200 nm.3* Tipicamente, o principio
ativo de interesse é dissolvido, aprisionado, adsorvido, anexado e/ou encapsulado em/ou
sobre uma nanomatriz.

Os recursos em nanoescala podem ser utilizados para melhorar a permeabilidade
celular, aumentar a administracdo terapéutica, reduzir quantidades e frequéncia de
dosagem, e também melhorar a eficacia dos agentes usados na nanomedicina.l*>*®! Além
disso, a nanotecnologia fornece a capacidade de multimodalidade, liberagdo controlada e

entrega direcionada.[**!

4.4.1 Micro e nanocapsulas

As nanocapsulas e microcapsulas sdo formadas por um invélucro externo que
encapsula um principio ativo. Esse tipo de formulagdo € comumente utilizado para
transportar um principio ativo, como proteinas, que sao rapidamente degradadas nos fluidos
corporais. Assim, o principio ativo encapsulado na particula € liberado por degradacdo do

revestimento polimérico.?*"!
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A carga fisica do medicamento pode ser incorporada enquanto as particulas (ou
veiculos poliméricos) sdo produzidas, ou incubando uma solugdo concentrada de principio
ativo com o veiculo polimérico pré-formado. A estratégia de incorporacdo ideal para
aprisionamento eficiente deve ser selecionada com base nas caracteristicas fisico-quimicas
do par transportador-principio ativo. Assim, a eficiéncia do aprisionamento depende da
solubilidade do principio ativo na matriz polimérica, que por sua vez esta relacionada a
composicdo e a massa molar do polimero, as interacBes principio ativo-polimero e a
presenca de grupos funcionais.[?®*®! Importante destacar que a incorporacdo de principios
ativos deve estar limitada a temperaturas abaixo de sua degradacéo.?®®!

De forma geral, os polimeros hidrofilicos sdo os mais utilizados para esse tipo de
formulacdo, e uma infinidade de métodos de sintese para incorporar o principio ativo
durante a producéo do veiculo transportador podem ser utilizados, tais como a separagédo de

fases, a evaporacéo de solventes e a secagem por pulverizacéo.!?*4

4.5 Polimeros inteligentes

Os polimeros inteligentes tém se destacado nos Gltimos anos, pois suas propriedades
podem ser adaptadas para atender aos requisitos exigidos para a administracdo de principios
ativos.[26

Muitas variaveis diferentes foram adotadas para estimular a resposta desses
sistemas, como, por exemplo, temperatura, pH, luz, enzimas e campo magnético, que sdo
estimulos responsivos eficientes e que tém sido amplamente utilizados pela comunidade
biomeédica. Os sistemas de liberagdo baseados em materiais responsivos a estimulos fisicos
ou quimicos, para liberacdo controlada e prolongada de principio ativo, oferecem a
promessa de novos tratamentos para doencas cronicas que requerem injecdes diarias ou
doses precisas de medicamentos.?54%

O grande desafio é preparar essas estruturas para que elas sejam funcionais; para
isso, as porcdes quimicas que fornecem as propriedades individuais desejadas devem ser
montadas simultaneamente na superficie e dentro da estrutura da mesma particula, de forma
que essas porcOes atuem de maneira coordenada para fornecer a combinagéo desejada, com

propriedades (teis e eficiéncia.l?®5%
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4.5.1 Micelas

Apesar dos progressos nas pesquisas sobre entrega de medicamentos no alvo
desejado, os sistemas de liberacdo de drogas hidrofobicas continuam desafiando os
estudiosos dessa area. Sistemas micelares tém se mostrado uma das alternativas
promissoras no transporte de farmacos hidrofobicos (especialmente farmacos anticancer) e,
portanto, tém sido bastante explorados. Além disso, sistemas de micelas carregando
principios ativos sdo facilmente direcionados e captados pelas células-alvo devido as suas
caracteristicas nanométricas. 26>

Estudos com surfactantes de baixa massa molar ja foram utilizados, porém eles
revelaram a necessidade de uma alta concentracdo desses surfactantes (concentragdo
micelar critica — CMC) para formar as micelas, o que causa certa instabilidade desses
sistemas. Estudos para aprimorar esses resultados apontaram o uso de micelas poliméricas,
as quais tém mostrado vantagens devido a maior estabilidade, capacidade de adaptacéo,
maior capacidade de carga e ndo toxicidade, resultando num melhor efeito terapéutico.”

O uso desses sistemas como dispositivos responsivos a estimulos tem despertado o
interesse dos pesquisadores nos Ultimos anos, isso porque 0 mecanismo de direcionamento
de drogas pode ser ativado pela ligacdo de ligantes especificos (anticorpos, agucares, etc.)
as extremidades expostas a agua da parte hidrofilica das micelas poliméricas, e por isso é
interessante utilizar no processo de sintese um polimero sollivel em &gua, que sofra
separacgdo de fases com a dgua, desencadeada por mudancas de pH ou temperatura. Além
disso, esses sistemas inteligentes, quando comparados com 0s sistemas convencionais,
podem agregar alta capacidade de carga de medicamentos e capacidade de resposta a
estimulos responsivos ao pH intracelular e a temperatura corporal, potencializando seu uso

na liberagéo controlada.™™

4.6 Modelagem matematica de liberagdo controlada de sistemas in vitro

A modelagem matematica dos sistemas de liberacdo de medicamento é uma etapa
de grande importancia, tendo em vista que medir experimentalmente os impactos de todos
0s parametros envolvidos no processo € algo dificil e demorado. Um modelo é muito Gtil na

administragdo de medicamentos, ndo apenas para minimizar o nuimero necessario de

98



experimentos para analise de sensibilidade, mas também para otimizar o processo para
atingir a taxa de liberacdo desejada. Para esse fim, dois tipos de modelos podem ser
encontrados na literatura: modelos empiricos e modelos baseados em transferéncia de
massa. Embora os modelos empiricos possuam as vantagens da simplicidade, eles
geralmente nédo sdo adequados para aumentar a escala. Modelos baseados em transferéncia
de massa resultam em uma ou varias equagdes diferenciais que podem ser resolvidas
numericamente ou analiticamente. Esse modelo baseado em transferéncia de massa deve
ser validado primeiro com poucos dados experimentais e, em seguida, pode ser usado para
geracdo de dados em outras condi¢bes operacionais. Dependendo do sistema de
administracdo de medicamentos em consideragdo, varios modelos baseados em
transferéncia de massa podem ser empregados para prever o mecanismo de liberacdo de
medicamentos. As proximas sec¢fes tém como objetivo apresentar quatro modelos bem

conhecidos de administracdo de medicamentos.

4.6.1 Sistema de reservatério com fonte de atividade ndo constante

Esse sistema de administracdo de medicamentos consiste num dispositivo tipo
reservatorio, com a concentracdo inicial do medicamento abaixo da sua solubilidade, que é

cercado por uma membrana de barreira controladora da taxa de liberacdo (Figura 3).

Reservatorio
de

Medicamento Membrana

Figura 3: Sistema de reservatorio com fonte de atividade constante ou ndo constante.

As premissas para modelagem matematica sdo: (i) o tamanho das particulas do
medicamento deve ser muito menor que a espessura da membrana de barreira; (ii) o

medicamento deve ser um componente Unico; (iii) ndo deve haver gradiente de

99



concentracdo dentro do reservatorio do medicamento; (iv) o mecanismo de transferéncia de
massa do medicamento dentro da membrana deve ser exclusivamente por difusdo; (v) o
mecanismo de transferéncia de massa do medicamento fora da membrana deve ser muito
rapido; (vi) a concentracdo do medicamento dentro da solucdo externa deve ser muito
proxima de zero (condi¢Oes perfeitas de dissipagdo); (vii) o coeficiente de difusdo do
medicamento dentro da membrana deve ser constante; (viii) a espessura da membrana deve
ser constante (L); (ix) a membrana ndo incha ou dissolve; e (x) a porosidade da membrana
deve ser constante, independentemente do tempo™. Nesse caso, a geometria do sistema
(pelicula fina, cilindro ou esfera) ndo afeta a cinética de liberagdo do medicamento
resultante. Ao considerar todo o dispositivo como um sistema, a lei de conservacdo de

massa para medicamentos é:

dc

—D, sA
ABS or

X At = m|¢ypr —ml; (1)
onde, ml, o ml.y, sdo, respectivamente, a quantidade cumulativa de medicamento
liberado no tempo t e t+At (kmol), ¢ € a concentracdo do medicamento na membrana
(kmol/m®), A é a area total de transferéncia de massa (m?), Dag é 0 coeficiente de difusdo
do farmaco na membrana (m?s) e r ¢ a distancia na direcdo da transferéncia de massa (m).
Como a espessura da membrana é muito fina, o gradiente de concentracdo dentro da

membrana é:

dc 0-c c
_—= = —— 2
or L L @)

onde L € a espessura da membrana (m) e c € a concentracdo do farmaco na membrana que
estd em contato com o reservatério (kmol/m?). A concentracdo ¢ pode estar relacionada a
concentragdo do farmaco no reservatdrio 1SSO, da seguinte forma:

c=KxC 3

onde K é o coeficiente de particdio da droga entre a membrana e o reservatorio.

Combinando as Egs. (1) a (3), temos:
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K m|eyne — ml;
DygA—C = — 4
1547 n @
A concentracgdo do farmaco no reservatorio € calculada por:
MO —m
C = S
- ©)

onde My é a quantidade inicial de medicamento dentro do reservatdrio (kmol) e V é o

volume do reservatério (m®). Ao aproximar At de zero, o lado direito da Eq. (4) e

rearranjando o resultado, tem-se:*>%®!

dm  DppAK
My—m LV

dt (6)

Para a condigé&o inicial:

t=0>=>m=0 (7)

A resolucdo da Eq. (6), com a condic¢do inicial acima, fornece:

M, —m D,sAK
(=) = -
n 7 v t (8)
ou
m D,sAK
— =1- —
- exp ( v t) 9

Essa equacdo mostra que o farmaco liberado no sistema do reservatdrio, com fonte

de atividade n&o constante, muda exponencialmente com o tempo.
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4.6.2 Sistemas de reservatério com fonte de atividade constante

Nesse caso, 0 sistema de droga € um dispositivo de reservatorio que consiste em um
depdsito de droga com sua concentracdo inicial acima da solubilidade da droga no
dispositivo, que € cercado por uma membrana de barreira controladora da taxa de liberacéo
(Figura 1). Nesta situacdo, as moléculas liberadas sdo substituidas pela dissolucdo do
medicamento, resultando em concentracdes saturadas do medicamento na superficie interna
da membrana. As principais premissas para modelagem matematica s&o as mesmas
consideradas para “Sistema de reservatério com fonte de atividade ndo constante”. A
geometria do sistema (pelicula fina, cilindro ou esfera) ndo afeta a cinética de liberacdo do
medicamento resultante. Ao considerar todo o dispositivo como um sistema, a lei de
conservacao de massa para 0 medicamento resulta na mesma Eq. (4), exceto que o termo C

deve ser substituido pela concentragéo saturada (Cs):1*>*

K m|eyar — ml;
— (. = tat it 10
DasA T Cs At (10)
Ao aproximar At de zero, o lado direito da equacao acima resulta em:
D, AK
dm _ DapAKC, (11)
dt L
Para a condic¢éo inicial, tem-se:
t=0>m=0 (12)
A resolucéo da Eq. (11), com a condicdo inicial acima, fornece:
D, AKC.
_ ABL S ¢ (13)

Essa equacdo mostra que a liberacdo do farmaco no sistema de reservatério com fonte de
atividade constante ¢ linear com o tempo. E evidente que a equagio acima ¢ valida até que

a concentracdo do medicamento no reservatorio se mantenha acima da solubilidade do
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medicamento. Seu tempo de validagdo (fsa:) pode ser determinado, substituindo o m na

equacdo acima pelo termo (Co — €IV,

D,sAKC
(Co = CIV ="t (14)
Assim, tem-se:
Co—C,)VL
tsat = (O—S) (15)
DapAKC

Para tempo superior a tg, prevalece o “sistema de reservatorio com fonte de

atividade nao constante”.

4.6.3 Sistema monolitico com solu¢do monolitica

Em um sistema monolitico com solu¢do monolitica, as moléculas dissolvidas do
farmaco coexistem com o material transportador, ndo existe separacdo local entre um
reservatorio do farmaco e a membrana, e a concentracdo inicial do medicamento esta
abaixo da sua solubilidade (Figura 4). As principais suposi¢cbes para modelagem
matematica sdo: (i) o tamanho das particulas do medicamento deve ser muito menor que a
espessura do filme; (ii) o medicamento deve ser um componente Unico; (iii) 0 mecanismo
de transferéncia de massa do medicamento dentro da membrana deve ocorrer
exclusivamente por difusdo; (iv) o mecanismo de transferéncia de massa do medicamento
fora da membrana deve ocorrer muito rapidamente e a concentracdo do medicamento
dentro da solugdo externa deve ser proxima de zero (condicGes perfeitas de dissipacédo); (v)
o coeficiente de difusdo do medicamento dentro da matriz transportadora deve ser
constante; (vi) o transportador ndo deve inchar ou dissolver e a sua porosidade deve ser a
mesma, independentemente do tempo™. A geometria do sistema (pelicula fina, cilindro ou
esfera) afeta a cinética de liberacdo do medicamento resultante. Aqui, o sistema de filme
fino é modelado matematicamente. O filme sélido fino ocupa o espaco entre z = -L/2 e z =

+ L/2 (Figura 4) com a concentracéo inicial do medicamento co.
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Reservatorio
de

Medicamento

.

+1./2

-L/2

Membrana

Figura 4: Sistema monolitico com solugdo monolitica.

Ao considerar todo o filme como um sistema, a lei de conservacdo de massa para o

medicamento é:

dc

dc
DypA EP - - DABA&

L) X At = m|eyne —ml; (16)

ZZE

Devido a simetria, o gradiente de concentracdo nos dois lados do filme é igual. Entéo:

2D Aac
ABS 5

_ m|erae —mle

17
Z=% At ( )

ou
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r = 2Dasdg| (18)
2

onde z é a distancia na direcdo da transferéncia de massa. De acordo com essa equacdo, a
taxa de liberacdo do medicamento € proporcional ao gradiente da sua concentracdo, que

pode ser determinado pela lei de conservacdo de massa dentro do filme fino:

dc

(~Dast 5

D Aac
i aBf o~

)xAtz (Cloane — clp) X A X Az (19)

z+Az

Dividindo os dois lados da equacdo acima por AAzAt, resulta em:

dc

dc
Dup 3,

— D, 2£
sra P 0z, _ Clevar — ¢l (20)

Az At

Ao aproximar At e Az de zero, os lados direito e esquerdo da equacdo acima resultam na

expressao abaixo:

dc d%c
= g 21
ot~ 4P az2 @)
Considerando as condicdes iniciais e de contorno:
t=0 o
= = = = —
C Co AL
L
z=—==>¢c=0 (22)
2
Z'==§ = c=0

onde My é a quantidade inicial de medicamento no sistema monolitico (kmol), a Eq. (21)

pode ser resolvida pelo método de separacédo de variaveis da seguinte forma:
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L L2

c & (=D ((2n+ 1)7Tz> ( (2n + 1)272D,p
— exp|— t

—= cos
Co — 2n+ Dm

(23)

Aqui, n é uma variavel ficticia e L é a espessura do filme (m). Portanto, a derivada de ¢ em

relacdo a z em que z = L/2 resulta em:

_aMy o1 (2n + 1)2m2D,p
S (G2,

Substituindo a Eq. (24) na Eq. (18):

dm  8DusM, ( (2n + 1)212D,, )
= Zexp - t

dt 12 12

(=]

n=

Adotando para a condicdo inicial:

t=0>m=0

E integrando em relacéo a t, temos:

m 8- 1 (2n + 1)?m2%D,p
— ==Y ———|1—-exp|-
M, 72 Z) (2n + 1)? I2

n:

ou

m

(2n + 1)?m2%Dyp .

8w 1
— =1 - - _
M, 2 ZO (2n + 1)2 ex”( I2
n=

4.6.4 Sistema monolitico com dispersdes monoliticas

)

)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

Em um sistema monolitico com dispersdes monoliticas, as moléculas dissolvidas do

farmaco coexistem com o material transportador, ou seja, ndo existe separacéo local entre o
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reservatorio do farmaco e a membrana, e a concentracdo inicial do medicamento esta acima
da sua solubilidade. As principais premissas para modelagem matematica sdo: (i) o
tamanho das particulas do medicamento deve ser muito menor que a espessura do filme; (ii)
0 medicamento deve ser um componente unico; (iii) o mecanismo de transferéncia de
massa do medicamento dentro da membrana deve ocorrer exclusivamente por difusdo; (iv)
0 mecanismo de transferéncia de massa do medicamento fora da membrana deve ocorrer
muito rapidamente e a concentracdo do medicamento dentro da solucdo externa deve ser
proxima de zero (condicdes perfeitas de dissipacdo); (v) o coeficiente de difusdo do
medicamento dentro da matriz transportadora deve ser constante; (vi) o transportador nao
incha ou dissolve; e (vii) sua porosidade ndo varia com o tempo. Neste caso, a geometria do
sistema (pelicula fina, cilindro ou esfera) afeta a cinética de liberacdo do medicamento
resultante. Aqui, o sistema de filme fino € modelado matematicamente.

Antes da modelagem matemaética, um perfil de concentracdo desse sistema €
representado na Figura 5.°"°8 A linha sélida nesta figura é o perfil de concentracdo na
direcdo da transferéncia de massa no tempo t, enquanto a linha tracejada é o perfil de
concentragdo no tempo t+At. A concentragdo Cy € a concentracdo inicial, enquanto Cs € a
concentracdo saturada. No momento t, a concentracdo do farmaco € zero na interface entre
o material transportador e a solucéo; aumenta linearmente com o aumento da distancia até
atingir Cs na distancia z da interface; na distancia z ela aumenta repentinamente de Cs para
Co e depois é constante em Cq para as distancias maiores da interface. De fato, ndo ocorre
dissolugdo do medicamento até que a concentracdo da droga do ambiente caia abaixo de Cs.
No tempo t+At, a mudanca repentina do perfil de concentragdo muda em Az para o lado
esquerdo, como mostra a figura. A area sombreada mostra o material transportador com
medicamento exaurido até o tempo t, e a area pontilhada mostra o material transportador

com medicamento exaurido desde o tempo t até t+At.
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Figura 5: Perfil de concentracdo do sistema monolitico com dispersdes monoliticas.

Com base no diagrama acima, a quantidade cumulativa de medicamento liberado
até o tempo t (kmol) é teoricamente a quantidade do medicamento exaurido da area

sombreada:

1 1
m = Azcy — EAzcs = <c0 - Ecs) Az (29)

onde A é a area da superficie do filme exposta ao meio de liberagdo. A liberacdo do
farmaco no tempo t a t+At ¢ igual ao farmaco exaurido do material transportador durante

esse periodo (a area pontilhada na Figura 5):

dc

DygA
SLP

1
xAt=(co—cs)xAxAz-i-chxAxAz (30)

onde o gradiente de concentracdo do medicamento, baseado na Figura 5, é calculado por:
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dc cs—0 ¢
oz 2z (31)
Combinando as Eqgs. (30) e (31):
Dygcs 1 \dz
— P B 32
z (CO 2 CS) dt (32)
ou
2Dypcq
zdz = ———dt 33
(ZCO - Cs) ( )
A condicdo inicial é:
t=0=>2z=0 (34)
Integrando a Eqg. (33), temos:
, 4Dypcs
(ZCO - Cs)

Inserindo o termo z da Eq. (35) na Eq. (29), temos:[55:57:581

1 4D, 5C
m= (co — ECS)A ’ﬁt = Ay Dapcs(2¢o — o)t (36)

Essa equacdo mostra que a droga liberada no sistema monolitico com dispersées

monoliticas é proporcional a raiz quadrada do tempo.

109



4.7 Concluséo e perspectivas futuras

O desenvolvimento de estratégias capazes de melhorar o controle da liberacdo de
medicamentos pode aumentar drasticamente a seguranca e os resultados no paciente. Antes
do desenvolvimento de novas estratégias de liberacdo controlada, € importante considerar
as propriedades do principio ativo, o local ideal de sua liberacdo e a taxa desejada de sua
liberacdo, para alcancar o resultado pretendido. Este capitulo discutiu brevemente a ampla
variedade de sistemas de entrega de medicamento e os principais polimeros que podem ser
utilizados para os sistemas de liberacdo, bem como os principais modelos matematicos que
regem a liberacdo controlada.

Apesar dos avangos no setor biotecnoldgico, ainda é dificil projetar materiais que
alcancem satisfatoriamente células-alvo no corpo. O préximo passo é entender melhor
como 0s materiais interagem com o corpo e como as diferencas na expressdo génica
especifica da célula e na fisiologia da doenca podem ser exploradas, para melhorar o
direcionamento do principio ativo. Apesar desses desafios, varias décadas de pesquisas
cientificas ja demonstraram que a intersecdo de quimica, nanotecnologia, materiais e
medicina € promissora e que novos avancos nos sistemas de liberacdo terdo um efeito

significativo na salde humana.
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Capitulo 5

Polimeros para a area da Saude

Rodrigo Lambert Oréfice & Monique de Alvarenga Pinto Cotrim

Departamento de Engenharia MetallUrgica e de Materiais

Universidade Federal de Minas Gerais

5. Introducéo

5.1 Projeto de polimeros avancados para aplicacfes na Saude

Com o passar do tempo, tecidos e 6rgaos do corpo tendem a apresentar progressiva reducéo
de suas propriedades e eficiéncia. A esse fato, somam-se também as possibilidades de
ocorréncia de doencas e acidentes que tornam as falhas no funcionamento de 6rgéaos e
tecidos mais plausiveis de ocorrerem em situacfes de envelhecimento médio mais
estendido da populacdo. Tais falhas sdo normalmente corrigidas a partir de procedimentos
qgue envolvem reparacdo ou substituicdo das areas afetadas por implantes autélogos,
transplantes e biomateriais. Implantes autdlogos, nos quais partes do corpo do mesmo
individuo servem como sitio doador, se mostram praticamente restritos a correcao de falhas
pequenas, devido a reduzida disponibilidade de areas doadoras. Ja os transplantes, apesar
de avancos significativos nos altimos anos, ainda carecem de disponibilidade irrestrita.
Biomateriais poliméricos sdo polimeros usados em aplicacdes biomédicas em contato com
partes do corpo ou fluidos corporeos. Eles se destacam por apresentarem grande
disponibilidade e ainda por poderem ter seus comportamentos e propriedades alterados

através de procedimentos de fabricaggo.!*!

Biomateriais poliméricos vém sendo usados ha séculos nas mais diversas situagdes clinicas
ligadas a perdas ou falhas de tecidos e 6rgdos!*®!. E perceptivel que uma primeira geracao
desses biomateriais poliméricos, que é usada até hoje, se baseava no uso desses
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biomateriais com uma finalidade quase que limitada & de preencher espaco inicialmente
ocupado por 6rgéos e tecidos que apresentaram falha. Nesses casos, a presenca do polimero
permitiria a recuperacdo da forma e estética da area afetada com a possivel consequente
restauracdo das caracteristicas mecanicas iniciais. Polimeros como o polietileno de alta
densidade (PEAD), o polipropileno (PP), poli(metacrilato de metila) (PMMA), o
poli(tereftalato de etileno) (PET), entre outros, foram e séo utilizados com essa finalidade.
Para esses tipos de biomateriais, além de alguma similaridade em termos de propriedades
mecanicas com relacdo ao tecido anfitrido, uma chamada inerticidade (ou bioinerticidade)
era alvo importante. Tal inerticidade era frequentemente associada a uma auséncia de
resposta do corpo em relacdo a presenca do biomaterial, a qual era relacionada com a
chamada biocompatibilidade. No entanto, esse conceito de biocompatibilidade passou a ser

reestruturado quando se percebeu que 7

= Ha& sempre alguma resposta do corpo a presenca de biomateriais, mesmo essa sendo
minima, representada pelo estabelecimento de uma fina capsula fibrosa rica em
colageno ao redor do biomaterial;

» Reduzidas respostas do corpo a presenca de biomateriais sdo frequentemente
relacionadas com baixas interacGes biomaterial-tecidos, as quais sdo responsaveis
por falhas nas interfaces e perda do implante;

= Os biomateriais mais comuns, como 0s citados anteriormente, sdo nao especificos,
ou seja, eles ndo sdo capazes de atuar de forma similar a 6rgéos e tecidos (secrecdo
de substéncias, crescimento, multiplicacdo, defesa do organismo, etc.). Em
procedimentos de recuperagdo de tecidos e orgdos vitimas de falhas, a necessidade
de restabelecimento das fungdes biologicas desses tecidos e oOrgdos forgca a
introducdo do conceito de biomateriais funcionais ou ativos (bioativos), os quais
atuariam de forma integrada, ndo passiva e especifica junto ao corpo, visando a
recuperacdo plena das funcgdes primordiais das areas afetadas;

= Em situagBes de longo prazo (caso cada vez mais plausivel, tendo em vista o
envelhecimento médio acentuado da populacdo), a presenca de um biomaterial no

corpo sempre representara foco de preocupacéo por eventualmente liberar produtos
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toxicos de degradacdo, poder ser local de proliferacdo mais exacerbada de bactérias

e tumores, entre outros.

A partir dessas constatacdes, o conceito de biocompatibilidade foi ampliado no sentido de
envolver a possibilidade de atuagdo de biomateriais como apoio ou mesmo indutor de
processos bioldgicos que permitiriam o restabelecimento pleno das areas do corpo afetadas.
Além disso, definiu-se que uma eventual rotulacdo de um material como biocompativel
deveria passar por uma analise mais estendida e rigorosa de uma série de fenémenos:
fendmenos fisico-quimicos iniciais de interface (adsor¢do de biomoléculas); resposta dos
tecidos e meio corpdreo a presencga do material; alteragdes nos materiais como resultado da
acao do ambiente corpdreo sobre esses materiais; reacdo de alguma outra parte do
organismo a presenca do material (alergias, infeccdes, tumores, etc.). Essa nova geracdo de

implantes seria, entdo, projetada para:

= Promover estabilidade interfacial entre tecidos e implantes e, dessa forma, restringir
micromovimentos que sdo normalmente suficientes para estender o processo
inflamatorio;

= Apresentar compatibilidade biomecénica visando evitar a reducdo dos niveis de
carregamento mecanico impostos aos tecidos em detrimento dos biomateriais de
mais elevados modulos de elasticidade;

= Favorecer a regeneracao de tecidos e 6rgdos a partir da reproducdo e reconstrucao
das matrizes extracelulares e definicio de ambientes tissulares efetivos em
promover diferenciacdo e colonizacao da regido com células especificas;

= Ser progressivamente substituido por tecidos saudaveis, como forma de minimizar

eventuais impactos negativos da presenca dos materiais em longo prazo no corpo.

Questdes envolvendo a adsorcdo de macromoléculas biologicas (proteinas, sistema de
complemento, etc.) sdo identificadas como criticas no estabelecimento de interagdes
biomateriais-tecidos.) A superficie do biomaterial define a densidade e o modo de
adsorcdo de proteinas. A interacdo entre células e proteinas adsorvidas define a

possibilidade de fixacdo da célula. Célula fixada tem potencial capacidade de proliferar e
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regenerar o tecido anfitrido. Células apresentam especificos receptores localizados nas
membranas para interagir e se ligar com proteinas, o que é denominado de
biorreconhecimento.'*® Apenas as proteinas adsorvidas que apresentem sitios ativos
disponiveis, aspectos conformacionais nao alterados e densidade de populacdo adequada
poderdo ser biorreconhecidas. Caso a superficie de um biomaterial ndo seja biorreconhecida
pelas células, havera imediatamente a sinalizacdo para o desenvolvimento de um processo
inflamatdrio que sera resolvido pela formagdo de uma cépsula fibrosa que isolara o
biomaterial do corpo. Caso ocorra o biorreconhecimento, havera a possibilidade de
colonizagdo da superficie por células que poderdo proliferar e estimular a regeneracdo dos
tecidos, fixacdo de implantes e provocar menor grau de inflamacéo.

Sabe-se que proteinas adesivas presentes no plasma ou na matriz extracelular (fibronectina,
vitronectina, etc.) séo reconhecidas por receptores nas membranas celulares chamados de
integrinas, por apresentarem sequéncias de aminoacidos especificas (como a sequéncia
RGDS - arginina-glicina-aspartato-serina). Tais receptores estao ligados a microfilamentos
intracelulares, formados por actina, miosina, etc. (citoesqueleto), responsaveis pela adesao
celular. As integrinas ainda sdo ligadas a enzimas RhoA capazes de transmitir informagoes
que governam a atividade celular. Multiplas interacdes entre integrinas e superficie de
biomateriais (contendo, por exemplo, proteinas adesivas adsorvidas) provocam alteracfes
na morfologia celular, achatando as células e carregando mecanicamente o citoesqueleto.
Tal estimulacéo do citoesqueleto leva a uma ativacdo de metabolismo intracelular que pode
resultar em proliferacdo. Esse aspecto tem sido explorado no sentido de estimular respostas
celulares especificas através da geracdo de topografias especialmente projetadas para

favorecer compressdo do citoesqueleto.

Proteinas adsorvidas que mantenham sua estabilidade e especificidade podem gerar
superficies de biomateriais que mimetizam a matriz extracelular (ECM). A matriz
extracelular tem uma série de fungdes importantes a partir da interacdo com células, ja que
atua na divisdo, na adesdo e na mobilidade celular. E ainda favorece a migragéo, a
diferenciacéo e a apoptose, além de servir como reservatério de biomoléculas ativas (como

citocinas e fatores de crescimento).
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Forcgas sdo geradas por células aderidas que deslizam sobre a superficie dos biomateriais.
Actina intracelular esta ligada aos receptores nas membranas destinados a adeséao celular e
servem para transmitir as forcas observadas. As tensGes produzidas pelas interagdes
células-matriz induzem reorganizacdo do citoesqueleto e contragdo celular. Assim sendo, o
nivel de adesdo entre células e superficies de biomateriais € também afetado pelas
caracteristicas mecanicas dos biomateriais, como o moédulo de elasticidade. Diferentes
modulos de elasticidade podem evocar respostas celulares distintas, como diferenciacédo de
células-tronco e expressdo de proteinas. Mais recentemente, biomateriais poliméricos
(como hidrogéis) tém sido projetados e preparados para apresentarem especificos modulos

de elasticidade visando a promocao de processos celulares de interesse.

Além de processos adesivos, a adsorcdo de moléculas sinalizadoras ou marcadores na
superficie de biomateriais (opsonizacdo) desempenha papel importante na modulagdo das
respostas inflamatérias e imunoldgicas. Moléculas marcadoras, que incluem
imunoglobulinas e fragmentos ligados a ativacdo do complemento, revelam os biomateriais
para um futuro ataque de células fagocitarias (macrdéfagos). Um fracasso na atividade
fagocitéria (em geral devido ao tamanho mais estendido dos biomateriais em relacdo as
células) serve como estimulo para a liberacdo de componentes toxicos e reativos

intracelulares que podem atacar os biomateriais, acelerando processos de degradacao.

Tendo em vista a importancia de aspectos superficiais em biomateriais, muitas estratégias
estdo sendo propostas, testadas e usadas relacionadas com alteragcbes na superficie de
biomateriais, em especial, em biomateriais poliméricos, visando estabelecer especificas
interacbes e comportamentos quando em contato com ambiente corpéreo, tipicos das
matrizes extracelulares. Assim, enquanto no passado em muitas aplicagdes biomédicas,
polimeros que ja eram usados em outras aplicacbes eram testados, percebe-se que uma
visdo mais moderna do assunto define a necessidade de uma percepcdo sobre os
desdobramentos do uso de cada polimero em relagdo ao comportamento pretendido do
biomaterial. Estabelece-se, entdo, o0 conceito de projeto de biomateriais poliméricos, ou

seja, cada aplicacdo que exija um comportamento bioativo diferente forcara a preparacédo de
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um especifico biomaterial polimérico para 121etero-la. As seguintes estratégias podem ser

listadas, as quais objetivam reproduzir, em biomateriais poliméricos, aspectos associadas as

matrizes extracelulares:

Preparacdo de biomateriais a partir de polimeros naturais extraidos de matrizes
extracelulares. Exemplos: colégeno, &cido hialurénico, quitina/quitosana, sulfato de
condroitina, fibronectina. Vantagem: grande similaridade com matrizes
extracelulares naturais. Desvantagens: baixa estabilidade, propriedades mecanicas
pobres e risco de imunogenicidade. Além disso, procedimentos de preparacédo
podem alterar a estrutura dos polimeros naturais, levando a reducdo da bioatividade;
Aplicacdo de polimeros naturais extraidos de matrizes extracelulares na forma de
recobrimentos ou enxertias na superficie de polimeros comuns. Nesse caso, pode-se
usufruir das propriedades mecanicas do substrato. Por outro lado, ha preocupacéo
quanto a estabilidade do recobrimento;

Enxertia de peptideos contendo as sequéncias de aminoacidos de interesse (por
exemplo, a sequéncia RGD). A possibilidade de insercdo de grupos pré-
selecionados favorece um maior controle sobre a estrutura do biomaterial e seus
potenciais impactos e comportamentos;

Preparacdo de biomateriais com caracteristicas morfologicas similares as das
matrizes extracelulares. Nesse caso, nanofibras poliméricas baseadas em polimeros
como poli(acido latico) e seus copolimeros, 121eteroatomosl12les121, poli(alcool
vinilico), entre outros, sdo produzidas via métodos como a eletrofiacdo para

reproduzir a estrutura de alta area 121eteroatomo das matrizes extracelulares.

Também sdo bastante estudadas algumas iniciativas para alterar as caracteristicas das

superficies de biomateriais poliméricos ou a capacidade desses de liberar moléculas ativas

com o intuito de controlar a adsor¢cdo de proteinas e, consequentemente, a opsonizacao,

para guiar 0s processos inflamatorios e imunoldgicos. Algumas dessas iniciativas podem

ser citadas como a seqguir:

AlteracGes superficiais de polimeros, como recobrimentos ou enxertias de
moléculas para tornar as superficies mais hidrofilicas e com capacidade anti-

incrustante (antifouling), ou seja, de restringir adsor¢do. O mais importante exemplo
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envolve o uso do poli(etileno glicol) e similares que dificulta a aproximacéo de
moléculas a superficie de biomateriais, resultando em limitagdo de adsorcéo.

= Liberacdo de farmacos anti-inflamatdrios ou que favorecam a recuperacdo tissular
(como fatores de crescimento) encapsulados em biomateriais. Além de cumprir suas
fungBes especificas, esses biomateriais liberariam farmacos que permitiriam
controle do processo inflamatdrio.

» Incorporacdo em biomateriais de mecanismos similares usados por virus para
ludibriar a resposta imunolégica: liberacdo ou imobilizacdo em superficies de
citocinas anti-inflamatérias oriundas de virus ou receptores (tipicos de virus)
capazes de capturar moléculas mediadoras usadas pelo corpo nos processos
inflamatorios.

= Mimetizacdo de estratégias usadas por bactérias para ludibriar o sistema
imunologico: deposicéo de recobrimentos com caracteristicas similares a moléculas
sintetizadas por bactérias, as quais permitam a captura de citocinas liberadas durante
0 processo inflamatério e mesmo sua desativacdo (desativacdo de moléculas

marcadoras como os fragmentos do sistema de complemento).
5.2 Polimeros em aplicacdes biomédicas

Ha séculos e mais pronunciadamente ha algumas décadas, polimeros vém sendo usados em
uma série de aplicagBes biomédicas na maioria das vezes com o objetivo de preencher
espaco em situacdes nas quais falhas em tecidos naturais resultaram na necessidade de
substituicdes ou reparos. Implantes de silicone (poli(dimetil siloxano)) e lentes
intraoculares (hidrogéis) sdo exemplos de aplicacbes biomédicas de polimeros que
envolvem milhdes de procedimentos a cada ano. Além dessas aplicagdes muito populares,
h& também um numero muito grande de outras que envolvem situacdes clinicas menos
frequentes, mas com grande impacto. Para exemplificar essa variedade e extensdo de
aplicacdes biomeédicas envolvendo polimeros, a Tabela 1 lista alguns polimeros usados
em aplicacbes que abrangem apenas a &rea oftalmologica. A lista extensa de situacdes
clinicas e de polimeros envolvidos permite perceber a variedade de situacfes onde

biomateriais poliméricos sdo necessarios, alem daquelas mais conhecidas.
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Tabela 1: Alguns polimeros e outros materiais usados em aplicagGes biomeédicas na area

oftalmoldgica.

Situagdes clinicas

Dispositivos

Biomateriais usados

Ptose (queda da
palpebra)

Retracdo palpebral

Perda de tecido mole
palpebral e periorbitario
(em volta da orbita)

Substituicdo de vias
lacrimais

Fratura da dorbita ocular

Fios, tubos e
faixas
percutaneas

Placas, laminas
finas, tubo

Esponja, placas,
granulos, hidrogel

Plugs, tubos e
stents

Fios, gel, placas,
folhas, [aminas e
parafusos

123

Silicone, poliamidas (nylon,
supramid), poli(tetrafluoroetileno)
(PTFE, teflon), poli(tereftalato de
etileno) (dacron) e implante autdélogo
ou transplante.

Enxerto autélogo ou transplante de
cartilagem ou dura-mater, tubo de
silicone, placa de teflon, silicone ou
polietileno poroso.

Silicone, polietileno poroso,
poli(acido latico), poliimida,
poli(alcool vinilico), poli(metacrilato
de metila), poliacrilamida, colageno.

Plugs: silicone e celulose.

Tubos: Vidro Pyrex, silicone, teflon;
Stents: malha de aco, poliuretano,
silicone.

Fixacdo dssea: poliamidas
(supramid), titanio, poli(acido latico)
e seus copolimeros com acido
glicélico, 123eteroatomos123es123.

Reposicdo dssea: silicone, PTFE,

hidroxiapatita, polietileno, poli(acido
latico) e seus copolimeros com acido
glicdlico, 123eteroatomos123es123.



Preenchimento de Esferas Polietileno poroso, poli(metacrilato

cavidade anoftalmicas de metila), PTFE, silicone.

(substituicao do globo

ocular)

Lentes intraoculares e de | Laminas, Lentes: poli(metacrilato de metila),

contato hidrogéis e hastes | silicone, poli(dimetil fenil siloxano),
hidrogéis baseados na familia de
mondomeros acrilicos: metacrilato de
hidroxietila, acido metacrilico,
metacriloxipropiltrimetoxissilano,
acrilato de etila, trietileno glicol
dimetacrilato. Hastes: polipropileno.
Poliimida, poli(fluoreto de
viniledeno), poli(metacrilato de
metila).

Implantes para glaucoma | Valvulas Silicone, polipropileno, PTFE.

(pressao interna elevada
no globo ocular)

Implantes para liberacdo | Bastdes, agulhas Poli(alcool vinilico), copolimero de
controlada de farmacos etileno e acetato de vinila (EVA),
poli(acido latico) e seus copolimeros
com 4cido glicdlico,
124eteroatomosl24esl24.

Como comentado anteriormente, polimeros que inicialmente foram desenvolvidos para
aplicacbes ndo biomédicas vém sendo usados nas ultimas décadas em aplicagdes
biomeédicas. O grau de sucesso desses polimeros nas aplicacdes biomédicas é elevado se
considerado o cenario de curto prazo (até 10-15 anos). Num cenario de medio e longo prazo
(> 15 anos), o grau de sucesso e substancialmente reduzido, tendo em vista problemas
associados a falta de fixacdo adequada que leva a micromovimentos, possibilidades de
degradacdo dos polimeros incluindo desgaste, incompatibilidade biomecénica que causa

perda de propriedades dos tecidos vizinhos, entre outros. Tais polimeros que visam a
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aplicagdes que garantem estabilidade (ou seja, permanéncia dos implantes/materiais)

podem ser listados como a seguir:

Polietileno: suturas, cateteres, membranas, proteses ortopédicas e maxilofaciais
Polipropileno: seringas, membranas, tubos, vasos artificiais, suturas, etc.
Poli(tetrafluoroetileno) (Teflon): vasos artificiais, clips e suturas e recobrimentos.
Poli(alcool vinilico): producdo de hidrogéis e membranas para a liberacdo
controlada de farmacos e imunoisolamento de células.

Poliamida (Nylon): suturas, tecidos, e membranas.

Poli(cloreto de vinila) (PVC): recobrimentos, embalagens, tubos, etc.

Poli(tereftalato de etileno) (PET, Dacron): suturas, tecidos, vasos artificiais,
valvulas, etc.

Poliuretano: proteses, vasos artificiais, cateteres e coracdo artificial.

Poli(éter éter cetona) (PEEK): préteses ortopédicas e como matriz na fabricacdo de
compositos.

Polissulfona: membranas e proteses.

Poli(metacrilato de metila) (PMMA): confec¢cdo de préteses odontoldgicas, lentes
intraoculares e cimento para fixacéo de dispositivos ortopédicos.

Hidrogéis (polimeros reticulados com grande afinidade com agua que expandem em
ambiente aquoso) — poli(metacrilato de hidroxietila), poli(acido acrilico),
poli(etileno glicol), poli(isopropil acrilamida), etc.: fabricacdo de hidrogéis para
lentes de contato, liberacdo controlada de farmacos, pele artificial e membranas.
Poli(dimetil siloxano) (PDMS, silicone): implantes para cirurgia plastica, ortopedia,

embalagens.

Ja ha também uma série de aplicacGes biomeédicas temporarias que faz uso de polimeros

biodegradaveis™, como:

Poli(acido glicolico), poli(acido latico) e seus copolimeros: suturas biodegradaveis,
matriz para liberagdo controlada de farmacos, implantes ortopédicos
biodegradaveis, suporte para o crescimento de tecidos.

Poli(hidroxibutirato): matriz para liberacdo controlada de farmacos.
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= Poli(caprolactona) e polidioxanona: suturas, matriz para liberacdo controlada de
farmacos.

= Poli(orto éster): matriz para liberacdo controlada de farmacos.

Vale mencionar também que polimeros naturais sdo frequentemente usados em aplicacoes
biomédicas™*, como:

= Alginato: matriz para imobilizacdo de células e enzimas e para liberagcdo controlada

de farmacos.

= Sulfato de condroitina: hidrogéis para liberagdo de farmacos.

» Quitosana: matriz para liberacdo controlada de farmacos.

= Acido hialurénico: lubrificante e agente de preenchimento.

= Colageno: suturas, tecidos, matriz para liberacao controlada de farmacos.

= Dextran: expansor de plasma e veiculo de farmacos.

= Heparina: agente antitrombogénico usado em cirurgias e tratamentos terapéuticos.

5.3 Polimeros avancados e novas estratégias na confeccdo de biomateriais

Tendo em vista a premissa de que aplica¢des biomédicas passam a exigir que biomateriais
participem ativamente dos processos de recuperacdo das regides tissulares afetadas por
falhas, doencas, etc. (mais do que preencher espaco e reparar estética e mecanicamente
partes do corpo), uma gama de caracteristicas desejaveis para esses polimeros pode ser
elencada:
= Esses polimeros devem permanecer temporariamente nas regides afetadas ou em
contato com tecidos apenas o suficiente para permitir o crescimento adequado dos
tecidos. As velocidades de biodegradacdo devem ser comparaveis as velocidades de
recuperacdo dos tecidos. Além disso, os produtos de biodegradacdo devem ser ndo
toxicos e metabolizaveis pelo organismo.
= Esses polimeros devem possuir caracteristicas e estruturas superficiais que garantam
interacdo adequada com macromoléculas bioldgicas de tal forma a evitar adsorcéo
dessas moléculas (como no caso de aplicagbes cardiovasculares que exigem

comportamento ndo trombogénico) ou de favorecer adsorcdo especifica (nos casos
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onde a diferenciacdo de células-tronco ou a fixacdo de células se mostram
necessarias). Eventualmente, as superficies dos polimeros em contato com 0 meio
corporeo devem ser similares a matriz extracelular.

Esses polimeros devem apresentar interacdo com células no sentido de guiar o
comportamento celular (adesdo, colonizacéo, diferenciacdo, expressao de receptores
e mediadores, sintese da matriz extracelular, etc.) visando a: controle do processo
inflamatdrio, resposta imunologica e regeneracao tissular.

Eles devem interagir adequadamente com outros procedimentos terapéuticos, por
exemplo, o combate a infec¢bes e tumores, através da liberagdo de farmacos e
favorecimento a técnicas de diagnéstico.™?

Eles devem ser responsivos, ou seja, capazes de naturalmente responder a estimulos
do proprio corpo (como a presenca de determinadas moléculas, pH, temperatura,
etc.) via liberacdo de farmacos, biodegradacdo, mudanca de propriedades mecénicas
e comportamento (hidrofébico/hidrofilico) ou de apresentar atuacdo motivada por

estimulo externo (aplicagdo de campo magnético, luz, aquecimento, ultrassom, etc.).

Seguindo esse escopo, Varias estratégias tém sido trabalhadas no sentido de gerar polimeros

porosos que maximizem a interacdo com células, viabilizando colonizacdo e organizagao

celular. Biomateriais poliméricos porosos podem ainda encapsular células e outros

componentes ativos durante os procedimentos de fabricacdo para levar a confeccdo de

dispositivos adequados para crescimento tissular. A seguir, sdo listadas algumas dessas

estratégias.™:

Incorporacdo de particulas lixiviaveis: particulas de sacrificio (sais, polimeros
sollveis, etc.) sdo incorporadas em polimeros durante o processamento dos
dispositivos. A extracdo dos componentes sollveis gera vazios que podem ser
ocupados por tecidos durante processos de recuperacao tissular.

Separacdo de fase induzida por temperatura: poros sdo gerados a partir de uma
separagdo de fase. Em geral, uma das fases ricas em solvente é eliminada via

secagem ou liofilizacéo.
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= Eletrofiacdo ou fiacdo de solugdo por sopro: solucdo contendo polimero é ejetada
através de orificios. As gotas formadas sdo estiradas através da aplicacdo de campo
elétrico (eletrofiacdo) ou através de sopro, gerando nanofibras com tamanhos de
poros na ordem de nandmetros.

= Sinterizacdo ou colagem induzida por laser: fibras poliméricas sdo coladas umas as
outras através de aquecimento localizado garantido pela aplicagdo de laser.

= Impressdo 3D: técnicas de impressdo 3D, como as que envolvem deposicdo de
fundido e fotopolimerizacdo, podem gerar sistemas poliméricos porosos com alta

definicdo e formas adequadas as aplicacoes.

Outro campo em franco desenvolvimento envolvendo biomateriais poliméricos é aquele
que atua com os chamados polimeros inteligentes que respondem a estimulos. Dentre esses,
muito tem sido realizado com base em polimeros da familia do poli(isopropil acrilamida)
que apresentam comportamento termossensivel (mudam de comportamento diante de
variacdes de temperatura) e também em polimeros contendo nanoparticulas capazes de
conferir comportamento Otico ou magnético diferenciados. Deve-se também realcar a
combinacgdo entre polimeros e farmacos na forma de hibridos, nos quais farmacos séo
acoplados em polimeros visando incrementar a atuacdo dos farmacos em locais definidos,
como em ambientes intracelulares (terapia génica, por exemplo).*! Varios desses
polimeros sdo confeccionados na forma de particulas (via processos de emulsificacdo ou

spray) para favorecer a administragao desses sistemas no corpo e viabilizar a fagocitose.

5.4 Biotéxteis e scaffolds

Ha varios séculos, materiais téxteis tém sido usados como dispositivos e scaffolds nos
cuidados com a saude. Entretanto, nos dltimos 50 anos, com o avanco no desenvolvimento
de fibras artificiais, tal aplicacdo tem sido ampliada. Esse tipo de material oferece um
conjunto de caracteristicas atrativas, como possibilidade de producgéo de estruturas em duas
e trés dimens0es, boas propriedades mecéanicas (extensibilidade, flexibilidade, resisténcia a
tracdo), permeabilidade, variedade na secdo transversal, comprimento da fibra, entre

outras.[*>*®! Atualmente, de acordo com King, Gupta & Guidoin!*”! os téxteis relacionados
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ao setor biomédico podem ser divididos em duas categorias: téxteis médicos e biotéxteis. O
primeiro termo compreende uma vasta gama de produtos, desde curativos a vestuario
hospitalar. J& o termo Biotéxtil, derivado da nocdo convencionada de biomateriais, é
definido como uma estrutura baseada em fibras téxteis, projetada para ser aplicada dentro
do corpo humano, em contato com tecidos bioldgicos e/ou fluido corporal circulatorio,

(171 Essa categoria de material pode servir ao propésito de dispositivo

como 0 sangue
diagnostico, substituto para orgdos e tecidos danificados, scaffolds (suporte) para
engenharia de tecidos. Dessa forma, podem ser empregados em 6rgdos artificiais, stent,
telas, membranas, scaffolds, sutura, entre outros. Desde o final da década de 1950,
conduites vasculares baseados em téxteis de poli(tereftalato de etileno) (PET), como

Dacron, sdo empregados em reparos cardiacos.!®!

Recentemente Wang et al.*! propuseram sistema de vedacdo para stent cardiaco baseado
em téxtil plano, constituido por multifilamentos de poliéster, dispostos em dois tipos de
armacao, sendo elas tafeta e sarja. Apds o processo de tecelagem, os biotéxteis foram
moldados por compressdo. A armacdo sarja proporcionou melhores propriedades
mecanicas, sendo adaptavel a diferentes didmetros e dobravel sem comprometimento da
estrutura, o que sugere sua possivel aplicacdo via cateter (menos invasivo) e que ofereceria
flexibilidade em situacBes emergenciais, por ser adaptavel a anatomias complexas e
especificas de cada paciente.™

Outro exemplo de biotéxtil sdo as membranas de PTFE empregadas em cirurgias
abdominais. Townsend et al.”? investigaram a capacidade de uma membrana de poliéster
revestida com hidrogel PVA:PVP de impedir a formacdo de adeséo peritoneal. O objetivo
era verificar se 0 material proposto seria tdo eficiente quanto a tela de PTFE convencional,
aprovada pela FDA. Os pesquisadores observaram que, com aplicacdo de ambos o0s
materiais, ndo houve formacdo de adesdo. Entretanto, destacaram que o material com
hidrogel apresentou-se intacto apds o intervalo investigado, enquanto o dispositivo
comercial demonstrou certa descoloracdo e aparente adesdo a parede muscular adjacente!®®.
A estrutura primaria de um biotéxtil é constituida por fibras. Fibras téxteis possuem
estrutura em duas fases: uma cristalina, responsavel pelas propriedades mecénicas e

estabilidade térmica; e outra amorfa, relacionada a caracteristicas como flexibilidade,
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alongamento e elasticidade. Convencionalmente, sdo consideradas apropriadas para a
producdo téxtil, fibras com cristalinidade entre 30-70%, pois nessa faixa tendem a
apresentar um balanco adequado de propriedades. "

Uma fibra para ser considerada como téxtil necessita satisfazer alguns requisitos, entre eles:
possuir razdo entre comprimento e espessura de pelo menos 100; possuir resisténcia a
tracdo, maleabilidade e flexibilidade adequadas aos processos de producdo téxtil; possuir
coesdo, ou seja, ser capaz de se manter unida a outras fibras apds fiada; possuir
uniformidade. Em relacdo a coesdo, o perfil longitudinal da fibra e o formato da secdo
transversal sdo dois parametros importantes. Polimeros naturais, sintéticos e regenerados,
assim como metais e derivados de carbono, podem ser empregados na producdo dessas

fibras. (2116l

Chen et al.?? optaram pelo emprego de polimero sintético baseado em poliuretano
carbonado de grau médico como revestimento para stent de nitilol, como alternativa para
contornar obstrucdes causadas por cancer broncotraqueal. O téxtil ndo tecido foi produzido
por spray, o que resultou em elevada porosidade e flexibilidade. O revestimento contribuiu
significativamente para maior forca radial de resisténcia, o que seria fundamental para
aplicacdo proposta, tendo em vista que tal aspecto poderia impedir a migracdo do stent
induzida por tosse. 12

De acordo com a literatura, 0s principais métodos empregados no processo de fiacdo de
fibras artificiais sdo fiacdo Umida (wet-spinning), fiacdo a seco (dry-spinning), fiacdo do
fundido  (melt-spinning), e, para producdo de nanofibras, eletrofiagdo
(electrospinning).[?2

A fiagdo Umida baseia-se na solubilizacdo de polimero em solvente, e a passagem da
solucdo polimérica resultante por um banho de coagulagdo, através de orificios com o
diametro desejado. O fluxo da solucdo polimérica pode ser controlado com utilizacdo de
uma seringa, ou aplicacdo de pressdo. 4. A maior viscosidade da solugdo polimérica é
desejavel, pois inibe a transformagdo da mesma em gota ao entrar em contato com o
liquido.™ No banho ocorre a difusdo do solvente para o meio, e a difusdo de um nio
solvente, como &gua ou acido, para o filamento, o que promove a precipitacdo do polimero.

A superficie externa consolida mais rapido, formando a skin ou a casca. Essa casca torna
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mais dificil a transferéncia de massa do solvente no interior do filamento. Com a difuséo do
solvente do interior da fibra para o meio, ocorre a reducdo do volume do polimero no
interior, o que faz com que a “skin” enrugue. Dessa forma, a se¢do transversal da fibra,
geralmente, é convoluta. Quanto mais rapida se da a coagulacdo, menos homogénea ¢ a
secdo transversal do filamento. A manipulacdo de pardmetros como polimero empregado,
massa molar e concentracdo, temperatura do banho, razdo casca-nicleo e graus de
orientacdo do filamento permite o desenvolvimento de fibras com propriedades fisico-
mecanicas distintas. Apos a fiacdo, os filamentos sdo lavados, secos, lubrificados e

enrolados™.

Fernandes et al.”® produziram fibras de PLA e vidro bioativo empregando essa técnica.
Foram obtidas mantas circulares através de compressdo por molde, com tamanho de poro
em torno de 100 micrémetros e distribuicdo aleatéria. De acordo com os autores, tal
distribuicdo e tamanho de poros permitiu maior proliferacdo celular, sendo essa
fundamental para aplicacdo como scaffold %°!.

Embora semelhante ao método anterior, a fiacdo a seco consiste em forcar uma solucao
polimérica através de orificios em uma cadmara com ar quente; devido & elevada
temperatura, ocorre evaporacdo do solvente e com isso a consolidacdo do polimero como
fibra. Tal processo possui custo elevado e menor produtividade, pois a evaporacdo do
solvente ndo é instantanea. Além disso, pode ser necessario processo subsequente para
remover solvente remanescente®?. A fiacdo do fundido consiste no aquecimento do
polimero até que este esteja com viscosidade adequada, seguido da fiagdo por orificios, e
solidificacdo da fibra. Embora seja um processo economicamente interessante, nem todo
polimero pode ser processado dessa forma, tendo em vista que alguns ndo fundem quando
aquecidos e outros para serem fundidos demandam temperaturas muito elevadas, causando
alteracdes na fibra. Esse processo de fiacdo permite a obtencdo de filamentos parcialmente
orientados. Temperatura e viscosidade do polimero sdo parametros importantes, pois
influenciam a uniformidade do filamento resultante. Apds a fiacdo, os filamentos sdo
lubrificados e outros acabamentos sdo aplicados com objetivo, por exemplo, de reduzir a

eletricidade estatical?>?l,
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Tal método foi empregado por Li et al.”” na producdo de filamentos de PDO (fio de
polidioxanona) aplicados em malharia por trama, na fabricacdo de stent intestinal
biodegradavel. Os filamentos foram estirados (drawing) visando obter estrutura mais
reforcada. Comparados aos dispositivos comercializados atualmente, os stents
desenvolvidos apresentaram desempenho superior em relacéo as forcas radiais'".

Ja a técnica de eletrofiacdo emprega campo eletrostatico para fiagdo. Uma determinada
corrente € aplicada em uma agulha conectada a um reservatorio contendo solucéo
polimérica. Se a corrente elétrica é suficiente para ultrapassar a tensdo superficial da
solucdo, ocorre a formacdo de um cone de Taylor, e um jato polimérico, eletricamente
carregado, é acelerado em direcdo a um coletor, posicionado a certa distancia. O coletor
pode ser aterrado ou carregado com carga oposta a aplicada na agulha. A solidificacdo da
fibra se da pelo estiramento do jato polimérico e pela evaporacdo do solvente. Nessa
técnica varios parametros devem ser considerados, como distancia da agulha ao coletor,
velocidade de ejecdo, diametro da agulha, concentragdo e viscosidade da solugdo™"?82,
Tal estratégia de processamento apresenta algumas vantagens para producdo de
biomateriais, entre elas, a pouca quantidade de material necessaria e a obtencdo de
estruturas 132eteroatomos com elevada porosidadel?®.

Essa técnica foi empregada na fabricacdo de scaffold tubular baseado em blenda de fibroina
de seda (Bombyx mori) e colageno (SF/Col), direcionado a aplicacdo vascular. Melhores
resultados foram obtidos empregando agua como solvente em vez de &cido acético; e o
aumento da concentragdo SF/Col refletiu em nanofibras com diametros maiores. As mantas
produzidas foram tratadas com metanol com o propdsito de reduzir a solubilidade em agua,
através da inducéo da mudanca de conformacéo da proteina para folhas ).

Uma variagdo do processo de eletrofiagdo, denominada eletrofiagdo umida, foi empregada
por Smit et al.B” na producdo de nanofibras orientadas de PVDF (Fluoreto de
polivinilideno), PVA e PAN (Poliacrilonitrila)®!. Nessa técnica, o jato polimérico é
acelerado em um banho de coagulacdo, no qual hd uma placa metalica aterrada imersa; a
fibra formada na superficie do solvente, sofre estiramento no liquido ao ser puxada por uma
bobina e, por fim, é enrolada em um cilindro localizado fora do banho®%2. Khil et al.**!
empregaram essa estratégia no processamento de fibras de PCL para confeccdo de biotéxtil

por tecelagem planal™?!.
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Como mencionado anteriormente, ap0s os processos de fiacdo, as fibras podem ser
estiradas para que as cadeias poliméricas sejam alinhadas na direcdo longitudinal em
relacdo a fibra, permitindo maior grau de empacotamento, com estabelecimento de ligacbes
intermoleculares mais coesas, 0 que resulta em maior mddulo de elasticidade, resisténcia a
tracdo e recuperacdo elastica. A maior orientacdo molecular, além de contribuir para
melhores propriedades mecénicas, aumenta a vida Util do material. Polimeros ndo estirados
apresentam menor tempo de prateleira devido a degradacdo mais acelerada. O processo de
drawing consiste no enrolamento do fio em torno de dois cilindros giratérios com
velocidades distintas. O alongamento é calculado a partir da razdo entre essas duas
velocidades!®?,

Tal método pode ser realizado com ou sem aquecimento, ou logo apo6s a fiacdo do
filamento, como na fiagcdo do fundido e fiacdo Umida. Gaidukovs et al.*! aplicaram o
método em fibras téxteis baseadas em ambar/poliamida com intuito de evitar relaxacdo da
matriz polimérica. Qu et al.*® adotaram abordagem similar em fibras de quitosana/PVA
produzidas por fiacdo Umida, empregando NaOH (6%) como solucdo de coagulacdo. As
fibras foram alongadas (20%) em agua, e em seguida imersas em etanol. O desempenho
mecanico das amostras ndo foi discutido em relagcdo ao drawing, mas apenas considerando
a proporcao quitosana:PVA presente na blenda. O método a quente é empregado no
processamento de fibras como aramida e nylon (sutura), materiais que exigem melhores
propriedades mecanicas!*”.

Os filamentos resultantes podem ser lisos, considerados mais compactos e com maior
modulo de elasticidade, empregados quando ha necessidade de maior estabilidade
dimensional; ou beneficiados de forma a se tornarem texturizados, sendo torcidos,
enrolados ou entrelagcados, com maior volume aparente e menor modulo de elasticidade. Os
filamentos podem ser empregados dessa forma, por exemplo, em tecido-ndo tecido, ou

seguirem para ser transformados em fios atraves do processo de fiacéo téxtil.
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Capitulo 6

Celulose bacteriana e suas aplicacdes na area da saude

Bernardo Castro Domingues & ivi Martins De Carvalho

Department of Chemical Engineering
Centre for Advanced Separations Engineering (CASE)

6.1 Introducao

O desenvolvimento de materiais de base bioldgica recebeu consideravel atencdo devido a
seus atributos ambientais e ndo toxicos e sua capacidade de agregar valor aos produtos
agricolas. A celulose, em particular, pode ser produzida a partir de uma abordagem “de
cima para baixo” (top-down) ou “de baixo para cima” (bottom-up), agregando valor ao
conceito de sustentabilidade e renovabilidade.? Este capitulo analisa o desenvolvimento
mais recente da abordagem ‘“de baixo para cima”, em que a celulose ¢ produzida
biossinteticamente usando bactérias, também conhecida como celulose bacteriana (BC).
Além disso, sendo a BC um produto natural produzido com alta pureza, este capitulo

analisara sua aplicacdo aos cuidados médicos e as tecnologias biomédicas.

6.2 Celulose Bacteriana (BC)

A celulose bacteriana (BC) consiste em microfibrilas de celulose com comprimentos
diversos, organizadas aleatoriamente para formar um filme semelhante a gelatina. Bactérias
gram-negativas como Acetobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter,
Alcaligenes, Azobacter, Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Salmonella e
Pseudomonas produzem BC de maneira extracelular.® A BC é formada quando a celulose é
polimerizada, a partir de glicose ativada, e extrudada atraves da parede celular bacteriana,
formando fitas de celulose de ~1000 cadeias de poliglucanos.* A BC possui uma estrutura

quimica de cadeias lineares de -1,4-glucana, semelhantes a celulose derivada de plantas. A
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formagdo continua em fita gera a estrutura tridimensional das fibras mantidas juntas por
ligagdes de hidrogénio, gerando uma estrutura com um grau de cristalinidade de 60 a 80% e
um alto médulo de Young (15 a 30 GPa).” Propriedades como alta pureza, alta
cristalinidade, resisténcia mecanica, biodegradabilidade, biocompatibilidade, capacidade de
retencdo de &gua e estabilidade quimica foram exploradas em diferentes campos. A BC foi
descoberta em 1886 por A.J. Brown; no entanto, como mostra a Figura 1, sua popularidade
cresceu significativamente nas ultimas duas décadas e recentemente entrou na area da
salide. ® De fato, devido a essas propriedades, a BC pode ser aplicada diretamente nas areas,

enquanto a celulose vegetal requer tratamento adicional.
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Figura 1. Publicacdes anuais relacionadas a celulose bacteriana (via Web of Science, busca

Celulose Bacteriana

Numero de Publicacoes

por “bacterial cellulose”, set./2019) (Elaboragédo dos autores).

Os materiais com capacidade de aumentar a adeséo celular, a migragdo da proliferacéo e a
diferenciacdo para aumentar as taxas de epitelizagdo sdo considerados essenciais para as
inovacBes na area da satide, em particular na medicina regenerativa. * As propriedades da
superficie dos materiais (por exemplo, molhabilidade, topografia, carga superficial e
natureza hidrofébica/ hidrofilica) sdo elementos-chave para alcangar as caracteristicas
acima mencionadas. A BC é um material de destaque que apresenta a maioria dessas
caracteristicas, possibilitando aplicacdes em saude in vitro e in vivo. A aplicacdo da BC
mostrou avangos significativos em varias areas relacionadas a satde; os mais relevantes sdo

mostrados na Figura 2. Em 2018, entre todas as publicacdes cientificas relacionadas & BC e
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a saude, 38% se concentraram em curativos, 31% em engenharia de tecidos, 25% em

medicamentos e 6% em biossensores.

Aplicagoes da BC na Saide

Liberacdo Biossenso
de res

Farmacos

Curativos

Engenharia
de Tecidos

Figura 2. Distribuicdo das aplicacGes relacionadas a saude da celulose bacteriana (BC) em
2018 (via Web of Science, busca por “bacterial cellulose”, set./2019) (Elaboragdo dos

autores).

6.2.1 Curativos

A popularidade da BC como um material potencial usado para curativos aumentou 10 vezes
entre 2012 e 2018. Essa atratividade deve-se as muitas caracteristicas da BC que podem ser
exploradas para proteger feridas e desenvolver curativos para ferimentos por queimaduras,
regeneracdo de tecidos e substitutos da pele. A BC possui importantes propriedades
intrinsecas que podem ser exploradas para o desenvolvimento de curativos e, ainda mais,
sua versatilidade quimica permite modificacbes em sua estrutura para aprimorar suas
propriedades e adicionar propriedades personalizadas para diferentes aplicagoes
biomédicas.® Existem vérias propriedades intrinsecas da BC relevantes para a aplicacio

como curativos; no entanto, as seguintes sdo consideradas os elementos mais importantes:
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Capacidade de retencdo/ liberacdo de &qua da BC. Curativo para feridas requerem

propriedades de retencdo de agua para manter a hidratacdo necessaria para impedir a
fixacdo do curativo na ferida, aumentar as taxas de cicatrizacdo e proteger a ferida de
infeccdes. Embora a retencdo de agua seja uma propriedade importante nos curativos, a
capacidade de eliminar os exsudatos € um critério importante que precisa ser considerado.
Consequentemente, a pesquisa se concentrou em encontrar o equilibrio ideal entre
hidratacdo e adsorcdo. A estrutura da BC permite que a agua seja mantida por meio de
ligacGes de hidrogénio contidas nas cadeias de glucana que formam as fibras da BC,
conforme mostrado na Figura 3. A capacidade de retencdo de dgua (water holding capacity
-WHC), bem como taxas de liberacdo de &gua water release rates - WRR) e taxa de
transmissdo de vapor (water vapour transmission rate - WVTR) sdo parametros criticos
para o tratamento de feridas que dependem das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais
da BC, como &rea de superficie, morfologia e volume de poros. ° Wang et al. mostraram
que arranjos mais densos de fibrilas reduziram o volume de poros e uma area superficial
reduzida, o que resultou em menores valores de WHC. *° As fibras mais densas também
mostram uma WRR reduzida a medida que o efeito da ligacdo de hidrogénio se torna mais

visivel, impedindo a evaporacéo da 4gua. **

AlteracGes nessas propriedades intrinsecas podem ser modificadas por modificacdes na
fermentacdo da celulose BC ou por modificacdes pos-sintéticas. Em um estudo, a BC foi
preparada usando um método de formacdo de espuma assistido por surfactante
azodicarbonamida (AC)-NaOH para aumentar a estrutura porosa. > A éarea de superficie
aumentou de 57 m%g para 169 m?%/g, a porosidade de 28,3% para 90,8% e a adsorcéo de
agua de 997% para 7611%. Além disso, materiais como o gel de aloe vera demonstraram
aumentar o WHC quando adicionado a BC. Saibuatong et al. relataram maior WHC (150%)

e permeabilidade ao vapor de 4gua em géis BC/aloe vera.
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Figura 3. Estrutura molecular da 4gua dentro de BC (Portela et al.?)

Biocompatibilidade. A biocompatibilidade dos materiais para curativos & considerada o

fator mais importante, pois o0 material é exposto a ambientes citotdxicos que podem
exacerbar a cicatrizacdo. A celulose é um polimero linear de glicose com degradacédo
limitada em tecidos humanos e animais. Embora a celulose possa ser extraida das plantas;
essas fontes contém compostos biogénicos (por exemplo, lignina, pectina, arabinan) que
induzem respostas inflamatérias insignificantes, mas mensuraveis.** A BC, por outro lado,
¢ celulose completamente pura, tornando-a o material biocompativel perfeito para
aplicacBes biomédicas. Helenius et al. avaliaram in vivo a biocompatibilidade da BC
implantando-a por via subcutdnea em ratos e avaliando seus aspectos como inflamagao
cronica, respostas de corpos estranhos, crescimento celular e angiogénese. *° Foi relatado
que a BC ndo produziu capsulas fibroticas, integradas no tecido hospedeiro, e ndo produziu

reacOes inflamatdrias cronicas.

A BC tem propriedades intrinsecas fantasticas relevantes para curativos. Essas propriedades
podem ser, ndo apenas aprimoradas, mas também, novas propriedades podem ser
adicionadas para atingir diversas funcionalidades. O desenvolvimento de materiais
avancados de BC depende da fabricacdo de materiais compdsitos.’® Um compésito de BC
combina materiais distintos com a BC para aprimorar as propriedades intrinsecas da
celulose. Os pesquisadores se concentraram no desenvolvimento de materiais compostos

para melhorar as seguintes propriedades da BC:
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Propriedades mecénicas. As propriedades mecéanicas da BC precisam atender as demandas

de carga de substituicdo de tecidos danificados ou doentes. Como conseqiiéncia, Varios
estudos tém sido focados nessa area. Por exemplo, Castro et al. cultivaram BC em
poli(alcool vinilico) (PVA) solGvel em 4gua para produzir varios nanocompésitos.'’ Os
compositos de BC e PVA foram reticulados através de ciclos de congelamento e
descongelamento para gerar uma estrutura porosa dentro da matriz PVA que mostrou um
modulo elastico aprimorado de 510% e resisténcia a ruptura de 104% quando carregado
com BC a 30%. A Figura 4 mostra o desempenho de tensdo/ deformacdo de todos os
compdsitos de PVA/ BC testados neste trabalho, representando claramente um desempenho
aprimorado quando ambos os materiais sdo combinados. Da mesma forma, Qiao et al.
usaram BC e um sol coloidal de PVA para formar hidrogéis compostos. ** O médulo dos
hidrogéis BC/ PVA compositos foi superior ao PVA puro (~97%); no entanto, quando a
relagda BC / PVA foi superior a 1/20, 0 modulo diminuiu. De fato, os hidrogeis exigiam
uma composicdo ideal para maximizar o desempenho. Em outro estudo, Awadhiya et al.
Reforgou agarose, um polimero biodegradavel que pode ser usado em aplicagdes de
curativos, com BC." Ao adicionar 20% BC, a resisténcia a tracdo aumentou 140% e
aumentou de 25,1 MPa para 60,2 MPa. Foong et al. visando aumentar as propriedades
mecanicas da BC seca, revestiu os filmes de BC seco com poli (acido latico) (PLA).

Verificou-se que o PLA reduz o indice de ruptura inibindo a propagacédo de rachaduras.
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60

Amostra Médulo de Young Resisténcia a Tragdo
(MPa) (MPa)
50 =1 PVA 2.5 539.52 + 17.32 25.58 + 0.86
we PVA/BC 2.5 3294.83 = 112.40 52.19 + 547
PVAS 537.93 + 28.06 25.88 + 2.61
- PVA/BC 5 1065.4 + 40.46 45.97 £ 1.44
40 — PVA 10 540.54 + 8.96 27.54 £ 0.08

~~~~~~~ PVA/BC 10 756.00 = 24.10 35.83 £ 5.17

30
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Figura 4. Curvas de tensdo-deformagéo para compésitos PVA/BC. (Castro et al.'")

Atividade antibacteriana. As bactérias infectardo inventivamente as feridas, a menos que

sejam tomadas medidas de protecdo. Os curativos a base de celulose oferecem protecédo
limitada devido a presenca de exsudatos que comprometem a integridade do material do
curativo. A adicdo de uma propriedade antibacteriana ao curativo pode inibir a proliferacéo
de bactérias e danos ao tecido. A literatura mostrou o desenvolvimento de curativos com
propriedades antibacterianas, utilizando antibioticos, nanoparticulas e materiais
antibacterianos naturais. Por um lado, o uso de antibidticos contidos nos poros da matriz
BC representa um método simples, porem eficaz, para o desenvolvimento de curativos
antibacterianos. Por exemplo, Lazarini et al preparou discos antibacterianos de BC
submergindo os discos puros em uma solugéo antibacteriana de ceftriaxona.”! Constatou-se
que a alta densidade de fibras foi responsavel por manter e sustentar a liberacdo de
ceftriaxona. Em outro estudo, Mohite et al. avaliaram a BC como curativo antimicrobiano
para condi¢cdes agudas, adicionando cloreto de benzalconio (um composto de aménio
quaternario, que é usado ha muitos anos como antisséptico e desinfetante). % Eles
produziram BC com alta pureza e alta cristalinidade (81%). O tamanho médio das

particulas foi de 1,44 um, com porosidade de 182% e capacidade de absorcdo e retencdo de
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agua de 400%. A atividade antimicrobiana do disco de BC carregado com cloreto de
benzalconio foi testada contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus pelo método de
difusdo em disco. A BC com maior concentracdo de cloreto de benzalcdnio (8%) exibiu
propriedades antimicrobianas contra os dois tipos de micrébios. Uma liberacdo constante e
duradoura do agente antimicrobiano (em pelo menos 24 h) foi alcancada pela BC
produzida, proporcionando assim uma liberacdo sustentada do composto antimicrobiano. A
Tabela 1 mostra uma lista de antibidticos e outros componentes antibacterianos que foram

incorporados a BC.

Tabela 1. Lista de antibioticos incorporados a BC. Os Autores

API incorporado Propdsito Referéncia

Acido Fusidico Antibiético 30
Tetraciclina Antibiético 3
Amoxicilina Antibiético 3
Eritromicina Antibiético 33

Cloreto de benzalconio Antimicrobiano Merck

KGaA
Ceftriaxona Antibiético 2
Dicloridrato de octenidina Antimicrobiano 3
Povidona-iodo (PVPI) Antimicrobiano 24
Polihexanida (PHMB) Antimicrobiano 24
Cloreto de benzalconio Antimicrobiano »
Lacase Antimicrobiano %
Lisozima Antimicrobiano 23
g-poli-L-Lisina Antimicrobiano 3
Berberina Antimicrobiano 38
Compostos de amdnio Antimicrobiano %9

quaternario

Gentamicina Antimicrobiano 70
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Além de utilizar pequenas moléculas para fins antibacterianos, as macromoléculas foram

introduzidas na BC. Por exemplo, Oshima et al.?

estudaram a adsor¢édo de proteinas na BC
fosforilada, que possuia maior superficie especifica do que a celulose vegetal. Verificou-se
que proteinas como hemoglobina, mioglobina, albumina e lisozima séo adsorvidas na BC
por meio de interacBes eletrostaticas a pHs inferiores aos seus pontos isoelétricos. Além
disso, a capacidade de adsorcdo da proteina aumentou a medida que o grau de fosforilagdo
aumentou. Em outro estudo, Wiegand et al.?* funcionalizaram BC com os anti-sépticos
povidona-iodo (PI) e poli-hexanida (PHMB). Eles descobriram que a concentracdo da
solugdo de carregamento e a estrutura da rede BC sdo os principais parametros que

determinam o comportamento de carregamento e liberacéo.

Por outro lado, nanoparticulas metalicas feitas de prata,®> ouro® e ZnO*" demonstraram
serem eficazes como agentes antibacterianos, pois inibem a energia metabdlica da bactéria
e dissipam a membrana da bactéria. Volova et al.®® produziram nanoparticulas de BC/Ag
em condicdes hidrotérmicas. Os filmes de BC foram colocados com AgNOs e aquecidos a
90°C. Os compositos BC/Ag foram avaliados contra membranas de BC carregadas com
antibidticos (amicacina e ceftriaxona). Verificou-se que todos 0s compostos apresentavam
propriedades antibacterianas contra E. coli, P. eruginosa, K. pneumoniae e S. aureus.
Finalmente, o uso de materiais naturais com propriedades antibacterianas foi integrado na
BC. Zmejkoski et al.®® desenvolveram um hidrogel composto de BC e polimero
desidrogenativo de alcool coniferilico (DHP) para gerar efeitos bactericidas em bactérias
isoladas clinicamente, incluindo P. aeruginosa, S. aureus e Serratia sp. Em outro estudo,

Savitskaya et al.?

utilizou a quitosana como agente antibacteriano. Verificou-se que a
quitosana carregada positivamente interage com bactérias, aumentando a permeabilidade da

membrana, o que inibe o crescimento celular e suprime a producdo de mRNA bacteriano.

Taxa de reepitelizacdo aprimorada. A cicatrizacdo de feridas ou reepitelizacéo é o processo

no qual novas células substituem o tecido desvitalizado e restauram suas caracteristicas
naturais. A taxa de cicatrizacao é favorecida em ambientes Umidos, pois permite o acimulo
de fatores de crescimento e 0 aumento da matriz extracelular; no entanto, exsudatos e
bactérias precisam ser considerados. Os hidrogéis de BC demonstraram ser eficazes na

manutencdo de um ambiente de hidratacéo ideal para a cura enquanto absorvem exsudatos.
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Em um estudo, Mohamad et al. sintetizou um hidrogel de BC/ &cido acrilico para aumentar
0 ndimero de poros de tamanho grande e, portanto, a capacidade de dilataco do hidrogel.**
Isto permitiu maior retencdo de agua, o que resultou em epitelizacdo in vivo aprimorada e
proliferacdo acelerada de fibroblastos. Outros estudos sugerem que a epitelizacdo pode ser
melhorada através de um mecanismo diferente. Por exemplo, Khalid et al. ** demonstraram
que os materiais compostos de BC/ TiO, melhoraram a cicatrizagdo no tecido de
camundongos com queimaduras e explicaram que esse era o0 resultado de uma funcgéo

aprimorada de fibroblastos.

Devido as excelentes propriedades dos produtos para curativos a base de BC, varios
produtos foram comercializados. Os primeiros produtos a base de BC para curativos foram
oferecidos em 1989 pela Biofill e, desde entdo, outras empresas comercializaram uma

variedade de produtos, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Curativos comerciais baseados em BC. Portela et al.

Compania Tipo de curativo Nome do produto
Biofill Curativo de BC Biofill®, BioProcess®,
Nexfill®, Dermafill®
Activa Healthcare, L&R Biguanida de Suprasorb X+ PHMB
Company poliexametileno (PHMB)

suplementada com BC

Vuelo Pharma Usado para ulceras, Membracel

queimaduras e laceragdes

Xylos Corporation Usado para feridas de xCell

Ulcera venosa

Axcelon Biopolymers Curativo antimicrobiano | Nanoderm and Nanoderm
Corp. Ag
Innovatec Usado para linfaticos, Nanoskin

lesGes de tegumento,
peeling facial, dermdlise
infecciosa, abrasdo de
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tatuagens e Ulceras

cronicas.
Bowil Biotech Curativo de BC Celmat
S2Medical AB Curativo de BC EpiProtect®
Biofill Implantes dentérios, Gengiflex®

material de enxerto

Bennett Health Curativo de BC Bionext®

Viskase Substituto da pele Membracell®

Em um estudo clinico, realizado por Aboelnaga et al., verificou-se que o curativo
microbiano de celulose comercial EpiProtect®, permitiu que feridas de queimaduras

curassem em 28 dias (Figura 5). '®

Figura 5. Progressdo da cura devido ao curativo. Antes (esquerda), meio (aplicacdo de BC)

e ferida cicatrizada (direita). Aboelnaga et al. *°

Devido ao aumento da atividade de pesquisa nessa area e a demanda de curativos com
propriedades aprimoradas, espera-se que o numero de produtos comerciais de curativos

aumente nos proximos anos.

6.3 Engenharia de tecidos (enxertos artificiais)

Como mostrado anteriormente, os curativos ajudam a substituir e curar porgdes de tecidos
danificados. A engenharia de tecidos envolve o uso de scaffolds para influenciar o
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crescimento e substituir porcdes de tecidos inteiros, como 0ssos, cartilagens, vasos
sanguineos e outros. Os scaffolds fabricados a partir de biomateriais naturais, como a BC,
possuem estruturas quimicas que podem imitar o tecido nativo, tendo assim a capacidade de
ndo serem detectados pelo organismo. Por exemplo, Courtenay et al. usaram BC para fazer
scaffolds para tecidos, avaliando diferentes modificacdes quimicas e fixacdo celular.®
Como a BC é um material hidrofilico com baixa adsorcao inespecifica de proteinas (e é por
isso que as células de mamiferos ndo sdo facilmente adsorvidas as superficies da celulose)
esses scaffolds exigiam a adicdo de ligantes a matriz, para facilitar a ligacao celular as suas
superficies. Portanto, a BC foi quimicamente modificada com cloreto de
glicidiltrimetilamonio para introduzir carga positiva e por oxidagdo com hipoclorito de
sodio na presenca de brometo de sodio e radical 1-oxil de 2,2,6,6-tetrametilpipiridina para
carga negativa. A enxertia de uma por¢do carregada positivamente na superficie da BC
(celulose catidnica) aumentou a fixacdo celular em 70% em comparagdo a BC nédo
modificada, enquanto os filmes de BC oxidados com carga negativa (celulose anionica)
mostraram baixos niveis de fixacdo celular compardveis aos observados para 0S nao
modificados celulose. Apenas um nivel minimo de derivatizacdo da superficie catibnica
(cerca de 3% de substituicdo) foi necessario para aumentar a ligacdo celular e ndo foram
necessarias proteinas mediadoras. A técnica de modificagdo quimica aplicada foi
desenvolvida para a industria de tingimento de tecidos e pode ser realizada imediatamente
apos a fabricacdo do scaffold, o que proporciona maior vida util e simplifica o processo no
ponto de uso (cultura de tecidos), facilitando o scale-up e potencialmente reduzindo os
custos. O médulo de Young de 2 MPa medido para esses filmes cationicos de BC sugere
potencial para aplicacdo em scaffolds para tecidos moles ou 0ssos que ndo suportam peso
(como a fibula ou o cranio). As se¢des a seguir revisam as aplicacdes mais recentes da BC

para diferentes tecidos.

Osso e cartilagem. Pacientes com falta de 0sso e lesdo 6ssea devido a trauma ou doenca

necessitam de transplante 0sseo, que apresenta grande risco de rejeicdo. Os materiais
utilizados como scaffolds podem ser utilizados como substitutos artificiais da membrana da
dura-mater. Como consequéncia, 0 uso de scaffolds biocompativeis para regenerar
estruturas tridimensionais tem sido explorado no tecido 6sseo. A engenharia de tecidos

0sseos ajuda a anexar, proliferar e orientar a nova formacao 6ssea e a BC é uma excelente
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candidata para tais objetivos. Existem vérios estudos na literatura que investigaram o uso de
BC no crescimento de ossos e cartilagens. Em um estudo, Svensson et al. avaliaram BC
pura e modificada em um scaffold para anexar os condrocitos (célula que secreta a matriz
da cartilagem). ** A BC pura permitiu a proliferacéo celular em niveis de 50% do substrato
nativo e alto nivel de crescimento de condrdcitos. A BC apoiou o crescimento celular,
mantendo a forma diferenciada dos condrdcitos. E importante notar que o médulo de
Young da BC se assemelha ao da cartilagem articular. Em outro estudo, Zaborowska et al.
visam modificar a porosidade dos scaffolds de BC. *> A porosidade de um scaffold na
engenharia de tecidos é importante pois permite determinar caracteristicas essenciais para a
boa regeneracdo do tecido como a migragdo celular e o transporte de nutrientes para as
células. Neste trabalho, microesferas de parafina de 300-500 um foram introduzidas no
processo de fermentacdo e removidas posteriormente para deixar uma estrutura mais
porosa. Este procedimento gerou grandes poros interconectados de 100 um. Embora a
porosidade do material tenha aumentado, essas fibras de BC modificadas mostraram um
modulo semelhante aos hidrogéis de BC ndo modificados. Este artigo menciona que 0s
microporos gerados pelas microesferas aumentaram a area de superficie para fixacao
celular, resultando em maiores concentragdes celulares nos poros.

Outros pesquisadores se concentraram no desenvolvimento de compositos BC/
hidroxiapatita (HAp), uma vez que o HAp forma a maioria dos minerais 6sseos. Wan et al.
relataram pela primeira vez o desenvolvimento de compdsitos BC/ Hap. *® Neste trabalho,
as fibras BC foram fosforiladas e modificadas em CaCl, para subsequentemente serem
embebidas em fluido corporal simulado para cristalizar a HAp. Essas HAp foram
encontradas parcialmente substituidas por carbonato, lembrando ossos naturais. A maior
desvantagem foi a fraca resisténcia mecanica com resisténcia a tracdo e um modulo de
Young de 2,53 + 1,15 MPa, conforme relatado por Ahn, et al.*’ Por outro lado, estima-se
que o0 modulo de Young de 0sso esponjoso humano esteja entre 0,1 e 2 GPa. Para aprimorar
as propriedades mecanicas dos compositos BC/ HAp, Ran et al. tentou refor¢é-lo usando o
principio do hidrogel refor¢cado com fibra.*® Gelatina foi usada para formar um scaffold
BC-GEL/ HAp, aumentando o médulo de Young para 177 MPa. O uso de hidrogéis ajudou
a aumentar as propriedades mecéanicas dos scaffolds de BC; no entanto, foi relatado que a

rigidez dos hidrogéis direciona a diferenciacdo das células. Para evitar isso, Gutierrez-
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Hernandez et al. buscaram reforcar BC incorporando nanotubos de carbono com paredes
multiplas (MWNTSs).*® Eles indicaram que os scaffolds BC-MWNTs apresentaram
propriedades mecanicas aprimoradas e favoreceram a viabilidade, adeséo e proliferacéo de

osteoblastos.

Aplicagcbes oftdlmicas. Os compostos de BC foram estudados como scaffolds para o

desenvolvimento de tecido oftalmico artificial (por exemplo, cérneas), promovendo a
ligacdo e o crescimento de epitélio pigmentar da retina (EPR) e queratindcitos.® Estudos
tém focado em adaptar as propriedades da BC para sua implementagdo na terapéutica
ocular. Celulas estromais da cornea humana foram cultivadas e proliferaram em BC pela
primeira vez em 2009 por Jia et al., tornando-se o primeiro relato sobre aplicacdo de BC
para fins oftalmolégicos.”® Mais tarde, na tentativa de melhorar as propriedades do
poli(alcool vinilico) (PVA), Wan et al. caracterizou as propriedades de compositos BC/
PVA para avaliar sua viabilidade como uma nova substituicdo artificial da cornea.>* O PVA
um € polimero com transparéncia a luz e permeabilidade nutricional; no entanto, mostrou
baixa biocompatibilidade devido a baixa afinidade celular. Os compositos de BC/ PVA
apresentaram boa transmitancia de luz (> 90%), boa retencdo de agua (67% em peso) e
propriedades mecéanicas apropriadas (mddulo de Young de 63 MPa). Em 2015, Gongalves
et al. avaliaram o desempenho da BC como substrato para cultura de células do epitélio
pigmentar da retina (EPR).>? A superficie dos filmes de BC foi tratada via acetilagdo ou
adsor¢do (quitosana ou carboximetil celulose), para aumentar sua hidrofilicidade e,
portanto, adesdo e proliferacdo celular. A acetilagdo de BC mostrou-se um excelente
método para aumentar a adesdo celular inicial, exibindo uma superficie coberta por uma
monocamada celular.

Poucos estudos in vivo foram relatados nessa area; Sepulveda et al. testaram o desempenho
de compdsitos BC/ policaprolactona (PCL) como substituto de tecido na cornea de coelhos,
como mostra a Figura 6.> As Glceras superficiais da cornea foram cobertas por filmes de
BC e compdsitos BC/ PCL e avaliadas por 45 dias in vivo. Alguma resposta inflamatoria
foi detectada; no entanto, fibroplasia, células gigantes, desorganizacdo do colageno foram

observadas, apresentando desempenho insatisfatorio. Certamente, o uso da BC requer
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desenvolvimentos adicionais, mas grandes progressos foram alcancados nos altimos 10

anos.

Figura 6. Implantacéo cirtrgica de BC / PCL na cérnea de coelhos. SepUlveda et al. 3

Vasos sanguineos. A rede de celulose produzida por bactérias pode ser moldada em

diferentes formas geométricas (por exemplo, cilindros ou microvasos). Essa moldabilidade
in situ da BC foi demonstrada por Klemm et al. que fabricou microvasos de BC cultivando
celulose em moldes de vidro.>* A Figura 7a) mostra a formacéo de BC sob uma cultura
estatica usando D-glicose (dextrose) como fonte de carbono. Esses microvasos foram
comercializadas como tubos BASYC® e tém um didmetro interno de 1 mm e um
comprimento de 5 mm. Atualmente, os tubos BASYC® tém didmetros, espessura de parede
e comprimento diferentes, conforme mostrado na Figura 7b). Mais tarde, Putra et al.
utilizou um processo de moldagem semelhante por meio de tubos de silicone.>® Esses vasos
sdo excelentes candidatos a reposicdo de vasos sanguineos. De fato, Schumann et al.
implantou este material em um defeito artificial das artérias carotidas de ratos (animais com
baixa pressdo) por 1 ano e em porcos (animais com alta pressdo) por 3 meses.”® Foi
demonstrado que a BC foi incorporada na formagdo de neointima (tecido cicatricial em
estruturas tubulares) e fibroblastos ativos em ratos. A implementacdo dos tubos BASYC®
em porcos nao revelou sinais macroscopicos ou microscopicos de inflamagéo e a presenca

de capsula fibrotica ou células gigantes ndo foram detectadas.
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Figura 7 a) Formacéo do tubo BASYC® e b) Tamanhos diferentes de tubos BASYC®.
(Klemm et al. >

6.4 Liberacdo de Farmacos

Sistemas transdérmicos de liberacdo de farmacos. A administragdo de medicamentos utiliza

materiais para desenvolver novas abordagens, formulagGes e sistemas para incorporar

efetivamente um ingrediente farmacéutico ativo (active pharmaceutical ingredient - APISs)
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no corpo. Devido as suas propriedades fisico-quimicas, a BC é um biopolimero versdtil
com a capacidade de carregar e liberar APIs efetivamente. A implementacdo de BC para
curativos pode ser orientada para sistemas de administracdo transdérmica de farmacos. De
fato, como mostrado na Tabela 1, varios medicamentos antibacterianos foram carregados
na BC para melhorar a cicatrizacdo de feridas e prevenir infecgdes. No entanto, outros
sistemas de administracdo transdérmica de farmacos foram desenvolvidos aproveitando a
BC. Portela et al. compilaram uma lista ndo apenas de pequenas moléculas, mas também de
macromoléculas, células, peptideos e proteinas e agentes antimicrobianos catiénicos.® Os
sistemas transdérmicos de administracdo de farmacos com ingredientes anti-inflamatorios
seguiram os curativos antibacterianos. Por exemplo, Silva et al. carregaram membranas de
BC com sal de diclofenaco de sddio atraveés de um método de imerséo, essas membranas

foram tratadas com glicerol para obter um material flexivel.>’

A liberacdo do medicamento
mostrada pelas membranas de BC teve o mesmo desempenho que os adesivos anti-
inflamatérios comerciais. Em outro estudo, Trovatti et al. desenvolveram membranas de
BC usando ibuprofeno que exibiram permeacdo trés vezes maior que em gel ou outra
solucdo polimérica.®® A pesquisa transdérmica de administracdo de farmacos também se
concentrou na modificacdo da superficie das membranas de BC. Por exemplo, um estudo
de Stoica-Guzun et al. utilizou radiacdo ionizante para modificar a superficie da BC e
alterar a liberacdo do medicamento pela tetraciclina.® As membranas irradiadas de BC
mostraram uma difusdo reduzida do farmaco em comparacdo com as membranas nao
irradiadas. A irradiacdo também pareceu ter um efeito negativo na taxa constante de
adsorcdo. No entanto, um aumento na dose de radiagdo ndo afetou ainda mais a taxa

constante de difusdo e/ou adsorcao.

Excipientes farmacéuticos. Excipientes farmacéuticos sdo substancias usadas, em

combinacdo com APIs, para aprimorar 0s recursos de processabilidade, estabilidade e
administracdo de medicamentos de uma formulagdo. A celulose, na forma de celulose
microcristalina especifica (MCC), tem sido considerada um excelente excipiente para o
desenvolvimento de comprimidos. Certamente, a celulose pode ser obtida a partir de uma
variedade de recursos, mas eles requerem tratamentos adicionais. Consequentemente,

devido a sua pureza, a BC tem sido estudada como fonte de celulose para o
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desenvolvimento de excipientes farmacéuticos. Kulkarni et al. estudaram
comparativamente as caracteristicas de BC produzidas por Acetobacter versus MCC
comercial (Avicel 101, AV 101).®® Verificou-se que a capacidade de absorcdo de umidade
era menor na BC do que no AV 101. A BC mostrou uma alta densidade aparente, melhores
propriedades de fluxo e resisténcia a tracdo do que o excipiente comercial.

A BC foi tratada e modificada para aprimorar suas propriedades nativas como excipiente.
Em um estudo, BC foi seca por pulverizacdo, a fim de melhorar sua morfologia, fluidez,
estabilidade e capacidade de retencdo de agua.®* BC bruta foi tratada com &cido fosférico e
posteriormente purificada antes da secagem por pulverizacdo. Este tratamento resultou em
particulas granulares com maior esfericidade e, em geral, com propriedades aprimoradas.
Além disso, a modificacdo estrutural in situ da BC foi tentada por Huang et al. adicionando
hidroxipropilmetil celulose (HPMC) & cultura de fermentacdo para modificar a BC.% A
adicdo de alguns polimeros no meio de cultura altera a cristalizagdo e montagem das
fibrilas de celulose durante a biossintese. A incorporacdo de HPMC na BC resultou em um
material (HBC) com indice de cristalinidade reduzido, mas com maior razdo de reidratacao
e maior absorcdo de pequenas moléculas. Certamente, esses estudos demonstraram a
versatilidade da BC como excipiente. Além de a BC ser usada como excipiente em
formulacBes farmacéuticas, ela tem sido estudada como revestimento de pelicula para
comprimidos, a fim de melhorar a liberacdo de APIs por farmacos. Amin et al. dispersou
BC e revestiu comprimidos de paracetamol por spray para gerar uma liberacdo constante do
medicamento e, assim, aumentar sua eficiéncia.®® Este estudo mostrou que a BC tinha a
capacidade de formar filmes com propriedades macias de alta qualidade, dobraveis,
flexiveis e uniformes, semelhantes aos revestimentos de comprimidos comerciais. A
liberacdo do medicamento nos comprimidos revestidos com BC levou ~200 min. para
liberagdo méxima quando a BC tinha uma espessura de 200 pum; em contraste, 0S

comprimidos néo revestidos levaram 100 minutos.

Hidrogéis e aerogeéis. Vendo 0s excipientes como parte ativa na administracdo de

medicamentos, Amin et al. investigaram o uso de BC na sintese de hidrogéis para sistemas
de liberacdo de farmacos com resposta térmica e pH.** Os hidrogéis sdo materiais

adsorventes compostos por polimeros hidrofilicos ligados por reticulacdo quimica ou fisica,
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de maneira que possam absorver e reter grandes volumes de agua em sua rede
tridimensional sem dissolucdo. Neste trabalho, BC foi preparada a partir de nata de coco
(uma iguaria filipina a base de BC) para ser purificada, liofilizada, moida e caracterizada.
Eles combinaram BC com 4acido acrilico (AA) para fabricar hidrogeéis pela exposicdo a
irradiacdo acelerada por feixe de elétrons; pela adicdo de AA o hidrogel, que j& possui
resposta térmica, também se torna sensivel ao pH. Essas caracteristicas permitem que 0s
hidrogéis desempenhem papéis importantes nos sistemas de liberacdo sustentada, liberacao
controlada, liberagdo direcionada e protecdo de administracdo de medicamentos. O hidrogel
apresentou baixa taxa de intumescimento em pH 2, aumentando com o aumento do pH,
principalmente devido & ionizagdo do AA em valores mais altos de pH, até atingir um pico
em pH 7. Esse comportamento responsivo ao pH resultou em uma menor taxa de liberacéo
de drogas in vitro em fluido gastrico simulado comparado ao fluido intestinal simulado. As
aplicacBes podem incluir a entrega de anticorpos, antibidticos, enzimas, hormdnios e
contraceptivos que atuam através de uma variedade de rotas, incluindo vias orais,

subcutaneas e intramusculares.

Continuando este estudo, Amin et al. estudaram o uso de BC no desenvolvimento de
hidrogéis de BC responsivos a estimulos.®® Neste trabalho, eles relataram o
desenvolvimento de um hidrogel BC-g-poli (acido acrilico-co-acrilamida) sintetizado por
copolimerizacdo de enxerto assistida por irradiagdo por microondas. Os hidrogéis foram
sensiveis ao pH, exibindo um aumento de volume em pH 7 e diminuindo seu
comportamento de aumento de volume sob meio &cido. Foi postulado que esse
comportamento poderia ser benéfico para a entrega de medicamentos a doengas do cdlon.
Em outro estudo, Shi et al. desenvolveram hidrogéis de BC com propriedades de
intumescimento responsivas a estimulos elétricos.® A BC foi combinada com alginato de
sodio (SA) para formar membranas hibridas contendo ibuprofeno como um composto
modelo de administracdo de drogas. Enquanto as membranas intumesceram 8 vezes quando
0 pH mudou de 1,5 para 11,8; eles apresentaram um aumento da taxa de intumescimento
para 14 vezes quando sujeitos a uma alteragdo do campo elétrico de 0 a 0,5 V. A Figura 8a)
mostra a taxa de intumescimento dos hidrogéis em diferentes tensdes em funcdo do tempo.

E perceptivel o aumento da razdo de intumescimento com taxas mais altas de campo
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elétrico. A Figura 8b) mostra as propor¢cGes méximas de intumescimento observadas

durante os 150 minutos de teste.
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Figura 8. Desempenho de intumescimento da BC e alginato de sédio (SA) na presenca de

um campo elétrico. (Shi et al.®®)

Estudos in vivo de hidrogeéis de BC foram também descritos na literatura. Cacicedo et al.
estudaram o desempenho de um hidrogel de BC com nanoparticulas lipidicas carregadas
com doxorrubicina para o desenvolvimento de um implante de liberacdo local de farmacos
para terapia do cancer.®” O hidrogel foi analisado através de um modelo de cancer de mama
ortotopico em camundongo. O hidrogel reduziu o crescimento do tumor, a incidéncia de
metastases e a toxicidade local dos medicamentos; assim, demonstrando que os hidrogéis
de BC podem ser implantados para tratamento local de tumores. Além disso, 0 uso de BC
também foi explorado para a liberacdo de candidatos terapéuticos proteicos. Em um estudo,
Mdiller et al. investigou pela primeira vez a BC como sistema de administragéo de farmacos
usando albumina sérica e luciferase como modelo. ® Foi demonstrado que o carregamento
e a liberacdo das proteinas tinham o mesmo mecanismo dos pequenos hidrogéis
convencionais. Tanto a integridade quanto a bioatividade das proteinas foram mantidas
durante o processo de carregamento e liberacdo. De fato, os hidrogéis de desenvolvimento
do BC tém um grande potencial para o desenvolvimento de sistemas versateis de

administracdo de medicamentos.
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6.5 Biossensores e Diagnosticos

O desenvolvimento de biossensores requer materiais que facilitem a imobilizacdo de
enzimas e possuam boa capacidade de transferéncia de elétrons, biocompatibilidade,
estabilidade, acessibilidade para o analito e grande area superficial. O BC é um material
que possui alguns desses requisitos e, portanto, é considerado para o desenvolvimento de
materiais compdsitos que possam atingir todas as caracteristicas mencionadas acima. Por
exemplo, Wang et al. desenvolveram um sensor de glicose usando nanoparticulas de ouro e
nanofibras BC.®® A glicose oxidase (GOx) e a peroxidase de rabano silvestre (horseradish
peroxidase -HRP) foram imobilizadas no material compdsito. O dispositivo foi capaz de
detectar glicose a uma concentragdo de 2,3 uM. Posteriormente, 0 mesmo grupo revestiu as
fibras BC com nanoparticulas de ouro usando poli(etilenoimina) (PEI) como agente redutor
e ligante.”® Além disso, adicionando halogenetos, a espessura da casca dos hanocompdsitos
de ouro-BC foi ajustada. O biossensor foi capaz de detectar H,0, até um limite de deteccdo
de 1 uM. Da mesma forma, uma célula de biocombustivel de enzima Glucose/O, (EBFC)
foi desenvolvida por Lv et al. usando bioanodo a base de glicose-oxidase e um biocatodo a
base de lacase com nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS) e eletrodo de
BC modificado com nanoparticulas de ouro como substrato, mostrado na Figura 9. ”* No
inicio, a BC foi dispersa em MWCNTSs para gerar um material compdsito condutor. A
incorporacdo de nanoparticulas de ouro foi auxiliada por uma solucdo de NaCl e poli

(etilenoimina).

Os compdsitos apresentaram-se mecanicamente robustos com MWCNTS e particulas de
ouro bem dispersos. O dispositivo forneceu uma densidade de poténcia de 345 pWem™ 3,
exibindo uma faixa dinamica linear de 0 a 50 mM e um baixo limite de deteccdo de 2,9 uM
para concentracdes de glicose em meios bioldgicos. O &nodo promoveu geragdo constante
de corrente, enquanto o catodo mostrou estabilidade ao ar livre. Certamente, este é um
exemplo de como as propriedades dos materiais compostos de BC podem ser aproveitados

para desenvolver dispositivos sensores superiores.
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Além de sensores que utilizam nanoparticulas de ouro, outros compositos BC foram
desenvolvidos para fins de deteccdo. Com o objetivo de desenvolver um método facil para
a preparacdo de sistemas de deteccdo por vareta de nivel o6tica totalmente biocompativeis e
baseados em biomassa para fluidos de feridas, a imobilizacdo covalente de Pontos de
Carbono (PCs ou carbon dots, CD) em BC oxidativamente modificada foi investigada por
Quraishi et al.” Este estudo investigou a preparacdo de nanopapel de BC contendo CD
fotoluminescentes imobilizados covalentemente, obtidos a partir da termélise de materiais
naturais, como glicerol, &cido citrico ou suco de limdo para possiveis aplicacBes de
biossensibilidade. O sensor mostrou boa fotoluminescéncia e propriedades mecanicas. Em
outro estudo, Pirich et al. utilizaram a BC combinada com materiais piezoelétricos para
desenvolver sensores capazes de detectar dengue.” Os sensores piezoelétricos revestidos
com BC foram sintetizados para melhorar a ligacdo da imunoglobulina monoclonal G
(IgGNS1) e favorecer a especificidade em relacdo a proteina ndo estrutural 1 (NS1) da
dengue. Esse sensor foi capaz de detectar NS1 no soro em concentracdes de antigeno

semelhantes as observadas no sangue durante a fase aguda da dengue.

O uso da BC para desenvolver sensores esta crescendo em popularidade, especialmente
aqueles sensores integrados em curativos. Derikvand et al. descrevem o desenvolvimento

de placas BC conjugadas com 5(6)-carboxyfluorescein-tetraethylene glycol-azide (FTA)
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via click chemistry, que uma vez clivadas por esterases emitem uma fluorescéncia
especifica que é facilmente detectavel por iluminadores de bancada.’® Este trabalho
demonstrou a deteccdo de FTA livre de celulose ligado a superficie usando um iluminador
de bancada comum. Da mesma forma, Leppiniemi et al. desenvolveram hidrogéis
impressos em 3D que poderiam ser desenvolvidos para monitorar as feridas dos pacientes
do hospital.”* O hidrogel foi formado com nanocelulose e alginato sob uma composic&o
adequada para impressdao 3D. A proteina avidina foi acoplada as nanofibrilas de BC para
funcionalizacdo. Calcio i6nico foi usado para reticular o hidrogel e melhorar o desempenho
do sensor. Para demonstrar o potencial da funcionalizacdo usando avidina, proteinas
fluorescentes foram anexadas e monitoradas por microscopia confocal. Esse material de
nanocelulose-alginato funcionalizado com avidina pode ser visto como uma plataforma

genérica para a imobilizacdo de componentes bioativos.

6.6 Conclusoes

A celulose bacteriana (BC) é um biomaterial versatil, com excelentes propriedades para
aplicacdes em saude. A alta pureza da BC ndo apenas aumenta sua confiabilidade para
aplicacdes biomédicas; mas também facilita sua producdo, uma vez que nao € necessaria
mais purificacdo. O acoplamento das propriedades intrinsecas da BC a outros materiais nos
permite projetar materiais sob medida com as propriedades fisico-quimicas especificas
necessarias em diferentes aplicagdes. Esses recursos geraram um grande numero de
compositos de BC na literatura cientifica e em dispositivos comercialmente disponiveis.
Certamente, este capitulo se concentrou principalmente em curativos, engenharia de
tecidos, administracdo de medicamentos e biossensores; no entanto, espera-se que 0 uso de

BC em diferentes areas biomédicas prolifere significativamente nos proximos anos.
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Capitulo 7

Fundamentos e propriedades de polimeros biobased reforcados com

nanocristais de celulose

Filipe V. Ferreira, lvanei F. Pinheiro & Liliane M.F. Lona

Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

7.1 Introducao

O potencial da nanotecnologia é promissor e tem atraido cada vez mais
investimentos de vérios setores.® Especialistas tém considerado que este campo de pesquisa
pode originar uma nova revolucdo industrial para o século XXI.> Neste contexto se
concentram 0s nanocompositos poliméricos, que comecaram a ser estudados na década de
1950 e tém tido suas perspectivas de utilizacdo ampliadas com a descoberta de novos
nanomateriais.*®

Nanocompositos poliméricos sdo materiais hibridos em que a fase reforgo
(nanocarga; em escala manométrica) é adicionada na matriz polimérica.” O objetivo dessa
adicdo é melhorar as propriedades mecanicas, térmicas, reolégicas, de biodegradabilidade e

de barreira (ar/oxigénio) do polimero.®*!

Diferentes nanocargas tém sido utilizadas como
reforco, como nanotubo de carbono, grafeno e argilas.lz'14 Atualmente, devido a crescente
preocupacdo ambiental, os nanocristais de celulose (CNCs) tém ganhado grande atencdo
dos estudiosos deste campo de pesquisa.’®

Os CNCs sdo nanoparticuas obtidas a partir da desconstrucdo parcial da estrutura
hierarquica da celulose. Essas nanocargas apresentam excelentes caracteristicas como
abundancia na natureza, baixo custo de produgdo, alto mddulo de Young,
biodegradabilidade, além das caracteristicas intrinsecas das nanocargas como grande area
superficial e alta razdo de aspecto.’®” Em virtude dessas particularidades, os CNCs s&o

excelentes candidatos para serem usados como reforgo em polimeros biobased.
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Neste capitulo, o uso dos CNCs como reforgo para os polimeros biobased €
abordado. Apds uma breve introdugdo sobre os nanocristais e celulose, sdo discutidas
importantes questdes sobre 0 processo de preparacdo dos nanocompositos, bem como as
propriedades finais dos materiais. O capitulo finaliza com algumas concluses e

perspectivas futuras sobre o uso dessa nanocarga em polimeros biobased.
7.2 Polimeros biobased refor¢cados com nanocristais de celulose

7.2.1 Nanocristais de celulose (CNCs)

Celulose é o polimero mais abundante da Terra. O agrupamento de suas cadeias
forma as microfibrilas de celulose, que apresentam regides cristalinas e amorfas.’®** O
isolamento dessa regido cristalina gera os nanocristais de celulose. Varios procedimentos
tém sido reportados para isolar os CNCs de diferentes fontes de celulose, e 0 método de
hidrélise 4cida é o mais usado.?®* Os nanocristais de celulose podem apresentar forma
semelhante a uma agulha, forma de bastonete ou formato esférico com estrutura altamente
cristalina, resisténcia a flexdo de cerca de 10 Gpa, resisténcia a tracdo de até 7,5 Gpa,
médulo de Young de aproximadamente 150 Gpa.’®'” Por possuirem essas propriedades
surpreendentes, os CNCs tém sido amplamente usados como alternativas para os reforgos
sintéticos, como nanotubo de carbono e grafeno, devido as crescentes preocupacdes
ambientais e exigéncias de desenvolvimento de materiais ecologicamente corretos.>?* Neste
contexto, 0s nanocristais oferecem vantagens associadas ao baixo custo de produgdo e,

especialmente, abundancia e biodegradabilidade.

7.2.2 Preparagao dos nanocompasitos

Embora cada etapa do processamento de nanocompositos a base de polimeros
biobased e reforcados com nanocristais de celulose tenha seu préprio “gargalo”, a
preocupacdo primordial em todas as etapas € manter a integridade dos CNCs, bem como
controlar sua dispersdo e interacdo com a matriz polimérica.”® Isso ocorre devido a
possibilidade de degradacdo dos nanocristais (no caso de métodos envolvendo altas
temperaturas) e pela dificuldade de obter boa disperséo e forte interacdo entre 0s CNCs e 0
polimero. A abundéncia de grupos OH na superficie dos CNCs favorece a formacédo de

pontes de hidrogénio, dificultando a interagdo com a matriz polimérica, especialmente
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quando polimeros de baixa polaridade ou n&o polares sdo usados.”*** Essa combinagdo leva

a agregacfes de nanocristais, 0 que afeta o desempenho final do material.?

Neste contexto,
melhoria da interface CNC/polimero através de protocolos tipicos de modificacdo de
superficie de CNCs e métodos de processamento de polimeros tém sido reportados, a fim
de superar os desafios anteriormente citados. Para maiores informacdes sobre esses
protocolos, o leitor € convidado a ler os trabalhos de Grishkewich et al. E Mariano et al.
Que apresentam de forma detalhada os metodos de funcionalizacdo de CNCs e de
processamento de nanocompadsitos poliméricos reformados com CNCs (funcionalizados ou

n&o).?> '

Casting, fusdo e polimeriza¢do in situ sdo os principais métodos para preparar
nanocompositos a base de polimeros biobased e reforcados com nanocristais de celulose.
Detalhes, vantagem e desvantagens de cada método ja foram discutidos em outros

trabalhos, por isso essas questdes ndo serdo discutidas em detalhes aqui.?®

Resumidamente, o casting é um método simples e rdpido para preparar esses
nanocompositos. O método consiste em adicionar os CNCs no polimero previamente
fundido por solventes, e em seguida o solvente é removido por evaporacdo.?®* Devido ao
tempo de evaporacdo, o método de casting permite que os CNCs se auto-organizem
formando uma rede rigida 3D que n3o é observada nos outros métodos de preparacdo.®® No
entanto, neste método solventes toxicos normalmente sdo usados. Uma vez que existe um
apelo ambiental no uso de CNCs e de polimeros biobased, essa desvantagem no uso de
solventes toxicos deve ser levada em consideracdo na escolha do método de preparacdo dos

nanocompositos.

No método de fusdo, os CNCs sdo adicionados no polimero fundido por
aguecimento.”® Este método usa forcas de cisalhamento para homogeneizar a carga na
matriz polimérica.®* Uma producdo em grande escala de nanocompdsitos pode ser
conseguida pelo método de fusdo. No entanto, a alta viscosidade e a estrutura quimica de
muitos polimeros podem afetar negativamente a dispersdo e interacdo dos CNCs com a

matriz polimérica.
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Durante a polimerizacédo in situ, os CNCs sdo adicionados ao mondmero, e entéo o
polimero é sintetizado.?® Este método pode ser usado na producdo de nanocompésitos em
grande escala.®®* No entanto, alguns fatores como pressdo e temperatura podem afetar a

integridade dos CNCs, ou mesmo diminuir o grau de polimerizacio do material.*

Em todos os métodos de preparacdo aqui reportados, a modificacdo de superficie dos
CNCs pode auxiliar na dispersdo da fase refor¢co no polimero fundido ou no monémero,

melhorando assim o desempenho final do material.*

7.3 Propriedades dos nanocomp0sitos

A adicdo de CNCs na matriz polimérica afeta as propriedades globais do polimero.
Especificamente, as propriedades térmicas, de biodegradabilidade, de barreira (ar/oxigénio)
e a resisténcia mecanica do polimero podem melhorar, enquanto as propriedades
antimicrobianas podem ser afetadas negativamente.”® Varios autores mostraram um efeito
de nucleacdo dos nanocristais em nanocompdsitos poliméricos, levando ao aumento da
cristalinidade do polimero.®* Outros autores reportaram que os CNCs melhoram a
biodegradabilidade do material final em solo, bem como preenchem os espagos entre as
cadeias da matriz polimérica, levando a um caminho mais tortuoso para a permeacdo de
moléculas de 4gua e gas, o que melhora as propriedades de barreira do polimero.*** A
adicdo dos CNCs homogeneamente dispersos e com forte interacdo com o polimero
também auxilia na dissipacdo das tensGes externas aplicadas dos nanocompositos,
aumentando assim as propriedades mecénicas do material. Todas essas modificagdes nas
propriedades finais do polimero podem ser ajustadas através da quantidade de nanocarga,
do método de preparacdo dos nanocompoositos e da modificacdo de superficie dos
CNCs. %

Dentre as propriedades mecénicas, o0 modulo de elasticidade também tem sido
previsto teoricamente utilizando-se modelos mecanicos. Varios trabalhos se dedicaram ao
desenvolvimento desses modelos tedricos capazes de descrever matematicamente o reforgo
trazido pela adicdo de cargas. Alguns desses modelos podem ser sofisticados, levando em
conta grande numero de variaveis. Citamos aqui os mais simples e utilizados, como Regra

das misturas, modelos de Maxwell e Russell, Halpin-Tsai e de percolacéo.
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7.4 Regra das misturas

Quando se trata de um composito bifasico, existem duas expressdes matematicas
que sdo usadas para prever o médulo de elasticidade em funcdo das fragcdes volumétricas
dos constituintes. A regra das misturas é provavelmente a mais simples quando se trata do
calculo do valor tedrico do médulo eléstico de um composito. As expressdes desse modelo
estimam que o modulo elastico do compdosito deva estar entre um limite superior e um
limite inferior conhecidos.®*® No limite superior (Equacdo 1), assume-se que matriz e
reforco estdo muito bem ligados e que o estresse aplicado é na direcdo do alinhamento dos
reforgos (dito em paralelo), com carga e matriz igualmente deformadas. A fragdo
volumétrica e 0 modulo das fases presentes sdo utilizados para o calculo do mddulo de
Young resultante. Devido as condi¢fes ideais assumidas, esse modelo tende a superestimar

os valores de E..%
E. = (Ef.Xf — EnXm) (Eq. 1),

em gue E; € mddulo do composito formado pelas componentes, Es e Xz sdo 0s modulos e a
fracdo volumétrica da carga adicionada e Ep, e X, sdo 0 mddulo e a fracdo volumétrica
(valor entre O e 1) da matriz, respectivamente.

No limite inferior (Equacdo 2), o modelo em série € utilizado e o esforco é aplicado

na direcdo contréria da orientacéo dos reforcos.*’

EmEf

== E.2
© V(E, +V E, (Eq. 2)

Em situacOes reais, os reforcos curtos sdo menos capazes de carregar a carga
imposta ao compdsito. Essa perda de eficiéncia (n;) foi incorporada aos modelos, resultando

na Equacéo 3.%

E.=(n.Ef —Ep).Vs + Ep, (Eq. 3),
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em que n; é fator de eficiéncia de comprimento, descrito em funcdo da razdo de aspecto
(aqui chamada de L/d) do reforco; n;e B sdo definidos pelas Equacbes 4 e 5,

respectivamente.*

tanh(B.L/;)

n, = 1-— T/d (Eq 4)
—3E,
b= 2.EfIn(Vy) (Eq. 5)

Sendo que tanf(x) é a tangente hiperbolica da constante 3 multiplicada pela razdo
de aspecto do reforco. Desta equacdo, tem-se que quanto maior a relacdo L/d (ou seja,
quanto mais comprido for o reforco), maior sera a eficiéncia do refor¢o. Adicionalmente, o
alinhamento dos reforcos pode ser considerado no modelo. Sabe-se que um efeito maximo
é obtido quando os reforgos presentes sdo continuos ou alinhados. O desalinhamento dos
reforcos leva a reducdo da eficiéncia que os mesmos podem fornecer para a matriz. A

Equacdo 6 considera essa perda de eficiéncia de orientagdo (no).*
E.=(non.Ef —En).Vs+E,  (EQ.6),

em que o valor de n, = 1 para compdsitos nos quais os reforgos estdo alinhados, n, = 3/8
para reforcos alinhados em um unico plano e n, = 1/5 para reforcos orientados

randomicamente.

Experimentalmente, diferentes autores encontraram valores de n, = 0,2 durante o
estudo de compésitos reforcados com cargas distribuidas de forma aleatéria.** Outros
utilizaram valores de n, = 0,35, obtido pela média dos valores de n, calculados usando a
Equacdo 7 para compdsitos com 10 e 20% de reforco, a partir dos resultados experimentais

de mddulo elastico.*?

Ec—Vim-Em

E. =
¢ Ve.Er

(Eq.7)
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Fatores como formacéo de redes de percolagéo, baixa adesdo entre matriz-carga e
defeitos estruturais levam a valores experimentais distintos dos obtidos pela equacéo
apresentada. Nestes casos, modelos mais complexos podem ser utilizados levando em conta

outros fatores em seus calculos.
7.5 Modelos

7.5.1 Maxwell e Russell

Os modelos de Maxwell e Russell (Equacdes 8 e 9, respectivamente) também sdo
utilizados na previsdo do modulo de elasticidade em funcdo da composicdo dos
compositos.*® O modelo de Maxwell apresenta melhor aplicacdo em compésitos com
baixos teores de refor¢o. Ja 0 modelo de Russell assume que a fase de reforgo tem forma

clbica, com tamanhos similares e encontram-se dispersos na matriz.

E, +2E, +2V,(E, —-E,)

E.=E Eq. 8
¢ " E,+2E,-V,(E -E,) (Ba-8)
2 2
E +Em(1—vf3)
E.=E, f ; (Eq. 9)

-V, +Em(1+vf ~V}?)

f

7.5.2 Modelo de Halpin-Tsal

O modulo de um compdsito também pode ser estimado pelas equagbes de Halpin e
Tsai*®. Os autores deste modelo desenvolveram equacdes semiempiricas utilizadas na
previséo de valores de médulo de elasticidade em compésitos.*” Para compésitos nos quais

os reforcos estdo alinhados, este modelo é dado pela Equagéo 10.¢%

(1 +E.n.Vf)

Ec = Em. (1-nvy)

(Eq. 10),
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Ef/ Em 1

em que $=2.L/d e n= m
Em

Entretanto, o0 modelo de Halpin-Tsai também pode ser adaptado de modo a
considerar a presenca de reforgos organizados aleatoriamente. Neste caso, 0 modelo passa a

ser usado da seguinte maneira (Equacéo 11).%

Ec _ 5_ ((1+§.nL.Vf)> N E_ ((1+2.nT.Vf)) (Eq. 11).
m 8 (1—TlL.Vf) 2 (1—TlT.Vf)

%3

em que as novas variaveis sao definidas como:

et et

n,= g7 € Nr = ¢
It 2

Esse modelo é conhecido por se ajustar bem a dados experimentais de compdsitos
contendo baixas fracbes volumétricas de reforcos, mas subestimar algumas propriedades

quando a quantidade de carga presente é relativamente alta.***°

7.5.3 Modelo de percolagéo

Este mecanismo atualmente é muito utilizado para estimar propriedades de
compdsitos preparados pela adi¢do de cargas a diferentes matrizes poliméricas. O modelo
foi proposto em meados da década de 1990 e baseia-se na criacdo de uma rede de
percolacdo entre as particulas.”™® Ou seja, assume-se que, a partir de certa fracdo
volumetrica de particula (carga), hd um ganho significativo na capacidade de reforco da
mesma, uma vez que todas as particulas presentes passam a interagir de modo a formar uma
rede continua 3D. Esta rede possui um potencial de reforco maior do que as particulas
individuais. Nesse sentido, este modelo se diferencia dos modelos anteriores que assumem
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uma relagdo direta entre a quantidade de particulas rigidas e propriedade mecénica. A
forma geral do modelo de percolagéo é dado pela Equagéo 12.%

Ec.=W. E¢ (Eq. 12),

em que, além dos modulos do composito (E;) e da fase de reforco (Ef), também é
introduzido o parametro W, que corresponde a fracdo volumétrica de percolacdo da fase
rigida. Este parametro W é definido para dois casos, mostrados a seguir.>

Ny— vy 0

4
Y=0parav,<ve € Y = Vr.( ) para vy > vy

1— Ve

Ou seja, se a fracdo volumétrica da fase rigida (v;) presente no composito for menor
do que o volume minimo para construcdo da rede de percolacéo (vr), 0 valor do modulo do
composito cai a zero (vr < vy). Por outro lado, se o valor da fracdo volumétrica da fase
rigida (v;) for maior do que o valor minimo necessario para construir a rede de percolacéo
(vrc), 0 mddulo do compdsito vai ser proporcional a W (v; > v). Em que b = 0,4 para uma
rede tridimensional de particulas.> Tal condi¢cdo demonstra a limitacdo deste modelo para
baixas fraces volumétricas, nas quais o valor do médulo do compésito calculado para o
modelo € igual a zero. Algumas versdes mais recentes deste modelo tém como objetivo
incluir termos capazes de prever o comportamento desses materiais antes da percolagéo.*®

Entretanto, tais modelos ainda néo estdo bem estabelecidos e apresentam limitagdes.

Acima da fracdo volumetrica de construcdo da rede de percolacdo, a versédo classica
deste modelo é fiel as propriedades mecanicas alcangadas experimentalmente para
compositos baseados em nanoparticulas de celulose (cilindros longos capazes de interagir
entre si). O célculo de v, é feito usando a Equagéo 12.%

0.7
V. = — (Eq. 13
re= g (Ea.13)

Neste caso, nota-se novamente a importancia da razdo de aspecto das particulas.
Nanoparticulas mais longas precisam de menores fragcGes volumétricas para formar a rede

de percolacdo capaz de fornecer propriedades mecanicas otimizadas. Como discutido

anteriormente, esta rede de percolacdo s6 é formada em nanocompositos preparados pela
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técnica de casting/evaporation, na qual as particulas tém tempo disponivel para se auto-
organizarem durante a evaporagdo do solvente. Materiais processados sob forcas
cisalhantes (extrusdo, injecéo, etc.) costumam ndo apresentar as caracteristicas de uma rede

de percolacio, tendo seu potencial de reforco reduzido.>”®

7.6 Conclusdes e perspectivas

Os nanocristais de celulose podem ser usados como agente de reforco para polimeros
biobased visando a preparacdo de nanocompdsitos renovaveis e sustentaveis com
desempenho melhorado. Esse sucesso como reforco é devido a combinagdo Unica das
propriedades dos nanocristais, como alta resisténcia e rigidez e biodegradabilidade. Os
nanocompositos preparados com polimeros biobased e reforgcados com CNCs tém potencial
para serem usados em diferentes aplicacdes. No entanto, a natureza hidrofilica e a baixa
estabilidade térmica dos CNCs devem ser levadas em consideracdo durante a aplicagdo. O
rpido avango da pesquisa tedrica e experimental sobre esses nanocompdsitos poliméricos
pode levar a preparacdo, em escala industrial, de novos polimeros biobased funcionais de

alto desempenho e sustentaveis nos proximos anos.
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Capitulo 8
Controle de Atmosfera e Novos Materiais de Embalagem para Alimentos

Farayde Matta Fakhouri & José Ignacio Velasco

Department of Materials Science and Engineering,
Universitat Politecnica de Catalunya, Spain

8.1 Introducao

A embalagem pode conter e conservar os alimentos, acondicionando-0s e
protegendo-os do ambiente exterior, além de informar os consumidores sobre suas
caracteristicas nutricionais; mesmo os produtos mais frescos e ndo embalados poderdo
necessitar de um recipiente ou embalagem para serem transportados. Sendo assim, a
embalagem, além de suas funcbes béasicas, mantém, preserva e viabiliza o transporte de
produtos alimenticios. Ao longo da historia, a embalagem teve grande importancia para o
desenvolvimento do comércio e das cidades™, e continua em constante evolucdo e
aperfeicoamento. As embalagens também podem ser elaboradas com novos materiais,
considerados sustentaveis e ou/biodegradaveis, podendo interagir de forma ativa ou passiva

com o alimento, visando prolongar sua vida Util.

As embalagens surgiram ha milhares de anos, em virtude da necessidade de
armazenamento e/ou transporte de alimentos e dgua durante viagens a procura de locais
com maior riqueza de alimentos. Desde entdo, diversos materiais vém sendo utilizados para
atuar como embalagens, dentre eles folhas de plantas, estbmago de animais, pedacos de
bambu ou arvores e chifres de animais. Com o passar do tempo e o surgimento de novos
processos industriais, a fabricacdo de embalagens acompanhou essa evolugdo, surgindo

sacolas de tecido ou plastico, caixas de madeira, ceramica, vidro, papel e aluminio.

Define-se embalagem como recipiente capaz de armazenar ou acondicionar
produtos por determinado periodo de tempo, individualmente ou em grupos. Sua principal

funcdo estd em proteger o produto do ambiente externo, garantindo assim um maior shelf
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life. Além disso, deve ser capaz de facilitar a distribuicdo, a identificacdo e o consumo dos

produtos.?!

As embalagens para alimentos classificam-se de acordo com a sua aplicacdo,
podendo ser: primaria, aquela que estara em contato direto com o alimento; secundaria,
aquela que estard em contato direto com a embalagem primaria, capaz de facilitar o

transporte do produto; e terciaria, que é a embalagem de transporte.!

Tradicionalmente, os materiais de embalagens constituem-se como barreiras inertes,
sem interacdo com os alimentos. Nesse contexto, os polimeros utilizados para elaboracdo
de embalagens séo: Polietileno (PE), Polipropileno (PP), Poli(cloreto de vinila) ou PVC,
Poliestireno (PS) e Poli(etileno tereftalato) ou PET. Atualmente, porém, com a tendéncia do
consumidor a uma maior preocupacdo ambiental quanto ao descarte de materiais ndo
biodegradaveis, provenientes de recursos ndo renovaveis, alguns polimeros naturais e
biodegradaveis também tém sido utilizados para elaboracdo de embalagens, entre eles:
Poli(acido latico) ou PLA, Polihidroxialcanoatos (PHAs), Amido, Celulose, Quitina,
Quitosana, além de proteinas, como colageno, proteina do soro do leite e proteina de soja.
Além disso, hoje em dia as embalagens podem interagir, de maneira benéfica, com o0s
alimentos e o consumidor, de forma inteligente, ativa ou atuando como modificadores de

atmosfera.

Segundo Gontard,"! uma embalagem ativa, além de proteger o alimento, interage
com o produto e, em alguns casos, responde realmente as alteragdes causadas no produto.
Entre as aplicacdes de embalagens ativas podem ser considerados os sistemas de atmosfera
modificada, absorvedores de O, sistemas enzimaticos, sistemas quimicos, sistemas
fotoquimicos, controle dos niveis de etileno, reducdo dos niveis de umidade, liberacéo de
etanol, liberacdo de aditivos, incorporagdo de enzimas, sistemas monitoradores de
temperatura, absorcdo de radiacdo, absor¢do de sabores e odores desagradaveis e

preservacdo da cor.l!
8.2 Embalagens Ativas

Estudos com embalagens ativas se iniciaram na decada de 1970, porém essa

tecnologia ainda € pouco explorada pela industria de alimentos e bebidas, visto que ha uma
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gama de possibilidades de aplicacdo desse sistema de embalagem. Este se define como
embalagens capazes de prolongar o shelf life (tempo de prateleira), manter ou melhorar as
caracteristicas do alimento embalado. Para isso, esse sistema deve ser capaz de liberar ou
absorver intencionalmente substancias do alimento ou da atmosfera ao redor do produto.
Atualmente, encontram-se no mercado diversos alimentos que utilizam esse tipo de
embalagem (Tabela 1), porém muitos estudos ainda sdo necessarios para ampliacéo de seu

uso com outros alimentos.

Tabela 1. Exemplos de alimentos que utilizam sistemas de embalagens ativas.®!

Aplicacdo em produtos Embalagem ativa
Produtos de panificacdo (pées e bolos) Absorvedores de O, ou emissores de CO, ou de
etanol

Alimentos preparados (sanduiches,
pizzas, alimentos desidratados, carnes e

: Absorvedores de O, ou emissores de CO;
peixes curados)

Café e produtos a base de leveduras Absorvedores de CO,

Frutas e hortalicas Absorvedores de etileno ou de umidade ou de
odores

Carnes, frango, peixes Absorvedores de umidade ou de odores

A utilizagdo de absorvedores e/ou emissores é mais difundida na industria de
alimentos, porém os sistemas de embalagens ativas podem ser classificados em varios tipos,
dependendo de suas caracteristicas (Figura 1). Estudos sobre a interacdo das embalagens
ativas com os diferentes produtos embalados séo fundamentais para garantir a seguranca do

consumidor.
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Figura 1: Classificacdo dos diferentes sistemas de embalagem ativa.l”
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Pesquisadores como Hashemi et al.®! desenvolveram embalagens ativas & base de amido
com extrato de avenca (Adiantum capillus-veneris) e aplicaram em Peras minimamente
processadas. De acordo com eles, a adicdo do extrato garantiu uma caracteristica
antimicrobiana a embalagem (antibacteriano e antifingico), o que contribuiu para o
aumento do shelf life do produto. Outros como Eskandarinia et al.!*} utilizaram extrato de
propolis na composicdo das embalagens e verificaram aumento significativo na capacidade
antimicrobiana das mesmas quando a concentracdo de extratos nas embalagens aumentou,
indicando a capacidade desta em estender o shelf life dos produtos a serem embalados.
Assim sendo, pode-se destacar a utilizagcdo de extratos ou produtos de origem natural para
atuarem como agentes ativos nas embalagens plasticas, visando assim a substituicdo de
compostos sintéticos por naturais nesses sistemas. Essas substituicdes podem contribuir
para obtencdo de embalagens mais sustentaveis, além de impactar a salde dos
consumidores. Dessa maneira, a adicdo de compostos naturais pode ser considerada uma

area de estudo promissora para a industria de alimentos.
8.3 Atmosfera modificada e controlada

Apobs a colheita, frutas e hortalicas frescas continuam seus processos metabdlitos,
consumindo oxigénio e gerando didxido de carbono e vapor de dgua; assim sendo, 0 uso de
atmosfera modificada pode ajudar a prolongar a vida de prateleira desses alimentos. Essa
técnica consiste, segundo Meneses et al.,*% em embalar os produtos alimenticios com
materiais que formam barreira a difusdo de gases. O controle da atmosfera pode ser
realizado de forma ativa ou passiva, objetivando diminuir a taxa de respiragdo e, assim,
reduzir o crescimento microbiano, retardar a deterioracdo enzimatica e aumentar a vida util

de um produto alimenticio.

Muitos alimentos nutricionalmente ricos sdo também ricos em pigmentos naturais,
como clorofilas, carotenoides e antocianinas, bem como pigmentos formados em reacgdes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Segundo Marshall et al. tais pigmentos naturais
influenciam as mudancas de cor e o escurecimento em frutas e hortalicas. O escurecimento
pode ocorrer em virtude da presenca de enzimas, como as polifenoloxidases, que, segundo
Simdes,™? catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos, produzindo pigmentos escuros em

cortes ou superficies danificadas de frutas e hortalicas. E importante esclarecer que o
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escurecimento enzimatico ndo ocorre em células intactas, pois, nestas, 0S compostos
fendlicos estdo separados da enzima e somente quando o tecido é danificado pelo corte, a
enzima entra em contato com seu substrato e a formacdo de pigmentos escuros ocorre,

favorecida pela exposicdo ao oxigénio.[*!

O controle do escurecimento enzimatico pode ser feito através de métodos
quimicos, fisicos ou fisico-quimicos, que envolvem a reducdo da temperatura, a inativacdo
térmica da enzima e, entre outros, o uso de atmosfera modificada e embalagens ativas.
Oliveira et al.™® estudaram embalagens ativas para macés cortadas, a fim de avaliar o
efeito do uso de embalagem ativa incorporada com cisteina e sulfitona na inibicdo do
escurecimento enzimatico dessas magcdas. Para tanto, os autores elaboraram filmes a base de
polimero celul6sico, incorporados de sulfito e cisteina, depositados pela técnica de casting
sobre um filme de Poli(cloreto de vinila) ou PVC. As macads foram envolvidas nesses
filmes e os autores estudaram a mudanca de cor ao longo do armazenamento, concluindo
que os tratamentos utilizados com sulfito ou com cisteina foram eficientes em conservar as

macas, inibindo o escurecimento enzimatico em comparacao ao lote controle.

Outro fator determinante na vida de prateleira de frutas e vegetais é a respiragao.
Embalagens modificadas tendem a fazer um controle da atmosfera gasosa que envolve o
produto. Essa modificacdo pode ser efetuada de forma passiva, com a utilizacdo de filmes
poliméricos com barreira ao oxigénio, ou de forma ativa com o controle gasoso feito por

modificacdo da atmosfera através da adicdo de gases no entorno do alimento.

Entre os filmes poliméricos convencionais utilizados para a modificacdo passiva da
atmosfera, o polietileno de baixa densidade (PEBD) é muito utilizado, pois apresenta
permeabilidade seletiva a gases emitidos durante a estocagem de alimentos, auxiliando,
segundo Pinto el al.*! na minimizacéo da transpiracéo de frutas e hortalicas. O PEBD ja
foi utilizado com bom desempenho na preservagdo de mamao papaial™®, na preservacdo de
goiabas™ e em bananas, por exemplo.'’) Um polimero ativo (Xtend®) que possui

permeabilidade seletiva ao O,/CO, para acondicionamento de frutas citricas!*®! [19]

, goiabas
e mangas também foi utilizado.”™ Embalagens & base desse polimero estdo sendo muito

usadas atualmente para diferentes frutas e hortalicas, como cerejas, macéas e aspargos.

188



Pesquisadores, como Pinto et al.'!, estudaram a utilizacdo de PEBD e Xtend® para
acondicionamento de mamao (Carica papaya L.) durante 32 dias, sob refrigeracdo (10 °C)
e concluiram que a atmosfera modificada por filmes de PEBD e Xtend®-PP7 alterou a
atividade metabolica do mamao cv. Golden, minimizando o amolecimento inicial e
reduzindo a concentracgdo de acidos organicos durante todo 0 periodo estudado. Segundo 0s
autores, o filme Xtend® apresentou menor difusividade ao O, do que o filme de PEBD.

Segundo Santos & Oliveira,® a embalagem modificada pode ser aplicada a
diferentes alimentos, como os alimentos minimamente processados, 0s vegetais frescos, as
carnes, 0s peixes, além de produtos lacteos e de panificacdo. Segundo os mesmos autores, é
possivel prolongar o periodo de vida util desses itens por varias semanas. No entanto, por
causa da natureza perecivel dos produtos frescos, o controle e a manuten¢do da temperatura
de refrigeragdo sdo essenciais durante todo o processamento, passando pela distribuigéo,
armazenamento ¢ comercializacao.

A substituicdo da atmosfera natural que rodeia o alimento por uma mistura de gases
de composicéo conhecida pode ser otimizada para cada produto, conforme Philips??. A
mistura pode ser planejada em diferentes proporgdes, sendo que os gases mais utilizados
sdo o didxido de carbono (CO,), o oxigénio (O7) e o nitrogénio (N2) para evitar que ocorra
0 colapso da embalagem, em razdo da grande solubilidade do CO; nos alimentos com
maior teor de umidade. A razdo entre volume de gases utilizados e produto deve ser de 2:1
ou 3:1.

A técnica de atmosfera modificada ¢ amplamente utilizada na embalagem de
alimentos frescos ou minimamente processados, com o propdsito de aumentar o shelf life
destes produtos. Assim, ar presente junto do alimento é substituido por uma composicéo

gasosa predeterminada.®®!

Os primeiros estudos com a aplicacdo de atmosfera modificada em alimentos sdo
datados da década de 1930.”" Ogilvy & Ayres’®® verificaram que o aumento da
concentracdo de CO, no armazenamento de porcdes de frango prolongava de maneira
significativa seu shelf life. Com isso, os pesquisadores comecaram a estudar cada vez mais
essa técnica. No entanto, essa tecnologia chega ao mercado apenas na década de 1970,
como embalagens para carnes frescas. Desde entéo, essa tecnologia vem sendo amplamente

estudada para aplicagdo em outros produtos, como frutas, hortalicas, pescados e queijos.
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A mistura de gases utilizados no processo sofre influéncia de alguns fatores, como
temperatura de armazenamento, tipo de produto e materiais de embalagem.”® Os gases
mais comuns para este sistema sdo o oxigénio (O;), o didxido de carbono (CO;) e o
nitrogénio (N), porém outros gases podem ser utilizados. Alguns alimentos apresentam
uma composicdo gasosa conhecida para garantir sua integridade durante seu shelf life,
conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Recomendacdo de composicdo gasosa para frutas e hortalicas minimamente

processadas e armazenadas sob atmosfera modificada.’?”

Atmosfera
Produto Temperatura
(°C) 0; (%) CO2 (%)
Abobrinha fatiada 5 0,25-1,0 -
Alface picada 0-5 1,0-30 5,0-100
Alho-por¢ fatiado 0-5 5,0 5,0
Batata descascada fatiada ou ndo 0-5 1,0-3,0 6,0-90
Brocolis 0-5 20-30 6,0-70
Caqui fatiado 0-5 2,0 12,0
Cebola fatiada ou picada 10,0 -
0-5 2,0-5,0
15,0
Cenoura cortada 15,0 -
0-5 2,0-5,0
20,0
Cogumelos fatiados 0-5 3,0 10,0
Espinafre lavado 0-5 0,8-30 8,0-10,0
Kiwi fatiado 0-5 20-40 5,0-10,0
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Laranja fatiada 14,0 -

0-5 210 7,0-10,0
Maca fatiada 0-5 <1,0 -
Meldo em cubos 0-5 30-50 6,0-150
Morango fatiado 0-5 1,0-2,0 5,0-100
Pera fatiada 0-5 0,5 <10,0
Péssego fatiado 0 1,0-2,0 50-120
Piment&o picado 0-5 3,0 5,0-10,0
Repolho cortado 0-5 50-75 15,0
Sementes de roméa 05 ) 15,0 -

20,0

Tomate fatiado 0-5 3,0 3,0

Com sua aplicacdo em diversos produtos frescos, esse método sofre grande variacao
em funcdo dos produtos embalados, visto que cada um apresenta necessidades especificas
de conservacdo e armazenamento. A embalagem em atmosfera modificada podera causar
reducdo da atividade respiratdria, retardamento do amolecimento ou amadurecimento,
retardamento do crescimento microbiano e reducdo de distarbios fisioldgicos dos

produtos.?®

Atualmente, filmes e coberturas elaboradas com polimeros provenientes de fontes
naturais vém sendo utilizados no acondicionamento de diferentes géneros alimenticios com
0 objetivo de aumentar a vida util desses produtos; para tanto, os filmes e coberturas

comestiveis devem funcionar como barreira ao vapor de &gua e ao oxigénio.

Coberturas comestiveis podem ser definidas como membranas semipermeaveis

aplicadas em produtos alimenticios, compostas por uma macromolécula, um agente
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plastificante, ajustador de pH (se necessario), solvente e aditivos (se necessario, como
aditivos funcionais, agentes antimicrobianos, etc.), tendo efeito de uma atmosfera
modificada de forma passiva. A cobertura comestivel pode ser aplicada por imerséo,
aspersdo ou por moldagem. Em frutas e hortalicas, a forma mais recomendada de cobertura
é a técnica por imerséo, onde o produto sera imerso em uma solucdo filmogénica. Com o
controle do tempo de imersdo e a viscosidade da solugdo, € possivel determinar a espessura
da cobertura aplicada ao vegetal, sendo mais eficiente, uma vez que 0s vegetais ndo
possuem uniformidade. Todo o processo deve ser feito de forma suave, em condi¢bes
higiénicas, de forma a diminuir a transferéncia de gases e umidade, evitando a fermentacao
do fruto por anaerobiose e possivel contaminagdo microbiana. Além da conservacdo da
fruta, as coberturas comestiveis ndo produzem residuos e ndo causam nenhum efeito
prejudicial a0 meio ambiente®, sendo assim consideradas uma tecnologia totalmente

sustentavel.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com a utilizacdo de coberturas em frutos
para aumentar o shelf life, tais como de tamarindo®”, uvas®Y acerola®?, frutas

vermelhas®¥, physalis®4, manga® e cerejast®, entre outras.

Alguns exemplos de polimeros mais comumente utilizados na elaboragéo de filmes

e coberturas comestiveis sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Polimeros provenientes de fontes renovaveis utilizados na elaboracao de filmes e

coberturas comestiveis.*"]

Polimeros de fontes renovaveis Referéncias

Gelatina [38, 39, 40, 41, 42]
Colégeno [43, 44, 45, 46, 47]
Quitosana [48, 49, 50, 51, 52]
Proteina do Soro do Leite [53, 54, 55, 56, 57]
Proteina de Soja [58, 59, 60, 61, 62]
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Amido [9, 63, 64, 65, 66]

Alginato [67, 68, 69, 70, 71]
Isolado Proteico de Soja [72, 59, 60, 61, 73]
Pectina [74,72, 75,76, 77]

Matityahu et al.l’® estudaram trés cultivares de roma armazenados sob atmosfera
controlada (2 kPa de O, + 5 kPa de CO,) a 7 °C e verificaram uma melhor performance
nesta condicdo, em comparacdo as frutas ndo armazenadas em atmosfera controlada.
Ademais, os autores perceberam comportamentos diferentes dos frutos em funcdo do
cultivar na condicdo ndo controlada; porém, em condicdes controladas foi possivel obter

maior uniformidade e qualidade do produto, independentemente do cultivar estudado.

O armazenamento em atmosfera controlada € capaz de manter as caracteristicas

fisicas e quimicas dos alimentos. De acordo com Pegoraro et al.[’!

, Kiwis mantidos em
atmosfera controlada (3 kPa de O, + 5 kPa de CO,), a 20 °C e com umidade relativa entre
75-80%, mantém-se firmes por mais tempo, quando comparados aqueles que ndo foram
armazenados em atmosfera controlada. Além disso, Ali et al.® verificaram que lichias pré-
tratadas com metionina e cisteina tiveram menor escurecimento, resultado associado a
tecnologia de controle da atmosfera. Portanto, esse sistema de embalagem de alimentos
apresenta grande potencial de aplicagdo na industria de alimentos e deve ser mais explorado

por pesquisadores.
8.3.1 Embalagens a vacuo

Segundo Guerra,®™ a embalagem a vacuo pode ser considerada a primeira técnica
utilizada comercialmente para proteger alimentos. Quando o vacuo é realizado de forma
efetiva, 0 oxigénio presente no interior da embalagem ¢é inferior a 1%. Segundo 0 mesmo
autor, o material da embalagem adere ao alimento durante o processo; isso ocorre devido ao

decréscimo da pressdo interna em relagdo a pressdo atmosférica.
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Nesse tipo de embalagem, é muito importante a caracteristica de barreira a gases e
ao vapor de agua do polimero, bem como a resisténcia do material, uma vez que sera

aplicado o vacuo. Segundo Mergen,®

para se obter uma barreira mais eficiente em relacéo
a permeacdo de gases, podem-se utilizar filmes multicamadas. Isto € comum, uma vez que
0s materiais plasticos apresentam porosidade e espacos intermoleculares que podem
permitir uma minima permeacéo através dos filmes. Ainda que minima, a porosidade sera

significante e responsavel pelo shelf life do produto.

A composicdo das camadas de um filme de barreira varia de acordo com diferentes
fatores, como maxima eficiéncia de barreira ao oxigénio e tipo de produto a ser embalado.
Segundo Mergen,® isso é alcancado usando-se a Poliamida 6,6 (Nylon), além de outros
materiais também normalmente utilizados, como o EVOH (poli(etileno-co-alcool vinilico)),
0 PVDC (copolimero de cloreto de vinila e cloreto de vinilideno) e o PET (Poli (tereftalato

de etileno)).

Segundo Iglesias et al.,’® a embalagem a vacuo apresenta diversas vantagens em

relacdo a outros métodos de embalagem modificada:

i) Método simples e econdmico, pois ndo ha utilizacdo de gases;

i) A baixa concentragédo de oxigénio no interior da embalagem inibe o crescimento
de microrganismos aerobicos e as reacdes de oxidacdo, favorecendo a retencédo
de compostos volateis responsaveis pelo aroma;

i) Impede queimaduras pelo frio, a formagao de cristais de gelo e a desidratagdo da
superficie do alimento devido a barreira de umidade que se forma entre este e a

propria embalagem.

A embalagem a vacuo € muito utilizada para estocar café, legumes e cereais, entre
outros, ja prontos para consumo ou pré-cozidos. A desvantagem apontada por Iglesias et
al.®! ¢ que esse tipo de embalagem n&o deve ser recomendado para produtos de textura
fragil e de formas irregulares, cuja apresentacdo visual é de grande importancia para a
comercializacdo do produto. Em alguns alimentos, apds o periodo de armazenamento,

também pode ser observado acimulo de exsudado e em alguns casos, como da carne
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vermelha, pode ocorrer alteracdo na cor do produto. Lembramos que para manter a
coloracdo original, a carne vermelha necessita de certa quantidade de oxigénio que ndo é
obtida durante o armazenamento a vacuo, causando uma alteracdo de cor que pode nédo
agradar ao consumidor. Além disso, pode ocorrer a formag¢do excessiva de rugas no
material de embalagem, durante a aplicacdo de vacuo, dificultando a visualizagdo do
produto ¢ tornando pouco agradavel sua aparéncia ao consumidor. De acordo com

[84]

Jeyasekaran et al., ™ produtos de pesca embalados a vacuo e refrigerados apresentam um

shelf life de 8-15 dias, dependendo da espécie e das condigdes de armazenamento.
8.4 Embalagens inteligentes

Embalagens inteligentes consistem em sistemas de sensores, que tornam possivel a
comunicag¢do com o consumidor por meio de informagdes relacionadas a qualidade e a
seguran¢a do produto, tais como condi¢des do alimento acondicionado ou do ambiente
externo a embalagem.[®*®#" Entre os sensores para alimentos, destacam-se os indicadores
de temperatura. Um dos trabalhos nesta linha é o de Maciel et al.,®™ que desenvolveram
um novo material de embalagem com potencial de aplicacdo como indicador colorimétrico
de temperatura. Esse indicador, obtido a partir de filmes de quitosana aplicados como
revestimento em papel-cartao contendo clorofila, foi projetado para a faixa de 50 °C a 75
°C. O sistema alterou a cor irreversivelmente, de verde para amarelo, quando exposto nessa
faixa de temperatura.

A manutencdo da temperatura é de extrema importancia para a indudstria de
alimentos e, entre outros atributos de qualidade, ajuda a manter a sua coloracdo natural,
uma vez que alguns pigmentos naturais presentes no alimento sdo termossensiveis.

Outro sistema inteligente consiste no uso de um selo, conhecido como Bump Mark,
encontrado no mercado internacional. Esse selo, quando colocado na embalagem, degrada
na mesma velocidade que o alimento a ser protegido. Ou seja, quando o produto fica
impréprio para consumo, a superficie do selo passa por uma alteracdo de textura, passando
de liso a enrugado, alertando o consumidor.

Peras Anjou acondicionadas em embalagem inteligente (Fresh Anjou) possuem um
indicador de cor; assim, a cor vermelha (quando a pera esta crocante e dura) muda para

laranja (quando a pera estd firme com um sabor mais frutado) e finalmente para amarelo
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(quando a pera esta suculenta e macia). Com esse indicador de cor, 0 consumidor pode
escolher o estagio de maturacdo em que quer consumir a fruta.
As embalagens inteligentes auxiliam os consumidores, que podem ter um consumo

mais eficiente, diminuindo o desperdicio de alimentos.

8.5 Mercado

Atualmente vérias iniciativas pablicas estdo fomentando e reforcando a diminuicao
do uso de materiais plasticos convencionais em diferentes setores industriais. No Brasil, 0
Brasil Pack Trends 2020, publicado pelo ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos)
identificou cinco objetivos principais para a industria de embalagens, sendo: i)
conveniéncia e simplicidade, ii) estética e identificacdo, iii) qualidade e novas tecnologias,
iv) sustentabilidade e ética e v) seguridade e regulamentac&o'®®,

Apesar das excelentes caracteristicas dos plasticos provenientes de fontes fosseis,
como baixo custo e propriedades fisicas e de barreiras excelentes, apenas 10% de todo o
plastico utilizado é reciclado, sendo 40% das embalagens plasticas produzidas destinadas a
um Gnico uso™®®, 80% sdo destinados a lixdes, provocando contaminacdo ambiental, e 0s
10% que s&o incinerados contaminam o ar com a emissdo de gas carb6nico. Além desses
dados alarmantes, uma vez que o plastico convencional leva cerca de 500 anos para ser
degradado, 10% do plastico esta sendo depositado nos oceanos, num total de 8 milhGes de
plasticos por ano (esses constituidos, em sua maior parte, por embalagens).

Como a vida moderna e o progresso estdo também relacionados com a facilidade de
consumo, 0s bens consumiveis vém embalados, o que contribui para o aumento da
utilizacdo de plasticos convencionais. Politicas publicas incentivando a reciclagem, a
reutilizacdo dos plasticos convencionais e agora a utilizagdo de biopolimeros tém sido mais
frequentes no Brasil e no mundo.

A Comissdo Europeia tem, entre outras medidas, o langamento da “economia
circular para os plasticos”, onde ha incentivo de pesquisas e inovagOes referentes a esse
tema tdo preocupante e alarmante. Alguns paises, como os da Gré-Bretanha e a Franca,

estdo com politicas publicas severas em relacdo ao tema do descarte de materiais nao
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biodegradaveis no meio ambiente. A Franca, por exemplo, tem por objetivo reciclar 100%
de todos os pléasticos utilizados até 2025.

A outra linha de incentivo é o uso de bioplasticos. Alguns materiais como o bio-PE
e 0 bio-PET ja estdo sendo utilizados como substitutos do PE e PET convencionais. Em se
tratando de biopolimeros procedentes de biomassa e biodegradaveis, o amido, o PLA e 0
PHA tém sido muito utilizados para tentar substituir os poliestirenos e polietilenos, com as
mesmas tecnologias de producdo de embalagens que os plasticos convencionais, como
extrusdo e termoconformacdo. Com isso, a estimativa € que o mercado dos bioplasticos
cresca em um ritmo de 25% nos proximos anos. !

Varios grupos de pesquisas nacionais e internacionais tém se dedicado a estudar a
producdo de materiais biodegradaveis, como os da Universidade Estadual de Campinas e da
Universidade Politécnica da Catalunha, com estudos de embalagens a base de amido e
outros biopolimeros; os da Embrapa, com a producdo de filmes a base de frutas por casting
continuo; os da Universidade de Bath num estudo promissor sobre um polimero baseado
em acucar e dioxido de carbono; os da Universidade de Nebraska-Lincoln, com estudos
avancados sobre queratina; e uma equipe de investigadores de Eurecat que estd produzindo
mondémeros de &cido lactico para produzir PLA a partir de residuos agroindustriais, num

excelente exemplo de economia circular.

8.6 Referéncias

1. MESTRINER, F. Design de embalagem curso bdsico. Makron Books, S&o Paulo, 2002.

2. FELLOWS, P.J. Tecnologia do processamento de alimentos: principios e pratica. 2. Ed.,
Artmed, Porto Alegre, RS, 2006.

3. KOTLER, P. & KELLER, K.L. Administracao de marketing. 14. Ed., Pearson Education
do Brasil, S&o Paulo, SP, 2012.

4. GONTARD, N.; GUILBERT, S. & CUQ, J.L. “Edible wheat gluten films: influence of
the main process variables on film properties using response surface methodology”. J.

Food Sci., vol. 57, 1992, pp. 190-199.

197



5. AZEREDO, H.M.C.; FARIA, JAF. & AZEREDO, A.M.C. “Embalagens ativas para
alimentos”. Ciénc. Tecnol. Aliment., vol. 20, 2000, pp. 337-341.

6. DAY, B.P.F. & POTTER, L. “Active packaging”. In: COLES, R. & KIRWAN, M., Eds.
Food and beverage packaging technology, Wiley-Blackwell, New Delhi-India, 2011,
pp. 251-262.

7. KARAN, L. et al. “Study of surface interactions between peptides, materials and bacteria
setting up antimicrobial surfaces and active food packaging”. J. Mater. Environ. Sci.,
vol. 4, 2013, pp. 798-821.

8. HASHEMI, S.M.B. et al. “Evaluation of a starch-based edible film as carrier of
Adiantum capillus-veneris extract to improve the shelf life of fresh-cut pears”. J. Food
Saf., vol. 36, 2016, pp. 291-298.

9. ESKANDATINIA, A. et al. “Physicochemical, antimicrobial and cytotoxic
characteristics of corn starch film containing propolis for wound dressing”. J. Polym.
Environ., vol. 26, 2018, pp. 3345-3351.

10. OSPINA-MENEZES, S.M. & CARTAGENA-VALENZUELA, J.R. “La atmosfera
modificada: uma alternativa para la conservacion de los alimentos”. Rev. Lasall. Invest.,
vol. 5, 2008, pp. 112-123.

11. MARSHALL, M.R.; KIM, J. & WEI, C.I. Enzymatic browning in fruits, vegetables and
seafoods, 2000.

12. SIMOES, A.N. “Alteracbes quimicas e atividade de enzimas em folhas de couve
inteiras e minimamente processadas”. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal),
Universidade Federal de Vigosa, 2004.

13. OLIVEIRA, T.M. et al. “Active packaging use to inhibit enzymatic browning of
apples”. Semina: Ciénc. Agrar., vol. 29, 2008, pp. 117-128.

14. PINTO, L.K.A. et al. “Influéncia da atmosfera modificada por filmes plasticos sobre a
qualidade do mamao armazenado sob refrigeragdo”. Ciénc. Tecnol. Aliment., vol. 26,
2006, pp. 744-748.

15. GONZALEZ-AGUILAR, G.A.; BUTA, JA. & WANG, C.Y. “Methyl jasmonate and
modified atmosphere packaging (MAP) reduce decay and maintain post-harvest quality
of papaya ‘Sunrise’”. Postharvest. Biol. Tec., vol. 28, 2003, pp. 361-370.

198



16. JACOMINO, A.P. et al. “Evaluation of plastic packages for Guava refrigerated
preservation”. Packag. Technol. Sci., vol. 14, 2001, pp. 11-19.

17. JIANG, Y.; JOYCE, D.C. & MACNISH, A.J. “Extension of the shelf life of banana
fruit by 1-methylcyclopropene in combination with polyethylene”. Postharvest. Biol.
Tec., vol. 16, 1999, pp. 187-193.

18. PORAT, R. et al. “Reduction on postharvest rind disorders in citrus fruit by modified
atmosphere packing”. Postharvest. Biol. Tec., vol. 33, 2004, pp. 35-43.

19. RODOV, V. et al. “Modified-atmosphere packaging improves keeping quality of
Charentais-types melons”. HortScience, vol. 37(6), 2002, pp. 950-953.

20. PESIS, E. et al. “Modified atmosphere and modified humidity packaging alleviates
chilling injury symptoms in mango fruit”. Postharvest. Biol. Tec., vol. 19, 2000, pp. 93-
101.

21. SANTOS, J.S. & OLIVEIRA, M.B.P.P. “Fresh, minimally foods packaged under
modified atmosphere”. Braz. J. Food Technol., vol. 5, 2012, pp. 1-14.

22. PHILIPS, C.A. “Review: Modified atmosphere packaging and its effects on the
microbiological quality and safety of produce”. Int. J. Food Sci. Tec., vol. 31, 1996, pp.
463-479.

23. HINTLIAN, C.B. & HOTCHKISS, J.H. “The safety of modified atmosphere
packaging: a review”. Food Technol., vol. 40, 1986, pp. 70-76.

24. KILLEFER, D.H. “Carbon dioxide preservation of meat and fish”. Ind. Eng. Chem.
Res., vol. 22, 1930, pp. 140-143.

25. OGILVY, W.S. & AYRES, J.C. “Post-mortem changes in meats Il. The effect of
atmospheres containing carbon dioxide in prolonging the storage of cut-up chicken”.
Food Technol., vol. 5, 1951, pp. 97-102.

26. SANDHYA. “Modified atmosphere packaging of fresh produce: current status and
future needs”. LWT — Food Sci. Technol., vol. 43(3), 2010, pp. 381-392.

27. GORNY, J.R. “A summary of CA and MA requirements and recommendations for
fresh-cut (minimally processed) fruit and vegetables”. In: GORNY, J.R., Ed.
Proceedings volume 5: Fresh-cut fruits and vegetables and MAP (7™ annual controlled
atmosphere research conference), Department of Pomology, University of California
Davis, Davis, CA, 1997, pp. 30-66.

199



28. CALEB, J.0.; OPARA, L.U. & WITTHUHN, R.C. “Modified atmosphere packaging
of pomegranate fruit and arils: a review”. Food Bioprocess. Tech., vol. 5, 2012, pp. 15-
30.

29. FARKAS, J. “Physical methods of food preservation”. In: DOYLE, M.B., Ed. Food
microbiology: fundamentals and frontiers, ASM Press, Washington, DC, 2007, pp. 685-
712.

30. ABAD, J. et al. “Study of the effect of the combination of two nonconventional
treatments, gamma irradiation and the application of an edible coating, on the
postharvest quality of tamarillo (Solanum betaceum Cav.) fruits”. Food Control., 2016,
pp. 1-5.

31. FAKHOURI, F.M. et al. “Edible films and coatings based on starch/gelatin: Film
properties and effect of coatings on quality of refrigerated Red Crimson grapes”.
Postharvest. Biol. Tec., vol. 109, 2015, pp. 57-64.

32. FERREIRA, M.S.L. et al. “Edible films and coatings based on biodegradable residues
applied to acerolas (Malpighia punicifolia L.)”. J. Sci. Food Agric., vol. 96, 2016, pp.
1634-1642.

33. ISHAQ, S. et al. “Influences of edible coating on the quality and sensory attributes of
Elaeagnus umbellate berry fruits”. Asian. J. Chem., vol. 28, 2016, pp. 703-706.

34. LICODIEDOFF, S. et al. “Conservation of physalis by edible coating of 200eteroa and
calcium chloride”. Int. Food Res. J., vol. 23, 2016, pp. 1629-1634.

35. SALINAS-ROCA, B. et al. “Combined effect of pulsed light, edible coating and malic
acid dipping to improve fresh-cut mango safety and quality”. Food Control., vol. 66,
2016, pp. 190-197.

36. CARVALHO FILHO, C.D.; HONORIO, S.L. & GIL, J.M. “Qualidade pés-colheita de
cerejas cv. Ambrunés utilizando coberturas comestiveis”. Rev. Bras. Frutic., vol. 28,
2006, pp. 180-184.

37. SILVA, L.R. “Embalagens bioativas para alimentos a base de amido de diferentes
variedades de arroz”. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos),
Universidade Federal da Grande Dourados, 2019.

200



38. FAKHOURI, F.M. et al. “The effect of fatty acids on the physicochemical properties of
edible films composed of gelatin and gluten proteins”. LWT — Food Sci. Technol., vol.
87,2018, pp. 293-300.

39. LE, T. et al. “Influence of various phenolic compounds on properties of gelatin film
prepared from horse mackerel Trachurus 20leteroato scales”. J. Food Sci., vol. 83,
2018, pp. 1888-1895.

40. LI, M. et al. “Controlled release system by active gelatin film incorporated with -
cyclodextrin-thymol inclusion complexes”. Food Bioproc. Technol., vol. 11, 2018, pp.
1695-1702.

41. NILSUWAN, K.; BENJAKUL, S. & PRODPRAN, T. “Properties and antioxidative
activity of fish gelatin-based film incorporated with epigallocatechin gallate”. Food
Hydrocoll., vol. 80, 2018, pp. 212-221.

42. NUNES, J.C. et al. “Influéncia da nanoemulsio de 6leo essencial de limdo em filmes a
base de gelatina”. Quim. Nova., vol. 41, 2018, pp. 1006-1010.

43. ELANGO, J. et al. “Effect of chemical and biological cross-linkers on mechanical and
functional properties of shark catfish skin collagen films”. Food Biosci., vol. 17, 2017,
pp. 42-51.

44. GREFTE, S. et al. “Impaired primary mouse myotube formation on crosslinked type I
collagen films enhanced by laminin and entactin”. Acta Biomater., vol. 30, 2016, pp.
265-276.

45. LI, W. et al. “Preparation and properties of cellulose nanocrystals reinforced collagen
composite films”. J. Biomed. Mater. Res. A, vol. 102A, 2014, pp. 1131-1139.

46. MORENO, S. et al. “Biocompatible collagen films as substrates for flexible
implantable electronics”. Adv. Eletron. Mater., vol. 1, 2015.

47. TANG, M. et al. “Collagen films with stabilized liquid crystalline phases and concerns
on osteoblast behaviors”. Mater. Sci. Eng. C., vol. 58, 2016, pp. 977-985.

48. CONZATTI, G. et al. “Surface functionalization of plasticized chitosan films through
PNIPAM grafting via UV and plasma graft polymerization”. Eur. Polym. J., vol. 105,
2018, pp. 434-441.

201



49, HOMEZ-JARA, A. Et al. “Characterization of chitosan edible films obtained with
various polymer concentrations and drying temperatures”. Int. J. Biol. Macromol., vol.
113, 2018, pp. 1233-1240.

50. LOPEZ-MATA, M.A. et al. “Mechanical, Barrier and Antioxidant Properties of
Chitosan Films Incorporating Cinnamaldehyde”. J. Polym. Environ., vol. 26, 2018, pp.
452-461.

51. SOUZA, V.G.L. et al. “Antioxidant migration studies in chitosan films incorporated
with plant extracts”. J. Renew. Mater., vol. 6, 2018, pp. 548-558.

52. REMEDIO, L.N. et al. “Characterization of active chitosan films as a vehicle of
potassium sorbate or nisin antimicrobial agents”. Food Hydrocoll., vol. 87, 2019, pp.
830-838.

53. ANDRADE, C.S. et al. “Development and characterization of multilayer films based on
polyhydroxyalkanoates and hydrocolloids”. J. Appl. Polym. Sci., vol. 134(6), 2016, p.
44458.

54. ANDRADE, C.S. et al. “Exploiting cheese whey as co-substrate for
polyhydroxyalkanoates synthesis from Burkholderia sacchari and as raw material for
the development of biofilms”. Waste. Biomass. Valori., vol. 9, 2017, pp. 1-8.

55. GALUS, S. & KADZINSKA, J. “Whey protein edible films modified with almond and
walnut oils”. Food Hydrocoll., vol. 52, 2016, pp. 78-86.

56. PICCIRILLI, G.N. et al. “Effect of storage conditions on the physicochemical
characteristics of edible films based on whey protein concentrate and liquid smoke”.
Food Hydrocoll., vol. 87, 2019, pp. 221-228.

57. SILVA, K.S. et al. “Synergistic interactions of locust bean gum with whey proteins:
Effect on physicochemical and microstructural properties of whey protein-based films”.
Food Hydrocoll., vol. 54, 2016, pp. 179-188.

58. GALUS, S. “Functional properties of soy protein isolate edible films as affected by
rapeseed oil concentration”. Food Hydrocoll., vol. 85, 2018, pp. 233-241.

59. GONZALEZ, A. et al. “Preparation and characterization of soy protein films reinforced
with cellulose nanofibers obtained from soybean by-products”. Food Hydrocoll., vol. 89,
2019, pp. 758-764.

202



60. HAN, Y.; YU, M. & WANG, L. “Preparation and characterization of antioxidant soy
protein isolate films incorporating licorice residue extract”. Food Hydrocoll., vol. 75,
2018, pp. 13-21.

61. KANG, H. et al. “Physico-chemical properties improvement of soy protein isolate films
through caffeic acid incorporation and tri-functional aziridine hybridization”. Food
Hydrocoll., vol. 61, 2016, pp. 923-932.

62. MARYAM-ADILAH, Z.A. & NUR-HANANI, Z.A. “Storage stability of soy protein
isolate films incorporated with mango kernel extract at different temperature”. Food
Hydrocoll., vol. 87, 2019, pp. 541-549.

63. FAKHOURI, F.M. et al. “Comparative study of processing methods for starch/gelatin
films”. Carbohyd. Polym., vol. 95, 2013, p. 681.

64. GOMES-LURIA, D.; VERNON-CARTER, E.J. & ALVAREZ-RAMIREZ, J. “Films
from corn, wheat, and rice starch ghost phase fractions display overall superior
performance than whole starch films”. Starch., vol. 69, 2017, pp. 1-11.

65. GUIMARAES, I.C. et al. “Filme comestivel & base de amido e micro/nanofibrilas de
celulose de cenoura prolonga a vida util de cenoura minimamente processada”. Bol. C.
Pesq. Process. Aliment., vol. 34, 2016, pp. 85-110.

66. LUCHESE, C.L. et al. “Impact of the starch source on the physicochemical properties
and biodegradability of different starch-based films”. J. Appl. Polym. Sci., 2018, pp. 1-
11.

67. ACEVEDO-FANI, A. Et al. “Edible films from essential-oil-loaded nanoemulsions:
physicochemical characterization and antimicrobial properties”. Food Hydrocoll., vol.
47, 2015, pp. 168-177.

68. MENDEZ-REYES, D.A.; CERON, J.P.Q. & HERRERA, H.A.V. “Sodium alginate in
the development of edible films”. Rev. Venez. Cienc. Tecnol. Aliment., vol. 5, 2014, pp.
89-113.

69. MOREIRA, D. et al. “Bioactive packaging using antioxidante extracts for the
prevention of microbial food-spoilage”. Food Funct., vol. 7, 2016, pp. 3273-3282.

70. OLIVEIRA FILHO, J.G. et al. “Active food packaging: Alginate films with cottonseed
protein hydrolysates”. Food Hydrocoll., vol. 92, 2019, pp. 267-275.

203



71. SOUKQULIS, C. et al. “Probiotic edible films as a new strategy for developing
functional bakery products: the case of pan bread”. Food Hydrocoll., vol. 39, 2014, pp.
231-242.

72. FREITAS, D.G.C. et al. “Reducing of fat uptake in cassava product during deep-fat
frying”. J. Food Eng., vol. 94, 2009, pp. 390-394.

73. PAGLIONE, 1.S. et al. “Optimization of the conditions for producing soy protein
isolate films”. Emir. J. Food Agr., vol. 31, 2019, pp. 297-303.

74. DA SILVA, D.C. et al. “Physical properties of films based on pectin and babassu
coconut mesocarp”. Int. J. Biol. Macromol., vol. 130, 2019, pp. 419-428.

75. SALAZAR, AS.S. et al. “External factors and nanoparticles effect on water vapor
permeability of pectin-based films”. J. Food Eng., vol. 245, 2019, pp. 73-79.

76. SILVA, 1.S.V. et al. “Edible coatings based on apple pectin, 204eteroato nanocrystals,
and essential oil of lemongrass: Improving the quality and shelf life of strawberry
(Fragaria ananassa)”. J. Renew. Mater., vol. 7, 2019, pp. 73-87.

77. SUCHETA, N. et al. “Evaluation of structural integrity and functionality of commercial
pectin based edible films incorporated with corn flour, beetroot, orange peel, muesli and
rice flour”. Food Hydrocoll., vol. 91, 2019, pp. 127-135.

78. MATITYAHU, |I. et al. “Differential effects of regular and controlled atmosphere
storage on the quality of three cultivars of pomegranate (Punica granatum L.)”.
Postharvest. Biol. Tec., vol. 115, 2016, pp. 132-141.

79. PEGORARO, C. et al. “Atmosfera controlada associada ao 1-metilciclopropeno na
preservagdo da qualidade de kiwi ‘tewi’”. Braz. J. Food Technol., vol. 19, 2016, p.
e2014078.

80. ALLI, S. et al. “Postharvest application of antibrowning chemicals modulates oxidative
stress and delays pericarp browning of controlled atmosphere stored litchi fruit”. J. Food
Biochem., vol. 43, 2019, p. e12746.

81. GUERRA, L.M.V.H.S. “Efeitos da embalagem em ar, sob viacuo e em atmosfera
modificada sobre a qualidade de filetes de peixe-porco Balistes capriscus”. Dissertacdo

(Mestrado em Tecnologia de Alimentos), Universidade do Algarve, 2013.

204



82. MERGEN, 1.Z. “Estudo da perda de vacuo em embalagens plasticas multicamadas para
produtos carneos curados cozidos”. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica),
Universidade Federal de Santa Catarina, 2004.

83. IGLESIAS, E.G.; CABEZAS, L.G. & NUEV, J.L.F. “Tecnologias de Envasado en
Atmosfera Protectora”. In: Informe de Vigilancia Tecnologica, Direccion General de
Universidades e Investigacion, 2006, Madri.

84. JEYASEKARAN, G. et al. “Bacterial Quality of Vacuum Packed Tuna (Euthynnus
affinis) Chunks Stored under Abused Refrigerated Temperatures”. Asian. Fish. Sci., vol.
17, 2004, pp. 217 -227.

85. MACIEL, V.B.V.; FRANCO, T.T. & YOSHIDA, C.M.P. “Sistemas inteligentes de
embalagens utilizando filmes de quitosana como indicador colorimétrico de
temperatura”. Polimeros., vol. 22, 2012, pp. 318-324.

86. HAN, J.H.; HO, C.H.L. & RODRIGUES, E.T. “Intelligent packaging”. In: HAN, J. H.,
Ed. Innovations in food packaging, Elsevier Science & Technology Books, Baltimore,
2005, pp. 138-155.

87. YAM, K.L.; TAKHISTOV, P.T. & MILTZ, J. “Intelligent Packaging: Concepts and
Applications”. J. Food Sci., vol. 70, 2005, pp. R1-R10.

88. ITAL. Instituto de Tecnologia de Alimentos: “Brazil Pack Trends 2020, 2012.

89. EUROPEAN BIOPOLYMER SUMMIT, Especial Reciclaje, boletim 214, 2019.

205


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=FRANCO,+TELMA+T.
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=YOSHIDA,+CRISTIANA+M.+P.

Capitulo 9

Uso de bioadsorventes polimericos para remocéo de metais de efluentes
aquosos

Raissa Antonelli, Emanuelle D. Freitas, Meuris G. C. Silva & Melissa G. A. Vieira

Departamento de Desenvolvimento de Processos e Produtos
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

9.1 Introducao

A liberacdo excessiva de metais toxicos nas aguas residuarias representa uma séria
ameaga ao ecossistema. Esses metais podem ser facilmente absorvidos pelos organismos
vivos, contaminando a flora e a fauna aquatica (AZOUAOU et al., 2010; BARAKAT,
2010; DA SILVA et al., 2016). Concentracdes elevadas de metais podem acumular no
corpo humano, uma vez que esses contaminantes entram na cadeia alimentar, podendo
ocasionar distarbios a salde quando ingeridos em concentracdo acima da permitida
(BABEL & KURNIAWAN, 2003). Dependendo do nivel de contaminagdo, os metais
toxicos podem causar efeito deletério, cancer, danos ao cérebro, aos rins, aos 0ssos, dentre
outros (MOHAN et al., 2006; NITA et al., 2007; DA SILVA et al., 2016). Por esse motivo,
€ necessario remover esses metais das aguas residuarias antes de serem langadas no meio
ambiente.

Efluentes contendo, além dos metais toxicos, metais nobres e terras-raras s&o
lancados em grandes volumes por inddstrias de varios setores, como petroquimica,
mineracdo (MOORE et al., 2008), galvanoplastia, processamento de minerais e metais
(ZAW et al., 2007), fabricacdo de eletronicos e reciclagem de lixo eletronico (CUI &
ZHANG, 2008). A recuperagdo desses ions metalicos a partir de fontes secundarias, como
aguas residuérias industriais, € interessante devido ao alto valor econémico e a grande
demanda industrial, resultando diretamente em beneficios ambientais e econémicos (DAS,
2010; CAYUMIL et al., 2016; SANTOS et al., 2018). Portanto, é importante buscar
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tecnologias de tratamento que permitam a remocdo de metais toxicos e, também, a
recuperacdo eficiente de metais nobres e terras-raras.

Os métodos convencionais utilizados no tratamento de &guas residuarias sédo, em
geral, ineficazes na remocdo/recuperacdo de metais em baixas concentracbes. Em
contrapartida, a adsor¢do é considerada uma tecnologia alternativa promissora, devido a
elevada recuperacdo de metais nessas condi¢Oes, simplicidade do processo e alta eficiéncia.
O custo referente ao processo de adsorcdo depende principalmente do adsorvente utilizado
e de sua capacidade de regeneracdo, sendo que os adsorventes a base de biomateriais
(bioadsorventes) tém recebido atencdo crescente em virtude de sua biodegradabilidade,
abundancia e baixo custo (AZOUAOQOU et al., 2010; LI et al., 2018). Neste capitulo serdo
abordadas informac@es relacionadas ao emprego de bioadsorventes, em especial material
produzido como as blendas poliméricas de sericina e alginato, visando a

remocao/recuperacao de metais toxicos, nobres e terras-raras de efluentes aquosos.

9.2 Tratamento de efluentes contendo metais

Os métodos convencionais utilizados na remocéao e recuperacdo de ions metalicos
em &guas residudrias incluem, por exemplo, precipitacdo quimica, filtracdo por membrana,
troca ibnica, coagulacdo/floculacgdo, eletrodialise e extracdo por solvente.

O processo de precipitacdo quimica é uma operagdo unitaria que visa a remocao de
ions metalicos pela adi¢do de agentes quimicos. Os agentes precipitantes mais utilizados
séo hidroxido de sodio e Oxido de calcio para tratamento de efluentes (PETERS & SHEM,
1993). No entanto, esse processo ndo é efetivo para baixas concentra¢cGes de metais (1-100
mg/L), requer grande quantidade de produtos quimicos para reduzir os metais a um nivel
aceitavel para descarga, gera grandes quantidades de residuos solidos dificeis de tratar e,
além disso, requer etapa subsequente de separacdo do sélido-liquido, elevando os custos do
processo (BARAKAT, 2010).

No processo de filtragdo por membrana, uma presséo € aplicada para separar a agua
purificada do meio contaminado pela retencdo dos poluentes em uma membrana
semipermeavel. Dependendo do tamanho da particula do contaminante, alguns tipos de

filtracdo por membrana podem ser empregados na remoc¢édo de metais de efluentes aquosos,

207



como ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa. As principais limitagdes do processo
de filtracdo por membrana devem-se ao surgimento de incrustacGes capazes de provocar
queda no fluxo ou proporcionar a passagem dos contaminantes pela membrana, a0 manejo
do concentrado e aos elevados custos de investimentos (FU & WANG, 2011; BENJAMIN
& LAWLER, 2013).

A troca idnica consiste na troca de cations ou anions entre eletrolitos ou entre um
eletrolito e um complexo organico, com a finalidade de recuperar quantidades pequenas de
ions metalicos em efluentes. Esse método ndo é adequado para recuperar grandes volumes
de solucdo e nem solucBGes metalicas concentradas. Além disso, ndo é um processo seletivo
e possui alta sensibilidade ao pH do meio (MARINSKY & MARCUS, 1997; BARAKAT,
2010; HUBICKI & KOLODYNSKA, 2012).

O processo de coagulacdo ocorre quando um coagulante é adicionado ao efluente
para promover a aglomeracdo das particulas pela eliminacdo da repulsdo eletrostatica. A
floculagdo, por sua vez, incentiva a formagdo e o crescimento dos flocos, por meio de
mistura lenta e suave, até um tamanho que propicie sua deposicdo (BENJAMIN &
LAWLER, 2013; LAKHERWAL, 2014). Uma das principais dificuldades desse processo é
a geracao de lodo inorganico de dificil manuseio devido ao seu volume e elevado teor de
umidade.

A eletrodialise € um processo no qual os ions metélicos sao transportados através de
uma membrana semipermeavel, utilizando um potencial elétrico como forca motriz
(COSTA et al., 2002; FU & WANG, 2011). No entanto, este tratamento necessita da
utilizacdo de eletricidade gerando alto custo.

O processo de extragdo por solvente consiste na adicdo de um solvente capaz de
extrair de forma seletiva as espécies de interesse. Apesar de 0 método apresentar baixo
consumo de energia, possibilidade de emprego em sistema dindmico e regeneracéo total do
solvente, a extracdo por solvente gera produtos intermediarios, sendo necessaria uma etapa
subsequente de separacdo, além de apresentar elevados custos operacionais e de
equipamentos (MARINSKY & MARCUS, 1997; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2019).

Esses métodos convencionais podem ser utilizados no tratamento de efluentes
contendo ions metélicos, no entanto, em sua maioria sdo ineficazes, economicamente pouco

atrativos e podem demandar uma alta concentracdo de contaminantes. O processo de
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adsorcdo, por sua vez, é bastante atrativo devido a sua simplicidade de operacdo, facil
recuperacdo e alta eficiéncia em solugdes diluidas (POLLARD et al., 1992; AZOUAOQOU et
al., 2010; PYRZYNSKA, 2019). A adsorcdo tem sido utilizada tanto para remo¢édo como
para recuperacdo de ions metalicos presentes em baixa concentracdo em solucdo. No caso
de metais toxicos, o objetivo é a remocao do composto do efluente e, para os metais nobres
e terras-raras, tem-se como meta a sua recuperacgédo considerando a vantagem dos elevados
precos de mercado.

O material adsorvente mais comumente utilizado no processo de adsorcdo para
remocao/recuperacdo de diversos contaminantes é o carvdo ativado, contudo, este € um
material de alto custo e dificil regeneracdo, podendo inviabilizar o processo de adsor¢édo
(DERBYSHIRE et al., 2001; DE ANDRADE et al., 2018). Assim, existe uma demanda
crescente na busca por adsorventes alternativos que sejam de baixo custo e abundantes,
principalmente se os adsorventes forem subprodutos ou residuos de processos industriais
(POLLARD et al.,, 1992; AZOUAOQOU et al., 2010). Um adsorvente ideal para essa
finalidade deve ter elevada &rea superficial, alta capacidade de adsorcdo, estabilidade

mecanica e ser facilmente regenerado.

9.3 Bioadsorventes

O termo bioadsorvente corresponde a um material biol6gico, como algas, vegetais,
residuos, microrganismos, dentre outros, com propriedades adsortivas de substancias
organicas ou inorganicas. O biomaterial interage com os ions metalicos devido a sitios
ativos (grupos carboxila, amino, sulfato, hidroxila, entre outros) presentes na estrutura dos
bioadsorventes (KRATOCHVIL & VOLESKY, 1998; PALMIERI; VOLESKY &
GARCIA, 2002; DA COSTA et al., 2019). Esses materiais sdo considerados promissores
para substituicdo dos adsorventes convencionais utilizados nas industrias, pois sdo de baixo
custo, abundantes e, em alguns casos, podem ser residuos industriais (ALMEIDA NETO;
VIEIRA & SILVA, 2014; DA SILVA et al., 2016).

A Tabela 1 apresenta os biomateriais mais utilizados nos processos de remogao ou
recuperacdo de ions metalicos (APIRATIKUL & PAVASANT, 2008; WANG & CHEN,
2009; FU & WANG, 2011; DE FREITAS et al., 2019).
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Tabela 1: Biomateriais tipicos mais comumente encontrados na literatura.

Biomassa Bioadsorvente

Microbiana Bactérias
Fungos

Leveduras

Alga Algas marrons
Algas vermelhas
Algas verdes

Macrofitas

Inativa Cascas
Serragem
Lignina
Alginato
Quitosana
Residuos industriais

Residuos agricolas

O processo de biossor¢do em biomassa viva envolve adsorcdo a parede celular e a
entrada no citoplasma. Os grupos ligantes, como por exemplo fosforil, carbonil, hidroxil,
carboxil e sulfidril, presentes na parede celular da biomassa imobilizam e captam o ion
metalico. Os fatores que afetam a captacdo desses ions incluem a natureza dos metais, a
composicdo da parede celular e do meio em que estdo inseridos (KRATOCHVIL &
VOLESKY, 1998; SHAMIM, 2018).

As bactérias constituem o0s microrganismos mais abundantes e com maior
diversidade no mundo. Em geral, a parede celular presente na morfologia das bactérias é
responsavel pela ligagdo com diferentes ions metélicos, devido aos grupos funcionais,
como amina, sulfato, hidroxila, fosfato, carboxila, entre outros, presentes em sua superficie.
Os fungos também apresentam parede celular que oferece boas propriedades de ligagdo
com metais (KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1997; WANG & CHEN, 2009). A captacéao
de metais por fungos € efetuada por dois processos, (i) bioacumulacéo (captacéo ativa), que

ocorre apenas em células vivas e depende do metabolismo celular; e (ii) biossorcéo
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(captacdo passiva), ligacdo de ions metélicos na superficie da parede celular e que ndo
depende do metabolismo celular (VOLESKY & HOLAN, 1995; VOLESKY, 2007;
SHAMIM, 2018).

As algas marinhas sdo seres autotroficos e podem crescer sendo fonte de grande
biomassa, mesmo com poucos nutrientes disponiveis. Elas sdo consideradas bons materiais
bioadsorventes por sua abundéncia e alta capacidade de sor¢do. Os mecanismos de
captacdo de metais pelas algas podem envolver (i) troca ibnica, na qual ions presentes na
alga (Ca?*, Na*, Mg**, K*) sdo deslocados por fons metélicos e (ii) complexacio entre 0s
grupos funcionais presentes na superficie das algas (grupos hidroxila, carboxila, amina,
fosfato, sulfidrila, sulfato, imidazol) e os ions metélicos (WANG & CHEN, 2009; ABBAS
etal., 2014; SHAMIM, 2018).

A biomassa inativa também pode adsorver ions metalicos por meio de mecanismos
fisico-quimicos, podendo ocorrer por meio de um mecanismo ou de uma combinacdo de
diferentes mecanismos, como complexacdo, coordenagdo, troca i0nica, quelagéo,
microprecipitacdo, interacdo eletrostatica, dentre outros. Os residuos agricolas e das
indUstrias de alimentos, na sua maioria biomassa inativa, sdo utilizados como materiais
bioadsorventes. Esses residuos apresentam material celuldsico com grupos funcionais
fendlicos e/ou carboxilicos, 0s quais sdo responsaveis pela ligacdo com os ions metalicos, o
que favorece a remocao do metal presente no efluente contaminado (WANG & CHEN,
2009; SHAMIM, 2018).

9.3.1 Bioadsorventes polimericos

Os bioadsorventes mais empregados para remogdo de ions metalicos sdo aqueles
pertencentes a classe dos polissacarideos, como alginato de sodio e quitosana, 0s compostos
polifendlicos, como taninos e catequinas, além de diferentes proteinas. A vantagem desses
materiais € que, mesmo apresentando baixa capacidade de adsor¢do, podem ser submetidos
a tratamentos quimicos para melhorar sua propriedade adsortiva, obtendo-se assim
biopolimeros modificados, compdsitos poliméricos hibridos ou ainda blendas poliméricas.

Os biopolimeros sao considerados materiais efetivos e de baixo custo para remocao de ions
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metélicos no processo de tratamento de efluentes (VOLESKY & HOLAN, 1995; INOUE et
al., 2017; REDDY & RAO, 2016).

O mecanismo de bioadsor¢do envolvendo polimeros como bioadsorventes € fungédo
da presenca de grupos funcionais ativos, como carboxilas, hidroxilas e aminas, por meio
dos quais os ions metalicos se ligam de forma passiva, favorecendo o processo de remogéo
desses metais. Sendo assim, o desempenho de um bioadsorvente é diretamente influenciado
por sua composicido (CONCORDIO-REIS & FREITAS, 2019). Na Tabela 2 séo
apresentados alguns biopolimeros utilizados como adsorventes e seus respectivos grupos

funcionais ativos, disponiveis para adsorcao de ions metalicos (MUTHU et al., 2017).

Tabela 2: Lista de biopolimeros utilizados para bioadsorcéo de metais e respectivos grupos

funcionais.

Biopolimero Grupo Funcional
Acido Hialurdnico OH
Alginato OH, COO-
Celulose OH
Dextrano OH
Goma gelana OH
Goma xantana OH
Pululano OH
Quitosana OH, COO-
Succinoglicano OH

Nos ultimos anos, tem-se destacado o uso de hidrogeis como adsorventes, 0s quais
sdo caracterizados como estruturas tridimensionais porosas, compostas por polimeros
naturais ou sintéticos, reticulados quimica ou fisicamente. Apresentam grupos funcionais
hidrofilicos que facilitam a adsorcdo de ions metalicos e corantes. Comparados aos
polimeros usados como adsorventes, os hidrogéis podem apresentar melhores propriedades
mecanicas e resisténcia a agitacbes mais vigorosas, 0 que pode favorecer sua regeneracao e

reutilizacdo. Além disso, os hidrogeéis podem ser funcionalizados para atender a condic¢Ges
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especificas de compostos a serem adsorvidos (JANG et al., 2008; CHOUDHARY et al.,
2018; SHALLA et al., 2019).

Os hidrogéis podem ser classificados baseados em diferentes aspectos. Quanto a
estrutura fisica, como microesferas, particulas, matrizes ou filmes. Quanto a natureza da
reticulacdo, como géis quimicos ou fisicos, sendo que os hidrogéis quimicos sdo
permanentes e formados por redes de reticulacdo covalentes, enquanto os hidrogéis fisicos
sdo formados por interacGes reversiveis de forcas secundarias, como ligacdes iodnicas,
ligacGes de hidrogénio e interacGes hidrofébicas. Quanto a composicdo polimérica, sdo
divididos em homopoliméricos, formados por uma U(nica espécie de mondmero;
multipoliméricos, compostos por duas cadeias polimericas diferentes reticuladas; ou
copoliméricos, envolvendo dois ou mais tipos de monémeros, sendo pelo menos um deles
hidrofilico, arranjados de forma aleatdéria, em blocos ou alternados (AHMED, 2015;
REDDY & RAO, 2016).

As estruturas multipoliméricas podem ser obtidas em blocos, enxertos, em blendas
ou em reticulados poliméricos interpenetrantes (IPN) (SPERLING, 1981), sendo os IPN
definidos como blendas na forma de redes tridimensionais. A vantagem do uso de blendas
poliméricas estd na possibilidade de obter biomateriais com propriedades melhoradas ou
que apresentem melhor processabilidade (UTRACKI et al., 2014). Assim, € comum 0 uso
de blendas obtidas a partir de biopolimeros para adsorcdo de ions metéalicos.
Ramasubramaniam et al. (2014), por exemplo, utilizaram blenda de quitosana e amido para
remocao de ions Cd(Il), enquanto Hema et al. (2011) avaliaram a adsorcdo de ions cobre
(I1) e niquel (I1) em blenda de quitina/alcool polivinilico. Recentemente, uma blenda
composta por sericina e alginato tem sido investigada como bioadsorvente na remogéo de
ions metélicos (LIMA et al., 2015; DA SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2017; SANTOS
et al., 2018; COSTA et al., 2019). Este ultimo sera detalhado e alguns resultados do

potencial de aplicacéo serdo apresentados neste capitulo.

9.4 Blenda de sericina e alginato

A sericina é uma proteina globular macromolecular encontrada nos casulos do
bicho-da-seda e, normalmente, descartada no processo de fiacdo da seda. Suas propriedades
de resisténcia a oxidagdo, antibactericida, resisténcia a UV e facilidade de absorcéo e
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liberacdo de umidade tém atraido a atencdo de pesquisadores sobre essa proteina. Além
disso, sua vantagem € que apresenta estrutura que permite a formacdo de blendas,
copolimeros ou reticulados com outras substancias, especialmente pela presenca de fortes
grupos polares laterais (MONDAL et al., 2007).

Estudos j& demonstraram o potencial da sericina pura para adsorcdo seletiva de
corantes (CHEN et al.,, 2012) e metais preciosos (CHEN et al., 2011). Os autores
recomendaram que 0 uso da sericina em blendas ou compdsitos com outros polimeros
poderia melhorar sua area especifica e porosidade, aprimorando sua capacidade de adsorcéo
de metais e sua seletividade. Dentre as diferentes substancias empregadas em blendas com
a sericina, visando a melhoria do processo de adsor¢cdo, podem-se citar os biomateriais
quitosana (DU et al., 2017), lignina (KWAK et al., 2016) e alginato (DA SILVA et al.,
2016), com destaque para este ultimo, que obteve um novo material com elevada afinidade
por uma variedade de ions metéalicos.

O alginato é um polissacarideo encontrado na parede celular de algas marrons que
vem sendo bastante empregado em aplicagdes como matriz para imobilizacdo celular,
incorporacdo de farmacos e na area alimenticia. A vantagem de seu uso se deve as
propriedades de biocompatibilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade além de
apresentar capacidade de gelificacdo na presenca de fons divalentes, como o Ca®*, que atua
como agente reticulante entre os grupos funcionais das cadeias de alginato (YANG et al.,
2011).

Recentemente, Da Silva et al. (2016) propuseram um método simples e
ambientalmente favoravel para producdo de particulas adsorventes a partir da blenda
produzida por sericina e alginato. Os autores realizaram a extragdo da sericina a partir de
casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori), utilizando técnica de alta pressdo e alta
temperatura (do inglés, HTHP — High Temperature High Pressure). A producdo das
particulas adsorventes se baseou na capacidade de gelificacdo ibnica da blenda e foi
realizada pelo gotejamento em solucdo de CaCl, (3%). Essas particulas apresentaram bons

resultados para adsorcao de ions metalicos toxicos, nobres e terras-raras.
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9.4.1 Aplicacao da blenda de sericina e alginato para remocéo de metais

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com a utilizagéo de blenda produzida
por sericina e alginato e blenda modificada por agentes reticulantes para remogdo ou
recuperacdo de metais toxicos (LIMA et al., 2015; DA SILVA et al., 2016), nobres
(SILVA et al., 2017; SANTOS et al., 2018) e terras-raras (COSTA et al., 2019), os quais

tém apresentado resultados bastante promissores.
9.4.1.1 Metais toxicos

Os metais tdxicos abrangem um grupo de metais e metaloides com densidade maior
que 4.000 kg/m3. Apresentam natureza tdxica, podendo causar sérios problemas a salde
humana e de animais, mesmo em baixas concentragdes. Além disso, sdo bioacumuladores e
ndo biodegradaveis, o que torna importante sua remocdo, especialmente de efluentes
aquosos. As principais fontes geradoras de efluentes contaminados sdo provenientes dos
processos industriais, do uso de fertilizantes, dos lodos de esgoto de estacOes de tratamento
e do intemperismo de minerais do solo (GUPTA; KHAN & SANTRA, 2010; VARDHAN
etal., 2019).

A adsorcdo de metais toxicos, como cadmio (11), cromo (l11), cobre (I1), zinco (11),
chumbo (11) e niquel (I1) foi avaliada nos trabalhos citados. Lima et al. (2015) avaliaram a
afinidade desses ions pela blenda de sericina e alginato e Silva et al. (2017) investigaram
essa afinidade desta blenda reticulada covalentemente pelo éter diglicidico de poli(etileno
glicol) — PEG. Os resultados de porcentagem de remocdo para esses estudos séo

apresentados na Figura 1, para cada um desses ions metalicos.

De acordo com Lima et al. (2015), em relacdo aos resultados obtidos para as
blendas de sericina/alginato, a ordem de afinidade (Cd(1) > Cr(I1l) > Ni(ll) > Zn(ll) >
Cu(Il) > Pb(I1)) pode ser, em parte, explicada pela teoria de acidos e bases moles e duros. A
blenda possui grupos amino e carboxilicos, considerados bases duras e, por isso, atrai
fortemente o ion Cr(l1l), considerado um &cido duro. Os ions Ni(ll), Zn(1l), Cu(ll) e Pb(II)
sdo considerados acidos intermediarios, o que explica suas menores remocdes. Em relacéo

a elevada afinidade pelo Cd(Il), um &cido mole, pode-se justificar a ordem de afinidade
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pela elevada eletronegatividade e grande raio i6nico, que favorecem a maior capacidade
adsortiva.

Particulas de Sericina/Alginato®
100 - B Particulas de Sericina/Alginato/PEG”

Porcentagem de Remocao (%)

ey

cu(ll) Zn(ll) cd(ll Pb(I) Ni(I1) cr(lil
lons metalicos

Figura 1: Remogéo obtida para os metais Cd(l1), Cr(I11), Cu(ll), Zn(I1), Pb(I1) e Ni(ll),
utilizando particulas de sericina/alginato e particulas de sericina/alginato/PEG.
Fonte:* Lima et al. (2015); ® Silva et al. (2017).

Para as blendas de sericina/alginato/PEG, a ordem de afinidade foi alterada (Pb(Il) >
Cu(I) > Cr(I11) > Cd(Il) > Ni(ll) > Zn(11)), possivelmente pelas propriedades desses ions
metalicos. O Pb(ll) e o Cu(ll) possuem elevada eletronegatividade (2,33 e 1,90,
respectivamente), o que indica que apresentam maior atracdo pelos elétrons em uma
ligacdo, favorecendo a adsorcdo. O Ni(ll) e o Zn(ll) apresentaram os resultados menos
satisfatdrios, o que pode ser explicado pelas menores constantes de hidrélise (10°° e 107,
respectivamente), o que indica que esses cations sdo mais estaveis em solugdo, acarretando
em sua menor adsorcdo (KINRAIDE & YERMIYAHU, 2007).

9.4.1.2 Metais nobres

Os metais nobres, como ouro (IlI), paladio (l1l), prata (I) e platina (IV) sdo

conhecidos pelo seu elevado valor econémico e por serem amplamente utilizados como
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catalisadores nas inddstrias em virtude de suas propriedades fisicas e quimicas (RAMESH
et al., 2008; WON et al., 2010). No entanto, esses metais apresentam disponibilidade
limitada e sua extracdo pode gerar impactos ambientais (AYRES, 1997; CAYUMIL et al.,
2016). Assim, a recuperacdo de metais nobres das aguas residudrias € atraente tanto pelo
aspecto ambiental como do ponto de vista econdmico.

As afinidades adsortivas dos metais nobres, no caso, ouro (I11), paladio (1), platina
(IV) e prata (1) pela blenda de sericina e alginato foram investigadas por Silva et al. (2017),
enguanto a avaliacao dessa afinidade pelas blendas modificadas com diferentes reticulantes
foi realizada com proantocianidina — PA (SANTOS et al., 2018), alcool polivinilico — PVA
(SANTOS et al., 2018) ou éter diglicidico de poli(etileno glicol) — PEG (SILVA et al.,
2017). Os resultados comparativos da remocéo desses ions metalicos sdo apresentados na
Figura 2.

A Figura 2 mostra que a ordem de afinidade metalica obtida foi Au(lll) > Pd(Il) >
Pt(IV) > Ag(l). A adigdo de PA ou PVA a blenda de sericina/alginato ndo comprometeu a
capacidade de adsorcdo nos casos do Au(lll), Pd(Il) e Pt(IV). Todavia, foi observada uma
reducdo de aproximadamente 50% na porcentagem de remocdo de Ag(l) nas blendas
reticuladas com PA e PVA.

L Il Particulas de Sericina/Alginato®

articulas de Sericina/AIginato/PAb
Particulas de Sericina/Alginato/PVA®
[ Particulas de Sericina/Alginato/PEG®

80 +

60 —

40 -

Porcentagem de remogao (%)

20

Au(lll) Pd(ll) PH(IV) Ag(l)
jons metalicos

Figura 2: Remocéo dos metais Au(l1l), Pd(1l), Pt(IV) e Ag(l) pelas particulas de

sericina/alginato, sericina/alginato/PA, sericina/alginato/PVA e sericina/alginato/PEG.
Fonte:® Silva et al. (2017); "Santos et al. (2018).
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De acordo com Santos et al. (2018), as cargas positivas dos grupos funcionais
presentes nas blendas com PA e PVA atraem as cargas negativas dos ions metalicos
Au(lln, Pd(I) e Pt(IV) e repelem a carga positiva do ion Ag(l) pelo mecanismo
eletrostatico, o que explica a diferenca nas porcentagens de remocéo da prata pelas blendas
reticuladas com PA e PVA. Santos et al. (2018) relataram ainda que a classificagédo de
Pearson (1968) de ions rigidos, moles e limitrofes ndo é apropriada no caso das blendas
com PA e PVA, devendo ser levada em consideracdo a afinidade dos ions metalicos. De
acordo com Silva et al. (2017), as blendas reticuladas com PEG promovem alteracdes na
estrutura das particulas que parecem favorecer a adsorc¢éo dos ions metalicos Pt(I1V) e Ag(l)
em relacdo as demais blendas, o que pode estar relacionado ao comportamento anfipatico
do PEG.

9.4.1.3 Metais terras-raras

Os metais terras-raras englobam um grupo de 17 elementos quimicos, incluindo a
série dos lantanideos, desde o lantanio até o lutécio, além do escandio e do itrio, os quais
apresentam propriedades quimicas e fisicas bastante similares e incomuns, sendo de
elevado interesse para aplicagdes nos setores de tecnologia, de energia, industrial, de defesa
e militar. Os metais terras-raras sao encontrados em mais de 200 tipos de minerais da crosta
terrestre, porém, devido as suas similaridades, muitas vezes se encontram intercalados e
dificeis de serem separados. Sendo assim, aplicar o processo de adsorcdo para remover e
recuperar esses metais, a partir de efluentes aquosos, se torna uma opg¢do economicamente
viavel (DA COSTA, 2019; VAN GOSEN et al., 2017).

Costa et al. (2019) avaliaram a afinidade de diversos metais terras-raras (Lantanio —
La(l11), Cério — Ce(I11), Neodimio — Nd(l11), Disprésio — Dy(lll), Itérbio — Yb(llI) e Itrio —
Y(I11)) sobre particulas produzidas a partir da blenda de sericina e alginato, reticuladas
quimicamente pelo PEG ou pela proantocianidina (PA). Para solugbes com concentracdo
inicial de 1,0 mmol/L, os autores verificaram elevadas porcentagens de remocéao (> 98%),
independentemente do metal e da particula empregada. Para solugdes com concentragao
inicial de 3,0 mmol/L, observaram-se redugdes na remocdo, especialmente para as

particulas com PA, conforme a Figura 3.
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A elevada afinidade dos ions de metais terras-raras pode também ser explicada pela
teoria de acidos e bases moles e duros. Esses ions sdo considerados &cidos duros e,
portanto, apresentam elevada afinidade pelos grupos amino e carboxila da blenda,
considerados bases duras. A reducdo da porcentagem de remocdo para as particulas com
PA, conforme resultado apresentado na Figura 3, ndo é tdo significativa, se comparada as
remocdes obtidas para metais toxicos (Figura 1). Considerando-se a elevada concentracdo

inicial de metais, pode-se inferir que foi atingida a saturacéo das particulas.

-~ Particulas de sericina/alginato/PEG
[ Particulas de sericina/alginato/PA

100 +

~

Porcentagem de Remocao

La(lll) Ce(lll) Nd(I1) Dy(I1) Yb(lll) Y1)
lons Metalicos

Figura 3: Remocéo dos metais terras-raras La(lll), Ce(l11), Nd(111), Dy(I11), Yb(I1I) e Y(II)

por adsorcdo em particulas de sericina/alginato reticuladas com PEG ou PA.
Fonte: Costa et al. (2019).

9.5 Consideracdes finais

A utilizacdo de bioadsorventes alternativos oriundos de residuos industriais e
agricolas para tratamento de efluentes contendo ions metalicos tdxicos, nobres e terras-
raras, a partir do reaproveitamento desses residuos gerados como produtos de interesse

comercial, tem se mostrado atrativa para a area ambiental e econdémica. A blenda produzida
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por sericina, uma proteina encontrada nos casulos do bicho-da-seda, e o alginato, um
polissacarideo encontrado na parede celular de algas marrons, vem apresentando resultados
promissores para remocao/recuperacdo de metais toxicos, nobres e terras-raras. O emprego
desses biopolimeros tem apresentado alta capacidade de remocdo e seletividade a varios
tipos de metais. Em especial, eles apresentam boa eficiéncia em efluentes com baixas
concentragbes, condicdo em que os tratamentos convencionais sdo técnica ou

economicamente inviaveis.
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Capitulo 10
Biodegradacéo de plasticos
Lucia Helena Innocentini Mei

Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP

10.1 Introducéo

O desejo de diminuir a quantidade cada vez maior de lixo plastico no planeta
incentivou pesquisadores a procurarem por novos materiais que desempenhassem as
mesmas fungdes que os plasticos convencionais, mas que pudessem ser decompostos no
ambiente sem deixar residuos deletérios. Desse modo, os plésticos biodegradaveis surgiram
e tém sido motivo de muitas pesquisas que procuram garantir as mesmas propriedades e as
mesmas funcbes que os tradicionais. Entretanto, nem sempre é possivel substituir
simplesmente um material por outro em determinadas situacdes, o que sem divida garante
sua coexisténcia. Assim, Poliolefinas continuardo no mercado como um dos plasticos mais
utilizados em commaodities, porém a falta de conhecimento popular vem tornando esses e
outros pléasticos os vildes dos dias atuais em relacdo ao acimulo de lixo plastico no mundo.
De fato, esse passivo tem sido acumulado em quantidades enormes no ambiente, por conta
da falta de consciéncia ambiental dos cidaddos que vivem principalmente nas grandes
metropoles. Plasticos sdo descartados em qualquer lugar, principalmente os que servem
como recipientes de alimentos, bebidas e embalagens, apesar do apelo das cooperativas de
reciclagem. A importéncia da grande utilidade dos plasticos em varias areas de sua atuaco,
como na salde, no transporte, na agricultura, na area de utilidades domésticas, brinquedos,
embalagens, etc., tem sido ameacada pelo constante atagque dos ambientalistas que, com
toda razdo e propriedade, mostram na midia o descaso de autoridades que ndo fazem valer
regras mais eficientes de coleta e destinacdo de lixo plastico e de usuarios sem a minima
nogdo do mal que estdo causando ao planeta com o descarte desenfreado desse material. A

pergunta que se faz, entdo, é: Existe uma solucdo para isso, sem deixar de utilizar material

227



plastico? E possivel convivermos com tais materiais se uma politica severa na area da
educacdo for implantada de modo a garantir o conhecimento necessario as novas geragdes
sobre 0 bom uso e o descarte correto dos materiais que utilizamos. Por outro lado, a ciéncia
avanca no sentido de criar alternativas sustentaveis que possam também contribuir para
minimizar a situacdo. Nesse sentido, os plasticos biobased e/ou biodegradaveis, ja
apresentados no Capitulo 1, surgiram e estdo sendo paulatinamente incorporados no nosso
dia a dia, principalmente nos paises desenvolvidos. Mas os plasticos biodegradaveis, que
recebem essa denominacdo por serem degradados no ambiente por microrganismos,
também devem ser descartados em ambiente adequado, pois de outro modo também podem
causar danos ambientais.

Neste ponto introduzimos o conceito de Bioplasticos, cujo termo descreve duas classes de
materiais. Ou seja, 0s biobased ja vistos no Capitulo 1, e o0s plasticos
biodegradaveis/compostaveis que sdo projetados para ter um prazo de existéncia. Destaca-
se que, infelizmente, existem muita desinformacéo e propagandas enganosas no mercado.
Por isso, serdo abordados neste capitulo os plasticos biodegradaveis e 0s processos e
mecanismos de biodegradacdo que levam tais plasticos a total mineralizacdo, com formacao

de biomassa que pode ser reaproveitada pelo homem.

10.2 Pléasticos biodegradaveis

Pesquisas apontam que a produ¢cdo mundial de plasticos de consumo no mundo
ultrapassa os 250 milhdes de toneladas por ano, destacando-se as poliolefinas (World
Plastic Production 2015). Sua duragdo bastante prolongada, chegando a séculos em alguns
casos, faz parte da concepcdo inicial desses materiais para as utilizages planejadas (como
tubos, aeronaves, etc.). Entretanto, a preocupacdo de que esses materiais poderiam
acumular no ambiente apo6s seu tempo de vida Util estava latente. De fato, com o aumento
da producéo e a baixa dos custos, 0 consumo de plasticos cresceu enormemente e hoje se
tornou uma preocupacdo global, pois ja se sabe que alguns perduram por décadas na
natureza, como o caso do Poli(etileno tereftalato) ou PET cuja expectativa de vida foi
estimada entre 27 e 93 anos em ambiente aquético.'?

Diferentemente desses polimeros, os polimeros ditos biodegradaveis devem sofrer

mineralizacdo no ambiente para produzir CO, (didxido de carbono), biomassa e agua. A
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medida que cresce a conscientizagdo sobre a poluicdo que o pléstico causa ao ser
incorretamente descartado, mais pesquisas sdo feitas para desenvolver plasticos
degradaveis, principalmente a base de poliésteres como o poli(acido latico) (PLA), que tem
a propriedade de ser também compostavel. Desse modo, esses plasticos sdo produzidos
atualmente na escala de toneladas, o que contribui para a queda nos precos, indo de
aproximadamente 1.000 U$/kg para alguns poucos doélares, nas duas ultimas décadas, e
caminhando para um preco similar ao do poliestireno.® Junto com o PLA, que responde por
24% da producdo industrial mundial de polimeros biodegradaveis, existem hoje blendas
(misturas) deste e de outros polimeros biodegradaveis com amido (polissacarideo
totalmente biodegradavel e biobased) em teores elevados (~40%), barateando custos do
produto final. Além do PLA, podem-se citar outros exemplos bem conhecidos de blendas
poliméricas biodegradaveis com amido, tais como as de poli(butileno succinato) — PBS;
poli(butileno adipato tereftalato) — PBAT (ou mais popularmente conhecido com o nome de
Ecoflex); e os polihidroxialcanoatos (PHAS), produzidos em escala industrial (Tabela 1).*

Tabela 1: Capacidade global de producéo de bioplasticos em 2018.°

Biobased/nédo biodegradaveis %

PE 9,5

PET 26,6

PA 11,6

PTT 9,2

Outros 0,9

Total = 56,8
Biodegradaveis %
PBAT 7,2
PBS 4,6
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PLA 10,3

PHA 1,4
Blendas de amido 18,2
Outros 15

Total =43,2 %

~2,11 milhGes
toneladas (2018)

Total Geral

Previsédo de
~2,62 milhGes
toneladas (2023)
Adaptada de® (www.european-bioplastics.org/......).

Existem varias definicbes para plasticos biodegradaveis e biodegradabilidade,
porém podemos comecar com uma pergunta: o que significa biodegradacdo? Uma
defini¢do bem simples seria “a desintegracdo da matéria por microrganismos como
bactérias, fungos ou outro processo bioldgico que a consome e transforma em componentes
inertes a0 meio ambiente” (vide Anexo 1). Segundo a IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry), polimeros biodegradaveis sdo definidos como “polimeros
susceptiveis & degradacdo pela atividade bioldgica acompanhada de perda de sua massa”.°
Chama-se a atencdo do leitor para a diferenciacdo que existe entre material biodegradavel e
material compostavel, ja que € muito comum encontrarmos pessoas que acreditam ser a
mesma coisa. Dizer que um material é biodegradavel é admitir que ele poderd ser
naturalmente decomposto por microrganismos, enquanto dizer que um material é
compostavel significa que ele se desintegra em determinadas condicBes especificas de
biodegradacdo realizada com a ajuda do homem. A compostagem pode ser caseira ou
comercial e resulta num solo final saudavel que pode ser reutilizado. Quanto ao termo
Compostagem, este tem sido usado na informalidade para descrever a biodegradacéo de
materiais utilizados para embalagens; no entanto, a definicdo formal para o termo

Compostabilidade é usada para descrever o processo que leva & formacdo do Composto
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(material resultante da Compostagem). A Unido Europeia disponibiliza quatro critérios para

Compostabilidade de um material.’

* Biodegradabilidade, que significa que um material biodegradavel devera ser convertido,
dentro de um periodo de 6 meses, em mais de 90% de CO, e agua sob acdo de
microrganismos.

* Qualidade, ou seja, auséncia de substancias toxicas e outras substancias que inibem o
processo de compostagem do material.

» Composicao quimica em que volateis, flior ¢ metais pesados, presentes no material,
devem obedecer aos limites impostos.

* Desintegragao, onde 90% da massa original do material se quebra ¢ da origem a particulas

que passam por uma peneira de poros com diametro de 2 mm.

Quando um material organico ¢é descartado, ele podera ser degradado em ambiente
“aerobio”, ou seja, na presenga de oxigénio; porém, sua degradacdo pode acontecer também
em ambiente ausente de oxigénio ou “anaerdbio”. Quando microrganismos presentes no
meio secretam surfactantes, denominados 23leteroatomos23les, 0 processo de
biodegradacdo é acelerado.® Os inlmeros microrganismos existentes na natureza se
beneficiam do material orgéanico, utilizando-o como nutriente. Assim, uma enorme
quantidade de compostos orgéanicos sofre biodegradacdo, tais como hidrocarbonetos,
compostos clorados e mesmo substancias farmacéuticas, por exemplo, podendo incluir

alguma etapa abidtica (sem interferéncia de microrganismos) no processo.

Em sua maioria, 0os compostos quimicos, incluindo pequenas e grandes moléculas, estdo
sujeitos a sofrer biodegradacgdo, a qual pode ser rapida (ocorre em poucos minutos, dias ou
meses) ou lenta (ocorre por anos ou seculos). Varios séo os fatores que determinam se a
velocidade de biodegradacdo vai ser lenta ou rapida.’ Tais fatores sdo luz, 4gua e oxigénio
em ambientes aerobios, sendo que a temperatura ocupa um papel importante para as
reacOes quimicas que sdo aceleradas quando esta se eleva. Além disso, existem os fatores

fisico-quimicos, que também interferem na biodegradag&o,° tais como:
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A presenca de grupamentos quimicos que conferem maior carater hidrofébico ao

material, lembrando que quanto mais hidrofilico o material for mais rapida sua

biodegradacao.

e Densidade e massa molar das cadeias poliméricas: quanto menores, maior a taxa de
biodegradacao.

e Porcentagem de regides cristalinas e amorfas, lembrando que material amorfo se
biodegrada mais rapido.

e Estrutura da cadeia do polimero, que pode ser linear ou ramificada.

e Ligacdes quimicas labeis (facil de quebrar), tais como ésteres e amidas.

e Composicdo de misturas em nivel molecular.

e Geometria da amostra (grao, po, filme, fibra, etc.).

e Flexibilidade das cadeias do polimero (taxa de biodegradacdo de polimeros macios é

bem maior que a dos polimeros rigidos).

Quanto a avaliacdo da biodegradabilidade de materiais, esta pode ser acompanhada
por ensaios ja bem estabelecidos por normas. Existem varias maneiras de medi-la, sendo a
Respirometria um teste que pode ser usado por micrébios aerdbios (que trabalham em
ambientes oxigenados). Esse ensaio sera abordado com mais detalhes posteriormente. Em
breves palavras, ele consiste de recipientes adequados por normas, onde sédo colocadas
amostras em presenca de solo contendo microrganismos, que vao digeri-las no ambiente

aerado. Ao longo do tempo, é monitorada a evolugéo de CO, e/ou 0 consumo de oxigénio.**

10.3 Biodegradacao de pléasticos

Ao se falar em biodegradacéo, deve-se levar em conta que ela pode ocorrer em
ambientes aerados (biodegradacdo aerdbia) e ambientes ndo aerados (biodegradagdo
anaerdbia). A importancia da biodegradacdo anaerdbia estd diretamente ligada a coleta de
residuos residenciais, principalmente oriundos de cozinhas, 0 que tem motivado a crescente
importancia da compostagem anaerdbia em alguns paises da Europa. Além desses residuos,
o gerenciamento de lixos plasticos presentes em fundos de lagos, rios e oceanos deve ser

levado em consideracao.
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Os plésticos sofrem biodegradacdo em diferentes velocidades que dependem de sua
natureza quimica, dos componentes que fazem parte de sua formulacdo e do tempo
estimado de seu uso e descarte. Por exemplo, plasticos destinados a embalagens estdo
sendo desenvolvidos para ter uma vida media curta, quando expostos ao ambiente
adequado a sua biodegradacdo, em relacdo aos outros que sdo usados diariamente e por
tempo prolongado, como caixas de transporte de bebidas, caixas de armazenamento de
4gua, etc.'? Por sua vez, plasticos desenvolvidos para ter uma vida média longa, como
tubulacbes de PVC, por exemplo, sofrem degradacdo muito lenta (muitas décadas e até
mesmo seculos).

Dentre os plasticos que biodegradam numa velocidade maior estdo muitos da
familia dos poliésteres naturais e sintéticos, alifaticos e/ou aromaticos, por apresentarem a
ligacdo éster bastante susceptivel a degradacdo por enzimas presentes nos microrganismos
que os degradam. Exemplos tipicos dessa familia incluem a Policaprolactona (PCL)
sintética e o Poli(3-hidroxibutirato) biobased, além dos derivados de celulose bastante
utilizados no mercado.’* Recentemente, no ano de 2016, foi encontrada uma bactéria
denominada Ideonella sakaiensis com capacidade para promover a biodegradacdo do
poli(etileno tereftalato) — PET, muito conhecido atualmente e utilizado para estocar
refrigerantes, dentre outras bebidas.*

10.4 Como ocorre a biodegradacéao?
O processo de biodegradacdo ocorre em mais de uma etapa, ou seja:

1) Biodeterioracdo, com a formagédo de um biofilme que leva a degradacéo da superficie e

fragmenta as cadeias poliméricas resultando em pequenas particulas.

2) Em seguida, a segunda etapa, que envolve a despolimerizacdo, ocorre pela acdo de
enzimas secretadas pelos microrganismos que formam o biofilme na etapa 1, que atuam
como catalisadores que quebram as cadeias em espécies menores, denominadas oligdmeros,

dimeros e mondémeros com massa molar bem menor que das cadeias poliméricas.

3) Num passo seguinte, as moléculas de baixa massa molar geradas sdo assimiladas pelos

microrganismos, no processo chamado bioassimilacdo, e posteriormente metabolizadas.*
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4) A mineralizacdo é a Ultima etapa, cujos metabdlitos oriundos da bioassimilacdo s&o
transformados em CO,, CH,, H,0 e N, e liberados no meio ambiente™® (vide figura abaixo).

Enzimas dos microrganismos Oligdmeros Dimeros  Mondmeros
se acoplam ac polimero e - — =
guebram suas cadeias b A \: e

A ? — ]

]

¢ Degradagdo
Microrganismo microbiana
Excrecdo extracelular e,
de enzimas % pelo s Lt
microrganismo
Ambiente o c1 Ambiente
anaerobio aerdhio

CH4 , CO2 CO2, H2O e produtos
H20, residuos metabdlicos

Figura 1: Mecanismo de biodegradacdo aerdbia e anaer6bia de um polimero por
microrganismo genérico (Adaptada de Ahmed et al., 2018)."

O processo de degradacdo dos polimeros geralmente sofre a influéncia de dois
fatores, ou seja, abidtico e bidtico. Enquanto o primeiro (abi6tico) estd relacionado com
parametros como temperatura, stress mecanico e luz, o segundo (bidtico) envolve
microrganismos naturais como bactérias, fungos e algas.** No caso da degradacéo abidtica,
sem influéncia de microrganismos, o polimero vai sofrendo transformag6es sob a influéncia
de fatores ambientais como radiacdo/luz, calor, compostos quimicos ao redor, quando
exposto a eles, o que vai influenciar principalmente suas propriedades mecanicas. E fato
que um polimero exposto a radiacdo UV torna-se fragil e quebradico. Quando falamos de
polimeros cujas cadeias possuem 234eteroatomos (4&tomos diferentes como C, N, O, p.ex.)
como ésteres, amidas, uretanas, etc., estes estio susceptiveis a degradacéo hidrolitica.'® Tal
degradacéo pode iniciar-se pela erosao da superficie do material ou no seu interior.
Segundo pesquisa realizada, o mecanismo de erosdo na superficie ocorre quando a
velocidade da hidrolise ultrapassa a velocidade de difusdo da &gua no interior do material

ou guando catalisadores, como enzimas, por ex., ndo conseguem se infiltrar no interior do
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material.’® O processo de eros&o superficial é o mecanismo preferido quando um polimero é
hidrofébico e semicristalino ou quando a taxa de hidrolise deste for bastante rapida. Por
outro lado, o0 mecanismo de erosao interna predominara quando a velocidade de difusdo da
agua ultrapassar a velocidade da reacdo de hidrolise. No entanto, é possivel o intercdmbio
de um mecanismo de erosdo superficial para o de erosdo no interior do material, em casos
onde a espessura da amostra for abaixo de um valor critico (Lcrit).® Um fator muito
importante em relagdo a superficie € sua disponibilidade, ou seja, quanto maior a sua area
disponivel, mais ira promover a degradagdo.?®

Dentre os fatores externos, a temperatura influencia fortemente a velocidade de
varias reacdes quimicas, incluindo a hidrolise, e pode ser responsavel indireta pela mudanca
de acidez ou basicidade do ambiente, medida pelo valor de pH. Por sua vez, o pH pode
influenciar o mecanismo de hidrélise. Estudos mostraram que a hidrolise do Poli(acido
latico-co-glicolico) pode ser acelerada em ambos pH, ou seja, acido e basico. Além disso,
eles observaram que o tipo de mecanismo de degradacdo por hidrélise pode também mudar
com a mudanca de pH, de erosao superficial para erosdo interna quando o pH vai de béasico
para acido, levando a diferentes produtos da hidrolise; ou seja, di-lactideo (ciclo de dois
mondémeros de acido latico que se formou com a desidratacdo de duas unidades de acido
l4tico) em condicBes basicas e 4cido latico em condicdes acidas®! (vide Figura 2).
Pesquisadores relataram o grande efeito na velocidade da reacdo de degradacdo acido-base
catalisada, quando uma mudanca no valor do pH de apenas uma unidade provocou um
aumento dez vezes maior na velocidade de hidrélise.”? Também comentaram a dificuldade
de avaliar a velocidade da reacdo quando o pH se torna neutro, e a possibilidade de
aumentar a velocidade de reacdo de 10° a 10%° vezes em temperaturas moderadas.”® A
influéncia da massa molar das enzimas também € um fator a se considerar. As enzimas com
massas molares acima de varios kDa ndo conseguem penetrar no interior do material, como
ja mencionado anteriormente, e portanto atuam na superficie.'® Ja é fato conhecido que
certas enzimas sdo mais especificas em sua agdo como catalisadores, como as alfa-éster
proteases; as beta-éster depolimerase, que atuam no poli(hidroxibutirato)(PHB), e as gama-
omega lipases.”* No caso de PLA, por ex., lipases podem atuar sobre elas e também em

outros polimeros biodegradaveis.?**?%2” Muitos microrganismos produzem essas enzimas,
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capazes de biodegradar os polimeros susceptiveis a hidrélise enzimatica, tais como na
Tabela 2 (pag. 235).

a. Em meio basico:
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Figura 2: Degradacdo do poli(acido latico) em meio basico (a) e meio &cido (b) (Adaptada
de Haider et al., 2019)".

Tabela 2: Alguns exemplos de microrganismos/enzimas produzidas que biodegradam
alguns polimeros.

Microrganismo Enzima Polimero Ref.

Actinomadura sp. T16-1 Protease PLA [a,b]
(bactéria do solo)

Alcaligenes sp. Lipase PLA [b,c]
(bactéria do solo)

Penicillium oxalicum PCL depolimerase PCL [d.e]
(fungo do solo)

Aspergillus sp. Amilase Amido [f.0]
(fungo do solo) (Blenda)
A. faecalis PHB depolimerase PHB [h,i]

(bactéria do mar)

Adaptada de Haider et al. (2019).

As condicOes de biodegradacdo de alguns polimeros mais abundantes, com
diferentes formas e com enzimas de diversos microrganismos, podem ser vistas na Tabela
3. A quebra das cadeias poliméricas pode ser avaliada pela diminui¢do da massa molar, que
pode ser avaliada por cromatografia de exclusdo de tamanho (GPC) ou pela deteccdo de
monodmeros gerados durante a degradacéo, como o &cido latico oriundo da degradagédo do
PLA, por exemplo.*** Essa queda na massa molar pode gerar produtos sol(iveis em agua e
indicar o nivel de Mineralizacdo atingida, total ou parcial, por meio da quantidade de CO,
evoluido.*® Porém, segundo a Norma CEN/TR 15351 de 2006 do Comité Europeu de
Normatizacdo (CEN), a Mineralizacdo de um material biodegradavel deve gerar além de

dioxido de carbono (CO,), também &gua e biomassa durante a biodegradacéo. (PD CEN/TR
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15351:2006, BSI*” Isso garante, de fato, um desaparecimento completo do material, que

ndo é garantido por uma simples avaliagdo da diminui¢cdo na massa molar.

Destaca-se que a temperatura é um pardmetro importante para a atividade
enzimatica, que pode ser maxima em valores mais elevados que o ambiente onde o material
estd exposto. Exemplo disso foi relatado por estudiosos que mostraram gque a enzima Lipase
PL, oriunda da bactéria Alcaligenes sp., apresenta seu maximo de atividade numa reacgdo a
50 °C.?° Quando a temperatura reduz 20°C, a atividade enzimética é drasticamente reduzida
na reacdo para um valor em torno de 60%. Na realidade, num ambiente natural e
incontrolavel fora do laboratorio, a temperatura serd abaixo da necessaria para a enzima
atingir sua atividade méaxima e, assim, a velocidade de uma reacdo sera menor que a aquela

observada no laboratorio.

Tabela 3: Exemplos de biopolimeros e sua degradacdo por enzimas presentes em

microrganismos.

Polimero | Forma | Microrganismo | Atividade | CondicGes Degradacéo
Filme Actinomadura protease Meio Formacao de
(em sp. T16-1 mineral, | produtos de
emulsdo) | (Bactérias pH 6,9 e | degradacéo
PLA actinomiceto 50 °C por | sollveis em
do solo) 96 h agua.
Obs.: Ensaio de
turbidez
(diminuigéo de
turbidez).
Néo Bacillus smithii esterase/ pH5,5e | Mudanca na
informada | strain PL21 protease 60 °C por | Massa molar
(bactérias de 4 dias Ensaio de
composto) cromatografia
de exclusao por
tamanho (SEC)
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Filme Alcaligenes sp. lipase pH 8,5e | desaparecimento

(2wW2 (Bactérias do 55°C do filme depois

cm2) solo) de 20 dias;
acido lactico
detectado por
cromatografia
HPLC; Massa
molar reduzida
(SEC)

Filme Tritirachium protease 30 °C por | perda de peso

soprado album ATCC 5 dias do filme (76%),

(espessura | 22563 (fungo producdo de

46 um) do solo) acido lactico

(analisada com
kit de bioanalise
enzimatica)

Filme A. faecalis PHB pH 7,5e | Perda de peso

(10x10 (bactéria da depolimerase | 37°C, por | (68%)

mm®de | agua do mar) 20 h

PHB area

e

0,04-0,07

mm de

espessura)

Gréanulos | Ralstonia PHB pH7,5e | Mudanga na
pickettii T1, depolimerase 37°C estrutura
cultivada cristalina

detectada por
Microscopia de
forca atbmica
(AFM)

Blenda | Sacola Aspergillus sp. amilase Solo Perda de peso
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de amido | pléstica (fungo do solo) artificial, | 37% ap6s 90
(15x15 28°C,no | dias
cm) escuro

PCL filme Penicillium PCL Meio de | Perda de peso
(0,2 mm oxalicum depolimerase | cultura, pH | completada apds
espessura) | (fungo de solo) 6,8 e 28°C | 10 dias

Adaptada de Haider et al., 2019.”

Quando se trata de ambiente natural, € comum encontrar misturas complexas de
microrganismos e enzimas que vivem em simbiose e que nem sempre degradam 0s
polimeros descartados ao redor, por ndo possuirem a enzima especifica para tal. Isso leva a
reflexdo sobre quanto um ensaio de biodegradacao laboratorial de um polimero reproduz as
condi¢cdes ambientais a que ele estara sujeito apos o descarte num determinado ambiente,

incluindo o tipo de consorcio de microrganismo desse local.
10.5 Teste de degradacédo ambiental

E possivel mimetizar no laboratorio um ensaio de biodegradacdo que ocorre na
natureza, através do uso de padrGes ja desenvolvidos por varios paises, alguns

internacionais e outros apenas nacionais.

10.5.1 Normas-padréo para ensaios de biodegradabilidade de materiais em diversos

ambientes

Primeiramente iniciamos chamando a atencéo para o papel da padronizacao, a qual
traduz os esforgcos de setores industriais interessados em criar critérios e diretrizes para
descrever produtos, servigos e processos. A intencdo é de facilitar a competicdo e o
crescimento industrial para vencer barreiras criadas por especificagcbes pouco claras, com
relacdo a parametros de referéncia, para requisitos de qualidade desejados para produtos.
Essa atitude é responsavel por minimizar os comportamentos fraudulentos que persistem no
mercado competitivo. Embora a adesdo ao uso de padrdes e métodos ndo seja obrigatdria,

quem pratica tem mais respaldo para garantir que as especificagfes de produto para uma
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determinada aplicacdo estdo sendo seguidas a risca. Com isso pode-se garantir uma alta
qualidade do produto, seja ele para uso na area agricola, farmacéutica, ambiental, etc.

Trés organizacOes internacionais criadoras de normas no mundo, bem conhecidas e
respeitadas, sdo: ISO (Organizacgdo Internacional de Normalizacdo), CEN (Comité Europeu
de Normalizacdo) e ASTM (Sociedade Americana de Testes e Materiais). A harmonizacéo
dessas normas fica por conta do CEN para atender interesses comerciais comuns entre
diferentes paises. J& em niveis nacionais, existem outras organizacdes nacionais de
padronizacdo. Ressalta-se que para garantir que um produto estd de acordo com uma
norma, ele deve portar o selo ou etiqueta de certificacdo. No caso de se alegar a
biodegradabilidade de um produto, as condigdes do ambiente onde ela ocorreu tém que ser

especificadas.®
10.5.2 Padrdes usados para testar produtos biobased

O ensaio regido pela norma internacional ASTM D6866, para determinacdo do
is6topo *C do carbono, permite ao interessado avaliar o contetido de carbono que vem de
fonte renovavel (bioldgica). Lembra-se que normalmente o carbono de fonte fossil é o
isétopo *C do carbono. Dependendo da composicao de um material, ele podera ter de 0% a
100% de base bioldgica. Um padrdo da comunidade europeia similar também existe e foi
publicado em 2017 com a sigla EN 16640. Para complementar essa norma, a norma
europeia EN 16785-1 foi criada com o objetivo de determinar outros componentes de base
bioldgica, utilizando a anélise de radiocarbono e anélise elementar, permitindo rastrear
outros elementos de base biologica em um polimero pela analise quimica elementar. Em
seguida, em 2018, surgiu a norma EN 16785-2, que se baseia na quantificacdo do contetdo

de componentes de base bioldgica renovavel pelo método de balanco de material.®

10.5.3 Padrdes usados para testar compostagem industrial e digestdo anaerdbica

Segundo a norma europeia EN 13432, que dita os requisitos para o estudo da
biodegradacdo de embalagens biodegradaveis recuperaveis por compostagem e
biodegradacdo, uma desintegracdo minima de 90% do material testado deve ocorrer apds 3

meses, enquanto 90% de biodegradacdo desse material, medida pela evolugéo de CO,, deve
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ocorrer em seis meses. Também os ensaios de ecotoxicidade e de teor de metais pesados
devem ser realizados. Esse padrdo é direcionado s6 para embalagens projetadas para serem
encaminhadas a tratamento de compostagem industrial e de digestdo anaerobica, apés vida
atil. Porém, a norma EN 14995, que tem 0s mesmos requisitos de teste, € mais ampla e
aplica-se ndo apenas a embalagens, mas a plasticos em geral. E esses mesmos requisitos
ainda se aplicam para a norma ISO 18606 “Embalagem e meio ambiente — Reciclagem

organica” e a norma ISO 17088 “Especificacdes para plasticos compostéweis”.38

10.5.4 Padrao para compostagem caseira

Ainda ndo existe um padréo internacional para reger as condicdes especificas para a
pratica da compostagem domestica de plasticos biodegradaveis. Porém, padres nacionais
foram e podem ser desenvolvidos por paises, como no caso da Austrélia e sua norma AS
5810 “Plasticos biodegradaveis — plasticos biodegradaveis adequados para compostagem
doméstica”; da Bélgica, com sua instituicdo certificadora Vingotte, que desenvolveu
processo de certificagdo caseira langando o selo “OK Composto” para certificar que um
composto apresentou, a temperatura ambiente, degradacdo > 90% em 1 ano. Essa atitude
foi adotada também pela Franca, a qual criou a norma NF T 51-800 “Plasticos —

Especificacdes para plasticos adequados para compostagem doméstica”.®®

10.5.5 Biodegradacao em solo

A certificagdo para: “Bioprodutos — degradacdo no solo”, desenvolvida pela Belga
TUV AUSTRIA (antiga Vincotte), esta baseada nas normas europeias EN13432/EN14995,
relativas a compostagem industrial de embalagens e de plasticos, respectivamente, as quais
foram adaptadas para os ensaios de degradacdo no solo. Nesses ensaios, a biodegradacao
deve ser de, no minimo, 90% em dois anos e & temperatura ambiente.*® Normas-padréo
especificas também existem, como o caso da EN 17033 publicada em 2018, que se refere a
“Filmes tipo cobertura e biodegradaveis para utilizacdo na agricultura e horticultura —
Requerimentos ¢ métodos de ensaios”, que especifica os requerimentos para filmes

biodegradaveis ndo removiveis manufaturados com termoplasticos para serem aplicados
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como cobertura. Segundo a norma, € requerida uma degradacéo do material de, no minimo,

90%, num periodo de dois anos, devendo ocorrer preferencialmente a 25°C.*

10.5.6 Padrdes utilizados para testar biodegradacéo de plasticos em ambientes de

agua fresca e tratamento de esgotos

Atualmente existem dois padrdes internacionais que estdo ativos para se estudar a
biodegradabilidade aerébia de pléasticos em &guas residuais e lodo de esgoto (oxidacdo
bioguimica dos compostos organicos e inorganicos presentes nos esgotos, sob a acdo de
uma populacdo microbiana). S3o eles o BS EN SO 14851:2004 (Tabela 4)* e o BS EN
ISO 14852:2004 (Tabela 4)*. Tais padrdes também estdo incluidos na lista de certificagdes
do Belgium Testing Institute Vingotte que emite selos a produtos garantindo sua natureza,
como por exemplo: “OK Biodegradavel em agua” (www.okcompost.be), com as siglas BS
EN 14987:2006 (The British Standards Institution — BSI). Todos esses citados tém o

mesmo requerimento necessario para atestar que um produto é biodegradavel. Em resumo,

0 padrdo BS EN 14987:2006 especifica métodos e critérios de teste que sdo utilizados para
se assegurar que um plastico, no estado sélido, pode ser descartado, ou ndo, em sistemas de
tratamento de &guas residuais. Ainda neste item, podemos citar duas normas internacionais
que regem os testes anaerdbios em lodos e aguas residuais, ou seja, BS 1SO 13975:2012
(Tabela 4)** e BS EN 1SO 14853:2016 (Tabela 4) “. Uma tabela detalhada sobre esses

quatro padrdes citados segue abaixo:

Tabela 4: Importantes padrdes atualmente ativos para testes aerobios e anaerébios de

plasticos descartados em estacGes de tratamento de aguas residuais e lodo ativado.>**

Padréo: In6culo/Meio | T (°C) | Tipode |Duragéo Critério de
BS EN ISO de medida | maxima validacéo
/ réplicas Degradacéo (Ensaios do
em ensaio
condigcbes | meses)
estaticas)
14851- Lodo ativado, 20-25 BOD 6 Valor obtido > 60%
composto e/ou (1) (demanda
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2004/2.% | solo bioldgica de degradacéo
(ambiente de relativo ao material de
aerobio oxigénio) referéncia.
sintetico). BOD do controle

negativo ndo deve
exceder o valor limite
da norma.

14859- Lodo ativado, 20-25 | Evolugéo Valor obtido > 60%

2004/2.% composto e/ou (1) de CO, de degradacéo
solo (ambiente relativo ao material de
aerdbio referéncia.
sintético) CO; evoluido nao

deve exceder o limite
superior da norma

13975- Lodo ativado, | 35 (+ 3) | Evolugéo Valor obtido > 70%

2012/2." fezes de gado ou de CO; e de degradacéo
ou outro dejeto | 55 (£5) | CHa. relativo ao material de
organico. DIC (teor referéncia, dentro de
(exposicao do 15 dias. Diferenca
anaerébia carbono entre duplicatas nao
direta ao interno superior a 20%.
indculo) dissolvido)

14853- Lodo ativado 35(x2) | Evolucédo Valor obtido > 70%

2016/3.” | digerido (lodo de COz e de degradac&o
bruto com CHa,. relativo ao material de
baixas fragdes DIC referéncia. O pH do
dee (medida meio deve
biodegradaveis, do permanecer entre 6 —
baixa geracéo carbono 8
de odores e interno
baixa dissolvido)
concentragéo

de patdgenos)
ou preparado
em laboratorio.

Adaptada de Harrison et al. ©
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Quanto as amostras para testes, a maioria dos protocolos recomenda que elas sejam
ensaiadas na forma de pO, mas aceitam que outras formas sejam ensaiadas, tais como
filmes, pecas e fragmentos. No que se refere as amostras de polimero, embora seja sempre
recomendado por parte de determinados protocolos o uso de amostras puras (s6 o polimero
a ser analisado), os padrGes podem ser aplicados também para materiais poliméricos
misturados (blendados com outros polimeros), para copolimeros e polimeros sollveis em

agua.

10.5.7 Padrdes utilizados para testar biodegradacdo de plasticos em ambientes
marinhos

Ambientes marinhos sao variados, com uma imensa gama de habitats, e respondem
por dois tergos da superficie da Terra. Eles incluem ndo sé os ecossistemas abertos e
costeiros (como estudrios e locais de marés), indo do raso ao mais profundo das aguas. A
preocupacao com a biodegradacao aerdbia de plasticos, ocupando as interfaces &gua do mar
e sedimento marinho arenoso, renderam dois padrdes internacionais ISO que estdo ativos,
ou seja, 0 1SO 18830: 2016/3 (Tabela 5)** e 0 1ISO 19679: 2016/3 (Tabela 5)* mostrados na
Tabela 5, os quais envolvem ensaios laboratoriais de biodegradacdo, seguindo a demanda
de oxigénio ou a evolucgéo de CO..

Tabela 5: Importantes padrdes atualmente ativos para testes aerobios e anaerébios de

pléasticos descartados em ambientes marinhos.*
Padrdes ou In6culo/Meio T (°C) Tipo de Duracdo | Critério de
método de | de Degradacéo medida maxima validagéo
testes/réplicas )
(Ensaios em do
[refs.] condigdes ensaio
estaticas)
(meses)
|25(;) 12?38 ;i? ) Sedimento ou 15-28 |BOD 24 | Valor obtido >
' ) (demanda 60% de
Sedimento e (£2) biolégica de degradacéo
agua do mar oxigénio) relativo ao
ensaio material
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(4gua do mar estatico. referéncia.
sintética ou
natural) BOD do
controle
negativo nao
deve exceder o
valor limite da
norma.
150 196359 Sedimento ou Agua do Evolucéo de 24 Valor obtido >
2016/3. mar CO, 60% de
sintética ou degradacéo
Sedimento e natural relati\{o ao
agua do mar (ensaio mateflal_de
(dgua do mar estatico) referéncia.
sintética ou CO?2 evoluido
natural) ndo deve
exceder o
limite superior
da norma.
ASTM Linhagens pré- 30(x1) Evolucdo de 3 >70% de
D669];;3 selecionadas CO, degradacéo
09/ne. (aerdbicas)ou _ relativo ao
Agua do mar (ensaio material de
(sintética) estatico) referéncia.
ASTM Agua do mar o o
D7473-12/3.47 | Ou Vaérias ’ E\_/ldenC|a 6 NE
Combinacdo de | (dependera |  visual da
agua do mar e das degradacao;
sedimento condicdes perda de
(exposicao in situ) massa seca
direta ao
indculo;
aerobica *)
ASTM 4s | Sedimento e 15-28 Evolucéo de 24 > 60% de
D7991-15/3. agua do mar CO; degradacéo
relativo ao
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(exposicao (x2) material de

direta ao ] referéncia.
indculo; (ensaio
aerébica) estatico)

NE: ndo especificado; * Processos anaerdbicos também podem ter papel na biodegradacéo.

O material para ensaio é colocado sobre a superficie do sedimento que estd em
contato direto com agua do mar oxigenada (Adaptada de Harrison et al., 2018).*®
Adicionalmente, dois métodos regionais ativos foram desenvolvidos e permitem seguir a
biodegradabilidade de plasticos em ambiente marinho aerébio: ASTM D6691-09/NE
(ASTM International. 2009 ASTM D6691-09/NE) e ASTM D7473-12/3 (ASTM
International. 2012 ASTM D7473-12/3) (Tabela 5). O primeiro, ASTM D6691-09 (Tabela
5)*, segue a evolugdo de CO, em condicdes controladas; e o seqgundo, ASTM D7473-12/3
(Tabela 5)*" se baseia em analise visual para a biodegradacéo e a porcentagem de perda de
massa de plastico durante sua exposi¢do a agua do mar em um sistema de fluxo continuo
(Tabela 5)*. Este Gltimo método de teste citado (ASTM D7473-12/3) ndo é considerado,
por si soO, suficiente para estabelecer a biodegradabilidade, sendo apenas validado para
materiais que apresentam, no minimo, 30% de biodegradabilidade no teste ASTM D6691-
09. Foi também lancado um método ASTM D7991-15/3 (Tabela 5)* para seguir a
biodegradacdo aerdbica de plasticos pela evolucdo de CO,, em condi¢des que simulam o
seu enterro em ambiente com sedimentos arenosos (Tabela 5). Neste teste sdo utilizados
agua do mar e sedimentos coletados in situ e armazenados por até 5 semanas em
laboratério.** Uma andlise minuciosa mostra que 0s ensaios de biodegradacéo
desenvolvidos para os ambientes marinhos séo similares aos que séo aplicados para esgotos
e aguas residuais. Os inoculos usados em testes podem ser oriundos de linhagens pré-
selecionadas de microrganismos ou daquelas ja existentes no ambiente de estudo, sendo
exigido o contato direto das amostras com o indculo, por alguns testes padronizados
atualmente em curso (Tabela 5).

Importante salientar que para adaptar os resultados de testes de biodegradacgéo
enzimética desenvolvidos em laboratdrios, para biodegradacdo em ambientes naturais, 0s
microrganismos utilizados no laboratério devem estar presentes no ambiente onde

eventualmente o plastico vai ser descartado. Isso implica que a origem de microrganismos €
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um fator essencial para decidir se um ensaio de degradacdo enziméatica pode ou ndo
contribuir para a avaliagdo da biodegradabilidade de um determinado polimero em
ambientes reais. Exemplo de pesquisa utilizando microrganismo do ambiente foi feita por
um grupo de pesquisadores, 0s quais extrairam a bactéria Bacillus smithii cepa PL21 de um
lixo em fermentacdo (composto) para estudar a biodegradacdo do PLA.* Outros
pesquisadores estudaram a biodegradacdo de plasticos biodegraddveis em ambiente
aerobio, usando a norma ASTM D5247-92, testando microrganismos especificos do solo
(Streptomyces setonii ATCC39115 e Streptomyces viridosporus ATCC39115) no meio de
cultura.?* Nesse ensaio, o0 polimero pesquisado era a Unica fonte de carbono para 0s

microrganismos utilizarem.

De acordo com estudos em ambiente natural, os microrganismos nem sempre
escolhem o polimero como sua fonte de carbono, ja que outras fontes podem existir no
local.?® Além disso, os microrganismos que biodegradam o polimero podem estar em
menor quantidade na populacdo local complexa de microrganismos e, assim, eles tém que
competir e garantir sua sobrevivéncia, o que vai assegurar que a biodegradacao vai ocorrer.
Dai a importancia dos testes-padrdo de biodegradacao regidos por normas, como as da
ASTM (American Society for Testing and Materials) ou da OCDE (Organizacdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico) que recomendam a utilizacdo de ambientes
simulados ou reais para que a avaliacéo da biodegradacao seja a mais real possivel.?* Como
exemplo, citamos o ensaio OCDE-306 em que uma solucdo preparada com nutrientes
minerais e agua do mar, coletada e armazenada em temperaturas moderadas, é utilizada
como o meio de biodegradacdo (OECD, 1992) dentro de dois dias, preferencialmente.
Nesse ensaio deve ser descrito o nivel de poluicdo da agua do mar coletada para o teste,
bem como devem ser informados os nutrientes utilizados e a contagem das coldnias
heterotréficas microbianas existentes no meio. Com essas informagdes, o ensaio é realizado
e a biodegradabilidade da amostra é seguida pela avaliacdo precisa da quantidade de

carbono organico dissolvido no meio (DOC).
10.5.8 Monitoramento da biodegradacao por meio de técnicas analiticas

Podem-se observar visualmente as alteracGes e geralmente o teste é qualitativo,

fornecendo uma estimativa do processo de biodegradacdo no caso de materiais
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biodegradaveis. Esse teste é de baixo custo e simples, mas ndo pode ser conclusivo, pois ele
envolve erro humano. Assim, junto com o teste visual sdo realizadas medicdes de perda de
massa, por exemplo, que se correlacionam muito bem com a evolucdo de CO..*° No
entanto, medidas de perda de massa sdo realizadas em intervalos especificos de tempo
(processo ndo continuo) e estdo sujeitas a erros inerentes. Conforme ja mencionado
anteriormente, todo material que apresentar mais de 90% de perda de massa é aceito como
completamente biodegradavel. Destaca-se que as medidas de perda de massa sdo mais
faceis de seguir do que a evolucdo de gases, porém, bioplasticos a base de amido, por
exemplo, absorvem muita umidade e isso influencia nas medidas de perda de massa. Nesses
casos, as amostras para testes devem ser secas previamente, lembrando que o ambiente de

teste deve ter uma umidade relativa de 60% segundo regem as normas.

E importante lembrar que & medida que um material degrada, ele se fragmenta e
libera particulas ao redor do ambiente de teste, as quais podem migrar para os arredores,
influenciando os valores de perda de massa.”* Nesses casos é importante tomar medidas
para amenizar essas perdas, adotando o uso de pequenas bolsas feitas com tecido de nylon,
para proteger as amostras e permitir ao mesmo tempo a migracao de umidade e de células
dos microrganismos que védo degradar as amostras.>®

Voltando as mudancas nas propriedades mecanicas (por exemplo, resisténcia a
tracdo, modulo de elasticidade e alongamento na ruptura) dos materiais
degradados/biodegradados, estas sdo alteradas e simples de medir, se compararmos com a
evolugdo de gases, como CO,. Geralmente as alteracbes que ocorrem sdo seguidas de
reducdo na massa molar do material, por causa da oxidagdo enzimatica ou hidrolise.
Entretanto, chama-se atengé@o para o fato de que, no periodo que antecede a fragmentacao
do material por acdo microbiologica, € comum a formacéo de fissuras e de irregularidades
na superficie causadas por processos ndo bioldgicos (abidticos) que podem interferir
significativamente nos resultados dos ensaios mecanicos. Neste caso destacam-se 0s
bioplasticos a base de amido, que comumente se tornam quebradigos ao longo do tempo,
devido & mudanca de no seu grau de cristalinidade.’> Em geral, a exposicdo de
determinados plasticos a radiacdo UV e ao calor pode afetar significativamente suas
propriedades mecénicas, dando margem a divida de quanto a degradacdo desses plasticos
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se deve a acdo somente dos microrganismos. Ou seja, nesses casos deve-se atentar para a
contribuicdo de varios eventos que ocorreram para a degradacdo dos plésticos.

A combinacdo de meétodos de analise é uma pratica comum e bem-vinda para
validar e dar crédito ao veredito final sobre o comportamento dos materiais. Para assegurar
que a biodegradacdo de um polimero ocorreu, podem-se complementar 0s ensaios acima
descritos com outros que detectam mudangas na estrutura das cadeias, ao longo do processo
de biodegradacdo. Nesse caso sdo comuns as medicOes de hidrdlise de superficies, bem
como o uso de técnicas de cromatografia e espectrométricas. O uso de técnicas para estudar
a morfologia de um material, como a microscopia Optica (MO) e a eletrnica de varredura
(MEV), é uma prética adotada em pesquisas para se verificar a biodeterioracdo na
superficie causada pela atividade microbiana, ou pela formacdo de um biofilme pelos
microrganismos.”>** Caso seja de interesse quantificar a populacdo microbiana na
superficie da amostra, a microscopia de fluorescéncia é bem recomendada.”® Além das
técnicas citadas, outras podem ser utilizadas e/ou adaptadas a cada situacdo. O importante
para se obter uma resposta confidvel e reproduzivel é a adocdo de praticas bem
estabelecidas e baseadas em normas ja consolidadas.

Encerrando este capitulo, esclarecemos aos iniciantes que a disponibilizacdo de
Normas Brasileiras e Internacionais, para realizacdo de testes e desenvolvimento de
métodos para qualquer material além dos poliméricos, s6 € possivel mediante compra da

copia dos procedimentos.
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10.7 APENDICE 1°%°°

DefinicGes de termos mais comuns na area de polimeros biodegradaveis, que podem variar

de acordo com a referéncia consultada.

DEFINICOES

Biodegradacdo: degradacdo causada pela atividade biolégica, principalmente por agédo
enzimatica (ISO/CD 16929).

Fase de biodegradacdo: o tempo em dias desde o final da fase de laténcia até o ensaio
atingir cerca de 90% do nivel maximo de biodegradacao (ISO/DIS 17556).

Degradacdo: um processo irreversivel que leva a uma alteracdo significativa da estrutura
de um material, tipicamente caracterizada por uma perda de propriedades (por exemplo,
integridade, peso molecular, estrutura ou resisténcia mecanica) e/ou fragmentacdo. A
degradacdo é afetada pelas condi¢des ambientais e prossegue por um periodo de tempo

compreendendo uma ou mais etapas (ASTM D-6400.99).

Desintegracdo: formacdo de fragmentos muito pequenos resultantes de mecanismos de
degradacdo (ASTM D-6400.99).

Fase de atraso: tempo, medido em dias, desde o inicio de um teste até a adaptacdo e / ou
selecdo dos microrganismos degradantes e o grau de aumento da biodegradacédo de um
composto quimico ou matéria orgéanica para cerca de 10% do nivel maximo da
biodegradacao (ISO/DIS 17556

Nivel maximo de biodegradacdo: a biodegradacdo maxima em porcentagem que um
composto quimico ou matéria organica atinge em um teste, acima do qual ndo ocorre
mais biodegradacdo (ISO/DIS 17556).

Biodegradagdo priméaria (1): a alteracdo na estrutura quimica de uma substéncia,
provocada pela acdo bioldgica, resultando na perda de uma propriedade especifica dessa
substancia (EPA OPPTS 835.3110).
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Biodegradacgdo primaria (2): transformacdo minima que altera as caracteristicas fisicas
de um composto, deixando a molécula praticamente intacta. A biodegradacao parcial ndo
é necessariamente uma propriedade desejavel, uma vez que os metabolitos intermediarios
formados podem ser mais toxicos que o substrato original. Portanto, a mineralizacdo é o
objetivo preferido (EPA OPPTS 835.3110).

Quantidade teorica de dioxido de carbono evoluido: a quantidade maxima teorica de
diéxido de carbono que evolui apds a oxidagdo completa de um composto quimico
calculado a partir da formula molecular; expresso em mg de diéxido de carbono evoluido
por mg ou g de composto de teste (ISO/DIS 17556).

Demanda tedrica de oxigénio: a quantidade méaxima tedrica de oxigénio necessaria para
oxidar um composto quimico completamente calculado a partir da formula molecular;
expresso em mg de oxigénio necessario por mg ou g de composto de teste (ISO/DIS
17556).

A biodegradacdo final (aerdbica): é o nivel de degradacdo alcancado quando o
composto de teste € totalmente utilizado por microrganismos, resultando na producéo de
diéxido de carbono, agua, sais minerais e novos constituintes celulares microbianos
(biomassa) (EPA OPPTS 835.3110).

Biodegradacdo final (biodegradacdo completa): clivagem molecular suficientemente
extensa para remover as propriedades bioldgicas, toxicoldgicas, quimicas e fisicas
associadas ao uso do produto original, formando eventualmente didxido de carbono e
agua (EPA OPPTS 835.3110).

Biodegradacdo final: degradagdo obtida quando um material € totalmente utilizado por
microrganismos, resultando na producdo de dioxido de carbono (e possivelmente metano
no caso de biodegradacdo anaerobica), agua, compostos inorganicos e novos constituintes

celulares microbianos (biomassa ou secre¢6es ou ambos) (ASTM D-6046.02).

Biomassa: toda matéria organica, de origem vegetal ou animal, utilizada na producéo de

energia, alimentos e de matérias-primas para obtencao de produtos sustentaveis.
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Material biodegradavel (1): material com capacidade comprovada de decomposi¢do no
ambiente mais comum em que o material é descartado dentro de 3 anos por meio de
processos bioldgicos naturais em solo carbonoso néo toxico, agua, diéxido de carbono ou
metano. A biodegradacdo é medida de acordo com os padrdes definidos pela ASTM

(American Society for Testing and Materials).

Material biodegradavel (2): material para o qual o processo de biodegradacdo €
suficiente para mineralizar a matéria organica em dioxido de carbono ou metano,

respectivamente, agua e biomassa (ISO/CD16929).

Plastico biodegradavel (1): um plastico degradavel no qual a degradacdo resulta da acéo
de microrganismos que ocorrem naturalmente, como bactérias, fungos e algas (ASTM D-
6400.99), (ASTM D-2096.01).

Plastico biodegradavel (2): plastico que pode quebrar completamente por microbios,

dentro de um tempo razoavel, em condi¢6es especificas.

Biopolimero (1): substancia polimérica (como proteina ou polissacarideo) formada em

sistemas bioldgicos.

Plasticos biobased: sdo plasticos formados, no minimo, por matéria parcialmente

bioldgica.

Material compostavel: material biodegradavel em condi¢bes de compostagem (ISO/CD
16929).

Plastico compostavel (1): um plastico que sofre degradacdo por processos biologicos
durante a compostagem para produzir CO,, dgua, compostos inorganicos e biomassa a
uma taxa consistente com outros materiais compostaveis conhecidos e nao deixa residuos
visiveis, distinguiveis ou téxicos (ASTM D-6400.99),( ASTM D-2096.04).
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Plastico compostavel (2): pléastico capaz de sofrer decomposicdo bioldgica em um local
de compostagem como parte de um programa disponivel, de modo que o material ndo
seja visualmente distinguivel e se decomponha em diéxido de carbono, agua, compostos
inorganicos e biomassa, a uma taxa consistente com materiais compostaveis conhecidos
(ASTM D-6002).

Plastico degradavel (1): um plastico projetado para sofrer uma mudanca significativa em
sua estrutura quimica em condi¢bes ambientais especificas, resultando na perda de
algumas propriedades que podem variar conforme medidas pelos métodos de teste-padréo
apropriados a ele (ASTM D-6400.99).

Plastico degradavel (2): um plastico projetado para sofrer uma mudanca significativa na
estrutura quimica em condi¢Ges ambientais especificas, resultando na perda de algumas
propriedades que podem variar conforme medidas pelos métodos de teste-padréo
apropriados ao plastico e a aplicacdo em um periodo de tempo que determina sua
classificacdo (ASTM D-2096.01).

Degradavel: um material é denominado degradavel em relacdo a condi¢cbes ambientais
especificas se sofrer degradacdo em uma extensdo especifica dentro de um determinado

periodo de tempo medido por métodos de teste-padrao especificos (ASTM D-6400.99).

Plastico hidroliticamente degradavel: um plastico degradavel no qual a degradacéo
resulta da hidrolise (ASTM D-2096.03).

Inerentemente biodegradavel: é uma classificacdo de produtos quimicos para a qual
existem evidéncias inequivocas de biodegradacgédo (primaria ou final) em um teste-padrédo
de biodegradabilidade. Requer estimativas do “pior caso possivel” de concentragdes
ambientais provaveis e, portanto, podem ser necessarios mais testes de simulacdo (EPA
OPPTS 835.3110).
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Nao biodegradavel: remocdo bidtica insignificante de material (em compara¢do com
material inerentemente biodegradavel), sob condi¢Ges de teste-padrdo (EPA OPPTS
835.3110).

Plastico oxidativamente degradavel: um plastico degradavel no qual a degradacédo
resulta da oxidacdo (ASTM D-2096.03).

Prontamente biodegradavel (1): é uma classificacdo arbitraria de produtos quimicos que
passaram em certos testes de triagem especificados para a biodegradabilidade final; esses
testes sdo tdo rigorosos que se supBe que tais compostos se biodegradam réapida e
completamente em ambientes aquéaticos, em condic6es aerdbias (EPA OPPTS 835.3110).

Facilmente biodegradavel: mineralizag&o rapida e completa (EPA OPPTS 835.3110).

Plastico fotodegradavel: um plastico degradavel no qual a degradacdo resulta da acdo da
radiagdo UV natural da luz do dia (ASTM D-2096.02).

Parcialmente biodegradavel: misturas de polimeros ndo biodegradaveis com material
biodegradavel (geralmente amido). A biodegradacdo desses materiais é limitada a parte

acessivel pelos microrganismos do composto biodegradavel.
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Capitulo 11

Principais testes biologicos in vitro para biopolimeros
Cristina Pontes Vicente

Departamento de Biologia Estrutural e Funcional
Instituto de Biologia— UNICAMP

11.1 Introducéo

A criacdo, o aprimoramento e a determinacdo das qualidades bioldgicas de qualquer
composto a ser utilizado em humanos e animais é de suma importancia para que se
determinem a seguranca e a regulacdo da utilizacdo destes. A criacdo de novos produtos
biotecnolégicos que venham a substituir ou se tornar alternativas vidveis ao uso de
polimeros nao biodegradaveis tem sido encorajada em todo o0 mundo. O impacto ambiental
de produtos ndo biodegradaveis como, por exemplo, o Policloreto de vinila (PVC),
Politereftalato de etileno (PET), Polipropileno (PP), tem sido muito discutido atualmente e
tentativas de buscar alternativas que sejam biodegradaveis, provenientes de fontes
renovaveis tem sido de grande interesse mundial™. Para a determinacio da seguranca de
utilizacdo destes materiais em humanos e animais diversos testes bioldgicos sdo
necessarios, antes que sejam aprovados para uso. A utilizacdo de testes in vitro para a
aprovacao do uso desses compostos vem ao encontro da teoria dos 3 R, reduzir, reutilizar e
reciclar’®, onde priorizamos os testes in vitro, minimizando a utilizacdo de animais, os
custos, a reprodutiblidade e a velocidade de realizacdo destes. A utilizacdo de técnicas que
permitam determinar a toxidez, a carcinogénese e a mutagénese desses compostos e que
diminuam ou evitem a utilizacdo de testes em animais tem sido aceita pelas agéncias
regulatorias, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®! e a
Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD)™ que oferece
diferentes diretrizes para testes in vitro aceitos para desenvolvimento de novos produtos a
serem utilizados em humanos e animais™. Varios desses testes ja estdo discriminados e
estdo descritos em literatura como eficazes para a determinagdo da biosseguranca dos
compostos. Dentre eles, podemos destacar: Mutagenicidade/genotoxicidade; Toxicidade
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subaguda e subcronica; Carcinogenicidade; Toxicidade do desenvolvimento e reprodutiva
(teratogenicidade)®.

11.2 Principais ensaios in vitro e suas aplicacgoes
11.2.1 Técnicas de proliferagdo celular
11.2.1.1 Teste do MTT

Uma das principais técnicas empregadas na determinacdo da proliferacdo celular
utilizando-se culturas de células é a técnica colorimétrica pelo MTT (3-[4,5 -
Dimethylthiazol-2-yl] 2,5-diphenyl tetrazolium bromide, thiazolil blue). Esse ensaio mede
a atividade mitocondrial das células em cultura, e também sua atividade metabdlica. O
MTT é um substrato amarelado utilizado na concentracdo 0,5 mg/mL diluido em 100 pL de
meio de cultura e incubado de 1-3 horas em estufa de CO, a 37 °C. O MTT degradado pela
atividade da enzima oxiredutase NAD(P)H-dependente mitocondrial forma um cristal de
formazan pdrpura que precipita em cultura e que pode ser ressuspenso em 100 uL de
isopropanol acido (alcool isopropilico e acido cloridrico), ap6s 10 minutos sob agitacdo
branda. A determinacdo da proliferacdo celular é calculada pela absorbancia obtida no
material que é medida a 595 nm em leitor de Elisa. Os valores obtidos sdo correspondentes
ao numero de células metabolicamente ativas na cultura. Para se quantificar essas células é
necessario realizar paralelamente uma cultura celular com namero de células conhecido que

sera utilizada como curva-padréo para a proliferacéo celulart™.

Nesses protocolos as células sdo, em geral, semeadas em placas de 96 wells (em
torno 1.000 células/pogo) aproximadamente em 0,2 ml de meio de cultura e podem ser
incubadas com os polimeros nas concentracdes desejadas por pelo menos 24 horas antes
da realizacdo da analise; uma curva de proliferacdo utilizando pelo menos 3 tempos € o
ideal (12, 24 e 48 horas de incubagéo na presenc¢a do polimero). O uso dessa técnica pode
ter limitacGes de acordo com o estado fisiologico das células, a variagdo da atividade de
redutases dos diferentes tipos celulares. Essa técnica tem sido muito utilizada para testes

da agdo de mitdgenos, fatores de crescimento e estudos de citotoxidadel®®),
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11.2.2 Técnica de proliferacdo celular pela sulforodamina B

Um outro teste de proliferacdo celular que pode ser em cultura de células é o teste
utilizando o corante sulforodamina B (SRB). A SRB marca as proteinas totais, incluindo
em sua analise as células vivas e mortas e ndo proliferativas. Diferentemente do MTT que é
capaz apenas de analisar as células vivas e metabolicamente ativas, esta técnica analisa
células totais independentemente de seu estado metabdlico. Sua marcacdo esta relacionada
com a marcagdo de proteinas totais na monocamada celular. Neste caso, as células séo
incubadas em placas de cultura de 96 pogos com diferentes concentracGes das moléculas a
serem analisadas em diferentes tempos. Apods os diferentes tempos, as células sdo fixadas
em &cido tricloroacético 50% (TCA), por 1 h a 4 °C, em seguida é adicionado o corante
sulforodamina B (0,4%), por 30 min a 4 °C, as células sdo lavadas 4x com &cido acético
glacial para remover 0 excesso do corante e 0 mesmo solubilizado com 150 pl de trizma
base 10 uM; a leitura espectrofotométrica da absorbancia é realizada em 540 nm em um
leitor de microplacas. Por ser um método rapido e por utilizar células fixadas, permite uma
maior flexibilidade em sua execuc¢do e, por ndo necessitar de um substrato especial, € um
método mais econémico. No entanto, com esse método ndo é possivel distinguir os
diferentes estados metabolicos em que a cultura celular se apresenta apds os diferentes

tratamentos*.
11.2.3 Analise da inducdo da morte celular por apoptose
11.2.3.1 Técnica de Tunel

A apoptose é um tipo de morte celular relacionado com a ativagdo de enzimas
chamadas de caspases, onde a principal caspase inicializadora é a caspase 3. Assim, é
ativado um conjunto de enzimas e esse processo leva a degradacdo dos componentes
celulares, como DNA, lipidios e proteinas, ao encolhimento celular e retirada das células
por macréfagos, sem resultar na inicializagcdo de um processo inflamatorio provocado pela
perda celular. Nesse processo ocorre a degradacdo internucleossémica do DNA gerando
fragmentos de tamanhos caracteristicos que podem ser analisados por eletroforesel*l. O
nome tunel esta relacionado com TdT-mediated dUTP Nick End Labeling, onde a enzima

deoxinucleotidil transferase (TdT), catalisa, sem necessidade de uma cadeia de molde, a
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polimerizacdo de desoxiribonucleotideos nas regides 3° do DNA. A quebra da cadeia de
DNA, induzida pelo processo de apoptose, pode dar origem a fragmentos de cadeia dupla
ou de cadeia simples chamados de Nicks; ambos os tipos de quebra podem ser detectados
pela marcacdo das zonas hidroxilo-terminais 3’ recorrendo a nucleotideos modificados que
podem ser marcados por exemplo com biotina ou com fluoréforos que permitirdo a
identificacdo desta marcacdo. Para andlise da atividade de biopolimeros na apoptose, as
células séo expostas ou ndo ao biopolimero, fixadas e permeabilizadas, e subsequentemente
incubadas numa mistura contendo a enzima TdT e os dUTP modificados. As anélises
podem ser feitas de acordo com kits de diferentes fabricantes e realizadas a partir de DNA
obtido da cultura de células, como observado na Figura 1, ou podem ser observadas
diretamente na cultura por microscopia de fluorescéncia, onde as células tratadas séo
expostas a enzimas TdT e posteriormente ao dUTP neste caso marcado com fluoresceina, e
0s nucleos contracorados com DAPI (4',6'-Diamidino-2'-phenilindol dihidrocloreto) em
azul ou com iodeto de propidio em vermelho, que séo intercalantes de DNA e marcam

fluorescentemente os ndcleos celulares.*>*%!

Lk BARL
[1"]2[ W45

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose utilizando o kit Apoptosis DNA Ladder Assay Kit

(ab66090), mostrando nas bandas 3 e 6 a degradacéo caracteristica de células em apoptose:

https://www.abcam.com/tunel-assay-kit-fitc-ab66108.html [12]
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11.2.3.2 Determinacéo da atividade de caspases

Como dito anteriormente, as caspases sdo as principais enzimas relacionadas a
apoptose celular. A determinacdo da atividade dessas enzimas pode ser um interessante
método para a definicdo de via de acdo de sinalizacdo de morte de uma molécula quimica
sobre uma linhagem celular. A principal caspase testada pelos kits é a caspase 3, chamada
de caspase inicializadora, que, quando ativada, inicia o0 processo de apoptose em diferentes
tipos celulares. Para a determinacgdo da atividade dessa enzima existem kits de diferentes
fabricantes que podem ser utilizados, cujo principio é a determinacdo da capacidade
hidrolitica da enzima extraida de tecidos ou células sobre um substrato cromogénico,
principalmente o acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA), liberando p-
nitroaniline (pNA) amarela. A quantidade de produto formado pode ser medida em leitor de
Elisa a 405 nm. A principal vantagem dessa técnica € a utilizacdo de pequena quantidade de
extrato celular para a avaliacdo de qual mecanismo celular pode estar envolvido na

atividade das substancias a serem testadas™*l.

11.2.3.3 Citometria de fluxo para analise da proliferacéo celular

Outra técnica importante é a citometria de fluxo. Pode ser utilizada neste caso para a
avaliacdo do ciclo celular e também morte celular por necrose ou apoptose. As células pré-
cultivadas na presenca das diferentes substancias podem ser colocadas em suspensdo (por
tripsinizacdo, para a retirada da placa de cultura) e coradas com DAPI. Esse fluor6foro é
um intercalante de DNA, que marca os nucleos de azul e ao serem analisadas por citometria
é possivel ver quantas células estdo em cada fase do ciclo celular. G1, S, G2 permitindo
assim inferir ndo s6 o papel das drogas no processo de divisdo celular ou se ocorrer
producdo anormal de contetido de DNA nas célulast*.. A citometria pode ainda determinar
0 numero de células vivas e/ou mortas apos os diferentes tempos utilizando marcadores
nucleares como o iodeto de propidio, que é incapaz de penetrar em células vivas, marcando
portanto células necroticas associado aos anticorpos contra anexina V, que reconhece o
fosfolipidio fosfatidil-serina na face externa de membranas de células em apoptose, a
associacdo dos 2 marcadores permite distinguir células necréticas e apoptoticas por
citometria de fluxo e também por imunocitoquimical™®. Existem kits de diversos

fabricantes que utilizam a combinacgdo desses 2 marcadores, facilitando o procedimento e
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permitindo auxiliar na elucidacdo da via de morte celular associada a uma droga testada in

Vitro ou in vivo.

11.2.4 Principal teste para analise de carcinogénese
11.2.4.1 Anélise de micronucleos

Um teste muito utilizado para a determinacdo da mutagenicidade e carcinogénese é
o teste de microndcleos. Esse teste tem sido utilizado como uma andlise do dano ao DNA,
detectando a mutagénese celular. Os micronlcleos sdo formados por fragmentos
cromossémicos ou cromatideos acéntricos ndo incorporados ao nucleo durante a divisdo
celular. A presenca de micronucleos pode ser considerada como um indicativo de
aberragcbes cromossdmicas e a quantificagdo destes pode detectar danos provocados pela
exposico das células a agentes mutagénicos e/ou carcinogénicost™®. E um teste rapido que
pode ser utilizado in vitro e in vivo. Os micronucleos podem ser observados durante toda a
interfase e sdo de facil reconhecimento. Este teste, no entanto, depende que haja pelo
menos uma divisdo celular e ndo detecta a atividade de substancias que ndo induzam a

perda cromossdmical*®!" 8]

. Para a sua realizacdo, as células podem ser colocadas em
cultura e expostas a diferentes concentragdes das substancias a serem testadas por pelo
menos 24 horas, quando sao fixadas com metanol 100% e coradas com corante Giensa 5%,
para a quantificacdo do numero de micronucleos; pelo menos 1.000 células sdo contadas

por poco e a identificacdo pode ser feita segundo Fenech et al. (2003)™.
11.2.5 Teste para analise de migracéo celular
11.2.5.1 Teste de cicatrizacéo

O ensaio de cicatriza¢do envolve uma lesdo da monocamada celular com uma
ponteira, sendo uma forma de mimetizar uma ferida in vitro e analisar a taxa de migracao
celular para o fechamento desta. Uma vez que a camada é rompida, ocorre a perda da
interacdo célula-célula que resulta em um aumento na concentracdo de fatores de

crescimento e citocinas, iniciando migracéo e proliferacéo das células.
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As células podem ser cultivadas em placas de cultura de diferentes tamanhos
formando uma monocamada confluente. Uma lesédo linear € feita ao longo do didmetro da
placa com a ponta de uma ponteira de 200 pL em todos os grupos. Os poc¢os sdo lavados
com PBS (Tampéo fosfato, pH 7.2) para retirar as células que se soltaram apdés a lesdo. Em
seguida, os grupos contendo os diferentes biopolimeros dissolvidos ou em contato com 0s
diferentes materiais sdo tratados por diferentes tempos, em geral 12, 24 e 48 horas.
Finalizado o tratamento, todas as placas sdo fotografadas pelo menos a cada 30 minutos por

24 horas e € medida a distancia entre as bordas da lesdo (vide Figura 2).
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Figura 2: Teste de cicatrizacdo utilizando células em cultura. a) Observar a lesdo inicial
realizada na monocamada celular ao inicio do experimento. b) Observar migracédo celular

na regido danificada da monocamada celular.

A velocidade de cicatrizagdo pode ser medida por anlise das imagens obtidas em
diferentes tempos, determinando-se assim a velocidade de migragéo e cicatrizacdo das

monocamadas na presenga dos diferentes compostost®® 2%,

11.3 Conclusdes

Os testes in vitro para analise de toxidez, carcinogénese, proliferacdo celular e
cicatrizagdo produzem respostas rapidas e reproduziveis utilizando pequenas concentragdes
das moléculas a serem analisadas. Esses testes podem ser utilizados em fases iniciais de
estudos de seguranca e determinacdo do IC50 (a metade da dose maxima para inibir uma

funcdo bioldgica) para as moléculas a serem testadas. A escolha do melhor teste e das
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linhagens celulares a serem utilizadas nele deve ser feito de acordo com as caracteristicas
quimicas das moléculas e dos tecidos e 6rgaos-alvo que se espera estejam relacionados com
0s compostos. Muitos desses testes sdo aprovados pela ANVISA e podem ser utilizados
como uma etapa prévia para a liberacdo do uso dos biopolimeros para uso em animais e

humanos.
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