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RESUMO

SILVA, Tamires Barlati Vieira da. Desenvolvimento de carreadores poliméricos para a
liberag&o de glicose. 2016.38f. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso Superior de
Engenharia de Alimentos), Departamento Académico de Alimentos, Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2016.

A hipoglicemia € uma doenca originada do baixo nivel de glicose no sangue e as
pessoas portadoras de diabetes tipo 1 sdo as mais afetadas, principalmente os jovens
e as criancas. E no periodo noturno que apresentam-se a maioria dos casos devido a
falta de monitoramento da glicose. Uma alternativa para aumentar o tempo de
manutencdo da glicose seria 0 desenvolvimento de sistemas que controlem essa
liberacdo. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar hidrogéis de
gelatina e de caseinato de sédio, reticulados com transglutaminase, contendo glicose e
caracteriza-los. Foram produzidos quatro formulacdes de hidrogéis e seus respectivos
brancos, ou seja, sem glicose. Sendo avaliadas as condi¢gdes: o material utilizado para
a fabricacdo dos hidrogéis e o tratamento de secagem em estufa por conveccao de ar e
por liofilizacdo. Para caracterizd-los realizou-se andlises de liberagdo em &gua por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), avaliacdo da estabilidade térmica dos
hidrogéis por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e a caracterizacdo dos
hidrogéis obtidos por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). As amostras produzidas se diferenciaram através do tratamento de secagem
utilizado, onde foram secas em estufa apresentaram aspecto vitrificado e as secas no
liofilizador apresentaram aspecto esponjoso. Em relacdo a andlise de liberacdo, as
amostras secas em estufa apresentam maior taxa inicial de liberacdo. No entanto
observou-se que a quantidade de glicose total liberada foi maior para os hidrogéis
liofilizados. Quanto as analises de DSC foi verificado de que a glicose se encontra na
fase amorfa, auxiliando entdo na retencdo de agua, consequentemente na liberacéo,
devido se encontrem na forma amorfa possuem maior capacidade de liberagdo. Na
analise do FTIR verificou-se que, através da presenca da banda referente ao
grupamento amida monosubstituida nos hidrogéis com e sem glicose, houve
reticulacdo. Além do deslocamento da banda C-O no hidrogel reticulado, onde pode ser
indicada a interacdo entre a glicose e a matriz polimérica. Deste modo foi possivel a
sintetizacdo dos hidrogéis caracterizados por apresentarem alta capacidade de
absorcao e pela eficacia na liberacao da glicose.

Palavras-Chaves: Hidrogel; Glicose ; Liberagé&o.



ABSTRACT

SILVA, Tamires Barlati Vieira da. Development of polymeric carriers for glucose
release. 2016. 38 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso Superior de Engenharia
de Alimentos), Departamento Académico de Alimentos, Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2016.

Hypoglycemia is a disease caused by low blood glucose levels that affects people with
diabetes type 1, especially young people and children. Most of cases occurs at nigh due
to lack of glucose monitoring. An alternative to increase glucose level maintenance
could be by developing systems that could control glucose release. Thus, this study
aims to synthesize and characterize gelatin and sodium caseinate hydrogels,
crosslinked with transglutaminase containing glucose. Four types of hydrogels and their
respective controls (without glucose) and produced where the conditions evaluated
were the material used to manufacture the hydrogel and drying treatment. To
characterize glucose release from hydrogels to water the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method was applied, and the thermal stability by Differential
Scanning Calorimetry (DSC) as well as the characterization of the hydrogels obtained
by Infrared Spectroscopy Fourier Transform (FTIR) were performed. The samples
produced were differentiated through the drying treatment used. Oven-dried samples
showed a glassy characteristic and the freeze-dried samples presented a porous
structure. Regarding to the release analysis the samples dried in an oven presented
higher initial rate of release. However, it was observed that the total amount of released
glucose was higher for the freeze dried hydrogels. For DSC analysis it was found that
glucose was in the amorphous phase in hydrogels matrix, so aiding in the retention of
water, thereby the release. For FTIR analysis it was confirmed the enzymatic
crosslinking by the presence of the monosubstituted amide group band in hydrogels
with and without glucose. Furthermore, the displacement of the C-O band in the
crosslinked hydrogel, which can be indicated the interaction between glucose and the
polymeric matrix. Thus it was possible to synthesize hydrogels having high absorption
capacity and the efficiency in release of glucose.

Key Words: Hydrogel; glucose; Release.
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1. INTRODUCAO

Hidrogéis sédo redes poliméricas tridimensionais de facil aplicabilidade devido
suas caracteristicas de absorver e reter quantidades significativas de agua, sem se
dissolver (KABIRI et al., 2003). A estrutura dos hidrogéis depende de varios parametros
como a densidade da rede polimérica e a constituicdo quimica, uma vez que 0s
mesmos definem tanto a capacidade de absorcdo de agua bem como a maneira
através da qual é feita a ligacdo das cadeias das redes poliméricas. Em geral essas
redes podem ser classificadas em permanentes ou temporarias dependendo da
maneira em gque sao formadas: (i) hidrogéis do tipo quimico ou permanente, originarios
de ligacdes covalentes resultantes de modificacbes ou reagbes, (i) hidrogéis
temporarios obtidos através de interagao fisica ou forcas de van der Waals a exemplo
das ligacdes de hidrogénio (OVIEDO et al., 2008; BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

A sintese dos hidrogéis pode ser feita a partir de polimeros naturais ou
sintéticos, o que os diferenciam € a forgca mecéanica ndo satisfatdria dos naturais e as
propriedades bioativas ndo tdo boas dos sintéticos. Sua aplicacdo inclui a utilizagédo
como matriz para liberacdo controlada de determinados componentes biologicamente
ativos (BAJPAI et al., 2008). Além da constituicdo do polimero, outro fator que
influencia nas propriedades finais dos hidrogéis é a sua estrutura morfolégica que pode
ser alterada em funcdo de métodos de secagem apos sua sintese. Por exemplo, o
modo e a temperatura com que o hidrogel é seco podem proporcionar propriedades
distintas na estrutura destes. Dentre estes processos, 0s hidrogéis podem ser secos
em estufa, umidade e corrente de ar controlado. Este método € de grande aplicacao
devido ao baixo custo. Outro processo importante é a liofilizacdo que, apesar do custo
mais elevado com maior gasto energético, consiste na desidratacdo de produtos em
condicbes de pressdo e temperatura controladas. Neste caso a amostra €,
primeiramente, congelada (-90 ‘C) e a agua transferida do estado sélido para o gasoso
por sublimacdo. O processo € realizado no vacuo e a baixas temperaturas (GAVA,
1994).

Quando os carregadores estao totalmente secos ao serem exposto a qualquer
tipo de fluido tém suas cadeias poliméricas intumescidas. Durante a expansao, a rede
reticulada e tende a retracdo para conter as cadeias do polimero, sendo este efeito

denominado forga elastica retrativa. Devido a essa forca elastica deve-se levar em



consideracao a diferenciacdo do parametro intumescimento, sendo este proporcional
ao peso do hidrogel, a influéncia no coeficiente de difusdo do soluto, mobilidade,
molhabilidade e nas propriedades mecéanicas do hidrogel, assim como a viscosidade da
dispersédo do polimero nos poros (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010). Neste contexto
pode-se destacar 0 uso de membranas poliméricas reticuladas que possuem
propriedades Otimas para serem aplicadas em diversas areas, como farmacéuticas,
cosmeética, agricola, entre outras (OLIVEIRA, 2004; SILVA, 2014). Sua aplicacao inclui
a utilizacdo como matriz para liberacdo controlada de determinados componentes
biologicamente ativos (BAJPAI et al., 2008).

Nos ultimos anos, devido a mudanca que ocorreu no estilo de vida das pessoas,
o0 modo como elas se alimentam também mudou, e isso vem acarretando diversos
problemas, sendo um deles a diabetes. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aferiu
gue a quantidade de portadores de diabetes vem crescendo cada vez mais e que cerca
de 220 milhdes de pessoas no mundo sdo portadores da doenca e, através de
estimativas este indice tende a dobrar em 2025 (OMS, 2014). A diabetes normalmente
demora para identificada e controlada devido aos sintomas serem discretos dentre os
podem ser citados: vontade constante de urinar, fome e sede em excesso, fraqueza,
tremores, perda de peso e aumento da quantidade de glicose no sangue, uma vez que
0 metabolismo ndo é tdo mais eficaz, apds o mesmo adquirir a doenca (BERNE et al.,
2000; GODOQY, 2000; SAID et al., 2002).

Ao contréario da diabetes, a hipoglicemia é caracterizada por um teor muito baixo
de glicose no sangue, que é decorrente da ma alimentacdo, ou intervalos muito
grandes entre as refeicbes. Este fenbmeno se d4 com maior frequéncia no periodo da
noite, podendo levar o individuo portador a Obito. Uma vez que a hipoglicemia
representa a falta de glicose no organismo, a insulina tem como funcdo metabolizar a
glicose do organismo, pode causar em individuos diabéticos episédios de hipoglicemia
quando a mesma for aplicada de forma descontrolada (GUYTON; HALL,2002).

Estudos mostram avancos significativos nos estudos de novas formas de
dosagem de drogas com o desenvolvimento da liberagéo controlada. As formulacoes
desenvolvidas para liberacdo controlada fazem com que engenheiros e farmacéuticos
trabalhem juntos com o objetivo comum de produzir produtos mais eficientes (DASH et
al., 2010). Nos sistemas de liberagcéo controlada a droga € incorporada numa estrutura
polimérica, de tal modo que o farmaco é libertado de uma maneira pré-definida
(BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).



Com base no referencial tedrico descrito, pode-se evidenciar que ha um extenso
campo de pesquisa para o desenvolvimento de novas alternativas de materiais obtidos
a partir da gelatina e do caseinato de sodio devido as suas propriedades, facil obtencao
e baixo custo. Devido a possibilidade de utilizacdo de hidrogéis na liberacdo controlada
de compostos bioativos, propde-se a utilizacdo de hidrogéis de gelatina e caseinato de
sédio como carreadores de glicose. Esta proposta visa atender a necessidade da

administracdo de glicose em pacientes diabéticos durante o periodo noturno.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Producdo e caracterizacdo de hidrogéis de gelatina e de caseinato de sodio

reticulados enzimaticamente contendo glicose.

2.2.0bjetivos especificos

e Sintetizar hidrogéis de gelatina e caseinato de sédio reticulados com a
enzima transglutaminase;

e Incorporar glicose aos hidrogéis sintetizados e caracterizar a sua
liberacdo em agua por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a estabilidade térmica dos hidrogéis por Calorimetria Diferencial
de Varredura (Differential Scanning Calorimetry, DSC) ;

e Caracterizar os hidrogéis obtidos por Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
FTIR);



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Hipoglicemia

A hipoglicemia é resultante do baixo nivel de glicose no sangue e que pode
ocasionar graves consequéncias para 0 organismo, atinge com frequéncia muito dos
pacientes diabéticos no periodo noturno (GUYTON; HALL, 2002). Devido a falta de
monitoramento, as pessoas que sofrem com essa variacdo de glicose no sangue néo
percebem a seu estado hipoglicémico. Deste modo, ndo é feita a adequacéo das doses
de insulina o que leva a graves episddios da queda da glicose e podem resultar em
convulsdes, problemas neuropsicolégicos e mortes. O tratamento € simples e pode ser
realizado através do consumo de carboidratos e proteinas que tem acdo imediata
(BEREGSZASZG et al., 1997; TRAN et al., 2007; AHMET et al., 2011).

Normalmente o tratamento é feito através de doses administradas de glicose ou
glucagon. Quando o caso € considerado grave, a administracdo de glicose é feita
intravenenosa, pois tem efeito imediato. Porém, quando a quantidade de glicose no
sangue se encontra baixa durante o sono, sua capacidade de percepcdo € minima
(WAJCHENBERG et al., 2000; KALERGIS et al., 2003; AHMET et al., 2011).

A prevencédo ou a reducdo da possibilidade de acontecimentos de hipoglicemia
noturna trariam beneficios ndo apenas ao diabético, mas as pessoas envolvidas no
cuidado do paciente para as quais ha preocupacdo com este aspecto negativo da
insulino terapia (WAJCHENBERG et al.,, 2000). O controle do nivel de glicose é
essencial para reduzir as complicagbes provocadas pela diabetes, isto engloba a sua
absorcdo no intestino e a captacdo de glicose pelos tecidos (MARTEL, 2009). Neste
contexto, sistemas de liberacdo controlada de glicose poderia ser uma alternativa
promissora no combate a hipoglicemia noturna. Para alcancar este propésito, a glicose
incorporada em hidrogéis gelatina e de caseinato, poderiam ser ingeridos antes de
dormir, e entdo ser liberada continuamente na corrente sanguinea, atuando de forma a

manter a glicemia estavel durante o periodo noturno.



3.2. Hidrogéis e liberagéo controlada

Pode-se dizer que os hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros,
formadas através de vias quimica, fisica ou enzimatica e que possuem como
caracteristica principal o poder de absorver quantidades significativas de agua sem
solubilizar-se. Os polimeros que geram tais redes podem ser de origem natural, como a
gelatina (HE et al., 2016), amido (ACOSTA et al., 2016), caseinato de sddio (Elzoghby
et al., 2011) ou sintética como poli(alcool vinilico) (OH et al., 2016), poli(vinil pirrolidona)
(SHI et al., 2016) ou poli(etileno glicol) (NEHLS et al., 2016).

O estudo e aplicacdo de hidrogéis para encapsulacéo e liberagdo de drogas e
compostos bioativos vém aumentando devido sua capacidade de absorcéo e liberacdo
de liquidos engquanto mantém sua estrutura tridimensional. A utilizacdo desses
carreadores poliméricos € uma das técnicas de liberagdo controlada mais utilizadas
devido as suas vantagens, tais como, versatilidade, eficacia e baixo custo. Nestes
sistemas matriciais 0 composto a ser liberado pode estar homogeneamente disperso
no carreador, sua liberacdo envolve processos fisicos e quimicos, tais como:
penetracdo de &gua no carreador, difusdo do farmaco pelos poros do carreador,
degradacdo do polimero ou por difusao juntamente com a degradacao (LYRA, 2007).

Quando se trata de hidrogéis, a porosidade € o fator determinante em relacédo a
retencdo de compostos nos mesmos. A porosidade permite que haja um carregamento
das substancias que estdo incorporadas no hidrogel pelo solvente do seu interior para
o meio fluido. Consequentemente a porosidade influencia diretamente na liberacdo
desse farmaco a uma taxa dependente do coeficiente de difusdo da molécula ou
macromolécula liberada (HOARE et al. 2008).

O método de secagem proporciona caracteristicas morfolégicas e estruturais
internas diferentes nos hidrogéis podendo provocar modificagbes no arranjo
tridimensional nas redes poliméricas durante a remocao da agua (WANG et al.,2012).
Dentre os diversos métodos de secagem, a secagem por conveccao de ar € o método
em que o calor é transferido para o hidrogel em condi¢cdes de temperatura, umidade e
fluxo de ar controladas.

Nesse método o diferencial se da através do uso do resfriamento rapido, que
produz uma instabilidade termodinamica dentro de um sistema e causa a separagao

das fases. Devido a separacédo de fases, o solvente é removido por sublimacéo a vacuo



deixando espacgos vazios nas regides que anteriormente eram ocupados. (ANNABI et
al., 2010).

Risbud et al. (2000) sintetizaram hidrogéis de poli(vinil pirrolidona) e estimaram
os dois tipos de secagem, em estufa de conveccdo de ar e por liofilizacdo, e
observaram poros de até 39um nos hidrogéis secos pelos dois processos. Os autores
explicam que devido ao hidrogel liofilizado ser poroso ele oferece uma maior area de
superficie de contato consequentemente uma melhor interacdo matriz-solvente,
facilitando a absorcdo rapida do solvente. Também notaram que o hidrogel de
Quitosana — PVP liofilizado libera de 40 a 58% de amoxicilina em 1 h, e o hidrogel seco
ao ar libera apenas de 12,5 a 18%.

Lien et al. (2009) também analisaram hidrogéis, sendo que 0os mesmos eram
sintetizados de gelatina reticulados com genipina e obtiveram poros de 50 a 500 um, a
genipina € um agente reticulante naturalmente biocompativel, que pode ser obtida a
partir do fruto Gardenia jasminoides Ellis, um erva medicinal tradicional chinesa
(ZZAMAN; YANG, 2013).

3.3. Gelatina

A gelatina é classificada como um biopolimero natural solavel e amplamente
utilizada nas industrias biomédica, fotografica e de alimentos, devido ao seu baixo
custo e multifuncionalidade. Sua obtencdo é feita através da degradacao hidrolitica
quimica de colageno (insolivel) a partir do tecido conjuntivo ou de pele de animais. E
composta por extensas cadeias de aminoacidos ligados, com glicina, prolina e
hidroxiprolina, sendo as duas ultimas responsaveis pela formacdo de uma estrutura
Gnica auxiliam na estabilidade durante a formacéo de tripla hélice feita através de
ligacdes de hidrogénio intercadeias (SCHRIEBER et al., 2007).

Devido a suas caracteristicas biocompativeis e biodegradaveis, a gelatina é
muito utilizada como material encapsulante na liberacdo controlada de compostos
podendo os sistemas de liberacdo variar entre hidrogéis, filmes, microesferas e
nanoparticulas (LAI, 2013; KHAN; SCHENEIDER, 2013). Sua estrutura possui diversos
grupos funcionais como -NH2, -SH e —COOH que formam estruturas tripla-hélice,
permitindo varias maneiras de rearranjo e direcionamento de ligantes, como no caso de
agentes reticulantes que auxiliam no fortalecimento da rede (KHAN; SCHENEIDER,
2013; LIU; LIU; WANG., 2011).



O uso da transglutaminase para reticular gelatina tem como finalidade aumentar
o tempo de liberagédo controlada de compostos de interesse a partir de hidrogéis. Essa
aplicacdo vem sendo estudada por diversos autores como Nawong et al., (2016) que
avaliaram a liberacdo controlada de bactérias acido laticas probioticas a partir de
microparticulas de gelatina-maltodextrina, e também Vichasilp et al., (2012) que
avaliaram a liberacdo controlada de 1-deoxynojirimycin de amoreira (DNJ), um inibidor

potente da a-glicosidase a partir de microesferas de gelatina.

3.4. Caseinato de sodio

A caseina € uma proteina de origem animal encontrada no leite como particulas
coloidais, com o nome de micelas de caseina (SMYTH et al., 2004).

Devido a sua origem ser animal, a caseina € um polimero natural totalmente
biodegradavel e possui caracteristicas que favorecem a formacdo de pelicula, tais
como, boa forca adesiva e uma forte resisténcia de alta temperatura. Porém esta nao
apresenta boa resisténcia a 4gua devido a sua estrutura, o que poderia restringir suas
aplicacoes praticas (QUNNA et al., 2015).

Hidrogéis de caseinato tém sido utilizados para encapsulacdo de compostos de
interesse como: flutamida (ELZOGHBY et al., 2011), lipideos poli-insaturados (ZHANG,;
DECKER; MCCLEMENTS, 2014) e vitamina B12 (SONG et al., 2010).

3.5. Transglutaminase

A transglutaminase € uma enzima encontrada na natureza, no figado e no
sangue dos mamiferos, em plantas e pode ser extraida através de fermentacao
utilizando Streptoverticillium mobaraense. Possui a capacidade de catalisar reacfes de
aciltransferéncia de grupos y-carboxiamidico de residuos de glutamina da cadeia
polipeptidica para varios receptores como as aminas primarias e de grupos €-amino de
lisina em substratos protéicos (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004). Esta vem se
destacando na éarea alimenticia, devido sua capacidade de melhorar a textura dos
alimentos, de auxiliar formacao de géis e no aumento do valor nutricional das proteinas
devido a incorporagdo de aminodacidos limitantes sobre o material original (SOARES et
al., 2004).



Na formacdo de hidrogéis a transglutaminase € utilizada como agente
reticulante, possibilitando a formacao de ligagdes cruzadas no interior das cadeias de
gelatina por meio da modificacdo enzimatica. Estas ligacdes sdo estaveis e nao se
desfazem com o aquecimento ou presenca de sal e fosfato (CARVALHO; GROSSO,
2006). O aumento da forca do hidrogel de gelatina submetido a acdo da enzima
depende da ordem e intensidade com que esta forma as ligacdes cruzadas. Fatores
como temperatura de reacdo ou incubacdo sdo determinantes no grau de reticulacéo
(CARVALHO; GROSSO, 2004; CARVALHO; GROSSO, 2006).

De acordo com Song et al., (2010) quando os grupos g-amino de um residuo
peptidico de lisina atua como o substrato, as duas cadeias peptidicas séo

covalentemente ligadas através de uma ligacao ¢-(-glutamil)lisina (Figura 1).

+NH,

Figura 1. Mecanismo ilustrativo da reticulacdo enziméatico com transglutaminase do
caseinato.
Fonte: Song et al., (2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados caseinato de
sodio (Sigma-Aldrich), glicose (sigma-Aldrich), transglutaminase (Ajinomoto, Activa WS)

e gelatina (Vetec).

4.2 Sintese dos hidrogéis

Foram produzidos hidrogéis de gelatina e de caseinato de sodio de acordo com
a metodologia descrita por Chambi e Grosso (2006) com algumas modificacdes. Na
Tabela 1 estdo apresentados os cddigos de descricdo das amostras. Primeiramente
foram dissolvidos 4,2 g de gelatina ou de caseinato de sodio (7 % p/p) em agua
destilada (60 mL) a 50 °C sob agitacdo magnética e entdo a glicose foi adicionada
(2,42 g). A mistura foi resfriada até temperatura ambiente e entdo a transglutaminase
(20 unidades ativas/g proteina) foi acrescentada ainda sob agitacdo. Por fim, a solugéo
resultante foi vertida em formas de silicone de 4 x 9 cm e levadas para estufa de
conveccao de ar (Cienlab) a 50 °C por 15 minutos. Em seguida, a temperatura foi
elevada a 85 °C para inativacdo da enzima por 10 minutos. Finalmente, as formas de
silicone foram levadas para secagem dos filmes por meio de dois tratamentos: em
estufa (Cienlab) a 40 °C por 48 horas ou em ultra-freezer (Liotop) a -90 °C sendo,
posteriormente, liofilizadas por 24 h (Liotop L101). Na preparacdo do branco realizou-

se 0 mesmo procedimento, mas sem a incorporagao da glicose.

Tabela 1-Codificacéo e descricdo dos tratamentos utilizados.

Cdédigo Proteina Método de secagem
HGL Gelatina Liofilizacéo
HGE Gelatina Estufa
HCL Caseinato de Sdédio Liofilizacao

HCE Caseinato de Sodio Estufa
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4.3 Caracterizagdo quimica por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR, Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Para andlise da interacdo entre os componentes dos hidrogéis e caracterizacao
das ligacGes quimicas formadas apos a sintese dos mesmos foi realizado ensaio de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Para isto, com
auxilio de um pistilo e um almofariz, 10 mg de amostra foram trituradas juntamente com
0,2 g de brometo de potassio (KBr) para formacgao da pastilha, possibilitando a anélise.
As pastilhas foram produzidas em um pastilhador submetido a 7 kgf/cm? de pressdo em
prensa hidraulica (Bovenau, P15 ST). A leitura do espectro foi realizada em
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (IR AFFINITY-1,

Shimadzu) na faixa de 4000-400 cm™ utilizando 32 acumulacées e resolucdo de 4 cm™.

4.4 Caracterizacao térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Diferencial
Scanning Calorimetry)

As andlises de DSC foram realizadas utilizando-se um equipamento Perkin
Elmer (DSC, 4000). O equipamento foi calibrado com zinco e indio. As massas das
amostras analisadas foram de aproximadamente 5 mg colocadas dentro de panelas de
aluminio. As rampas de aquecimento realizadas foram entre 0 e 300 °C a razdo de

aguecimento de 20°C/min, sob fluxo de nitrogénio gasoso (20 mL/min).

4.5 Liberacao in vitro da glicose

A liberacdo controlada da glicose foi avaliada a partir dos hidrogéis de gelatina e
caseinato e sédio, secos em estufa e liofilizados. Para tanto, aproximadamente 1 g de
hidrogel foi adicionado a 20 mL de agua destilada a temperatura ambiente (20 °C) e
mantido sob agitacdo magnética branda (100 rpm). Imediatamente uma amostra de
200 pL foi retirada com auxilio de uma micropipeta e este volume de meio de liberacdo
(dgua destilada) foi reposto. A amostra de 200 uL foi filtrada em filtro de seringa de
nylon (0,45 um, Allcrom) e inserida em um insert acoplado a um vial de cromatografia

liquida. A amostra foi entdo analisada em Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia
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(CLAE, Ultimate 3000, Dionex) operando com as seguintes especificagdes: coluna X-
bridge Waters, C18, 5 pym, 4,6 mm x150mm, acoplado a um detector de indice de
refracdo, RI-101, Shodex, de fluxo de agua Milli-Q de 1 mL/min, 40 °C e volume de
injecdo de amostra de 5 pL. Uma curva de calibracao foi preparada previamente para
determinacdo das concentracbes durante a liberacdo. As amostras de meo de
liberagcdo foram coletadas com intervalos de 0, 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 min de
liberacdo. O calculo do percentual de glicose liberado foi realizado considerando a

massa de glicose inicial na amostra (0,3551 ggjicose/Jamostra)-



13

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os carreadores produzidos além de se diferenciarem pela composicdo se
diferiram pelo método de secagem. Os hidrogéis secos em estufa apresentaram
aparéncia vitrificada e os hidrogéis liofilizados apresentaram aspecto esponjoso
(poroso) e esbranquicado. Cao et al. (2007) notaram que a secao transversal dos
filmes de gelatina apresentou uma diminuicdo do volume livre Guan et al. (2013)
também ressaltaram que o0 uso da Transglutaminaase como agente reticulante de
gelatina resultou em filmes com uma microestrutura mais compacta. Os filmes
produzidos de gelatina por Cao et al. (2007) and Jiang and Tang (2013) foram secos
em temperatura ambiente Betul et al. (2003) e avaliaram o efeito da temperatura de
secagem na microestrutura de filmes de glaten de trigo onde observou-se superficies
mais lisas quando secos a 50 ° C.

Durante a liofilizacdo, materiais sdo secos por sublimacéo de cristais de gelo sob
vacuo e a uma temperatura abaixo do ponto de congelamento de gelo (KANG et al.,
1999). Nesses casos, o tamanho dos poros pode ser controlado através do tamanho do
cristais de gelo formados durante o processo de congelamento. Peng e Chen (2011)
explicam que a agua livre no polimero é congelada, formando cadeias poliméricas para
unir e condensar a estrutura, que se assemelha um favo de mel depois da sublimacao
do gelo.

Por outro lado, para o método de secagem ao ar, ha mais tempo para evaporar a
agua, acarretando uma conformacdo da cadeia do polimero de equilibrio (ZHANG et
al., 2013; AHMAD et al., 2015;). Risbud et al. (2000) descobriram tamanhos de poros
igual a 39 pm em filmes secos por liofilizacdo de glutaraldeido reticulado com

quitosana/ polivinil pirrolidona.

5.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 2 estdo contidos os espectros de infravermelho dos componentes
puros utilizados na sintetizagdo dos hidrogéis de gelatina e os espectros dos hidrogéis
sintetizados. Na Figura 3 sdo demonstrados os resultados para os espectros dos
componentes puros utilizados na sintetizacdo dos hidrogéis de caseinato e os

espectros dos hidrogéis sintetizados.
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Figura 2. Os espectros de FTIR de gelatina, transglutaminase, glicose, HGE (hidrogel
de gelatina seco em estufa) e HGL (hidrogel de gelatina liofilizado).

Através do espectro de FTIR da gelatina pura podem ser observadas as bandas
de absorcdo especifica para a amina NH (3068 cm™), amida | (1646 cm™) e amida II
(1550 cm™). J4 a banda de absorcdo mais especifica da glicose ocorre na regido de
impressdo digital (fingerprint) de 1062 a 997cm™ (Petibois et al.,2000) devido ao
estiramento C-O. Por meio da Figura 3 esta banda pode ser observada entre (1086 e
933 cm™).

Uma vez que a gelatina apresenta tanto residuos de grupamento glutamina
guanto de lisina (FUCHSBAUER et. al., 1996; CORTESI et. al., 1999; CARVALHO e
GROSSO, 2006;), o produto da reacao de reticulacdo ocorre através da formacéo de
um grupamento amida monosubstituida bem como amdénia. Neste caso, pode-se dizer
gue o houve formacdo de hidrogéis reticulados covalentemente, pois como pode ser
observada na figura 2 houve um aumento na intensidade da banda (1630 — 1550 cm™)
dos hidrogéis comparado com a da gelatina pura. Isso se da devido a agcao da

transglutaminase que promoveu as ligacdes de reticulagéo tais grupos.
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Figura 3. Os espectros de FTIR de caseinato de sédio, transglutaminase, glicose, HCE
(hidrogel de caseinato seco em estufa) e HCL (hidrogel de caseinato liofilizado).

Avaliando a Figura 3 pode ser observada a presenca da banda localizada em
(1700-1750 cm™), referente ao grupamento C=O. Nesta Figura também é possivel
observar um aumento de intensidade da banda é possivel observar que o caseinato
também reticulou devido o aumento na intensidade da banda do grupamento amida
monosubstituida (1630 — 1550 cm™). Nos hidrogéis esta banda tem a intensidade
aumentada quando comparado com o caseinato puro, em funcdo da criacdo das
ligacdes de reticulacdo promovidas pela transglutaminase. Dessa forma € possivel
confirmar que a transglutaminase agiu como agente de reticulagdo na formacao dos
hidrogéis, ou seja, ajudou no fortalecimento das ligaces e na textura do hidrogel.

E possivel notar também a presenca da banda caracteristica do estiramento C-O
na amostra de hidrogel contendo glicose HCE, a qual apresentou um deslocamento
para a esquerda, localizando-se, entdo, entre 1130 e 953 cm™. Este deslocamento
pode ser considerado como indicativo de interacdo entre a glicose e a matriz polimérica
do hidrogel (DEV et al.,, 2010). De acordo com Puttipipatkhachorn et al. (2001), as
interacdes entre o encapsulado e a matriz polimérica levam a modificacbes na

liberacdo dos compostos encapsulado.
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5.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Diferencial Scanning Calorimetry)

Na Figura 4 estdo contidos os termogramas de DSC dos componentes puros
utilizados na sintese dos hidrogéis de gelatina e os termogramas dos hidrogéis
sintetizados. Na Figura 5 sdo demonstrados os resultados para os termogramas dos
componentes puros utilizados na sintese dos hidrogéis de caseinato e os termogramas

do hidrogéis sintetizados.

1 J/ \J\

N

e TN _ HeL
o -
e

//\—// TGase
/INJ Gelatina

I : I % ! ! | ! I 5 I
0 50 100 150 200 250
T (°C)

Glicose

Figura 4. Termogramas de DSC de gelatina, transglutaminase, glicose, HGE (hidrogel
de gelatina seco em estufa) e HGL (hidrogel de gelatina liofilizado).
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Figura 5. Termogramas de DSC de caseinato, transglutaminase, glicose, HCE
(hidrogel de caseinato seco em estufa) e HCL (hidrogel de caseinato liofilizado).

Em relacdo as andlises térmicas, nota-se que a temperatura de fuséo cristalina
(Tm) da glicose ndo apareceu em nenhum dos hidrogéis. Isso pode indicar que o
composto encapsulado deve estar presente em um estado amorfo ou em um estado de
solucéo solida na matriz do polimero, ou ainda como uma fase desordenada no seu
interior (YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN; 2010). Neste caso, este resultado pode ser
atribuido a formacédo de interacdo entre as moléculas de glicose e as cadeias
reticuladas do hidrogel, as quais podem ter evitado a recristalizacao.

Quando uma estrutura possui componentes na sua forma amorfa possivelmente
afetaria a entrada da agua durante o inchamento e consequentemente influenciaria na
liberacdo controlada. As estruturas amorfas se dao principalmente devido o processo
de congelamento seguido de liofilizagdo, onde a tendéncia da desordem no arranjo é
maior. J& os géis secos em estufas possuem estruturas mais organizadas devido ao
maior tempo de acomodacao das cadeias.

Na Tabela 2 pode-se observar com detalhes a diferenca das temperaturas de

transicao vitreas (Tg) em relacdo ao método empregado de secagem. Em relagdo aos
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valores de Tg, pode ser observado os valores maiores para os hidrogéis secos em
estufa, podendo ser observado também nas Figuras 4 e 5 o deslocamento do pico
levemente para a direita. Em contrapartida, os hidrogéis liofilizados apresentaram
valores de Tg inferiores confirmando a hipdtese de estrutura amorfa uma vez que a
matriz polimérica manteve a mesma conformacédo, durante o processo de secagem, ao
contrario das amostras secas em estufas. Nas amostras liofilizadas o valor da entalpia

de fusdo também foi reduzido em relacéo as amostras de hidrogéis secos em estufa.

Tabela 2- Valores de Tg e AH da gelatina, caseinato, transglutaminase, glicose, HGE
(hidrogel de gelatina seco em estufa), HGL (hidrogel de gelatina liofilizado), HCE
(hidrogel de caseinato seco em estufa) e HCL (hidrogel de caseinato liofilizado).

Amostra Tg(°C) AH da glicose (J/g)
Gelatina pura 86,26 56,75
Caseinato de sodio puro 163,83 199,66
Transglutaminase 47,89 197,76
Glicose 155,84 206,76
HGE 221,78 181,67
HGL 217,88 144,75
HCE 181,69 117,90
HCL 38,77 88,87

5.3 Liberacao controlada de glicose

Na Figura 8 estdo apresentados os resultados obtidos para o estudo da
liberacdo de glicose através dos hidrogéis por CLAE.
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Figura 6. Liberacao controlada de glicose

Tabela 3- Porcentagem de liberacéo inicial e final de glicose nos hidrogéis.
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Amostra % Liberacao inicial % Liberacao final Tempo de
liberagao

HGE 5,84 181,65 240 min

HGL 1,03 128,52 360 min

HCE 6,26 94,50 120 min

HCL 0,93 105,49 360 min

Conforme se pode observar através da analise dos resultados da Tabela 3, ao

comparar os quatro hidrogéis que foram analisados na Figura 6 tem-se que o HCE

além de apresentar maior taxa inicial de liberacdo de glicose também apresentou

menor tempo para estabilizar a liberacdo de glicose. Pode-se observar ainda que a

liberacdo inicial também ocorreu mais rapidamente em relacdo ao HGE do que em

relacdo ao HGE. Este resultado mostra que os hidrogéis secos em estufa apresentam

maior taxa inicial de liberacdo. Entretanto pode-se observar que a quantidade de

glicose total liberada (% Liberag&o final) foi maior para os hidrogéis liofilizados. Isto
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pode se dar pelo fato da matriz polimérica quando liofilizada apresenta sua estrutura
altamente porosa a qual permite inicialmente somente a liberacao inicial da glicose que
esta contida em seu interior, mas que nao interagem com as cadeias poliméricas. Além
disso, a estrutura expandida devido ao processo de liofilizacdo pode permitir maior
interacdo entre as moléculas de glicose e as cadeias poliméricas resultando em uma
maior quantidade de glicose absorvida e, portanto a uma maior taxa de liberacédo final.
Por outro lado na matriz seca na estufa o processo de secagem leva ao
empacotamento da matriz o que pode neste caso pode ter resultado na interacdo da
glicose com as cadeias poliméricas de maneira mais homogénea quando comparado
ao processo de liofilizac&o, resultado em uma maior taxa inicial de liberagdo bem como
a uma menor quantidade de glicose o que resulta na menor porcentagem de liberacao
final de glicose.

O hidrogel de gelatina liofilizado que de inicio apresentou uma liberacdo menor
de glicose, foi 0 que liberou glicose em maior quantidade até atingir a estabilidade no
periodo de 6 horas, juntamente com o HCE que ap6s 5 min de experimento a matriz

polimérica se desfez, e continuou o processo de liberacéo.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel sintetizar tanto os hidrogéis de
gelatina reticulados com transglutaminase quanto os de caseinato.

Quanto aos espectros obtidos na andlise do FTIR verificou-se que, através da
presenca da banda referente ao grupamento amida monosubstituida nos hidrogéis com
e sem glicose, houve reticulacdo devido a acdo da enzima transglutaminase. Além do
deslocamento da banda C-O no hidrogel com glicose, onde pode ser indicada a
interacdo entre a glicose e a matriz polimérica, garantindo a encapsulacdo deste
carboidrato.

Nas andlises de DSC foi verificado que a glicose se encontrou na fase amorfa no
hidrogel, auxiliando entdo na retencdo de agua, consequentemente na liberacéo
controlada medida por CLAE, onde verificou-se que os polimeros que foram liofilizados
apresentaram melhor liberacdo da glicose em maior tempo.

Os resultados demonstraram que a técnica de reticulacéo utilizada foi adequada

para liberagédo, encorajando a continuidade do estudo.
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