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RESUMO

SIMONI, Rayssa Cristine. Encapsulacdo de glicose em hidrogéis de gelatina reticulados com
transglutaminase. 2014. 43 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Engenharia de Alimentos) — Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014,

A hipoglicemia tem afetado grande parte da populagédo portadora de diabetes tipo 1,
principalmente jovens e criangas no periodo noturno, em alguns casos sao apresentados danos
no desenvolvimento e funcionamento neuropsicolégico, convulsdes ou até mesmo a morte.
Uma alternativa para aumentar o tempo de manutencdo da glicose no sangue seria a liberacéo
controlada da glicose a partir de hidrogéis comestiveis. Dessa forma, o presente trabalho tem
como objetivo sintetizar hidrogéis de gelatina, reticulados com transglutaminase, contendo
glicose e caracterizéa-los. Foram produzidos oito tipos de hidrogéis e seus respectivos brancos,
ou seja, sem glicose. Foram avaliadas as condic¢des: temperatura de reticulacdo (40/50°C),
quantidade de transglutaminase (10/20 U/g de proteina) e o tratamento de secagem
(estufa/liofilizacdo), de acordo com o planejamento fatorial 23. Para caracteriza-los foram
realizadas andlises de espessura, inchamento de equilibrio em agua Milli-Q, inchamento em
fluidos gastrico e intestinal simulados e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR). As amostras produzidas por tratamento em estufa apresentaram aspecto
vitrificado e os hidrogéis produzidos por liofilizacdo apresentaram aspecto esponjoso, onde as
primeiras foram caracterizadas por serem menos espessas. O indice de inchamento dos
hidrogéis G4020 e G5020 em &gua foi maior para as amostras secas em estufa e para o
inchamento nos fluidos simulados verificou-se que apds 1 hora de andlise as amostras de
hidrogéis liofilizadas apresentaram maior indice de inchamento, esta diferenca pode ser pelo
fato dos hidrogéis liofilizados apresentarem uma estrutura mais aberta e permanecerem por
mais tempo em contato com fluidos que favorecem a hidrdlise destes, levando a uma maior
solvatacdo da matriz. Quanto ao planejamento fatorial ndo houve significancia em relacéo as
variaveis independentes escolhidas, com isso estas ndo influenciaram no comportamento dos
hidrogéis sintetizados em condi¢des distintas. Na anélise do FTIR foi observado que houve
reticulacdo na rede do hidrogel devido a presenca da banda amida monosubstituida, composto
obtido pela acéo da reticulacdo da enzima transglutaminase, além da verificacdo da presenca
da glicose no hidrogel através da banda caracteristica do estiramento C-O, no qual observou-
se um deslocamento desta, que pode ser representado pela interagdo da glicose com a matriz
polimérica. Deste modo foi possivel a sintetizacdo dos hidrogéis caracterizados por apresentar
alta capacidade de absorcdo e pela eficacia na encapsulacdo da glicose, sendo indicado a
producdo por secagem em estufa por ser um método de menor custo e gasto de energia.

Palavras-chave: hidrogel, gelatina, transglutaminase, glicose.



ABSTRACT

SIMONI, Rayssa Cristine. Glucose encapsulation in gelatina hydrogels crosslinked with transglutamnase.
2014 43 f. Trabalho de Conclusao de Curso (Engenharia de Alimentos) — Universidade Tecnologica Federal do
Parana. Campo Mouréo, 2014.

The hypoglycemia has been affecting a large number of type 1-diabetes patients, especially
young people and children in the night period, in some cases people present problems in
neuropsychological development and its functions as well as convulsion and even death. An
alternative to increasing the maintenance time of glucose in the blood would be controlled
release of glucose from edible hydrogels. Regarding to that, the main aim of this article is to
synthesize gelatin hydrogels crosslinked with transglutaminase, which contains glucose and
then, characterized them. Also, eight types of hydrogels were made as well as its blanks, in
other words, without glucose. Furthermore, some conditions were analyzed such as:
crosslinking temperature (40/50 °C), amount of transgulatimase (10/20 U/g of protein) and
the treatment of drying (oven/lyophilization), according to 23 factorial experimental design.
Thus, to characterized them, was done thickness analyses, of balance swelling in Milli-Q
water, swell in simulation gastric and intestinal fluids and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). The samples which were made by treatment of oven and lyophilization,
presented glazed and spongy aspects, respectively. Also was noted that, the first one presented
less tickness than the second one. The swelling ratio of the hydrogels G4020 and G5020 in
water was higher for sampes dried in an oven and was noted that after 1 hour the simulations
of sweeling fluids presented higher ratio of swelling. That diference is due to hydrogels which
were lyophilized presented its structure more opened than the other one in the oven, also, the
structure stayed for longest time with fluids which helps the hydrolysis function, leading to
increased solvation of the matrix. As for the factorial experimental design was not significant
in relation to the chosen independent variables, so these did not influence the behavior of the
hydrogels synthesized in different conditions. In FTIR analysis showed that there was cross-
linking in the hydrogel network due to the presence of the band monosubstituted amide,
which is obtained by the action of the transgutaminase crosslinking, beyond the presence of
glucose in hydrogel through the band characterized of stretch C-O, which has moved and can
be presented by relation between glucose and polymer matrix. Finally, it can be concluded
that was possible to synthesize the hydrogels characterized by having high absorption
capacity and the efficiency of the encapsulation of glucose production and also, it indicates,
by oven drying as a method of lower expenditures such as financial costs and energy.

Key-words: hydrogel, gelatin, transglutaminase, glucose.
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1 Introducéo

A hipoglicemia é determinada pelo baixo nivel de glicose no sangue de pacientes que
possuem diabetes mellitus e tem afetado principalmente criangas e adolescentes durante o
periodo noturno, o que torna um fator preocupante por muitas vezes nao ser percebido
rapidamente, podendo levar a danos no desenvolvimento e funcionamento neuropsicolégico,
convulsdes ou até mesmo a morte (KAUFMAN et al.,, 2002; PORTER et al., 1997;
BEREGSZASZG et al., 1997). Ao longo das ultimas décadas, avancos significativos tém sido
alcancados na area das formas de dosagem de drogas com o desenvolvimento da liberacdo
controlada. As formulacdes 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 liberacdo controlada a droga €
incorporada numa estrutura polimérica, de tal modo que o farmaco é libertado de uma
maneira pré-definida (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

Os hidrogéis sdo redes poliméricas que absorvem grandes quantidades de agua,
mantendo-se insollveis em solucbes aquosas devido a reticulagdo quimica ou fisica das
cadeias individuais do polimero (LIN; METTERS, 2006). Segundo Jorgen-Sen et al. (2006),
as proteinas tem sido uma alternativa na formulacdo de medicamentos com melhor adesao
pelos pacientes, contudo, é necessario conhecer as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas
e a estabilidade quimica e fisica destas. A gelatina que é um componente natural presente nos
0ss0s, pele e tecido conjuntivo e é obtida através da hidrolise do coladgeno. Devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade em ambientes fisiologicos, facil manuseio e baixo
custo tem sido muito utilizada na area médica, farmacéutica e alimenticia, principalmente na
formacdo de capsulas (BIGI et al., 2002).

Agentes como glutaraldeido podem ser utilizados para obter a reticulacdo formadora
da rede tridimensional do hidrogéis, mas, devido aos seus efeitos citotoxicos tem-se utilizado
alternativas naturais como genipina, &cido tanico e ferulico, proantocianidinas e a enzima
transglutaminase, apesar desta apresentar um custo mais elevado (RIVERO; GARCIA;
PINOTTI, 2010). A transglutaminase atua como catalisador das rea¢des de acil-transferéncia
entre grupos y-carboxiamidico e residuos de glutamina da cadeia polipeptidica (acil-doadores)
e uma variedade de aminas primarias (acil-receptores) e, em determinadas proteinas, 0s

grupos g-amino de residuos de lisina (DONG et al., 2008).
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As caracteristicas de hidrogel, incluindo o inchamento, propriedades mecanicas e
perfil de liberagdo de compostos encapsulados, podem ser moduladas pelas condi¢des de
sintese como a quantidade de agente de reticulacdo, temperatura de reacdo e secagem do
hidrogel. Dessa forma torna-se interessante a sintese de hidrogeis de gelatina reticulados com

transglutaminase contendo glicose, bem como a sua caracterizagéo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar hidrogéis de gelatina reticulados com transglutaminase
contendo glicose, com a possibilidade de futuramente ser utilizado para consumo noturno de

pessoas que possuem diabetes.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar os hidrogéis de gelatina reticulados com transglutaminase contendo
glicose;

- Caracterizar o hidrogel quanto ao inchamento de equilibrio em agua;

- Avaliar a cinética de inchamento dos hidrogéis em fluido gastrico simulado e fluido
intestinal simulado;

- Determinar a espessura do material produzido;

- Identificar as interacGes entre os componentes dos hidrogéis e a glicose por

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier.
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3 Revisdo Bibliografica

3.1 Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus € uma doenca metabdlica cronica que pode afetar diversos 6rgédos
quando néo realizado o tratamento adequado. Na diabetes tipo 1 ocorre a destruicdo de células
do pancreas que sdo responsaveis pela producdo de insulina, substancia produzida neste érgéo
para auxiliar a manter o nivel adequado de glicose no sangue, por isso a necessidade da
aplicacdo deste horménio. O pancreas recebe um sinal através da glicose para liberar o
horménio que auxiliard no transporte desta até o interior das células, com a auséncia da
insulina este monossacarideo se acumula no sangue, desencadeando os sintomas relacionados
ao estado hiperglicémico, e o excesso € eliminado através da urina sem ser absorvido como
nutriente pelas células. Ja a diabetes tipo 2 acarreta na deficiéncia parcial da producdo de
insulina, obtendo uma resisténcia ao efeito desta (COTRAN; CRAWFORD, 2000; BRATS,
2010).

Grande parte da populacdo tem sido afetada nos Gltimos anos, isto devido ao novo
estilo de vida com habitos alimentares inadequados; consumo de bebida alcoolica e cigarro;
rapido envelhecimento e sedentarismo, além do fator genético. De acordo com estimativas da
Organizagdo Mundial da Satude (OMS), no mundo ha mais de 220 milhdes de pessoas com
diabetes, ja no ano de 2025 este indice tende a dobrar, 0o que sera considerado um fator
responsavel por um elevado indice de mortalidade, (MENDES et al., 2011; OMS, 2014). O
diagndstico muitas vezes é mais dificil quando em criancas e adolescentes, sendo este mais
evidente com o passar do tempo. Com a descoberta desta doenga muitas outras sdo
desenvolvidas como a depressao, ansiedade, estresse dos pacientes e familiares (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014; MAIA; ARAUJO, 2005).

Os sintomas compreendem a sede e fome em excesso, vontade incessante de urinar,
perda de peso, fraqueza e aumento do nivel de glicose no sangue, pois 0 metabolismo de
carboidratos, gordura e proteina é afetado (BERNE et al., 2000; GODOY, 2000; SAID et al.,
2002). Os riscos de doengas cardiovasculares e cerebrovasculares sdo maiores para pacientes
com a doenga, assim como complicacbes que podem levar a cegueira, faléncia renal,
neuropatia, entre outros (COMMITTE REPORT, 2003).
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A hipoglicemia, resultante do baixo nivel de glicose no sangue e que pode ocasionar
graves consequéncias para o organismo levando até mesmo a morte, atinge com frequéncia
muito dos pacientes no periodo noturno. Isto é considerado um efeito adverso da insulina,
pelo fato desta ser aplicada para liberacdo rapida de grande quantidade de hormdnio para
evitar a hiperglicemia e, por fim, resulta na percepcdo da hipoglicemia (GUYTON; HALL,
2002). Comumente ndo é realizado o monitoramento da glicose durante o periodo de sono,
por isso, hd muitos casos em que os diabéticos ndo percebem seu estado hipoglicémico. Deste
modo, ndo é feita a adaptacao das doses de insulina o que leva a graves episodios da queda da
glicose e pode resultar em convulsbes, problemas neuropsicologicos e mortes. Quando
detectada a hipoglicemia, o tratamento é realizado através do consumo de carboidratos e
proteinas que tem acdo imediata, ndo se prolongando por muitas horas (BEREGSZASZG et
al., 1997; TRAN et al., 2007; AHMET et al., 2011).

Segundo Araujo e Martel (2009), os carboidratos sdo as principais fontes de energia
para 0 organismo humano e, para absor¢do, sdo degradados através de enzimas nos
monossacarideos glicose, frutose e galactose. O controle do nivel de glicose é essencial para
reduzir as complicacdes provocadas pela diabetes, isto engloba a sua absor¢cdo no intestino,

acao das glicosidades intestinais e a captacéo de glicose pelos tecidos.

3.2 Hidrogéis

Os hidrogéis séo polimeros que apresentam grande capacidade de absor¢do de agua,
podendo ser compostos por uma unica rede tridimensional ou mais. O componente estrutural
de um hidrogel é baseado em varios parametros, incluindo a quantidade de agua que o
hidrogel é capaz de absorver e 0 método de ligacdo das cadeias de polimero para formacgéo da
rede. Assim, as redes podem ser formadas por ligacbes covalentes, originadas da reticulacéo e
conhecidos como hidrogéis do tipo quimico, ou ligacdes fisicas, que seriam as ligacdes de
hidrogénio e forgas de van der Waals (OVIEDO et al., 2008; BHATTARAI; GUNN;
ZHANG, 2010).

A sintetizacdo dos hidrogéis pode ser feita a partir de polimeros naturais ou
sintéticos, o que os diferenciam é a forca mecénica ndo satisfatoria dos naturais e as

propriedades bioativas ndo tdo boas dos sintéticos. Sua aplicacdo inclui a utilizagdo como
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matriz para liberagdo controlada de determinados componentes biologicamente ativos
(BAJPAI et al., 2008).

O intumescimento da cadeia polimérica ocorre ao entrar em contato com um fluido,
aquoso ou ndo, promovendo a interacdo interna entres estes, 0 que leva a expansdo até o
estado de completa solvatacdo. Durante a expansdo, quando a rede é reticulada, h4 uma forga
de retracdo para conter as cadeias do polimero que é denominada forga elastica retrativa. Por
isso a importancia da diferenciacdo do parametro de inchamento, ja que o equilibrio deste, em
proporcéo ao peso do hidrogel, influencia no coeficiente de difusdo do soluto, mobilidade,
molhabilidade e nas propriedades mecanicas do hidrogel, assim como a viscosidade da
dispersdo do polimero nos poros, como uma geleificagdo, no qual uma taxa elevada reduz a
velocidade de transporte do composto (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

Dependendo do elemento que se deseja encapsular deve ser escolhido o tipo de
matriz adequada com base nas caracteristicas fisico-quimicas do composto. Logo, elementos
lipofilicos podem ser utilizados em matrizes hidrofilicas, tendo coeficiente de parti¢do
adequado para liberacdo, ja os hidrossolUveis podem ser aplicados em matrizes hidrofilicas,
avaliando sempre a interacdo com o polimero (COLOMBO et al., 2000).

Para sintetizacdo dos hidrogéis podem ser utilizados tratamentos de secagem
diferenciados, proporcionando caracteristicas e propriedades distintas na estrutura destes
filmes de hidrogéis. Dentre 0s processos ha a secagem em estufa que consiste na aplicacdo de
calor quando em condigBes de temperatura, umidade e corrente de ar controlados. E de grande
aplicacdo devido ao baixo custo, porém, pode proporcionar a perda de alguns componentes.
Outro processo seria a liofilizacdo, sendo de custo mais elevado com maior gasto energético e
consiste na desidratacdo de produtos em condicdes de pressao e temperatura controladas. A
amostra é, primeiramente, congelada e a dgua transferida do estado solido para o gasoso por
sublimacéo. O processo € realizado no vacuo e a baixas temperaturas (GAVA, 1994).

Pal, Banthia e Majumdar (2007) prepararam hidrogéis de poli(alcool vinilico) e
gelatina obtendo um material caracterizado como superabsorvente, retendo até 260% em peso
de agua com relacdo a sua massa seca. Garcia et al. (2014) incorporaram epigalocatequina
galato (EGCG) em hidrogeis preparados a partir de interagdo ionica entre gelatina e acido y-
poliglutaimico (y-PGA), com etilcarbodiimida (EDC) como agente de reticulacdo. A
reticulacdo do hidrogel afetou significativamente as propriedades do perfil de liberacdo do
composto bem como o inchamento em pHs diferentes. Também foi observado que para a
formulacdo otimizada pelos autores o perfil de libertagio de EGCG em todos os pHs

avaliados ndo mostrou a liberagdo brusca no inicio do periodo (burst release). Esta boa
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propriedade do hidrogel sintetizado sugere que a liberacdo sustentada de EGCG pode durar
varias horas e suportar diferentes pHs.

Song et al. (2010) produziram hidrogéis de caseina reticulados com transglutaminase
e observaram que um aumento da quantidade de enzima resultou numa diminuic¢éo do tempo
de gelificacdo e um aumento da forca do hidrogel e que a temperatura teve uma grande
influéncia sobre a reagdo. A liberagdo in vitro de vitamina B12 encapsulada no hidrogel
demonstrou um grande potencial para este sistema de liberacdo controlada. Quanto ao
caseinato de sodio alguns trabalhos apresentam a formacdo de microparticulas de pectina e
caseinato de sddio reticuladas para protecdo da oxidacdo de lipideos (MATALANIS;
DECKER; MCCLEMENTS, 2012) e encapsulagio de probidticos (HEIDEBACH; FORST;
KULOZIK, 2009). Filmes de caseinato de sodio foram produzidos por diversos autores
(KRISTO; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2008; FABRA; TALENS; CHIRALT, 2008 &
ATARES; BONILLA; CHIRALT, 2010), porém, os filmes ndo foram sintetizados como
hidrogéis. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a sintese e caracterizagdo de
hidrogéis de caseinato de sddio, como o de Audic e Chaufer (2005), porém os autores utilizam
formaldeido como agente de reticulacdo, que por apresentar toxicidade ndo desperta interesse

em aplicacdes praticas.

3.3 Gelatina

A gelatina é caracterizada pela cor, variando de incolor a ligeiramente amarelada, por
ser fragil, inodora e solivel em agua quente e é aplicada como clarificante de bebidas, agente
espessante em iogurtes, sintetizacdo de capsulas, alimentos e medicamentos, molhos e sopas
instantaneas, filmes comestiveis para confeitos, estabilizante de sorvetes e na industria téxtil

(CRISTIANO, 2009). Na Figura 1 esta representada a estrutura da molécula de gelatina.
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Figura 1 — Estrutura da molécula de gelatina.
Fonte: Liu, Liu e Wang, 2011.

A gelatina é considerada um biopolimero natural soltvel a base de proteina e obtida
a partir da hidrélise parcial do coldgeno que € insollvel. Por apresentar caracteristicas
biocompativeis e biodegradaveis, esta representa uma alternativa como material de
encapsulacdo com liberacdo controlada de drogas, onde o sistema de entrega pode contemplar
os hidrogéis, filmes, microesferas e nanoparticulas (LAI, 2013; KHAN; SCHENEIDER,
2013). Filmes de hidrogéis produzidos a partir de proteinas apresentam alta permeabilidade ao
vapor de agua e efetiva barreira contra gases como CO; e O, (CARVALHO; GROSSO,
2006).

Uma vantagem da sua utilizacdo € a naturalidade que leva ao baixo custo e facilidade
na obtencdo, além de possuir antigenicidade. Com relacdo a estrutura da gelatina, esta
apresenta muitos grupos funcionais acessiveis como -NH,, -SH e -COOH, que sdo capazes de
formar estrutura tripla-hélice, permitindo maiores oportunidades de modificacdo para o
acoplamento e direcionamento de ligantes, como no caso de agentes reticulantes que auxiliam
no fortalecimento da rede, como dos hidrogéis, por exemplo (KHAN; SCHENEIDER, 2013;
LIU; LIU; WANG, 2011).

3.4 Transglutaminase

A transglutaminase é uma enzima encontrada na natureza, em plantas e
microrganismos, e nos tecidos de animais. Possui a capacidade de catalisar reagOes de acil-

transferéncia de grupos y-carboxiamidico de residuos de glutamina da cadeia polipeptidica
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para varios receptores como as aminas primarias ¢ de grupos g-amino de lisina em substratos
proteicos (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004).

Na area alimenticia tem sido muito utilizada para promover a polimerizacéo,
melhorar texturas, na formacdo de géis, reestruturacdo de carnes e no aumento de valor
nutricional das proteinas devido a incorporacdo de aminoacidos limitantes sobre o material
original (SOARES et al., 2004).

Na formacdo de hidrogéis a transglutaminase atua como agente reticulante, o qual
forma ligacGes cruzadas no interior das cadeias de gelatina por meio da modificacdo
enzimética, sendo um meio alternativo para melhorar a resisténcia mecénica da estrutura
polimérica, alterando a funcionalidade através da permeabilidade ao vapor de agua e
diminuicdo da solubilidade (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 reticulagdo (CARVALHO; GROSSO,
2004; CARVALHO; GROSSO, 2006).

3.5 Glicerol

A descoberta do glicerol ocorreu em 1779 por Carl W. Scheele durante um processo
de saponificacdo de azeite de oliva, sendo também um subproduto da fermentacdo alcéolica
quando héa concentracdes de etanol de 2,5 — 3,6 % (REHM, 1988). E conhecido como glicerol
e 1,2,3 propanotriol, quando puro, ou glicerina, para produtos comerciais com 95 % ou mais
de glicerol. Este é atoxico, incolor, oleoso, viscoso, com gosto adocicado, soltvel em agua e
alcool devido a presenca de trés hidroxilas em sua estrutura, como observado na Figura 2, mas
pouco soltvel em éter, acetato de etila e dioxano e insolGvel em hidrocarbonetos (ARRUDA;
RODRIGUES; FELIPE, 2007; BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).
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Figura 2 - Estrutura do glicerol.

Fonte: Arruda, Rodrigues e Felipe, 2007.

O glicerol é considerado um plastificante hidrofilico que, quando aplicado em outros
tipos de materiais tem por funcdo alterar as propriedades fisicas e mecéanicas destes, assim é
muito utilizado na interacdo das cadeias de polimeros tornando-os mais flexiveis, com maior
mobilidade e hidrofilicidade, possibilitando o aumento da permeacdo de fluido através da
matriz polimérica (MALI et al., 2004). Segundo Gennadios (2002), os filmes de proteinas sdo
mais frageis e por isso emprega-se os plastificantes que competem pela ligacao de hidrogénio
e interacdes eletrostaticas com as cadeias de proteinas.

Esse composto € aplicado na industria alimenticia devido as suas propriedades
estabilizantes, antioxidantes, sequestrantes, emulsificantes e umectantes (ARRUDA,
RODRIGUES; FELIPE, 2007). Na industria farmacéutica € aplicado na producéo de capsulas,

anestésicos, xaropes, cremes, antibioticos e anti-sépticos (BARBOSA, 2009).
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

A gelatina (Vetec) e o glicerol (Vetec) foram utilizados na sintese do hidrogel, assim
como a glicose (Isofar). A &gua destilada foi utilizada no preparo das solucbes e na
verificacdo do inchamento de equilibrio dos hidrogéis. A enzima transglutaminase (ACTIVA
GM, 80 unidades ativas (U) para 1 g de mistura enzimatica) foi disponibilizada pela
Ajinomoto, sendo aplicada como agente reticulante. O fluido gastrico foi preparado com
acido cloridrico (HCI) (Vetec) e cloreto de sédio (NaCl) (Vetec). Para o fluido intestinal
simulado, o tampdo fosfato salino (PBS) foi preparado com fosfato de potassio monobaésico e

fosfato de potéssio dibasico.

4.2 Métodos

Os experimentos foram realizados na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), campus Campo Mourdo, nos laboratérios de Cromatografia, de Analise
Instrumental 1 e I, onde encontravam-se disponiveis todos 0s reagentes e equipamentos

necessarios para o projeto.

4.2.1 Planejamento experimental

Um planejamento experimental 2° foi realizado para sintetizagdo dos hidrogéis e,
posteriormente, avaliacdo do inchamento de equilibrio, sendo os dados tratados no software
Statistica 7.0. Foram considerados os fatores e niveis apresentados na Tabela 1, onde utilizou-
se para a transglutaminase 10 U/g (-1) e 20 U/g (+1), para a temperatura 40 °C (-1) e 50 °C
(+1) e o tratamento em estufa (-1) e por liofilizacdo (+1). O planejamento foi aplicado para 0s
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hidrogéis com e sem glicose. Os resultados de inchamento de equilibrio e de espessura foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com uso do software Statistica 7.0.

Tabela 1 — Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 23.

Experimento Transglutaminase (U/g) Temperatura (°C) Tratamentos
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

4.2.2 Sintese dos hidrogéis

A formagéo do hidrogel foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Chambi e Grosso (2006), com algumas alteracdes. Primeiramente foram dissolvidos 4,2 g de
gelatina (7 % p/p) em agua destilada (60 mL) a 50 °C sob agitacdo magnética. Em seguida foi
pesado 1,05 g de glicerol (25 ¢g/100 g proteina seca) em um béquer, onde foi adicionada a
solugdo. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente e entdo a transglutaminase (10 U/g
proteina ou 20 U/g proteina) foi acrescentada ainda sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado
1,12 g de glicose. Por fim, a solucéo resultante foi vertida em formas de silicone de 4 x 9 cm e
levadas para estufa de conveccdo de ar (Cienlab) a 40 °C ou 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 e obtencdo dos hidrogéis por
meio de dois tratamentos: em estufa (Cienlab) a 40 °C por 24 horas e em ultra-freezer
(Liotop) a -90 °C sendo, posteriormente, liofilizadas por 24 h (Liotop L101). Na preparacéo

do branco realizou-se 0 mesmo procedimento, mas sem a incorporagdo da glicose.
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4.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para andlise da interacdo entre os componentes dos hidrogéis e caracterizacdo das
ligacbes quimicas formadas ap6s a sintese dos hidrogéis 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 formacdo da pastilha, possibilitando a analise. As pastilhas
foram produzidas em um pastilhador submetido a 7 kgf 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 acumulagdes e resolucéo de 4 cm™.
4.2.4 Inchamento de equilibrio

O inchamento de equilibrio dos hidrogéis foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Wang et al. (2012) com algumas modificagcbes. As amostras de
30x30 mm foram mantidas em estufa de conveccdo a 40 °C por 24 h e pesadas (Wy). Entéo,
as amostras foram imersas em 200 mL de &gua destilada a 25 °C por 24 h e pesadas

novamente (W54). O inchamento de equilibrio em &gua foi calculado com a Equagéo (1).

Was =W

IEA(%) = — T .100 (1)

4.2.5 Cinética de inchamento dos hidrogéis em fluidos gastricos e intestinal simulados

As propriedades de inchamento em fluido gastrico simulado (FGS) (pH 1,2) e fluido
intestinal simulado (FIS) (pH 7,4) foram determinadas através do mesmo método aplicado na
verificacdo do inchamento de equilibrio, porém, a uma temperatura de 37 °C e com um

volume de 100 mL de cada fluido. Para isso as amostras permaneceram por 2 horas imersas
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no FGS e, posteriormente, foi transferida para o FIS até completar as 6 horas de analise,
considerando este o tempo de digestdo da glicose. A pesagem dos hidrogéis foi realizada
durante os intervalos de tempo de 5, 10, 20, 30, 60 e 120 min imersos no FGS e nos intervalos
de 30, 60, 120, 180 e 240 min no FIS. Os graus de inchamento nos fluidos simulados foram

entdo calculados com o uso da Equagéo (2).

.100 (2)

GIF (%) = w

0

4.2.6 Espessura dos hidrogéis

A espessura foi determinada com um micrémetro digital (Starrett) com resolucéo de
0,001 mm. Foram utilizados 10 pontos aleatorios sobre a superficie de cada hidrogel e

calculada a média destas medidas.
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5 Resultados e Discussoes

As amostras foram codificadas de modo a facilitar o controle e a realizagdo das
andlises como, por exemplo, G4010E e G5020L, onde G refere-se a proteina utilizada, 40/50
a temperatura em que os hidrogéis permaneceram em estufa para reticulacdo, 10/20 a
quantidade de transglutaminase utilizada e “E”/“L” ao tratamento aplicado na secagem dos
hidrogéis. Os que apresentam a letra “B” s3o os brancos. A Tabela 2 contém os exemplos

mais explicitos das variaveis.

Tabela 2 — Descrigdo das variaveis referentes aos cédigos atribuidos aos hidrogéis sintetizados.

Cadigo Proteina Temperatura Quantidade de Tratamento
(Gelatina) da estufa (°C) transglutaminase (U/g) utilizado para
secagem

G4010E G 40 10 Estufa
G4010L G 40 10 Liofilizacdo
G4020E G 40 20 Estufa
G4020L G 40 20 Liofilizacéo
G5010E G 50 10 Estufa
G5010L G 50 10 Liofilizacdo
G5020E G 50 20 Estufa
G5020L G 50 20 Liofilizacdo

Na Figura 3 sdo apresentados os hidrogéis de gelatina obtidos por tratamento em

estufa (a) e por liofilizagéo (b).

Figura 3 — Hidrogel de gelatina obtido por tratamento em (a) estufa e por (b) liofilizac&o.
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O hidrogel produzido por secagem em estufa apresentou aspecto vitrificado e o
hidrogel produzido por liofilizacdo apresentou aspecto esponjoso. Possivelmente, isso se deve
ao fato da secagem em estufa permitir uma maior acomodacéo da estrutura com o tempo, ao

contrario da liofilizacdo que mantém a estrutura original em que foi congelada a amostra.

5.1 Espessura

Na Tabela 3 estdo apresentadas as médias obtidas para as medidas das espessuras dos
hidrogéis. Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentadas as analises de variancia (ANOVA) para as

medidas de espessura das amostras contendo glicose e branco, respectivamente.

Tabela 3 — Médias das espessuras das amostras de hidrogéis medidas através do micrémetro digital.

Amostra Espessura (mm)
G4010E 0,387
G4010L 5,170
G4010bE 0,368
G4010bL 3,706
G4020E 0,870
G4020L 2,406
G4020bE 1,786
G4020bL 3,743
G5010E 0,953
G5010L 1,804
G5010bE 0,961
G5010bL 1,796
G5020E 1,407
G5020L 1,890
G5020bE 1,532

G5020bL 1,830
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Tabela 4 — Analise de Variancia (ANOVA) dos resultados referentes a espessura das amostras com glicose.

Fator Soma dos Grau de Quadrado F Probabilidade
guadrados liberdade Meédio (p)
(SQ) (GL) (QM)

(1) Transglutaminase 0.96536 1 0.965355  0.931091 0.511361
(2) Temperatura 0.37932 1 0.379321  0.365857 0.653688
(3) Tratamento 7.32105 1 7.321051  7.061199 0.229139
D e(? 0.99476 1 0.994755  0.959447 0.506588
D) e 3.10503 1 3.105032  2.994823 0.333571
(2) e (3) 1.63353 1 1.633528  1.575548 0.428263
Residuo 1.03680 1 1.036800

Total 15.43584 7

Tabela 5 — Analise de Variancia (ANOVA) dos resultados referentes a espessura das amostras sem glicose

(brancos).
Fator Soma dos Grau de Quadrado F Probabilidade
quadrados  liberdade Médio (p)
(SQ) (GL) (QM)

(1) Transglutaminase 1.51772 1 1517718  17.02478 0.151372
(2) Temperatura 0.52968 1 0.529678 5.94159 0.247843
(3) Tratamento 5.16409 1 5.164095  57.92751 0.083168
D e 0.09042 1 0.090419 1.01426 0.497746
D) e®) 2.16476 1 2.164760  24.28290 0.127459
(2) e (3) 0.46008 1 0.460080 5.16089 0.263983
Residuo 0.08915 1 0.089148

Total 10.01590 7

A andlise de variancia dos resultados obtidos para as amostras contendo glicose e
para os brancos, indicaram que os fatores avaliados ndo foram significativos, bem como de
suas interacGes de segunda ordem, considerando um nivel de significancia de 95%. Foram
obtidos coeficientes de determinacdo (R?) iguais a 0,93 e a 0.99, respectivamente, e 0s
coeficientes R? ajustados foram iguais a 0,53 e 0,93 para amostras contendo glicose e sem
glicose, respectivamente. Esse resultado mostra que os valores obtidos para as amostras
branco foram bem descritos pelo modelo do planejamento experimental 23, porém estas
variaveis ndo afetaram significativamente os resultados. Para o caso das amostras contendo
glicose 0 modelo ndo descreveu adequadamente os resultados de espessura. Possivelmente
existem outros fatores afetando os resultados neste caso, que ndo foram considerados, como a

presenca ou ndo do plastificante glicerol na formulacéo.
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Com a analise de inchamento de equilibrio em &gua destilada obtiveram-se 0s

resultados demonstrados na Tabela 6 para os hidrogéis contendo glicose e brancos. Nas

Tabelas 7 e 8 sdo apresentados os dados da anélise de variancia (ANOVA) para os resultados

obtidos de inchamento de equilibrio com glicose e sem glicose, respectivamente.

Tabela 6 — Resultados obtidos para o inchamento de equilibrio dos hidrogéis.

Amostra

Inchamento de Equilibrio (%0)

G4010-E
G4010-L
G4010-bE
G4010-bL
G4020-E
G4020-L
G4020-bE
G4020-bL
G5010-E
G5010-L
G5010-bE
G5010-bL
G5020-E
G5020-L
G5020-bE
G5020-bL

357,836
464,910
427,173
582,342
362,532
332,061
413,783
407,006
334,354
358,936
428,169
409,213
397,187
325,128
486,515
390,959

Tabela 7 — Andlise de Variancia (ANOVA) dos resultados referentes ao inchamento de equilibrio para amostras

com glicose.
Fator Soma dos Grau de Quadrado F Probabilidade
quadrados  liberdade Médio (p)
(SQ) (GL) (QM)

(1) Transglutaminase 1228,30 1 1228,301 5,872 0,249
(2) Temperatura 1293,75 1 1293,754 6,186 0,243
(3) Tratamento 106,04 1 106,042 0,507 0,606
D e 3088,17 1 1088,168 14,765 0,162
D) e®) 6855,35 1 6855,355 32,777 0,110
(2) e (3) 1924,47 1 1924,465 9,201 0,203
Residuo 209,15 1 209,153

Total 14705,24 7




29

Tabela 8 — Analise de Variancia (ANOVA) dos resultados referentes ao inchamento de equilibrio para amostras

sem glicose (brancos).

Fator Soma dos Grau de Quadrado F Probabilidade
quadrados  liberdade Médio (p)
(SQ) (GL) (QM)

(1) Transglutaminase 2761.56 1 2761.564  3.033051 0.331825
(2) Temperatura 1666.07 1 1666.073  1.829864 0.405262
(3) Tratamento 143.48 1 143.483 0.157588 0.759424
D e (2 6544.71 1 6544.713  7.188120 0.227276
D) e 7113.09 1 7113.094  7.812378 0.218732
(2) e (3) 8639.70 1 8639.696  9.489059 0.199833
Residuo 910.49 1 910.490

Total 27779.11 7

Com o planejamento fatorial realizado para avaliacdo do inchamento de equilibrio é
possivel observar, através das Tabelas 7 e 8, que os fatores avaliados ndo foram significativos
por apresentarem p > 0,05, assim como as interacfes entre estes, porém, o modelo alcangou
um coeficiente de determinacdo de 0,99 para as amostras com glicose e de 0,97 para as
amostras branco. Isto pode ter ocorrido pela escolha ndo adequada dos niveis das varidveis
independentes, no qual verifica-se que alteracdes simultdneas na temperatura, tipo de
tratamento e quantidade de enzima transglutaminase ndo interfere nos resultados da anélise de
inchamento.

Ja os coeficientes de ajuste obtidos foram de 0,90 e 0,77 para amostras com glicose e
branco, respectivamente. Conclui-se que o modelo apresentou ajuste adequado para as
amostras com glicose, porém ndo mostrou-se adequado para as amostras sem glicose,
possivelmente por interferéncia de outros fatores que néo foram avaliados.

Uma variavel que poderia conferir alguma significancia seria a producédo do hidrogel
com adicdo de outra proteina para formacdo de blendas, como o caseinato de sddio, por
exemplo. De acordo com LIU et al. (2004), esta é uma proteina natural, ndo toxica, isolada do
leite, sendo de facil obtencédo e aplicado na formacdo de micelas, proporcionando estabilidade
a estrutura, e na formacdo de gel. Segundo Rodrigues (2006), quando ha combinacdo de
polimeros obtém-se materiais com propriedades diversificadas resultando em funcionalidades
especificas e respostas diferentes as atuacGes dos hidrogéis. Assim, essa relacdo pode
influenciar na flexibilidade, processabilidade, resisténcia a impactos e tensoes.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6 é possivel observar que o
inchamento dos hidrogéis ficou entre 325 e 582%. Estes valores estdo de acordo com o

trabalho de Einerson, Stevens e Kao (2003) que produziram hidrogéis de gelatina com
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glutaraldeido como reticulante e obtiveram inchamento em torno de 649 %, assim como o
trabalho de Bigi et al. (2002), que avaliaram a estabilizacdo de filmes de hidrogel de gelatina
reticulados com genipina e obtiveram inchago consideravel de cerca de 700 %, em solucédo
fisioldgica, tendo o grau de inchaco reduzido em valores de, aproximadamente, 200 % quando
a concentracao de genipina é aumentada.

5.3 Cinética de inchamento nos fuidos gastrico e intestinais simulados

Com o teste da cinética de inchamento nos fluidos gastrico e intestinal simulados
obteve-se resultados para as amostras G4020 (estufa e liofilizador, com glicose e branco) e
G5020 (estufa e liofilizador, com glicose e branco), demonstrados nas Figuras 4 e 5,
respectivamente. Para todos os casos, até 120 minutos a avaliacéo foi feita em fluido géstrico

simulado e apds este tempo sdo avaliacdes referentes ao fluido intestinal simulado.

FGS FIS
700 B s 4

600

500

400 —— G4020E

—8— G4020L
—&— G4020bE

300

Inchamento (%)

200

100

0w ! ! ! ! ! ! !
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tempo (min)

Figura 4 — Gréafico de Tempo (min) por Inchamento (%) para os hidrogéis G4020E, G4020L, G4020bE e
G4020bL.
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Figura 5 — Gréfico de Tempo (min) por Inchamento (%) para os hidrogéis G5020E, G5020L, G5020bE e
G5020bL.

Através das curvas representadas na Figura 4 é possivel concluir que a amostra
reticulada em temperatura de 40°C e seca em liofilizador, sem adicdo de glicose, permitiu um
inchamento mais elevado que as demais amostras apds, aproximadamente, uma hora de
analise. As demais amostras permaneceram no mesmo patamar de inchamento ao longo do
tempo. Ou seja, para a amostra sem glicose houve diferenca no comportamento da cinética de
inchamento nos fluidos gastrico e intestinais simulados. Esta diferenca observada se deve a
estrutura formada na secagem do hidrogel, permanecendo mais aberta com elevada
porosidade conforme descrito por Risbud et al. (2000). Este efeito ndo foi observado na
analise de inchamento de equilibrio em agua. Possivelmente o tempo de contato com o fluido
gastrico simulado (até 120 min) levou a hidrolise de parte da estrutura tridimensional do
hidrogel, levando a uma maior solvatagdo da estrutura. Akala et al. (1998) avaliaram a
degradacéo por hidrolise dos hidrogeis (formados pelos mondmeros N, N-dimetilacrilamina,
ter-butilacrilamina, é&cido acrilico, 4,4-di-metacriloilamin-azobenzeno, N-alcanoilo e O-
metacriloil hidroxilamina) e notaram que o equilibrio de inchamento era mais elevado quanto
maior o conteudo do hidrolisavel do hidrogel.
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Os hidrogéis sintetizados a 50°C e com 20 U de tranglutaminase por grama de
proteina (Figura 5) apresentaram o mesmo comportamento que o relatado anteriormente para
40°C e 20 U.

Os Ultimos pontos de todas as amostras que continham glicose (apds 6 horas)
apresentaram maior indice de inchamento pelos hidrogéis liofilizados, o que pode ocorrer
devido a estrutura mais aberta com maior capacidade de absor¢do, como mencionado acima
por Risbud et al. (2000), além disso o autor também relata que as amostras liofilizadas, por
oferecerem uma maior area de superficie, constam de uma matriz com melhor interacdo com
o solvente, ou o fluido, permitindo absor¢do mais rapida deste.

Os resultados, tanto na agua quanto nos fluidos gastricos e intestinais, confirmaram a

capacidade do hidrogel em absorver grande quantidade de fluido.

5.4 FTIR

Na Figura 6 estdo contidos os espectros de infravermelho do componentes puros
utilizados na sintetizacdo dos hidrogéis. Na Figura 7 sdo demonstrados os resultados para o
espectro da glicose e dos hidrogéis G5020E e G5020bE.
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Figura 6 — Espectros de Infravermelho dos componentes puros, utilizados na sintetizacdo dos hidrogéis, e da

glicose.
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Figura 7 — Espectros de Infravermelho da glicose e dos hidrogéis G5020E e G5020bE.

De acordo com Petibois et al (2000) a banda de absorcdo mais especifica da glicose
se dé para o estiramento C-O na regido de impresséo digital (fingerprint) de 1062 a 997cm™.
Na Figura 6 esta banda pode ser observada entre 1086 e 933 cm™, a regido indicada com um
circulo vermelho.

Avaliando a Figura 7 pode ser observado a presenca da banda localizada em 1550
cm’, referente ao grupamento amida monosubstituida, tanto para o hidrogel contendo glicose,
quanto para branco. Esta banda também esta presente no espectro de gelatina pura (Figura 6,
indicada com circulo preto). Nos hidrogéis esta banda tem a intensidade aumentada quando
comparado com a gelatina pura, em funcdo da criacdo das ligacdes de reticulacdo promovidas
pela tranglutaminase. Dessa forma é possivel confirmar que a transglutaminase agiu como
agente de reticulacdo na formacdo dos hidrogéis. O modo geral de acdo da enzima
transglutaminase na reticulacdo da gelatina ocorre de acordo com a descricdo de Macedo e

Sato (2005) apresentada na Equagéo 3.

Residuo de glutamina (amida primaria) + Residuo de lisina (amina primaria)

— amida monosubstituida + NHF 3)
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A gelatina apresenta tanto residuos de grupamento glutamina quanto de lisina
(FUCHSBAUER et. al., 1996; CARVALHO e GROSSO, 2006; CORTESI et. al., 1999).
Dessa forma, o produto da reacdo de reticulacdo é a formacdo de um grupamento amida
monosubstituida bem como amonia.

Ainda na Figura 7 é possivel notar a presenca da banda caracteristica do estiramento
C-O também na amostra de hidrogel contendo glicose (indicagdo com seta verde). Houve um
deslocamento para a esquerda desta banda, 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
interacOes entre o encapsulado e a matriz polimérica levam a modifica¢fes na liberagdo do

compostos encapsulado.
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6 Conclusao

Com base nos resultados obtidos foi possivel sintetizar os hidrogéis de gelatina
reticulados com transglutaminase de modo a serem aplicados de forma eficaz a encapsulacéo
da glicose, sendo estes capazes de absorver grande quantidade de fluido.

Em relacdo a espessura pode-se notar visualmente um hidrogel mais espesso para as
amostras liofilizadas, e o seco em estufa ficou mais fino, com base que a secagem em estufa
mantém uma maior acomodagcdo estrutural. Porém, pode-se verificar que ndo houve diferenca
significativa ao avaliar este parametro.

O modelo do planejamento foi adequado para as amostras contendo glicose, mas ndo
para os brancos. As variaveis independentes escolhidas ndo foram ideais, ja que os fatores
avaliados ndo apresentaram significancia. Assim, conclui-se que o comportamento do
hidrogel pode ser diferenciado no caso da utilizacéo de blendas de proteinas. Como ndo houve
grandes diferencas entre as amostras, em relacdo ao tipo de tratamento aplicado, pode-se
indicar a producdo de hidrogéis por secagem em estufa por ser um método de menor custo e
com reducdo no gasto de energia. Em relacdo aos fatores de temperatura e quantidade de
transglutaminase verifica-se que os valores escolhidos podem ter estado entre uma faixa
estreita de avaliacdo, ndo tendo tanta influéncia, ou seja, ndo sendo significativos.

Quanto aos espectros obtidos na analise do FTIR verificou-se que houve reticulacdo
devido a acdo da enzima transglutaminase e a interacdo entre a glicose e a matriz polimérica,

garantindo a encapsulacao deste carboidrato.
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7 Sugestdes para Trabalhos Futuros

Para os trabalhos futuros podem ser consideradas as seguintes sugestdes:
- Avaliacéo de outro tipo de agente de reticulagdo como a genipina;
- Avaliacéo da liberacao controlada;
- Avaliacdo do grau de reticulagéo;
- Caracterizacdo morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura;
- Avaliacdo da propriedades mecanicas dos hidrogéis;
- Formulacdes sem glicerol,;
- Utilizar faixas maiores de comparagdo no planejamento experimental para a temperatura e a

quantidade de transglutaminase.
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