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Resumo

Os compositos de colageno estdo associados a propriedades fisicas e quimicas de
grande interesse para engenharia de tecidos vivos como: baixa toxicidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Assim, sdo amplamente estudados como
aplicacdo em scaffold para crescimento celular. No presente trabalho, foram
desenvolvidos nanobiocompdsitos de coldgeno com nanocristais de celulose (NCC),
utilizando como plastificante o glicerol e variando a concentracdo de NCC. Com o
objetivo de determinar a interacdo entre a matriz de coldgeno e os nanocristais de
celulose, as amostras foram submetidas a analise de caracterizacdo: morfoldgica,
térmica, mecéanica. Foram investigadas as variacfes na intensidade relativa das
bandas na regido de 3.400 cm-1 e 1.000 cm-1. Como a nanocarga é mais estavel
termicamente que a matriz, estudou-se a estabilidade térmica dos nanocompdsitos.
Paralelamente, as propriedades mecanicas foram mensuradas pelo ensaio de tracao.
Palavras-chave: Colageno; Compdésitos; Nanocristais de celulose; Caracterizacao.

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION NANOCOMPOSITE BASED AND
COLLAGEN CELLULOSE NANOCRYSTALS
Abstract
The collagen composites are associated with physical and chemical properties of
great interest for the engineering of living tissues as: low toxicity, biodegradability and
biocompatibility. Thus, they are widely studied for application in scaffold for cell
growth. In this work, we developed collagen nanobiocomposits with nanocrystals of
cellulose (NCC) using glycerol as plasticizers and varying the concentration of NCC.
Aiming to determine the interaction between the collagen matrix and the cellulose
nanocrystals, the samples were analysed for characterization: Morphological,
thermal, mechanical. We investigated the variations in the relative intensity of the
bands in the region of 3,400 cm-1 and 1,000 cm-1. As the nanocharge is thermally
more stable than the matrix we studied the thermal stability of the nanocomposite. In
addition, the mechanical properties were measured by tensile test.
Key words: Collagen; Composites; Cellulose nanocrystals; Characterization.
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1 INTRODUCAO

As matrizes extracelulares dos tecidos conjuntivos de mamiferos, sdo constituidas
principalemnte por colageno.’”) O colageno representa a principal protéina estrutural
do corpo dos vertebrados, funcionando tambem como um orientador de tecidos em
desenvolvimento.® O colageno é um filamento de 300 nm de comprimento e 1,5 nm
de diametro, formado fundamentalmente por uma unidade chamada de
tropocolageno. Este é constituido por trés cadeias polipeptidicas denominadas
cadeias a, que possuem forma helicoidal. Estas se enrolam umas nas outras
formando a tripla hélice, através da formacdo de ligacbes de hidrogénio, que
estabilizam a estrutura conferindo a ela maior forca e resisténcia (Figura 1).®) O
modo de interacdo do colageno com os tecidos do corpo, esta associado com
algumas propriedades naturais como baixa resposta imunolégica, baixa toxicidade,
biocomg%[ibilidade, biodegradabilidade e a habilidade de promover o crescimento
celular.*”

Figura 1. Estrutura das fibras de colageno.

Plastificantes sdo moléculas, ndo volateis e que se dispersam facilmente em um
polimero. Em geral, sdo adicionados para melhorar a processabilidade e a
flexibilidade dos produtos acabados. Algumas propriedades de interesse em um
plastificante sdo pureza, alta permanéncia ou baixa migracdo no material, baixa
toxicidade, ndo alterar a cor do polimero, estabildade térmica e a luz, ndo ser
extraivel por agua, insipido e inodoro.®® Um dos platificantes mais estudados em
combinacdo com os filmes de colageno € o glicerol (Figura 2). O glicerol é um
composto organio pertencente a fungdo alcool. Apresenta-se no estado liquido a
temperatura ambiente, higroscopio, inodoro, viscoso e de sabor adocicado. Ha
centenas de usos para o glicerol em uma ampla variedade de produtos, como
cosmeéticos, alimentos, farmacos, pasta de dentes, espuma de uretano e resinas

sintéticas.”)
Ho/\/\OH

OH

Figura 2. Representacéo estrtural da molécula de glicerol.
Os compositos tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores, uma vez que é

possivel combinar as propriedades individuais de cada material em um s6. Sao
materiais heterogéneos, multifdsicos, compostos por uma fase continua (matriz) e
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uma descontinua (componente estrutura, reforco ou carga).®® Nos compésitos
poliméricos, a matriz e 0 componente estrutural estdo unidos por fracas interacbes
intermoleculares. Entretanto, se a carga se dispersar em escala nanométrica e
ligacbes quimicas forem formadas entre as duas fases, entdo, além de uma melhora
significante das propriedades existentes, podem surgir outras, novas e
inesperadas.“? Muitas pesquisas vém sendo realizadas co o objetivo de empregar
0s nanocristais de celulose como cargas em matriz poliméricas, para obtencédo de
nanocompésitos com propriedades Unicas. Os nanocristais de celulose (NCC) séao
também chamados de whiskers, nanofibras, cristalitos ou cristais de celulose e sdo
obtidos por meio da hidrélise &cida, e sdo assim chamados devido as suas
caracteristicas fisicas de rigidez, de espessura e de comprimento.** Nanocristais de
celulose séo extraidas de regibes amorfas da celulose que crescem sob condi¢cdes
controladas, levando a formacao de cristais de alta pureza. Constituem uma classe
genérica de materiais que possuem resisténcia mecanica equivalente as forcas de
ligacbes ou atomos adjacentes. A estrutura resultante altamente ordenada produz
ndo s6 elevada resisténcia, mas também conferem mudancgas significativas nas
propriedades elétricas, Opticas, magnéticas, ferromagnéticas, dielétricas, conducéo e
até mesmo de superconducdo.” Os nanocristais de celulose sdo materiais de
reforco muito promissores para a formacdo de nanocompodsito devido a sua alta
rigidez e resisténcia e baixa densidade.®?

2 OBJETIVOS

Comparar a influéncia da adi¢cdo de diversas propor¢cdes de nanocristais de celulose
na estrutura do colageno, e analisar as interacdes entre a matriz colagénica e o
material de refor¢co. Caracterizar o material produzido, quanto as suas propriedades
térmicas, mecanicas e morfoldgicas.

3 MATERIAL E METODOS

O colageno utilizado foi cedido pela Universidade Federal de Minas Gerais pelo
professor Dr. Luiz Carlos Alves de Oliveira.

A dispersdo de nanocristais de celulose foi obtida mediante a hidrélise acida da
polpa de celulose do eucalipto, cedida pela empresa Bahia Pulp.

3.1 Preparo da Solucao de Colageno

O colageno foi adicionado a uma solu¢do de acido acético 1% pl/v., e aquecido
durante 2 horas a uma temperatura constante de 70°C sob agitacdo. A mistura foi
filtrada duas vezes para a remoc¢ao de impurezas.

3.2 Determinacao da Concentracdo da Solucéo de Colageno

Como o colageno continha impurezas, foi necessério determinar a concentracdo da
solucdo apos filtracdo. Para isso mediram-se 5 mL da solu¢cdo de colageno
preparada e verteu-se em uma placa de petri. A solugdo foi evaporada em uma
estufa a 60°C durante o periodo de 24 horas. A concentracdo da solucdo de
colageno foi determinada usando a seguinte relacdo matemaética:

Concentracdo = Massa do filme/ 5 mL
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O procedimento foi realizado em triplicata, para garantir a confiabilidade dos
resultados.

3.3 Preparo dos Nanobiocompositos

Os nanobiocompadsitos col/NCC/gli foram preparados utilizando a técnica de casting
gue se baseia na evaporacdo do solvente até a formacédo do filme. Cada filme foi
preparado utilizando como base para célculos uma massa total de 5g. A
composicao de cada filme de colageno esta indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo em massa dos filmes de col/NCC/plas

Filme Composicdo de NCC Composicao de Colageno Composicao de Glicerol
Puro 0% 100% 10%
0% 0% 90% 10%
1% 1% 89% 10%
3% 3% 87% 10%
5% 5% 85% 10%
7% 7% 83% 10%

Em seguida foram preparados os filmes com a insercdo de nanocristais liofizados.
Adicionou-se NCC liofilizado no plastificante, deixando sob agitagdo por 24 horas e,
sem seguida, foi adicionado a solucéo de colageno.

O preparo de todos os filmes envolveu 0 mesmo procedimento, que consistiu em
preparar as solucdes com composicao definidas, verté-las em recipientes de plastico
e leva-las a estufa mantida a temperatura de aproximadamente 40°C, até a
evaporacao total do solvente e a formacao dos filmes. Os recipientes foram retiradas
da estufa e deixadas em temperatura ambiente e os filmes foram desenformados.

3.4 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho

A andlise de espectroscopia de absor¢cdo na regidao do infravermelho foi realizada no
CEFET MG no Departamento de Quimica. O equipamento utilizado é da marca
Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21, equipado com Transformada de
Fourier FTIR-8400S e acessorio ATR.

3.5 Analise Térmica

As analises termogravimétricas (Tg) foram realizadas no Departamento de Quimica
do CEFET MG em um equipamento Shimadzu DTG-60H nas seguintes condigdes:
Gas de purga: ar; Vazao: 100mL/min; Taxa de aquecimento: 15°C/min; Temperatura
inicial de 20°C; Temperatura final de 600°C.

3.6 Ensaio de Tracao

Os ensaios de tragcédo foram realizados no Departamento de Mecéanica, no CEFET-
MG, em um equipamento de marca AGX, utilizando uma célula de carga de 4,5 Kgf.
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4 RESULTADOS

Figura 3. Espectros de Infravermelho (a) espectros de infravermelho incluindo o colageno puro e
colageno com glicerol sem NCC; e (b) espectros de infravermelho dos nanocompdsitos contendo as
diferentes proporc¢des de NCC
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Figura 4. Curvas termogravimétricas incluindo o colageno puro e colageno com glicerol sem NCC.
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Figura 5. Curvas tensdo-deformacao incluindo o colageno puro e colageno com glicerol sem NCC
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Tabela 2. Principais bandas identificadas no espectro de FTIR do colageno puro associadas das
vibracdes dos grupos quimicos presentes na estrutura do polimero

N° de onda (cm™) Associacdes
1654 Amida | (v ¢c=o0)
0000((9(e(estestiramento
1554 Amida Il (6 N-H € UC-N)
1235 Amida lll ( Ucn€O N-H)

Ligacdo do C-H do anel pirrolidinico

1450 (® c.n dos aminoacidos)

3283 U N-H

5 DISCUSSAO

A Figura 3 apresenta uma comparacdo dos espectros de FTIR, espectros de
infravermelho incluindo o colageno puro e colageno com glicerol sem NCC
(Figura 3a) e espectros de infravermelho dos nanocompdsitos contendo as
diferentes propor¢cdes de NCC (Figura 3b).

Com o espectro de FTIR do coladgeno é possivel verificar a integridade da tripla
hélice da estrutura colagénica, quando o mesmo é submetido a tratamentos em
presenca de solucdes acidas. Isso é feito através das absorbancias observadas em
1235cm™ e 1450 cm™, associadas a vibracbes de estiramento e deformacdo de
ligacdes presentes no grupamento denominado amida Ill (conforme mostrado na
Tabela 2) e ligagcdes C-H esqueleto carbdnico da glicina e prolina.® Para materiais
preparados em solucdo acida (pH ~ 3,5), a integridade da estrutura secundaria do
colageno pode ser verificada quando o valor da relacdo A;23s/A14s0 for maior ou igual
ao valor 0,5. Este valor especifico é observado para o caso de estruturas
desnaturadas. A razdao encontrada entre a intensidade dessas bandas tanto no
colageno quanto nos filmes de colageno e plastificante estdo em torno de 1,0,
indicando que a tripla hélice da estrutura do coldgeno encontra-se preservada.

O espectro de FITR do colageno, Figura 3, é caracterizado pela presenca de bandas
tipicas para o grupo amida A, B, I, Il e 11.*** A amida | possui uma banda
caracteristica em 1654 cm™ devido a vibracdo de estiramento do grupo C=0. A
banda associada & amida Il aparece em 1554 cm™ resultando das vibracdes de
deformacéo ligacdo N-H e de estiramento C-N, com contribuicdo de 60% e 40%,
respectivamente. A banda em 1235 cm™ possui contribuicdes das vibracdes relativas
aos mesmos grupos associadas a banda da amida IlI, porém envolvidos em
interacdes, além das vibracbes de deformacdo do grupo CH, dos aminoéacidos e é
denominada amida Ill. A banda larga com méximo em 3300cm™ e ombros em
nameros de onda menores é o resultado da contribuicdo das vibracbes de
estiramento dos grupos O-H (~3.400cm™), N-H(~3.300cm™ — amida A) e C-H
(~3.080cm™ — Amida B) presentes no colageno.

A banda existente entre 3.000-3.500cm™ no espectro de FTIR de todas as misturas
col/plas sofreu um discreto alargamento para numero de ondas maiores devido a
contribuicdo dos grupos O-H do plastificante. Os espectros de FTIR para os
nanobiocompdésitos de colageno, plastificantes e NCC mostram a predominancia das
bandas do colageno, isso é explicado pelo fato do mesmo estar presente em maior
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guantidade nas amostras. Os nanocristais de celulose apresentam bandas intensas
na regido de 3.400cm™ e 1.000 cm™, semelhante ao colageno.

Na Figura 4, a analise da curva termogravimétrica do colageno puro permitiu
verificar que a perda de massa ocorre em trés estagios diferentes. O primeiro
identificado para temperaturas variando entre 120 a 180°C e esta relacionada
principalmente com a perda gradual de agua ligada a estrutura colagénica. Ja o
segundo entre 240 e 390°C pode ser atribuido a degradacéo térmica das cadeias
poliméricas do colageno, e o terceiro estagio entre 490 e 590°C, esta relacionado a
carbonizacéo do material devido & presenca de oxigénio do ar.*®

Comparando as amostras de colageno puro com o plastificado apds a adicdo dos
nanocristais de celulose, foi possivel verificar que a presenca da nanocarga acelerou
0 processo de desidratacdo do material em todos os casos. O plastificante retém
agua nos filmes através das interagdes realizadas com a mesma. Apés a introducao
da nanocarga novas interacdes ocorrem no sistema, envolvendo 0s grupos
presentes no NCC e nos plastificantes e/ou na matriz de colageno. As novas
interacbes, competindo com as anteriores, sdo capazes de deixar a agua menos
adsorvida e menos fortemente ligada a estrutura dos nanobiocompdsitos. As
temperaturas de velocidade maxima de degradacdo (Tymax) da matriz de colageno
sdo maiores apés a adicdo dos nanocristais de celulose, para todos os sistemas,
guando comparadas as de colageno puro ou plastificado. Como a nanocarga é mais
estavel termicamente que a matriz, ao ser incorporada na mesma, elas funcionam
como uma barreira térmica de modo a impedir a transferéncia de calor através da
matriz polimérica. Esse tipo de efeito ja foi relatado anteriormente para outros
polimeros biodegradaveis."”

Analisando as curvas da Figura 5, observa-se que o filme de colageno puro
apresenta a menor tensdo e deformacdo em relacdo aos filmes contendo
plastificante. Segundo Mali e colaboradores (2007) a presenca de plastificantes
altera a viscosidade do sistema polimérico uma vez que aumenta a mobilidade
molecular e favorece a formacéo de novas interagdes quimicas.™®

Analisando a Figura 5, observa-se uma tendéncia de diminuicdo da tensdo e um
aumento na deformacdo para os nanobiocompdsitos col/NCC/gli em comparacao
com o sistema col/gli. A andlise das curvas do col/NCC/gli permite verificar, que os
valores de tensdo e de deformacdo aumentaram em relagdo a curva de colageno
puro. Uma vez que ocorre a adicdo do material de reforco ao colageno é esperado
gue o filme ofereca maior resisténcia a deformacédo que o colageno puro. As curvas
de tensdo-deformacédo, tambem nos permite verificar que o aumento de deformacao
€ aumenta com a adicdo de NCC, entretanto ndo € proporcional a quantidade
adicionada. Assim deve-se existir um ponto de saturacdo da matriz em que a adicao
de NCC néo influencia mais nas suas propriedades.

6 CONCLUSOES

O colageno e NCC sao capazes de se interagir quimicamente, permitindo que a
carga adicionada atue como um bom agente de reforco para o colageno. A
potencializacdo do efeito plastificante do glicerol quando o NCC é previamente
disperso no mesmo se da devido ao tipo de interacdo preferencial formado entre o
NCC e o glicerol.
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