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resumo

O colágeno é amplamente utilizado em aplicações farmacêuticas e médicas, tais como em implantes, enxertos e tecidos artificiais. O compósito de colágeno pode apresentar propriedades de grande interesse biomédico: baixa toxicidade, alta capacidade de suporte estrutural, alta resistência à tensão, biodegradabilidade controlada e biocompatibilidade(1,2,3). No presente estudo foram desenvolvidos bionanocompósitos de colágeno e nanocristais de celulose (NCC’s), com composições de 0%, 1%, 3% e 5% de NCC’s sobre a massa de colágeno (m/m). A adição dos NCC’s à matriz de colágeno é feita com o intuito de agregar propriedades de ambos os materiais. Estudou-se a interação entre a matriz de colágeno e os NCC’s analisando-se espectros de absorção na região do infravermelho, estabilidade térmica das matrizes pela análise termogravimétrica e propriedades mecânicas pelo ensaio de tração. Este trabalho mostrou-se relevante devido ao desenvolvimento e a caracterização de um novo bionanocompósito.
Palavras-chave: Colágeno; Compósitos; Cristais de Celulose.
INTRODUÇÃO

O colágeno é amplamente utilizado na área biomédica devido às suas características de biocompatibilidade e biodegradabilidade(3). Para atender a grande parte das suas aplicações o colágeno é misturado a outros materiais corroborando propriedades de ambos e melhorando então suas características biológicas, físicas e químicas a partir da obtenção de materiais compósitos(1,3). Os compósitos se baseiam na mistura dois materiais distintos para a formação de um novo que combine as propriedades desejadas dos seus componentes(4).
Os NCC’s são obtidos a partir do processamento do biopolímero mais abundantes na natureza, a celulose. Dentre as suas vantagens pode se destacar o menor custo em relação a outras cargas inorgânicas, a biodegradabilidade e a biocompatibilidade(5).

Neste trabalho estudaremos a formação de um bionanocompósito de colágeno e NCC’s. Além das propriedades mecânicas, a carga foi introduzida com o intuito de aumentar a mucoadesividade do material para possíveis aplicações como veículo para liberação de drogas. Tal propriedade está relacionada com os grupos sulfatos dos NCC’s.

MATERIAIS E MÉTODOS

Preparo da solução de colágeno
Solubilizou-se o colágeno em uma solução de ácido acético 1% (v/v) na proporção de 1g de colágeno para cada 100mL de solução, o objetivo dessa hidrólise é a quebra parcial das ligações entre as hélices do colágeno. Aqueceu-se a solução por duas horas à temperatura de 70°C e sob agitação constante. Decorrido esse tempo filtrou-se a solução para remover possíveis impurezas provenientes do colágeno.

Determinação da concentração de colágeno na solução

Mediu-se um volume de 5mL da solução obtida e verteu-se em uma placa de petri. Manteve-se a placa de petri contendo a solução na estufa a 60ºC por um período de 24 horas. Após a total evaporação do solvente formou-se uma camada de colágeno, pesou-se o filme de colágeno obtido em 5mL de solução. Através da Eq. (A) determinou-se a concentração da solução:
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Preparo dos compósitos

Preparou-se os compósitos segundo a técnica de casting que se baseia na evaporação do solvente utilizado. Preparou-se cinco filmes com composição e concentrações distintas (Tab. 1). Utilizou-se como base para os cálculos uma massa total de 3g para cada filme.
Tabela1. Composições em massa utilizadas no preparo dos filmes.
	Filme
	NCC’s
	Colágeno
	Glicerol

	1
	0%
	95%
	5%

	2

3
	1%

3%
	94%

92%
	5%

5%

	4
	5%
	90%
	5%


Preparou-se as amostras e verteu-se as mesmas em moldes de polipropileno.  Os moldes permaneceram em uma estufa a uma temperatura próxima de 50°C. Após essa etapa os filmes estão prontos para a caracterização:

- Espectroscopia na região do infravermelho (FTIR): a análise foi realizada em equipamento da marca Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21, equipado com Transformada de Fourier FTIR-8400S e acessório ATR.
- Análise Térmica : a análise foi realizada em equipamento Shimatzu DTG-60 nas seguintes condições: Gás de purga: ar; Vazão: 100ml/min; Taxa de aquecimento: 20ºC / min; Temperatura inicial 20ºC; Temperatura final:600ºC.
- Ensaio de Tração Uniaxial : o ensaio foi realizado em equipamento da marca EMIC DL3000, utilizando-se uma célula de carga de 200 kN.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Espectroscopia de absorção na região do infravermelho

A análise por FTIR do colágeno e dos compósitos com NCC’s forneceu informações a respeito da estrutura dos mesmos, tornando possível verificar diferenças estruturais entre as amostras. A Fig. 1a mostra os espectros FTIR, onde a amostra de colágeno puro está representada pela curva 0% wh. 

A integridade estrutural da molécula de colágeno é comprovada pela existência da tripla hélice, que é dada pela razão igual a 1 entre as intensidades das bandas 1235/1450 cm-1 (referentes à amida terciária e à ligação C-H do anel pirrolidínico, respectivamente)(5,6).  A razão encontrada tanto para o colágeno quanto para os compósitos estão em torno de 1,07 indicando que a tripla hélice, ou seja, a estrutura do colágeno encontra-se preservada.
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Figura 1: Espectros na região do Infravermelho. a) amostras de colágeno e seus compósitos. b) bandas características da deformação N-H em amidas.

O grupo amida apresenta em espectros estiramento N-H em ~3310 cm-1, estiramento C=O da amida primária em ~1650 cm-1, deformação N-H da amida secundária em ~1546 cm-1 e da amida terciária em ~1240 cm-1 . Essas bandas são sensíveis a mudanças das ligações intermoleculares. Como mostrado na Fig. 1b a adição de cristais à matriz de colágeno não interfere significativamente no seu espectro nas regiões de deformação N-H das amidas secundária e terciária, mantendo também a intensidade relativa entre as mesmas (Tab. 2).
Tabela 2: Intensidade relativa das bandas nas regiões de deformação N-H
	Filme
	NCC’s
	Intensidade relativa

	1
	0%
	1,45

	2

3
	1%

3%
	1,53

1,41

	4
	5%
	1,50


A obtenção dos filmes envolvendo colágeno e NCC’s foi possível devido às interações eletrostáticas existentes entre esses dois materiais. Os centros positivos estão situados nos grupos amino (-NH3+) presentes na estrutura do colágeno em solução aquosa ácida enquanto que as cargas opostas situam-se nas superfícies dos nanocristais de celulose. A origem dessas cargas negativas se dá na conversão parcial dos grupos hidroxila da celulose para sulfato no momento da reação de hidrólise ácida com ácido sulfúrico para a formação dos NCC’s. Essas cargas também desempenham papel fundamental se estabilizar, por repulsão, os NCC’s, em solução aquosa(7).
Análise Térmica

As curvas termogravimétricas do colágeno e dos compósitos (Fig. 2) mostram uma perda de massa em dois estágios. O primeiro estágio compreende o intervalo de temperatura de 100ºC a 200ºC, nesse estágio ocorre a desnaturação do material, ou seja, a perda de água adsorvida e estrutural contida nos filmes. O segundo estágio se inicia próximo a 200ºC até 450ºC, sendo atribuído à degradação do material(4,8).

A porcentagem de perda de massa durante os intervalos de temperatura pode ser verificada na Tabela 3, verifica-se que para as amostras a porcentagem de perda de massa não se correlaciona de forma linear com a porcentagem de NCC’s. Pela quantidade de resíduos presentes ao fim da análise térmica podemos concluir que a adição de NCC’s à matriz de colágeno diminuiu a taxa de degradação, pois todos os compósitos apresentaram um valor de resíduos superior ao da amostra sem adição de NCC’s.
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Figura 2: Curvas termogravimétricas das amostras de colágenos e seus compósitos.
Tabela 3: Perda de massa dos materiais nos estágios 1 e 2 e porcentagem de resíduos à 600ºC.
	Filme
	NCC’s
	Perda de massa %
	% de resíduo a 500°C

	
	
	100°C-200°C
	200°C–450°C
	

	1
	0%
	14,98
	48,45
	29,08

	2

3
	1%

3%
	15,06
10,91
	42,21
50,75
	41,28
34,07

	4
	5%
	14,53
	45,35
	34,34


É possível observar que a adição de NCC’s à matriz de colágeno melhorou a estabilidade térmica das amostras, que é refletida pela menor massa perdida pelas amostras nas faixas de temperaturas analisadas e pela redução da taxa de aquecimento observada na Figura 2.
Ensaio de tração

Os resultados obtidos para as amostras de colágeno e para os compósitos encontram-se na Tabela 4. 
Tabela 4: Resultados obtidos no ensaio de tração das amostras de colágeno e compósitos com cristais.
	Filme
	NCC’s
	Tensão máxima (MPa)
	Módulo de elasticidade (MPa)
	Deformação máxima (mm)

	1
	0%
	3,431
	20,7
	26,41

	2

3
	1%

3%
	4,597

3,671
	87,10

102,2
	11,80

17,70

	4
	5%
	8,883
	284,2
	7,980


A análise dos dados obtidos pelo ensaio de tração revelou um aumento nos valores de tensão máxima e módulo de elasticidade das amostras devido à adição de NCC’s. A variação da resistência foi acompanhada pelo decréscimo do valor da deformação máxima sofrida. Uma vez que ocorre a adição de reforço aos filmes de colágeno é esperado que eles ofereçam maior resistência à deformação que o colágeno puro.  Os nanocristais de celulose mostraram-se eficientes como carga de reforço para matriz de colágeno.
CONCLUSÃO

Este trabalho objetivou a produção e caracterização de bionanocompósitos de colágeno e cristais de celulose. A análise dos resultados de caracterização dos compósitos obtidos permitiu se chegar às seguintes conclusões:

A análise por FTIR mostrou a integridade estrutural da molécula de colágeno comprovada pela existência da tripla hélice. Foi possível também verificar que não houveram alterações significantes na intensidade relativa das bandas nas regiões de deformação N-H.
Através dos dados de TG dos nanocompósitos foi possível concluir que a adição de NCC’s à matriz colagênica acrescentou estabilidade aos materiais formados.

Nos ensaios de tração verificou-se um aumento na resistência do material, entretanto, a relação entre a concentração de NCC’s, ou seja, o aditivo utilizado atuou como carga de reforço para a matriz colagênica.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF COLLAGEN AND CELLULOSE CRYSTALS BIONANOCOMPOSITES

 ABSTRACT

Collagen is widely used in medical and pharmaceutical applications such as implants, grafts and artificial tissues. The composite of collagen may have properties of great biomedical interest: low toxicity, high capacity for structural support, high tensile, controlled biodegradability and biocompatibility. In this work were developed collagen and cellulose cristais bionanocomposites, with compositions of 0%, 1%, 3% e 5% of cristais on the mass of collagen (m/m). The addition of NCC’s to collagen matrix is done with the purpose of aggregating properties of both materials. We studied the interaction between the collagen matrix and the crystals analyzing spectra in the infrared region, thermal stability of the arrays by thermal gravimetric analysis and mechanical properties by tensile test. This study proved to be important because of the development and characterization of a bionanocomposite.
Keywords: Collagen; composites, Cellulose crystals 
