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Resumo da Tese apresentada no Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do grau de Doutor em Ciéncias (DSc) em Ciéncia e

Tecnologia de Polimeros.

PREPARACAO DA MISTURA CUMBARU-PVP-COLAGENO E
CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR NO ESTADO SOLIDO

Paula de Miranda Costa Maciel
Orientador: Maria Inés Bruno Tavares

Nesta Tese foram preparadas misturas envolvendo o farelo da semente do cumbaru,
a poli(vinilpirrolidona) e o coladgeno em diferentes propor¢des. Para a caracterizagao
da estrutura quimica e da miscibilidade dos constituintes envolvidos na preparacéao
desta mistura foi desenvolvida uma metodologia que emprega diferentes técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear no estado sélido. A preparacdao destas misturas
advém do fato de terem um potencial de aplicacdo como suplemento alimentar,
auxiliando no tratamento da obesidade. A partir dos resultados foi possivel obter
informacdes quanto a estrutura quimica e mobilidade molecular dos constituintes,
assim como avaliar a miscibilidade das misturas bindrias e ternarias. As
propriedades térmicas, tanto dos constituintes, como das misturas também foram
determinadas. Foi possivel fazer uma comparacao entre os resultados obtidos por
RMN com os obtidos por Analise Térmica e também determinar a melhor
composicdo obtida. A espectroscopia de RMN se mostrou mais eficaz na
caracterizacao de misturas envolvendo os polimeros naturais estudados nesta Tese.

Rio de Janeiro
2008



Abstract of Thesis presented to Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano
of Universidade Federal do Rio de Janeiro, as patrtial fulfilment of the requirement for
the degree of Doctor in Science (DSc), Science and Technology of Polymers.

CUMBARU-PVP-COLLAGEN BLEND PREPARATION AND CHARACTERIZATION
BY SOLID STATE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY

Paula de Miranda Costa Maciel

Advisor: Maria Inés Bruno Tavares

Blend containing cumbaru seed flour, poly(vinyl pirrolidone) and collagen in different
proportions was prepared. To characterize the chemical structure and the miscibility
of the components involved in this blend, a methodology that involves different
nuclear magnetic resonance spectroscopy techniques in the solid state was
developed. These blends have some possibility to be used as a food supplement and
may help in the obesity treatment. Within the results it was possible to obtain
information about the chemical structure of the constituents and their molecular
mobility. The miscibility presented in binary and ternary blends was evaluated. The
chemical constituents and blends thermal properties were also determined. The NMR
results were compared with the ones obtained by thermal analyses and from them
the best ratio was determined. It was characterized that the NMR spectroscopy
shows to be more efficient on blends characterization involving the natural polymers
used in this Thesis.

Rio de Janeiro
2008
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1. INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento tém enfrentado uma amarga ironia, porque enquanto
se esforcam para reduzir a fome, enfrentam um problema que decorre do consumo
excessivo de alimentos: a obesidade (HALPERN et al., 2004; OBESIDADE, 2006;
UM, 2007).

Um estudo realizado em 1999 pelas Nag¢des Unidas descobriu que o problema da
obesidade esta presente em todas as regides em desenvolvimento, aumentando
aceleradamente também nos paises onde existe fome em estado permanente, como
por exemplo, China, Colémbia e em parte da Africa (HALPERN et al., 2004).

No Brasil, os dados atuais sdo alarmantes: um levantamento feito pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em conjunto com o Ministério da Saude
revelou que em apenas trés décadas (entre 1973 e 2003), o numero de pessoas
obesas no Brasil quase triplicou, atualmente cerca de 40% dos adultos no pais estdo
acima do peso (IBGE, 2004; OBESIDADE, 2006).

Este aumento da obesidade, juntamente com o fato de acarretar uma maior
freqliéncia de doencas tais como diabetes, doencas do coragao e cancer, tem lhe
conferido grande importancia como questdo de saude publica (FONSECA, 1998;
GIGANTE, 1997; HALPERN et al., 2004; SCHAAN, 2006).

Em alguns casos de obesidade pode ser indicado o uso de substancias que venham
a atuar como coadjuvantes do tratamento, substancias estas denominadas
suplementos alimentares. As mais freqlentemente usadas hoje em dia sdo as que
aumentam a sensacao de saciedade no individuo e as que diminuem a absorcao de
gordura pelo intestino (SCHAAN, 2006).

Atualmente existe um grande ndmero de suplementos alimentares no mercado, mas
a maioria deles é promovida com alegacdes falsas ou enganosas (SUPLEMENTOS,
2005). Desta forma, se torna de grande importancia o desenvolvimento de uma
substancia que venha efetivamente auxiliar no tratamento da obesidade, visando
diminuir os riscos acarretados por esse mal que aflige grande parte da populacéo.



Uma classe de substancias que pode ser utilizada como base para um suplemento
alimentar deste género sdo os carboidratos, que podem ser extraidos de diversas
fontes, dentre elas as frutas.

Neste estudo, a fonte de carboidrato escolhida surgiu a partir de um projeto de
extensdo existente entre pesquisadores da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), e cooperados da
“Cooperativa de Pescadores e Artesdos do Pai André e Bom Sucesso”
(COORIMBATA), que visa o aproveitamento de sementes e residuos de frutas
tropicais durante a geracao de frutas passas. Dentre as arvores frutiferas mais
abundantes da regido do Mato Grosso esta o baruzeiro, que é uma arvore alta, de
caule reto, cujo fruto conhecido popularmente por cumbaru, possui polpa rica em
proteina, e semente, constituida principalmente por amido, 6leo, fibras e proteinas
(Figura 1). O cumbaru (Dipteryx alata Vogel) pertence a familia Leguminosae e tem
ocorréncia ndo s6 no estado do Mato Grosso, mas também em Minas Gerais,
Distrito Federal e Mato Grosso do Sul. Ele é conhecido popularmente por baru, em
Minas Gerais; barujo, coco-feijjao e cumbaru em Mato Grosso; cumarurana,
emburena brava e pau cumaru em outros Estados. (SOEST et al, 1996;
TAKEMOTO et al., 2001; TESTER et al., 2004).

Figura 1. Arvore, fruto e semente do Cumbaru (SILVA, 1996)



Os carboidratos, presentes na semente do cumbaru, foram utilizados como base
para a formulacdo do suplemento alimentar desenvolvido nesta Tese, e duas outras
substancias complementaram esta formulacao, que foram:

- a poli(vinilpirrolidona) (PVP): um polimero sintético, muito utilizado na inddstria
farmacéutica, principalmente como carreador de farmacos (OLIVEIRA et al., 2006) e
- 0 colageno: uma proteina que auxilia na reducédo da gordura e fortalece a massa
magra (MORGANTI et al., 1984; SCALA et al., 1976).

A fim de alcancar um melhor entendimento a respeito dos constituintes presentes na
preparacao deste suplemento alimentar e de avaliar a miscibilidade desta mistura, foi
desenvolvida uma metodologia de caracterizacdo baseada nas técnicas da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no estado sélido.

A RMN é considerada uma espectroscopia de ponta devido a sua abrangéncia de
informacgdes, pois varios ndcleos podem ser analisados, gerando respostas
importantes para cada sistema, no que tange tanto a estrutura e microestrutura
quanto a dindmica molecular. Além disso, a RMN dispde de diferentes técnicas que
possuem sequéncias de pulsos préprias e podem fornecer informacdes detalhadas
sobre as interacdes inter e intramoleculares dos materiais. Essas técnicas sao
complementares e 0 uso combinado destas, além de variacées em seus parametros,
sao capazes de permitir um detalhamento do comportamento dindmico segmental e
global dos materiais (BOVEY et al., 1996; SANDRES et al.,, 1996; WURZBURG,
1986). Por essas razbes a RMN foi escolhida como a principal fonte para a

caracterizacdo dos materiais desenvolvidos nesta Tese.

A espectroscopia de RMN fundamenta-se na absorcao seletiva de ondas de
radiofreqiéncia por um nucleo colocado em um campo magnético externo e forte.
Um pulso de radiofreqiiéncia é aplicado na amostra, que sendo igual a freqiiéncia de
precessao do nucleo observado promove a mudanca do estado fundamental para o
estado excitado e ao se retirar 0 pulso, 0os nucleos excitados retornam ao estado
fundamental, por um processo de relaxacao (NASCIMENTO, 2006; PENTIMALLI et
al., 2000; SANDRES et al., 1996).



Esta espectroscopia pode ser realizada tanto em espectrometro de alto campo (300
a 900 MHz), como de baixo campo (1 a 23 MHz), que se diferenciam pela for¢ca do
campo magnético aplicado, ou seja, quanto maior a forca do campo magnético,
maior sera a sensibilidade (resolucdo espectral) do equipamento. Entretanto, os
equipamentos de menor campo sao muito utilizados para determinagéo da dinamica
molecular de alimentos, via relaxagéo nuclear do nucleo de hidrogénio. Devido a sua
alta abundancia isotopica, para esta determinacdo ndao ha a necessidade de obter
espectros, pois sao determinados os valores dos parametros de relaxacéo
(BERTRAM et al., 2001; NASCIMENTO, 2006; TANG et al., 2000; THYBO et al.,
2000).

Os espectrometros de alto campo fazem uso das seguintes técnicas:
- Polarizacao cruzada e rotacdo no angulo magico (CPMAS);

- Variacao de tempo de contato (VTC);

- Medidas dos tempos de relaxagéo spin-rede no eixo rotatorio (T1,H);

- Alta resolucdo de hidrogénio e rotagdo no angulo magico ("H HRMAS).

A técnica de CPMAS foi desenvolvida com o objetivo de diminuir o tempo de analise
dos nudcleos de baixa abundéancia isotopica, como por exemplo, carbono-13, para as
amostras no estado sdlido. Esta técnica consiste em aplicar um pulso de 90° no
nicleo de 'H, e manter a magnetizacdo do hidrogénio fixa (spin-lock).
Paralelamente, é aplicado um pulso de 90° no nucleo de carbono e a magnetizacao
deste é colocada em contato com a magnetizacao do nucleo de hidrogénio. O tempo
de contato é estipulado em funcdo da amostra, e ocorre no eixo rotatdrio, ndo
havendo, portanto, diferengcas entre os spins dos ndcleos que estdo em contato,
ocorrendo, assim, a condicdo de Hartmann-Hahn (HARTMANN et al., 1962). Nesta
condicao ocorre a transferéncia de polarizagdo do nucleo de hidrogénio, nacleo mais
abundante, para o nucleo de carbono-13, nacleo menos abundante. Apés o contato
¢é feito um desacoplamento de hidrogénio e adquire-se o FID do carbono, espera-se,
entdo, um intervalo de reciclo para que seja dado um novo pulso (Figura 2). Nessa
técnica o intervalo de reciclo tende a ser pequeno, j& que o nicleo de 'H é quem
comanda a relaxacao. Assim, por este motivo, tem-se uma diminuicdo no tempo de
anélise e um aumento na intensidade do sinal do ntcleo de *C (STEJKAL, 1994;
TAVARES, 2001).
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Figura 2. SeqlUéncia de pulso da Polarizagao Cruzada (CP) (NASCIMENTO, 2006)

Por meio das técnicas de CPMAS e VTC podem ser obtidas informacdes sobre
todos os tipos de nucleo, e mais especificamente sobre os nulcleos de menor
mobilidade (dominios rigidos), que fornecem informagdes sobre a mobilidade
molecular, interagdes entre os componentes e homogeneidade em nivel molecular
dos materiais (SILVA, 2007).

O tempo de relaxagdo spin-rede no eixo rotatério (T1,H) € medido através das
técnicas de VTC e CPMAS. Este parametro é obtido a partir do decaimento das
intensidades dos sinais dos nucleos de carbono-13. A sua faixa de detecgéo é numa
faixa de freqiéncia menor (kHz) do que a do campo magnético externo (MHz)
permitindo medir a mobilidade molecular e detectar a presenca de dominios de

mobilidades diferentes, sendo importante no estudo de misturas poliméricas.

A técnica de RMN de 'H HRMAS foi desenvolvida para obtencdo de espectro de
hidrogénio de alta resolugdo no estado sélido. E uma técnica usada para o estudo
de amostras semi-sélidas, combinando as vantagens dos estudos de RMN de
sélidos e liquidos, pois ao mesmo tempo reduz as interacdes dipolares entre os
sinais do nucleo de carbono e hidrogénio ou hidrogénio e hidrogénio e apresenta
resolucdo espectral semelhante aos espectros em solucdo. Entre as vantagens
desta técnica destacam-se a sensibilidade do nucleo de hidrogénio, que possibilita
detectar componentes com concentracdo abaixo de 1uM em misturas, e o tempo



para o registro do sinal, de apenas poucos minutos, devido a alta abundéancia
isotépica deste nucleo (NASCIMENTO, 2006).

Ja os espectrometros de baixo campo realizam dois tipos de medidas:
- Tempo de relaxacgéo longitudinal do 'H;
- Tempo de relaxacdo transversal do 'H.

Estas medidas permitem que sejam obtidas informagdes sobre a dindmica molecular
e 0 acoplamento dipolar dos diferentes dominios, o que resulta em diferencas nos
tempos de relaxagéo (TAVARES, 2002).

Os processos de relaxacao envolvem mecanismos diferentes, o T1H envolve a troca
de energia dos spins com a rede (0 excesso de energia € emitida para a rede sob a
forma de interagdo dipolar), sendo denominado de relaxag¢édo longitudinal ou spin-

rede, possuindo constante de tempo denominada Tj;.

A sequiéncia de pulso empregada para a medida de T{H é a inversao-recuperacao:
[tempo de reciclo — 180° — 1 — 90° — aquisicao]

Ja o outro processo de relaxagao (T2H) ndo envolve troca de energia com a rede, é

mais entrépico e depende do decaimento do sinal, ou seja, da interacao entre os

spins vizinhos, sendo denominado de relaxacao transversal ou spin-spin e possui

uma constante de tempo caracterizada como To».

O T,H é medido através da sequéncia de pulso Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG):

[tempo de reciclo — 90° — t — 180° — aquisicao]

Através das medidas realizadas no espectrémetro de baixo campo € possivel
determinar os componentes majoritarios presentes na amostra, os diferentes

dominios existentes, além de permitir identificar que componentes estao presentes



em qual dominio e qual dominio controla o processo de relaxacdo (NASCIMENTO,
2006; TAVARES, 2002).

As técnicas de RMN utilizadas para o desenvolvimento desta Tese foram realizadas
no estado sdlido, que se beneficiam da vantagem de analisar os materiais sem a
necessidade de tratamento prévio, utilizacdo de solvente ou ainda qualquer outro
tipo de preparo da amostra, sendo esta analisada na sua forma original retratando o

material na sua integra.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo a preparacao de misturas envolvendo o farelo
proveniente da semente do cumbaru, a poli(vinilpirrolidona) e o colageno. Também
constituiu o objetivo deste trabalho o desenvolvimento de uma metodologia que
emprega diferentes técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear no estado sdélido

com a finalidade de caracterizar a miscibilidade destas misturas.

A preparacao destas misturas advém do fato de terem um potencial de aplicagéo

como suplemento alimentar, auxiliando no tratamento da obesidade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Extrair e caracterizar o farelo da semente do cumbaru.

II. Preparar misturas binarias e ternarias envolvendo o farelo da semente do

cumbaru, a poli(vinilpirrolidona) e o colageno em diferentes composicoes.

lll. Desenvolver uma metodologia de caracterizacdo destas misturas baseada na
espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear no estado sélido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo foi feito um levantamento bibliografico dos principais estudos
envolvendo os constituintes presentes na preparagdo da mistura cumbaru-PVP-

colageno.

3.1. CARBOIDRATOS

Carboidratos sdo moléculas orgéanicas constituidas por carbono, hidrogénio e
oxigénio; sao as principais substancias produzidas nas plantas durante o processo
de fotossintese (CARBOIDRATOS, 2007; RIBEIRO et al., 2004).

Os carboidratos podem ser classificados em trés categorias basicas:

monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (CARBOIDRATOS, 2008).

Nesta tese sera dada atencéo especial a categoria dos polissacarideos, em especial
o amido e as fibras, que sdo dois dos constituintes presentes na semente do

cumbaru.

3.1.1. Amido

O amido é um polissacarideo natural, de fonte renovavel, biodegradavel e de baixo
custo sendo encontrado principalmente em raizes, sementes e tubérculos.
Normalmente esta presente na forma de graos birrefringentes que podem variar de
tamanho (0,5-100 um) e sua aparéncia varia de acordo com a origem
(ATICHOKUDOMCHAI et al., 2003; FRINGANT et al. 1998; PARIS et al., 2001;
PRABHA et al., 1998; RIBEIRO et al., 2004; THOMPSON, 2000).

Ele é constituido por uma mistura de dois polissacarideos, cujas propor¢coes variam
com a espécie e o grau de maturacdo. Sao eles:

- Amilose: formada por uma cadeia linear de unidades de o-D-glicopiranoses unidas
por ligacoes glicosidicas o-1,4, podendo conter de 350 a 1000 unidades de glicose
em sua estrutura; e

- Amilopectina: constituida por cadeias lineares de 20 a 25 unidades de a-D-glicoses
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unidas em o-1,4, e estas, por sua vez, estdao unidas entre si através de ligacdes
glicosidicas a-1,6 (Figura 3). A amilopectina pode conter de 10 a 500 mil unidades
de glicose em sua estrutura (BULEON et al., 1998; IAGHER et al., 2002; LENAERTS
et al., 1998; PARKER et al., 2001; RAHMAN et al., 1999; RIBEIRO et al., 2004;
TESTER et al., 2004).

ﬁ

1—>4)

(a)

Figura 3. Representacao dos polissacarideos presentes no amido: (a) amilose e (b)

amilopectina

O amido se apresenta como um polimero semicristalino, cuja faixa de cristalinidade
€ atribuida a associacdo das macromoléculas de amilose e amilopectina, que se
acredita ser por ligacoes hidrogénio (SOEST et al., 1996). A molécula de amido
apresenta cristalinidade na faixa de até 30%. Algumas formas cristalinas sao
conhecidas; a forma A que € encontrada na maioria dos amidos de cereais, incluindo
trigo, consiste de dupla hélice empacotada em arranjo monoclinico; e a forma B que
€ encontrada em alguns tubérculos e amidos com elevado teor de amilose, é
altamente hidratada e consiste de dupla hélice empacotada em arranjo hexagonal
(PARKER et al.,, 2001; WURZBURG, 1986). Existe também a forma C que é
encontrada freqlentemente nos amidos de leguminosas e sementes, sendo
considerada por alguns autores uma combinacao dos tipos A e B (BULEON et al.,
1998). Adicionalmente, quando moléculas de amilose associam-se com lipideos no
granulo de amido, ocorre a formacao de hélices simples, conhecido como padrao
cristalino do tipo V (THERIEN-AUBIN et al., 2007).

No campo das aplicagdes, o amido é amplamente utilizado na industria alimenticia,
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com diferentes propdsitos, tais como: nutricional, tecnoldgico, funcional, sensorial e
estético (RIBEIRO et al., 2004).

3.1.2. Fibras

As fibras alimentares sdo nutrientes derivados principalmente da parede celular e de
estruturas intercelulares dos vegetais, como frutos e sementes, podendo estar
associadas a outras substancias como proteinas, compostos inorganicos, e
substancias de baixa massa molar. Esses nutrientes pertencem ao grupo dos
carboidratos, fazendo parte da categoria dos polissacarideos (carboidratos
complexos) e ndo possuem calorias, pois ndo sao digeridas pelas enzimas do
sistema digestivo humano (FIBRAS, 2008; RIBEIRO et al., 2004).

As fibras alimentares podem ser classificadas de acordo com sua capacidade para
se dissolver em agua. As pectinas, gomas e algumas hemiceluloses dissolvem-se
em agua sendo por isso, denominadas de fibras soluveis. A celulose, algumas
hemiceluloses e a lignina ndo se dissolvem em agua e por isso sdo consideradas
fibras insoluveis (FIBRAS, 2008; RIBEIRO et al., 2004).

3.1.3. Caracterizacao da estrutura quimica de carboidratos

O conhecimento da estrutura quimica de constituintes envolvidos em misturas
poliméricas se faz necessario quando se deseja avaliar a miscibilidade entre eles, e
a espectroscopia de RMN tem se revelado uma ferramenta importante na
caracterizacao de estruturas quimicas de carboidratos.

Gidley e colaboradores (1988, p. 3820) avaliaram através da técnica de '*C CPMAS
as diferencas estruturais entre amidos amorfos e dois tipos polimorfos A e B. Todos
0s espectros apresentaram sinais nas faixas de 60-64 ppm, referente ao carbono 6 e
70-76 ppm, que se refere aos carbonos 2, 3, 5 (Figura 4). Os sinais dos carbonos 1 e
4 mostraram variacgoes significativas nos deslocamentos quimicos. Os polimorfos de
dupla hélice apresentaram sinais mais finos, devido a sua ordenacdo e as
ressonancias do C-1 e C-4 ocorreram nas faixas de 99,3-101,5 e 76-77 ppm,

respectivamente. Nos materiais amorfos os sinais se apresentaram mais alargados
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quando comparado aos polimorfos de dupla hélice, o que ja era esperado; e
envolvendo a detecgé@o destes em uma faixa bem mais ampla: o C-1 foi detectado na
faixa de 94-106 ppm, com maior intensidade entre 101 e 105 ppm e o C-4 entre 82-

84 ppm.

Figura 4. Estrutura da glicose

Utilizando as técnicas de '*C CPMAS e VTC, Thérien-Aubin e colaboradores (2007,
p. 1525) realizaram um estudo com dois tipos de amido de milho modificados, nos
estados seco e hidratado. Este estudo mostrou que os dois tipos de amido no estado
seco contém principalmente dominios n&o cristalinos. Na Figura 5 pode-se observar
um pico largo entre 70 e 80 ppm que esta relacionado aos carbonos 2, 3 (C—OH ) e
5 (C—0O-C) das unidades de glicose e um pico em 104 ppm que esta associado ao
carbono 1. Quando hidratados pode-se observar o rompimento dos picos. Isto pode
ser atribuido a uma diminuicdo no tamanho dos dominios n&o cristalinos e a um

aumento na ordem dos dominios cristalinos.
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Figura 5. Espectros de '*C CPMAS para: (a) amido modificado | — seco; (b) amido
modificado | — hidratado; (¢) amido modificado Il — seco e (d) amido modificado Il —
hidratado (THERIEN-AUBIN et al., 2007)

Através da técnica do VTC foi observado um aumento nos valores de Ti,H das
amostras no estado hidratado. As mudancas na dindmica molecular das cadeias
podem ser atribuidas a hidratacdo do amido e a conversdo dos dominios nao
cristalinos em duplas hélices do tipo B (THERIEN-AUBIN et al., 2007).

Outros estudos também utilizando a RMN de '*C CPMAS e o VTC foram realizados
com o objetivo de caracterizar a estrutura quimica de fibras naturais obtidas de
diferentes fontes e que apresentavam elevado teor de celulose. Todas as fibras
apresentaram espectros semelhantes, cujos deslocamentos quimicos apresentados
foram de 105-106 ppm para o carbono-1; 84-88 ppm para o carbono-4; 70-75 ppm
para os carbonos 2, 3 e 5; e 63-66 ppm para o carbono-6.

Através dos valores de T4,H foi possivel diferenciar os tipos de fibra quanto ao grau
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de heterogeneidade e quanto a mobilidade molecular (FOCHER et al., 2001; STAEL
et al., 2000).

3.1.4. Avaliacao do comportamento de carboidratos em diferentes sistemas

3.1.4.1. Carboidratos em alimentos

Os alimentos que possuem elevado teor de carboidratos sdo também conhecidos
como alimentos poliméricos. Nestes sistemas, o processo de transi¢éo vitrea (Ty),
que caracteriza a passagem do estado vitreo para o borrachoso, pode fornecer
informacdes Uteis para um melhor entendimento e controle de suas propriedades
fisico-quimicas. Foi observado que alguns alimentos sado geralmente estaveis
quando armazenados abaixo da Tg4, e por isso o conhecimento desse parametro é
fundamental para controlar as propriedades, a qualidade e a estabilidade de alguns
produtos (GAUDIN et al., 1999).

Dentre os métodos de medida da T disponiveis estdo a calorimetria diferencial de
varredura (DSC), analise térmica diferencial (DTA), analise termomecénica (TMA),
andlise dindmico-mecéanica (DMA) e analise termodindmico-mecéanica (DMTA). Outra
técnica instrumental que tem se revelado particularmente interessante quando
aplicada em alimentos é a RMN de baixo campo. As medidas obtidas no baixo
campo tém fornecido informacdes valiosas sobre sistemas de alimentos quando
processados ou armazenados e, além disso, a RMN é a unica técnica em que
podem ser medidas as propriedades magnéticas dos spins, que podem ser
posteriormente relacionadas com as propriedades quimicas, fisicas e termofisicas
dos alimentos. O uso da RMN pode confirmar experimentalmente que o fator chave
da transicdo vitrea é a mudanca no movimento das moléculas, que € o fator
fundamental na transicdo vitrea dos polimeros (CORNILLON et al, 2000;
ENGELSEN et al., 2001; ROUDAT et al., 1998).

A técnica de RMN de baixo campo foi utilizada para estudar o processo de transicao
vitrea e determinar a T4 de alimentos poliméricos, como pées, bolos e biscoitos
(GAUDIN et al., 1999; RUAN et al., 1998).
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Neste estudo observou-se que as mudancas na mobilidade dos nucleos de
hidrogénio determinadas por T, sdo afetadas pela temperatura e estao associadas
com o movimento térmico das moléculas. No estado vitreo, o material tem menor
mobilidade molecular, podendo ser tratado como um “sélido”. Entretanto, quando o
material entra no estado borrachoso (acima da Tg), o movimento € intensificado,
devido ao aumento da mobilidade molecular das ramificacées e dos segmentos. Por
isso, apoOs passar da temperatura de transicdo, a mobilidade dos hidrogénios, que
estdo conectados aos carbonos das ramificacbes e dos segmentos, aumenta

drasticamente com a temperatura.

O comportamento de T4 é inverso ao de T, 0 decréscimo em T; com 0 aumento de
temperatura se deve ao fato de o material estar no estado vitreo. Mesmo no estado
vitreo, ocorre um pequeno movimento dos segmentos (mobilidade molecular) e a
rotacdo da maioria dos hidrogénios ocorre a uma freqiéncia bem menor do que a
freqiiéncia de ressonéncia, e requer um longo tempo de correlagdo. O numero de
hidrogénios em rotacdo na freqiéncia de ressonancia é pequeno entdo a
contribuicdo do processo de relaxacao Ti € muito pequena, ou seja, a energia
liberada do spin para a rede leva um longo tempo para atingir o equilibrio. Quando a
temperatura aumenta e se aproxima do ponto de transicdo, Ti decresce
gradualmente, devido ao aumento do numero de hidrogénios (populagdo) em
rotacdo na freqiiéncia de ressonancia. Quando a temperatura passa do ponto de
transicdo, o material entra no estado borrachoso e a estrutura se torna mais flexivel.
Apébs entrar no estado borrachoso, T; aumenta com a temperatura, porque ele é
dependente do movimento térmico das moléculas. O ponto minimo encontrado para

T4 foi usado como ponto de transicao.

As temperaturas de transi¢cdo encontradas para a amostra de pao foram de -15,2°C,
para a medida de T, e -25,2°C, para T4. O valor de T, do pao branco, encontrado na
literatura e medido por TMA é de -12°C. Este valor é relativamente proximo a média
dos valores determinados por RMN.

Para a amostra de bolo, as temperaturas nos pontos de transi¢cdo foram: -21,1°C
para a medida de T e -27°C para T.. Sendo assim, a temperatura de transi¢éo
vitrea para a amostra de bolo é de -24°C.
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Na amostra de biscoito, os valores encontrados foram de 48,2°C e 49,3°C, para T; e
T,, respectivamente. Os pontos de transicdo determinados para os dados de
relaxa¢do spin-rede e spin-spin sdo apenas alguns graus diferente do valor de Ty
determinado por DMTA, que foi de 47°C.

As amostras de pao, bolo e biscoito foram analisadas usando um espectrémetro de
RMN de baixo campo, com temperaturas na faixa de + 50°C que é a faixa de
temperatura esperada para a Ty das amostras em estudo. Pode-se observar que os
tempos de relaxacdo sofreram mudancas drasticas abaixo ou acima de certas
temperaturas, o que é caracteristica do tipo de material e do teor de umidade. As
temperaturas dos pontos de transicdo encontradas por RMN foram relativamente
proximas aos valores de T4 determinados por outros métodos convencionais.
Portanto, pode-se concluir que a técnica de RMN de baixo campo fornece
informacgdes uteis nas analises dos processos de transicao vitrea e na determinacao

da temperatura de transicao vitrea de alimentos poliméricos (RUAN et al., 1998).

Outro estudo também utilizando a espectroscopia de RMN de baixo campo, através
da sequéncia de pulso CPMG, foi realizado para caracterizar a mobilidade da agua
na massa do biscoito. Por este estudo foi possivel observar a presenca de duas
regibes de mobilidades diferentes, onde o menor valor de T, estava associado a
regido de mobilidade mais restrita, que corresponde aos componentes que se
encontram no estado sélido, como amido, proteinas € moléculas de agua fortemente
ligadas a estes solidos. Ja o maior valor de T, foi associado aos demais prétons de
maior mobilidade presentes na massa do biscoito (ASSIFAOUI et al., 2006).

3.1.4.2. Amido em agua

O amido é o responsavel por iniciar uma modificagao crucial na textura dos produtos,
sejam alimenticios ou de outra natureza, através de um processo conhecido como
gelatinizagdo. Este processo consiste na dissolucédo parcial e quebra dos granulos
de amido quando submetidos a aquecimento na presenca de agua (TESTER et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2004).
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Alguns estudos mostram que a gelatinizacdo é influenciada pela temperatura de
aquecimento e pela quantidade de agua presente na solucdo. Para acompanhar
este processo podem ser utilizadas técnicas como DSC, difragdo de raios-X (DRX) e
RMN (BULEON et al., 1998; GIDLEY et al., 1985; HILLS et al., 1998; SHUJUN et al.,
2006; TANANUWONG et al., 2004; ZHONG et al., 2005).

Através das curvas de aquecimento obtidas por DSC pode-se observar a
temperatura inicial da gelatinizacdo, o pico de temperatura onde a maioria dos
cristais se funde, e também a temperatura final da gelatinizacdo. Esta técnica é
particularmente Util para investigar as fases de transicdo dos sistemas amido/agua,
porque permite estudar a gelatinizacdo do amido em diferentes teores de agua e
determinar temperaturas de gelatinizagdo acima de 100°C (MAARUF et al., 2001).

Por difracdo de raios-X € possivel observar os tipos de cristalinidade apresentados
pelos granulos de amidos nativos, por meio da obtencao de diferentes padrdes de
difratogramas. Também € possivel determinar, por DRX, o grau de cristalinidade
presente nos granulos de amido, assim como avaliar a eficiéncia do processo de
gelatinizacdo (BULEON et al., 1998; GIDLEY et al., 1985).

Através da RMN de baixo campo é possivel determinar a temperatura de
gelatinizagdo do amido, e também avaliar a influéncia dos diferentes teores de agua

na estrutura do granulo.

Em um estudo utilizando a RMN de baixo campo (CORNILLON et al., 2000) foi
observado que em solugcdes de amido com teores mais elevados de agua, os valores
de Ty foram maiores. Mas, a variagdo com a temperatura foi um pouco mais
complexa. Quando as solugdes foram aquecidas de 30°C até aproximadamente
60°C, os valores de T; decresceram gradativamente, devido ao inchamento do
granulo ocasionado pela penetracdo de agua, juntamente com o aumento da
temperatura que contribuiram para aumentar a mobilidade total do sistema. O
minimo registrado em aproximadamente 60°C para todas as solugbes indicou o
ponto inicial da gelatinizagdo. Em temperaturas acima de 60°C, os valores de T;

comecaram a aumentar, devido ao rompimento dos granulos de amido que
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acarretou na sua dissolucao e conseqlientemente no aumento da viscosidade da

solucdo e na diminuicao da mobilidade total do sistema.
3.2. PROTEINAS

Sao compostos poliméricos complexos formados por moléculas orgéanicas. As
proteinas sao sintetizadas pelos organismos vivos através da condensagao de um
grande numero de moléculas de aminoacidos, que se unem através de ligacdes
denominadas ligacdes peptidicas. As proteinas exercem varias fungdes bioldgicas, e
nesta Tese serd dada atencao especial a uma que tem a funcao estrutural do corpo
conhecida como colageno (RIBEIRO et al., 2004).

3.2.1. Colageno

O colageno é um polimero natural e é a principal proteina estrutural presente no
organismo, sendo encontrada em todos os animais multicelulares (LEE et al., 2001;
MATHIS, 2006).

A estrutura primaria do colageno é formada por uma cadeia polipeptidica (sequéncia
de aminoéacidos) e os aminoacidos mais representativos desta estrutura séo: glicina,
prolina e hidroxiprolina (Figura 6) (MELACINI et al., 2000; SIONKOWSKA, 2006).

O
0 i o]
OH
HN I, OH
)

HO
(a) (b) (c

Figura 6. Principais aminoacidos presentes no colageno: (a) glicina, (b) prolina e (c)
hidroxiprolina

O principal tipo de colageno (tipo 1) é o proveniente da pele de animais bovinos e
suinos e a composicao dos aminoacidos nesse colageno é: 27% de glicina, 15% de
prolina e 14% de hidroxiprolina (MATHIS, 2006).
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A estrutura secundaria do colageno € a tripla hélice, também chamada de molécula
colagénica ou tropocolageno. As triplas hélices colagénicas se agrupam em
estruturas ordenadas chamadas fibrilas de colageno (Figura 7) (MATHIS, 2006;
MELACINI, et al., 2000). Estas fibrilas possuem uma orientacdo estrutural e alta
resisténcia devido a dois tipos de ligacdes cruzadas: intramolecular e intermolecular
(RUSZCZAK et al., 2003).

Figura 7. Estrutura tripla hélice do colageno (PAULA, 2004)

Apesar de o colageno apresentar ordenacdo, a proteina ndo forma dominios
cristalinos, sendo, portanto, uma proteina amorfa. A desnaturacdo do colageno é
uma transicao irreversivel, onde a tripla hélice é desfeita por efeito da temperatura
ou do pH e as cadeias tornam-se incapazes de se reorganizarem. O colageno
desnaturado, entdo, apresenta uma estrutura secundaria desordenada. O colageno
desnaturado ou comumente conhecido como gelatina, € muito utilizado na industria
alimenticia, farmacéutica e médica, por possuir caracteristicas como solubilidade em
agua e acido acético, bem como capacidade de formar géis (MATHIS, 2006; RODIN
et al., 1996).

Os biomateriais feitos de coldgeno possuem inUmeras vantagens: sao
biocompativeis e atéxicos e possuem propriedades estruturais, fisicas, quimicas e
biol6gicas bem documentadas.
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Devido a sua excelente biocompatibilidade e seguranca, o uso do colageno em
aplicac6es biomédicas tem crescido rapidamente e se expandido pelas areas da
bioengenharia (LEE et al., 2001).

3.2.1.1. Avaliacado do comportamento do colageno em misturas

O colageno possui caracteristicas como biomateriais que sao distintas dos polimeros
sintéticos, pois ele é capaz de interagir com os tecidos dos organismos vivos
(SIONKOWSKA et al. 2004, p. 795).

O colageno pode interagir com outros polimeros naturais, como por exemplo, a
quitosana, e as propriedades especificas de cada um deles podem ser usadas para
produzir misturas sintéticas e conferir propriedades mecanicas e estruturais unicas
(SIONKOWSKA et al., 2004, p. 795; SIONKOWSKA et al., 2004, p. 545; TONHI et
al., 2006). Estes dois polimeros sdo misciveis e interagem em nivel molecular

formando redes de ligacdes hidrogénio que se alternam com as hélices do colageno.

Alguns estudos foram realizados para avaliar a estabilidade fotoquimica de misturas
colageno/quitosana, tanto em solucdo como na forma de filmes. Através de técnicas
como DRX e FTIR foi observado que, quando submetidas a irradiagao UV, o filme de
colageno puro possui maior estabilidade fotoquimica do que o filme obtido da
mistura. Através de métodos viscosimétricos, que avaliaram a mistura em solucao,
também foram observados o0s mesmos resultados quanto a estabilidade
(SIONKOWSKA et al, 2004, p. 545). Esta mistura vem sendo intensamente
estudada visando aplicagdes na area biomédica, como por exemplo, em sistemas
para liberacao controlada de drogas (SIONKOWSKA et al., 2004, p. 545).

O colageno também pode interagir com polimeros sintéticos, como, por exemplo, o
poli(alcool vinilico) e o poli(éxido de etileno) (CASCONE, et al., 1995; SARTI et al.,
1995; SIONKOWSKA, 2006). Ambas as misturas podem possibilitar a producéao de
novos materiais para aplicagdes biomédicas. Alguns estudos foram realizados em
misturas deste género e utilizando-se técnicas como DSC e FTIR, foi observado que
estas misturas constituem sistemas heterogéneos, sendo consideradas imisciveis,

mas podem ser preparados filmes destas misturas, em que algumas interacdes
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ocorrem entre o componente sintético e o biolégico no estado sélido. Em solugcdes
diluidas onde as moléculas estdo bem separadas, nédo existe interacao que leve a
miscibilidade. Entretanto, no filme, onde duas moléculas diferentes sdo unidas,
algumas interacbes aparecem e a intensidade destas interacées depende da
composi¢ao da mistura (SARTI et al, 1995; SIONKOWSKA, 2006). No caso do
colageno/polialcoolvinilico, a mistura é considerada mecanicamente compativel
(SARTI et al., 1995).

3.3. POLI(VINILPIRROLIDONA)

A PVP é um polimero de N-vinil amida, comumente polimerizado via radical livre, por
onde se obtém massas molares mais elevadas, utilizando técnicas como

polimerizacdo em massa, solugéo e suspensao.

A PVP é classificada de modo arbitrario pela letra “K” € um numero, que varia em
funcdo da massa molar baseada na viscosidade do polimero. Os valores de “K”
estdo relacionados a viscosidade intrinseca do polimero em solugcdo aquosa, em

funcdo do tamanho e forma das moléculas (MATHIS, 2004).

A PVP tem sido amplamente utilizada na area médica, e as vias de administragao
tém sido: oral, subcutanea, intramuscular e intravenosa. A PVP com as
classificacoes “K”-12, “K”-17 e “K”-30 é usada na preparagado de injetaveis de uso
humano e veterinario, ja o polimero com as classificacées “K”-25, “K”-30 e “K”-90 é
importante para uso farmacéutico oral e topico, bem como em cosméticos (BIANCO
et al., 2003; MATHIS, 2004).

A PVP possui grupos metilénicos que sao hidrofobicos e grupos amida hidrofilicos;
resultando num balanco hidrofébico-hidrofilico que contribui para a ampla faixa de
solubilidade e miscibilidade com polimeros (Figura 8) (DEVINE et al., 2005; MATHIS,
2004).
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Figura 8. Estrutura da PVP

Este polimero apresenta ampla aplicacao, pois possui uma combinacao singular de
propriedades, incluindo solubilidade em agua e em solventes orgéanicos; resisténcia
térmica; inércia metabdlica; estabilidade; auséncia de toxidez, capacidade de
complexacado com diversas substancias quando em solugdo aquosa; capacidade de
formar filmes e de interagir com outros polimeros (BIANCO et al., 2003; DERGUNOV
et al., 2005).

3.3.1. Avaliacao do comportamento da PVP em misturas

A PVP pode ser misturada a outros polimeros com a finalidade de formar hidrogéis,
que consistem de uma rede de polimeros hidrofilicos, que podem ser naturais, como,
por exemplo, a quitosana (DERGUNOV et al., 2005) e a kapacarragenana (ABAD et
al., 2003) ou sintéticos, como por exemplo, o poliacido acrilico (DEVINE et al., 2005).
Os hidrogéis possuem a capacidade de absorver grandes quantidades de agua e
manter esta agua dentro de sua estrutura sem que ocorra dissolucao. Devido a esta
caracteristica de absorcdo de agua e biocompatibilidade no corpo humano, os
hidrogéis tem sido muito estudados visando sua aplicagdo nas areas biomédica e
biotecnologica (ABAD et al., 2003; CAN et al., 2005; DERGUNOV et al., 2005;
DEVINE et al., 2005). Alguns estudos mostram que o inchamento dos hidrogéis é
bastante sensivel ao pH do meio (DERGUNOV et al., 2005; DEVINE et al., 2005) e
ao teor de PVP presente na mistura (ABAD et al., 2003; DEVINE et al., 2005). A PVP
€ a responsavel pela formacao das ligacdes cruzadas (ABAD et al.,, 2003), pelo
aumento da resisténcia (DEVINE et al.,, 2005) e pela biocompatibilidade adquirida
pelos hidrogéis (ABAD et al., 2003; DERGUNOV et al., 2005; DEVINE et al., 2005;
CAN et al., 2005; HAYAMA et al., 2004). Também pbde ser verificado que tanto o
inchamento quanto a resisténcia dos hidrogéis podem ser controlados, caracteristica
que os torna aptos para serem aplicados em sistemas de liberacdo controlada de
drogas (DEVINE et al., 2005).
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3.4. ESTUDO DA INTERAGAO PVP/COLAGENO

Como ja foi visto, as misturas de materiais naturais e sintéticos representam uma
nova classe de materiais com melhores propriedades mecanicas e
biocompatibilidade quando comparadas aos componentes isolados. Um aspecto
importante e determinante das propriedades da mistura é a miscibilidade de seus
componentes (SIONKOWSKA, 2003).

A PVP e o colageno sdo bem conhecidos por suas importantes propriedades
bioldgicas. Essa observacao conduz a uma questao importante de como a PVP e o

colageno interagem um com o outro.

Os anéis da pirrolidona na PVP contém grupos carbonila aceptores de elétrons,
enquanto o colageno apresenta grupos hidroxila e amida como grupos laterais.
Conseqguentemente, interacdes por ligacdes hidrogénio podem ocorrer entre estes
grupos quimicos na mistura PVP/colageno.

Foi realizado um estudo com o objetivo de investigar a interacdo e a miscibilidade
entre o colageno e a PVP quando em solugédo e também no estado sélido utilizando

técnicas como FTIR, DSC e medidas de viscosidade.

Os dados viscosimétricos mostraram que o colageno e a PVP sdo misciveis. A
interacao entre o colageno e a PVP foi confirmada pelos espectros de FTIR da PVP,
do colageno e da mistura PVP/colageno. A interacao intermolecular por meio das
ligacbes hidrogénio pode ser caracterizada por FTIR, porque as interagbes
especificas afetam a densidade eletronica local e o deslocamento da freqiiéncia
correspondente pode ser observado.

Pelos resultados obtidos das analises de FTIR observa-se que o deslocamento das
bandas das amidas é derivado dos grupos que estdo envolvidos em ligacdes
hidrogénio sugerindo que as interagdes entre a PVP e o colageno ocorrem por
ligacbes hidrogénio. O colageno que é um doador de elétrons forma ligacoes
hidrogénio com o grupo carbonila da PVP. Também pode ocorrer formagado de
ligacdes hidrogénio entre moléculas do mesmo polimero (Figura 9).
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Figura 9. Ligacdes hidrogénio entre a PVP e o colageno (SIONKOWSKA, 2003)

As medidas de DSC também confirmaram a interagéo entre o colageno e a PVP. Em
geral, o DSC é o método mais conveniente para determinar miscibilidade de
misturas poliméricas. Um dos principais indicadores do comportamento da

miscibilidade das misturas poliméricas é a temperatura de transicao vitrea (Ty).

As curvas de DSC (Figura 10) da PVP mostraram um pico (T1) devido as ligacoes
com moléculas de agua e uma Unica temperatura de transi¢éo vitrea (T4). No caso
do colageno, as curvas de DSC mostraram dois picos: o primeiro (T1) devido as
ligacbes com moléculas de agua e devido ao desdobramento da estrutura da tripla
hélice, e o segundo pico (T2) devido a fusdo da ligacdo cruzada de parte do
colageno. O Ty para a mistura PVP/colageno (87°C) foi maior do que o Ty dos
componentes isolados (80°C e 82°C), para o colageno e a PVP, respectivamente. A
entalpia, AH; para a mistura foi muito menor do que a entalpia dos componentes
isolados. Este fato confirma a interacéo entre a PVP e o colageno. Foi observado
também que a temperatura de fusdo T, (212°C) do colageno é maior do que a da
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mistura PVP/colageno (206°C) e que a temperatura de transicdo vitrea da PVP

(178°C) desapareceu apds a mistura.

25
colageno

J N A~

154 . FA e .
. | } _\ PY%Picolageno
.-f'”___'--

e L,/ R
l:l | T T I_ T T T
50 100 150 200
054 |

Fluxo de calor 0

Z50 00 F0

Temperatura (*C)

Figura 10. Curvas de DSC do colageno, da mistura PVP/colageno e da PVP
(SIONKOWSKA, 2003)

As medidas de viscosidade mostraram a interagdo entre o colageno e a PVP em
solugéo, enquanto o FTIR e o DSC mostraram interagdes entre os componentes da
mistura no estado soélido. Além disso, os resultados mostraram que a estabilidade

térmica da mistura é diferente da dos componentes isolados.

Pode-se concluir entdo, que o colageno e a PVP podem dar a possibilidade de
produzir novos materiais em que ocorrem interacdes fortes entre o componente
sintético e o biologico. A PVP pode formar diferentes tipos de ligagbes hidrogénio
com o colageno, que podem ocorrer:
e Entre o grupo carbonila da PVP e o grupo hidroxila do colageno.
e Entre o hidrogénio da ligagao peptidica do colageno e o grupo carbonila
da PVP.

A formagéo de ligagdes hidrogénio entre duas macromoléculas diferentes compete
com a formacado de ligacbes hidrogénio entre moléculas do mesmo polimero
(SIONKOWSKA, 20083).

Outro estudo foi realizado com o objetivo de determinar as propriedades de

superficie dos filmes da mistura PVP/colageno apds a irradiagdao UV utilizando para
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isso a microscopia de forca atbmica (MFA), realizando medidas no angulo de contato
e calculando a energia livre de superficie (SIONKOWSKA et al., 2004, p. 608).

A irradiacao ultravioleta € um método usual de esterilizacdo de materiais biomédicos
poliméricos. Por isso, € necessario testar as propriedades de superficie das misturas
para verificar sua susceptibilidade a mudancas pela exposicao a radiacao UV.

Os filmes de PVP e colageno puros e os filmes da mistura PVP/colageno foram
irradiados.

Os resultados obtidos pela medida do angulo de contato da mistura nas primeiras
horas de irradiacao foram muito similares aos obtidos para os filmes de colageno
puro, indicando que o colageno esta concentrado na superficie da mistura.

Ap6s a irradiacdo do colageno puro, os autores observaram um decréscimo
sistematico nos valores dos angulos de contato, sugerindo que ocorreu um aumento
da polaridade da superficie causada pela fotooxidacdo. Para os filmes de PVP
irradiados, os valores dos angulos de contato foram irregulares. Para a mistura, o

angulo de contato mudou numa taxa menor do que no caso do coldgeno puro.

Os valores de energia livre de superficie provaram que a PVP é um polimero mais
polar do que o colageno. Essa é a razao pela qual o coladgeno esta concentrado na
superficie da amostra. A mistura PVP/colageno e o colageno puro mostraram
valores similares de energia livre de superficie. E sabido que o enriquecimento da
superficie em misturas poliméricas é dado pelo componente de menor energia livre
de superficie (SIONKOWSKA et al., 2004, p. 608).

Ap6s oito horas de exposicdo a radiacdo UV, os valores de energia livre de
superficie dos filmes de colageno e PVP aumentaram levemente, enquanto que uma
mudanca desprezivel foi encontrada no caso da mistura PVP/colageno. Estes
resultados sugerem uma melhoria na fotoresisténcia da superficie da mistura em
comparacdo com o0s polimeros irradiados separadamente. Isso ocorreu,
provavelmente devido as fortes interacées entre as macromoléculas dos dois

polimeros.
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Os calculos dos componentes dispersivo e polar da energia livre de superficie
forneceram mais detalhes sobre as propriedades de superficie das amostras
estudadas. O componente dispersivo decresceu e simultaneamente, 0 componente
polar aumentou com o tempo de irradiacao para todas as amostras estudadas. Esse
aumento no componente polar foi consideravel nos polimeros puros, mas

desprezivel nas misturas.

O aumento na polaridade das amostras indicou que ocorreu uma fotooxidacao
eficiente na superficie. Os radicais livres formados durante a irradiacdo UV reagiram
com o oxigénio atmosférico induzindo a formacao de diferentes grupos contendo
oxigénio, como carbonilas, hidroxilas e hidroperéxidos, alterando fortemente a
polaridade. As pequenas mudancas observadas neste parametro para a mistura
PVP/colageno provaram que a fotooxidacéo € inibida.

Os resultados obtidos pela microscopia de forgca atbmica mostraram que as
caracteristicas da morfologia de superficie dos filmes de PVP, colageno e da mistura
PVP/coldgeno sao diferentes. A camada do topo do coldgeno é organizada num
modelo caracteristico, enquanto que a PVP possui uma superficie relativamente
plana e polida. Nao é facil detectar a estrutura da tripla hélice do colageno nas
microfotografias, porque a rugosidade da superficie do filme torna a estrutura da
hélice invisivel. A superficie do filme da mistura PVP/colageno € similar ao do
colageno puro, entretanto parece ter uma estrutura mais ordenada. Isso confirma a

conclusao prévia de que o colageno predomina na superficie da mistura.

Este estudo mostrou que a esterilizacdo por radiagdo UV pode ser usada em
materiais baseados na mistura PVP/colageno porque a exposi¢cao ndo causa danos
significativos a superficie (SIONKOWSKA et al., 2004, p. 608).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

Os produtos quimicos empregados na realizacao da parte experimental desta Tese

sao os relacionados a seguir, e foram usados como recebidos:

= Hexano - procedéncia Vetec, grau de pureza P.A.
Etanol - procedéncia Merck, grau de pureza P.A.
D.0O - procedéncia Tedia Brazil, grau de pureza P.A.

4.2. EQUIPAMENTOS

Além dos equipamentos usualmente empregados em laboratério, como: estufa,
placa de agitacdo e aquecimento, agitador magnético, dentre outros, foram também
utilizados os seguintes equipamentos:

Balanca, modelo Marte AS 2000 C (IMA/UFRJ).
Moinho de bolas Retsch D-42781, modelo S1000 (Germany, 1995)

= Analisador termogravimétrico (TGA), modelo Q500 (T.A. Instruments, USA)

= Calorimetro diferencial de varredura (DSC), modelo Q1000 (T.A. Instruments,
USA)
Espectrometro de RMN, VARIAN, modelo UNIT PLUS 400 (DQ/UFSCAR).

» Espectrometro de RMN, BRUKER, modelo DRX 400 (DQ/UFSCAR).

= Espectrometro de RMN, RESONANCE OXFORD-UK, modelo MARAN ULTRA
23.

4.3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

4.3.1. Cumbaru

O cumbaru foi coletado de suas respectivas arvores no Mato Grosso, em julho de
2004 e transportado para o Rio de Janeiro (via correios) no mesmo més.
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4.3.2. Poli(vinilpirrolidona)

A PVP K-30 foi fornecida pela Henrifarma produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.
4.3.3. Colageno

O colageno hidrolisado foi fornecido pela Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.

4.4. EXTRACAO DAS SEMENTES E OBTENCAO DO FARELO DO CUMBARU

As etapas de extracdo das sementes e obtencdo do farelo do cumbaru foram

realizadas conforme especificado no fluxograma da Figura 11 e descrito nas secdes

que seguem.

Fruto | g Extragaotdas : | Descascamento
sementes

Farelodo | | Extragdo do dleo
cumbaru

Figura 11. Etapas de extragcdo das sementes e obtenc¢ao do farelo do cumbaru
4.4.1. Extracao das sementes
As sementes foram extraidas do fruto com o auxilio de uma morsa, possuindo cada
fruto uma Unica semente, que foram descascadas uma a uma, manualmente, e
posteriormente trituradas em moinho de bolas.
4.4.2. Obtencao do farelo do cumbaru
O farelo do cumbaru, constituido apenas pelos carboidratos e proteinas presentes

na semente do cumbaru, foi obtido a partir da extracdo do 6leo das sementes,

conforme descrito a seqguir:
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As sementes trituradas foram pesadas (aproximadamente 209), inseridas em papel
de filtro e colocadas em refluxo (aparelho de Soxhlet) com hexano por 24 horas.
Depois, levadas em estufa, de circulagéo forcada de ar, a 70°C por 48 horas, para
eliminacdo do solvente. Apéds, entdo, foram resfriadas em dessecador até a
temperatura ambiente. Depois de resfriadas foram novamente trituradas em moinho
de bolas para obtencdo da amostra na forma de um pé fino. O residuo liquido
proveniente da extracdo (6leo + solvente) foi levado para um rotavapor, para
recuperacao do solvente que foi reutilizado nas extracées seguintes e foi calculada a
quantidade de 6leo presente na semente, que foi de aproximadamente 45%.

4.5. CARACTERIZACAO DOS COMPONENTES ISOLADOS

As amostras (semente e farelo do cumbaru, PVP e colageno) foram caracterizadas
por meio de varias técnicas, como mostrado no Fluxograma da Figura 12. Os

parametros experimentais de cada técnica estao detalhados nas secdes seguintes.

RMN de Baixo
Campo

RMN de Alto
Campo (CPMAS)

Andlise Térmica

(TG & DSC) «——— Amostra

RMN de Alto
Campo (HRMAS)

Figura 12. Técnicas utilizadas para caracterizacao das amostras

4.5.1. Analise Térmica

4.5.1.1. Analise Termogravimétrica

As amostras (6,1-15,3mg) foram transferidas para o forno do analisador
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termogravimétrico Q 500 da TA Instruments, sob atmosfera de Ny, a uma taxa de
60mL/min, previamente calibrado com padrdo niquel, e aquecidos de 30°C até
700°C a uma velocidade de 10°C/min. As andlises foram feitas em duplicata para
cada amostra.

4 5.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

As amostras (3,3-4,0 mg) foram analisadas em um analisador térmico Q 1000 da TA
Instruments, sob atmosfera de Np, a uma taxa de 50mL/min, previamente calibrado
com um padrdo indio. As analises foram feitas em duplicata para cada amostra

sendo conduzidas de acordo com o seguinte procedimento:

(1) Aquecimento da temperatura de -50°C até 200°C, a taxa de 10°C/min,
seguido de;

(2) Resfriamento rapido até -50°C, seguido de;

(3) Aguecimento até 200°C, a taxa de 10°C /min.

4.5.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo
4.5.2.1. Caracterizacdo por RMN de '*C CPMAS

As amostras, na forma de pé, foram inseridas em um rotor de zircbnio e analisadas
em um espectrometro de RMN de 400 MHz (UNIT PLUS 400, Varian), empregando
as técnicas basicas: rotagcdo segundo o angulo magico e polarizacao cruzada
(CPMAS), além do experimento de variagdo do tempo de contato (VTC). As
condicbes de anadlise de cada técnica estdo descritas nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente.
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Tabela 1. Parametros utilizados para obtencédo dos espectros de RMN de '3C

CPMAS
Parametros Espectro de RMN de *C
Freqliéncia de observacao 100,4 MHz
Tempo de aquisicao 0,02s
Janela espectral 200 kHz
Largura do pulso de 90° 4,7 us
Intervalo entre os pulsos 2s
Tempo de contato 1000 us
Numero de acumulos 3200

Tabela 2. Parametros utilizados para obtencdo dos espectros de RMN de '*C

CPMAS - VTC
Parametros Espectro de RMN de °C
Frequiéncia de observacao 100,4 MHz
Tempo de aquisicéo 0,02 s
Janela espectral 200 kHz
Largura do pulso de 90° 4,7 us
Intervalo entre os pulsos 2s
Faixa de tempo de contato 200 - 6000 ps
Numero de acumulos 3200

4.5.2.2. Caracterizagao por '"H HRMAS

As amostras, na forma de po, foram inseridas em rotor de zirconio, sendo
adicionadas algumas gotas de D,O. Para a realizacdo destas analises foi utilizado
um espectrometro de RMN de 400 MHz (DRX 400, Bruker). As condicoes de analise
estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros utilizados para obtencdo dos espectros de RMN de 'H

HRMAS
Parametros Espectro de RMN de *C
Freqliéncia de observacao 400 MHz
Tempo de aquisicao 1,8s
Janela espectral 5668,9 Hz
Tipo de pulso 45°
Intervalo entre os pulsos 1s
Tipo de processamento FT,LB: 0
Numero de acumulos 128

4.5.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo
4.5.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

As amostras, na forma de pd (4-6g), foram inseridas em tubo apropriado e
analisadas em um espectrobmetro de RMN de 23 MHz (MARAN Ultra 23,
Resonance/Oxford-UK). Foram realizadas medidas de T, empregando a técnica de
inversao-recuperacdo, usando as condi¢coes descritas na Tabela 4. As medidas de
T, foram realizadas com o objetivo de detectar a presenca de dominios de
mobilidade diferentes existentes nas amostras. Também foram realizadas medidas
de T,, neste mesmo equipamento, empregando a técnica CPMG, usando as
condicdes descritas na Tabela 5. As medidas de T, foram realizadas com o objetivo
de detectar os dominios rigidos existentes nas amostras. Os dados, tanto de T;
como de T, foram gerados utilizando os programas WINDXP® e WINFIT®, préprios

do equipamento. As anadlises de T, foram feitas em triplicata para cada amostra.



34

Tabela 4. Parametros utilizados para obtencédo do tempo de relaxacao longitudinal
do nucleo de 'H

Parametros Determinacao de T{H

Freqliéncia de observacao 23 MHz

Largura do pulso de 90° 7,3-7,7us
Largura do pulso de 180° 14,6 - 15,4 us
Intervalo entre os pulsos 5s

Faixa de © 10 - 10.000.000 ps
Numero de pontos 40
Numero de acumulos para cada ponto 4

Tabela 5. Parametros utilizados para obtencédo do tempo de relaxacao transversal do

nicleo de 'H
Parametros Determinacao de ToH
Frequiéncia de observacao 23 MHz
Largura do pulso de 90° 7,3-7,7us
Largura do pulso de 180° 14,6 -15,4 us
Intervalo entre os pulsos 5s
Valor de 1 50 us
Numero de pontos 40
Numero de acumulos para cada ponto 4096

4.6. PREPARACAO DAS MISTURAS BINARIAS
4.6.1. Preparacao das misturas envolvendo PVP e colageno

Nesta etapa (Figura 13), tanto a PVP como o colageno foram pesados, de acordo
com as proporcoes especificadas na Tabela 6. Primeiramente dissolveu-se a PVP
em 50 mL de agua, em erlemeyer de 250 mL, e posteriormente se adicionou o
colageno, sempre em agitacao constante e a temperatura ambiente. As misturas

permaneceram em agitacdo constante por 24 horas, sendo vertidas em placas de
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petri e posteriormente levadas em estufa, de circulacéo forcada de ar, a 50°C por 48
horas, para formacao dos filmes, que se apresentaram opacos, quebradicos e de
coloragao amarelo clara. Estes filmes foram entao, triturados em moinho de bolas e

armazenados em dessecador.

50 mL &gua

PVP > Erlenmeyer

Colageno
Agitacdo constante por 24 hs

Trituracéo «———  Estufa por 48 hs

Figura 13. Etapas da preparagao das misturas binarias envolvendo PVP e colageno

Tabela 6. Proporcdes de PVP e colageno na preparagéao das misturas binarias

M1 M2 M3
PVP 95 90 80
Colageno 5 10 20

4.6.2. Preparacao das misturas envolvendo farelo do cumbaru e PVP

Nesta etapa (Figura 14) foi feita a solubilizagdo da PVP em agua, de acordo com as
proporcoes especificadas na Tabela 7. As solugcdes foram mantidas em agitacao por
24 horas. Paralelamente foram preparadas solucées de farelo de cumbaru em agua,
de concentracdo 70g/L, que foram mantidas em agitagdo constante e aquecidas a
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temperatura de aproximadamente 100°C por 4 horas, utilizando para isso uma placa
de aquecimento, banho de silicone, agitador magnético e condensador com refluxo.
Nos 10 minutos finais do aquecimento, as solucdes de PVP foram adicionadas as de
farelo de cumbaru e foi feito banho de gelo logo em seguida. Quando as misturas
atingiram a temperatura ambiente, foram mantidas em agitacdo constante por 24
horas. Posteriormente foram vertidas em placas de petri e levadas em estufa, de
circulacao forcada de ar, a 70°C por 48 horas para formacao dos filmes, que se
apresentaram opacos, quebradicos e de coloragdao bege. Os filmes foram entao,

triturados em moinho de bolas e armazenados em dessecador.
Agitagdo constante

50 mL agua \
por 24 hs
PVP / J‘

Solucéo farelo de
cumbaru/aaua

Erlenmeyer

Aquecimento  f——

Agitagdo constante Banho de

Estuf 48 h
stufapor48hs  je—— por 24 hs gelo

Trituracéao

Figura 14. Etapas da preparagado das misturas binarias envolvendo farelo do

cumbaru e PVP
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Tabela 7. Propor¢des de farelo do cumbaru e PVP na preparacdo das misturas

binarias
M4 M5 M6
Cumbaru 90 80 70
PVP 10 20 30

4.6.3. Preparacao das misturas envolvendo farelo do cumbaru e colageno

Estas misturas foram preparadas conforme o fluxograma da Figura 15 e do mesmo

modo como descrito na secao 4.6.2. As proporcoes de colageno utilizadas estao
especificadas na Tabela 8.

50 mL agua \
Agitacao constante
Erl
rlenmeyer — oor 24 hs
Colageno /

Solucéo farelo de
cumbaru/aaua

Aquecimento  f———

Estufapor 48 hs |« Agitacéo constante Banho de
por 24 hs gelo

Trituracéao

Figura 15. Etapas da preparagédo das misturas binarias envolvendo farelo do

cumbaru e colageno
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Tabela 8. Proporcdes de farelo do cumbaru e colageno na preparacao das misturas

binarias
M7 M8 Mo
Cumbaru 95 80 70
Colageno 5 20 30

4.7. CARACTERIZAGAO DAS MISTURAS BINARIAS

As misturas binarias foram caracterizadas por andlise térmica, espectroscopia de
RMN de alto campo (*C CPMAS) e espectroscopia de RMN de baixo campo,
usando as mesmas condi¢gées experimentais descritas nas sec¢des 4.5.1 (4.5.1.1 e
4.5.1.2),4.5.2 (4.5.2.1) e 4.5.3, respectivamente.

4.8. PREPARAGAO DAS MISTURAS TERNARIAS

A preparagdo das misturas ternarias foi realizada como descrito no fluxograma da
Figura 16. A PVP foi misturada ao colageno de acordo com as proporcoes
especificadas na Tabela 9 e como ja descrito na secao 4.6.1. Paralelamente foram
preparadas solugdes de farelo de cumbaru em agua, de concentracdo 70g/L, que
foram mantidas em agitagdo constante e aquecidas a temperatura de
aproximadamente 100°C por 4 horas, utilizando para isso uma placa de
aquecimento, banho de silicone, agitador magnético e condensador com refluxo.
Nos 10 minutos finais do aquecimento, as solucdes de PVP/colageno foram
adicionadas as de farelo de cumbaru e foi feito banho de gelo logo em seguida.
Quando as misturas atingiram a temperatura ambiente, foram mantidas em agitacao
constante por 24 horas. Posteriormente foram vertidas em placas de petri e levadas
em estufa, de circulacao forcada de ar, a 70°C por 48 horas para formacao dos
filmes, que se apresentaram opacos, quebradicos e de coloracdo bege. Os filmes

foram entdo, triturados em moinho de bolas e armazenados em dessecador.
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Figura 16. Etapas da preparacao das misturas ternarias

Tabela 9. Proporcdes de farelo do cumbaru, PVP e colageno na preparacao das

misturas ternarias

M10 M11 M12
Cumbaru 90 80 70
PVP 5 15 25
Colageno 5 5 5

4.9. CARACTERIZAGAO DAS MISTURAS TERNARIAS

As misturas ternarias foram caracterizadas por andlise térmica, espectroscopia de
RMN de alto campo (*C CPMAS e 'H HRMAS) e espectroscopia de RMN de baixo
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campo, conforme especificado no fluxograma da Figura 12 da secéo 4.5, usando as
mesmas condigbes experimentais descritas nas segdes 4.5.1 (4.5.1.1 e 4.5.1.2),
452 (4.5.2.1 €4.5.2.2) e 4.5.3, respectivamente.



41

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZAGAO DOS COMPONENTES ISOLADOS

As amostras (semente e farelo do cumbaru, PVP e colageno) foram caracterizadas
por andlise térmica, espectroscopia de RMN de alto campo e espectroscopia de
RMN de baixo campo.

5.1.1. Caracterizacao da semente e do farelo do cumbaru

A semente e o farelo do cumbaru foram analisados por TG e DSC e os resultados
sdo apresentados e discutidos nas secdes seguintes.

5.1.1.1. Anélise Térmica

5.1.1.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 17 mostra as curvas de TG e DTG obtidas para a semente do cumbaru. De
30°C até 150°C ocorreu uma perda de massa de 4,4%, que foi atribuida a perda de
umidade. A temperatura em que a velocidade de perda de massa se torna
acentuada foi de 202°C. De acordo com resultados obtidos em outros estudos
(FARIA et al, 2002; FONTANARI et al, 2006; RAJAN et al, 2008), os trés picos de
DTG centrados em 225°C, 309°C e 399°C, se referem a degradacgdo térmica das
proteinas, dos polissacarideos (amido e fibras) e do éleo, respectivamente. Portanto,
estes sdao os constituintes majoritarios presentes na semente do cumbaru. O pico
referente a degradacdo do Oleo registrou também a temperatura em que a
velocidade de degradacdo das amostras foi maxima; onde aproximadamente 50%
da massa foi eliminada. O processo de perda de massa continuou de forma
desacelerada e ao atingir a temperatura de 700°C foi observada a formagdo de
12,1% de residuo.
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Figura 17. Curvas de TG e DTG da semente do cumbaru

A Figura 18 mostra as curvas de TG e DTG obtidas para o farelo do cumbaru. De
30°C até 150°C ocorreu uma perda de massa de 6,9%, que foi atribuida a perda de
umidade. A temperatura em que a velocidade de perda de massa se torna
acentuada foi de 203°C. Os dois picos de DTG em 225°C e 309°C se referem a
degradacao térmica das proteinas e dos polissacarideos (amido e fibras),
respectivamente. Observa-se ainda um ombro préximo a 400°C, que se deve
provavelmente a degradacdo de uma pequena quantidade de Oleo que tenha
permanecido na amostra mesmo apds o processo de extracdo. O Ultimo pico, em
309°C, é referente a temperatura em que a velocidade de degradagdo das amostras
foi maxima; onde aproximadamente 50% da massa foi eliminada. O processo de
perda de massa continuou de forma desacelerada e ao atingir a temperatura de
700°C foi observada a formacéo de 20,2% de residuo.
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Figura 18. Curvas de TG e DTG do farelo do cumbaru
5.1.1.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

A analise por DSC foi realizada com o objetivo de determinar as transicoes de fase
ocorridas nos componentes envolvidos na mistura, visto que este parametro é de
grande importancia quando se deseja avaliar a miscibilidade dos constituintes

presentes em misturas poliméricas.

No caso da semente e do farelo do cumbaru n&o foi possivel determinar por DSC as
transicdes de fase ocorridas, porque quando se trata de materiais naturais € dificil a
determinacao destes parametros.

5.1.1.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo

A semente e o farelo do cumbaru foram analisados por RMN de alto campo, pelas
técnicas de *C CPMAS e 'H HRMAS e os resultados sdo apresentados e discutidos
nas sec¢oes seguintes.

5.1.1.2.1. Andlise por RMN de '*C CPMAS

A anélise por RMN de '®C CPMAS ¢ uma técnica que observa todos os tipos de

nucleo de carbono-13, em especial os rigidos. Os espectros obtidos para a semente

e o farelo do cumbaru (Figuras 19 e 20) mostram sinais bastante alargados, o que
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indica que as amostras analisadas sdo amorfas. Nestes espectros observa-se um
sinal em torno de 173 ppm referente ao grupo carbonila; sinais na regidao de 60 a
105 ppm, provenientes de nucleos de carbono ligados a heteroatomos (oxigénio) e
de C anomérico; e na faixa de 25 a 40 ppm, referente a grupos metilicos, metilénicos
e metinicos. Este assinalamento esta de acordo com estudos realizados em outros
polissacarideos (CHEETHAM,1998; GIDLEY, 1988; GIDLEY, 1996).
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Figura 19. Espectro de RMN de *C da semente do cumbaru obtido por CPMAS
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Figura 20. Espectro de RMN de °C do farelo do cumbaru obtido por CPMAS

O experimento de variagdo do tempo de contato durante a polarizacdo cruzada
(Figuras 21 e 22) permitiu calcular o tempo de relaxacdo spin-rede do 'H no eixo
rotatério (Tabela 10).

A partir das Figuras 21 e 22 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo
concentrados nos tempos de contato de 800 a 2000 us, sendo que o melhor tempo
de contato foi o de 800 us, tanto para a semente como para o farelo do cumbaru.
Como nlcleos de '*C em ambientes de baixa mobilidade apresentam sinais mais
intensos em tempos de contato curtos, esse resultado indica que as amostras

apresentam rigidez molecular.
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Figura 21. Série de espectros de RMN de *C CPMAS da semente do cumbaru
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Figura 22. Série de espectros de RMN de *C CPMAS do farelo do cumbaru

Tabela 10. Tempos de relaxacao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como funcdo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para a semente e

o farelo do cumbaru

46

3 (ppm)
Amostra 173 104 92 72 62 40 29 25
Ti,H (x10°us)
Semente 5,2 3,8 2,0 3,9 4.2 4.1 4.8 4,2
Farelo 11,4 4,5 2,2 2,5 3,0 4,5 3,7 3,9

De acordo com os valores de T4,H determinados, pode-se observar um aumento

significativo no valor de tempo de relaxacdo encontrado para a regidao da carbonila
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(173 ppm). Isso se deve a presenca do 6leo que esta em grande quantidade na
semente, ocasionando maiores interacées. No caso do farelo do cumbaru, as
cadeias estao mais livres e afastadas, ocorrendo assim, menos interacdes, o0 que

justifica o aumento no valor de T4,H.

Os valores de Ti,H obtidos para os demais deslocamentos quimicos n&o

apresentaram diferencas significativas.
5.1.1.2.2. Analise por RMN de 'H HRMAS

O espectro obtido para a semente do cumbaru (Figura 23) mostra sinais na regiao
de 5,0 a 5,5 ppm referente aos 'H ligados ao carbono anomérico; na faixa de 4,0 a
4,5 ppm referente a 'H dos grupamentos CH-OH; na faixa de 3,0 a 4,0 ppm, que
sdo devido aos sinais dos nicleos de 'H dos grupos CH>—OH; e na regido de 0,5 a

3,0 ppm, referente aos nucleos de hidrogénio da fragéo oleosa.

O espectro obtido para o farelo do cumbaru (Figura 24) mostra sinais na regido de
5,0 a 5,5 ppm devido aos 'H ligados ao carbono anomérico; de 4,0 a 4,5 ppm
referente aos 'H dos grupamentos CH-OH; na regido de 3,0 a 4,0 ppm, que se
referem aos 'H dos grupos CH,-OH e mostra os sinais referentes a fragdo oleosa
com intensidade bem menor, quando comparado a semente, na regiao de 0,5 a 3,0
ppm, devido ao processo de extragao ter sido eficiente. Estes assinalamentos estao
de acordo com resultados obtidos em estudos anteriores (BOCK, 1988; CHOI, 2003;
DUUS, 1994; NASCIMENTO, 2006).
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H da semente do cumbaru obtido por HRMAS
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H do farelo do cumbaru obtido por HRMAS
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5.1.1.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

A semente e o farelo do cumbaru foram analisados por RMN de baixo campo,
realizando medidas de relaxacdo longitudinal e transversal no hidrogénio e os
resultados sdo apresentados e discutidos na secao seguinte.

5.1.1.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

As medidas de tempo de relaxacgdo longitudinal e transversal do 'H foram usadas

para caracterizar a dindmica molecular dos componentes isolados.

Através das medidas de relaxagao longitudinal (T1H) pode ser observado pela Figura
25 (a) que a semente do cumbaru apresentou trés regides de mobilidade distintas,
sendo duas regides de alta mobilidade (0,3x10° e 4x10° ps) mostradas na Tabela 11,
que se referem respectivamente a relaxacdo dos nucleos de hidrogénio da agua e
do 6leo, presentes na semente; e a terceira, que representa a regiao de mobilidade
mais restrita (144x10° ps) referente & relaxagdo dos nlcleos de hidrogénio dos
polissacarideos (amido e fibras) e das proteinas. Ja o farelo do cumbaru apresentou
duas regides de mobilidade distintas, sendo uma de alta mobilidade (1,5x10° us) que
se refere a relaxacao dos nucleos de hidrogénio da agua, e outra, de mobilidade

restrita (84x10° ps) referente aos polissacarideos (amido e fibras) e proteinas.

Ao comparar os valores de T{H obtidos para os dominios rigidos da semente e do
farelo do cumbaru (Tabela 11), observa-se que o farelo do cumbaru apresentou um
valor menor, indicando que houve um aumento na mobilidade da amostra apés a
extragé@o do 6leo, o que confirma os dados obtidos por T4,H, que mostra que o 6leo
presente na semente ocasiona um maior numero de interagdes entre o0s
constituintes. Com relagédo a intensidade dos dominios, observa-se que os rigidos
estdo presentes em maior propor¢do nas amostras, indicando que eles comandam o

processo total de relaxagao.

Através do T{H( rim) observa-se um decréscimo no tempo de relaxagéo obtido para o
farelo do cumbaru quando comparado a semente, 0 que confirma os dados obtidos

por T1H e anteriormente por T4,H.
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Nestas amostras também foi realizada a medida de relaxagéo transversal (T2H), com
a finalidade de detectar os dominios rigidos existentes na semente e no farelo do
cumbaru. A Figura 25(b) mostra a curva de distribuicdo obtida por T>H para o farelo
do cumbaru onde foi observada a presenca de trés dominios rigidos, provavelmente
referente aos constituintes presentes no estado solido, que sao: amido, fibras e
proteinas. No caso da semente ndo foi possivel detectar estes dominios,

provavelmente, porque ela é constituida por uma quantidade bastante significativa
de 6leo, o que dificulta a deteccao.
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Figura 25. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo: (a) T1H e (b)

ToH para as amostras: (—) semente e (—) farelo do cumbaru

Tabela 11. Valores de T1H e T>H para a semente e o farelo do cumbaru obtidos

através do tratamento das curvas de distribuicao

Amostra TH Intensidade TH (1 FIT)
(x10%us) (%) (x10%us)
0,3 3
Semente 4 4 115
144 93
Farelo 1,5 7 73
84 93

nd — nao determinado

1E7
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5.1.2. Caracterizacao da Poli(vinilpirrolidona)

5.1.2.1. Anéalise Térmica

A poli(vinilpirrolidona) foi analisada por TG e DSC e os resultados s&o apresentados
e discutidos nas sec¢des seguintes.

5.1.2.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 26 mostra as curvas de TG e DTG obtidas para a PVP. De 30°C a 150°C,
foi observada uma perda de massa de 8,1%, que foi atribuida a perda de umidade. A
temperatura em que a velocidade de perda de massa se torna acentuada foi em
409°C. Em 436°C a velocidade de degradacdo da PVP foi maxima, como pbde ser
observado pela curva de DTG. O processo de perda de massa se deu até 700°C e
ao atingir esta temperatura, péde ser observado que nao houve formacdo de
residuo.
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Figura 26. Curvas de TG e DTG da PVP

5.1.2.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

A PVP foi analisada por DSC e o resultado obtido pode ser observado na Figura 27.
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Figura 27. Curva de DSC da PVP

O termograma obtido a partir do DSC foi retirado do segundo aquecimento e foi
possivel observar a temperatura de transigdo vitrea (Tg) da PVP, que é de

aproximadamente 130°C.
5.1.2.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo

A PVP foi analisada por RMN de alto campo, pelas técnicas de *C CPMAS e 'H

HRMAS e os resultados sao apresentados e discutidos nas secdes seguintes.
5.1.2.2.1. Analise por RMN de '*C CPMAS

O espectro obtido para a PVP (Figura 28) apresenta um sinal em 175 ppm referente
ao carbono da carbonila; um sinal em 43 ppm que se refere ao grupamento CH» da
regiao alifatica; outro sinal em 32 ppm, que é devido ao grupamento CH da regido
alifatica e aos grupamentos CH, do ciclo, vizinhos a carbonila e ao nitrogénio; e um

sinal em 19 ppm, referente ao outro grupamento CH> do ciclo.
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Figura 28. Espectro de RMN de *C da PVP obtido por CPMAS

A partir da Figura 29 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 800 a 2000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o
de 1000 us, indicando que a amostra apresenta rigidez estrutural, devido a

ocorréncia de interacdes intermoleculares.
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Figura 29. Série de espectros de RMN de *C CPMAS da PVP

De acordo com a Tabela 12 ndo sao observadas diferencas significativas entre os
tempos de relaxagdo encontrados para os diferentes deslocamentos quimicos,
mostrando que a PVP € constituida por nucleos de carbono de mobilidades

semelhantes, provavelmente devido a homogeneidade da organizagao estrutural.
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Tabela 12. Tempos de relaxacao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para a PVP

3 (ppm)
Amostra 176 43 32 19

T1,H (x10%us)

PVP 4,8 3,9 4,6 5,1

5.1.2.2.2. Analise por RMN de 'H HRMAS

O espectro obtido para a PVP (Figura 30) mostra sinais na faixa de 3,0 a 6,0 ppm
que sao referentes aos hidrogénios dos grupamentos CH-N e CH,, vizinho a
carbonila; na faixa de 2,0 a 3,0 ppm, devido aos hidrogénios dos grupos CH, do
ciclo; e sinais na faixa de 1,0 a 2,0 ppm, referente aos hidrogénios dos grupamentos
CH. da regiao alifatica.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H da PVP obtido por HRMAS
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5.1.2.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

A PVP foi analisada por RMN de baixo campo, realizando medidas de relaxacéo
longitudinal e transversal no hidrogénio e os resultados sao apresentados e
discutidos na se¢éo seguinte.

5.1.2.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

A Figura 31(a) mostra as curvas de distribuicdo obtidas por T{H, onde pode ser
observado que a PVP apresentou duas regides de mobilidade distintas, sendo uma
de maior mobilidade, cujo tempo de relaxagao foi de 3x10%us, conforme mostrado na
Tabela 13, que se refere a relaxacdao dos nucleos de hidrogénio da agua e outro
dominio, de mobilidade mais restrita (141x10°us), referente a relaxagdo dos nicleos
de hidrogénio das cadeias do polimero. Além disso, observa-se que o dominio rigido
esta presente em maior proporcdo, indicando que ele é quem comanda 0 processo
de relaxagéao.

A partir da curva da Figura 31(b), foi obtido o valor de T2H, onde pode ser observada
a presenca de apenas um dominio rigido, que foi de 0,65x10%us, referente a
relaxacdo dos nucleos de hidrogénio das cadeias do polimero, o que confirma os
dados obtidos por T{H.
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Figura 31. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo para a PVP: (a)
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Tabela 13. Valores de T1H e T>H para a PVP obtidos através do tratamento das

curvas de distribuicao

Amostra T:H Intensidade TH (1 FIT) T.H (1 FIT)
(x10%us) (%) (x10%us) (ns)
PVP 3 8 133 650
141 92

5.1.3. Caracterizacao do Colageno

5.1.3.1. Anélise Térmica

O colageno foi analisado por TG e DSC e os resultados sdo apresentados e

discutidos nas seg¢des seguintes.

5.1.8.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 32 mostra as curvas de TG e DTG obtidas para o colageno. De 30°C a
150°C, foi observada uma perda de massa de 7,2%, que foi atribuida a perda de
umidade. A temperatura em que a velocidade de perda de massa se torna
acentuada foi em 257°C. Em 322°C, a velocidade de degradacdo da amostra foi
maxima, como pode ser observado pela curva de DTG. O processo de perda de
massa se deu até 700°C e ao atingir esta temperatura, observou-se a formacéo de
19,8% de residuo.
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Figura 32. Curvas de TG e DTG do colageno

5.1.3.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

O colageno foi analisado por DSC e o resultado pode ser observado na Figura 33.
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Figura 33. Curva de DSC do colageno
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O termograma obtido a partir do DSC foi retirado do segundo aquecimento e foi

possivel observar a temperatura de desnaturacao do coldgeno (FONTANARI et al.,

2006), que ocorreu em aproximadamente 180°C.
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5.1.3.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo

O colageno foi analisado por RMN de alto campo, pelas técnicas de '*C CPMAS e
'"H HRMAS e os resultados sdo apresentados e discutidos nas secdes seguintes.

5.1.3.2.1. Analise por RMN de '*C CPMAS

O espectro (Figura 34) obtido para o colageno apresenta sinais em: 174 ppm,
referente aos grupamentos carbonila; em torno de 70 ppm, que se refere a
grupamentos C-OH; em 60 ppm, proveniente de grupamentos CH ligado a

carbonila; e na regido de 26 a 42 ppm, referente aos grupamentos CH.
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Figura 34. Espectro de RMN de *C do colageno obtido por CPMAS

A partir da Figura 35 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 400 a 1000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o
de 800 us, indicando que o colageno apresenta rigidez molecular, devido a

ocorréncia de interacdes intermoleculares.
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Figura 35. Série de espectros de RMN de °C CPMAS do colageno

De acordo com a Tabela 14 ndo sao observadas diferencas significativas entre os
valores encontrados para os diferentes deslocamentos quimicos. Os baixos valores

de T4,H obtidos confirmam a rigidez molecular apresentada pelo colageno.

Tabela 14. Tempos de relaxagao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para o colageno
3 (ppm)
Amostra 174 71 60 42 26

T1,H (x10%us)

Colageno 2,8 nd 2,4 nd 2,9

nd — nao determinado

5.1.3.2.2. Analise por RMN de 'H HRMAS

O espectro obtido para o colageno (Figura 36), apresentou sinais bastante
alargados, o que ja era esperado, visto que o coldgeno apresenta uma sequéncia
longa de aminoacidos, que possuem fortes ligacGes hidrogénio, tornando a
resolucao espectral dificil e consequentemente a identificacdo de todos os sinais

devido ao alargamento dos mesmos.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do colageno obtido por HRMAS

5.1.3.3. Caracterizacao da dinadmica molecular por RMN de baixo campo

O colageno foi analisado por RMN de baixo campo, realizando medidas de
relaxagao longitudinal e transversal no hidrogénio e os resultados sdo apresentados

e discutidos na segéo seguinte.
5.1.3.3.1. Medidas de relaxacéo longitudinal e transversal do 'H

Na Figura 37(a) pode ser observado através das curvas de distribuicdo obtidas por
T1H, que o colageno apresentou duas regides de mobilidade distintas, sendo uma de
maior mobilidade, cujo tempo de relaxacdo foi 1x10® ps, conforme mostrado na
Tabela 15, que se refere a relaxacao dos nucleos de hidrogénio da agua e outro
dominio, de mobilidade mais restrita (172x10° us), referente & relaxacdo dos nicleos
de hidrogénio das cadeias do polimero. Também pode-se observar, que o dominio
rigido se encontra em maior propor¢ao, indicando que ele comanda o processo de

relaxacao.

Através da curva da Figura 37(b), foi obtido o valor de ToH, onde pode-se observar a

presenca de apenas um dominio rigido (Tabela 15), referente a relaxacdo dos
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nucleos de hidrogénio das cadeias do polimero, confirmando os dados obtidos por
T1H.

1004 100-
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Figura 37. Curvas de distribuicdo obtidas por RMN de baixo campo para o colageno:
(@) TiHe (b) ToH

Tabela 15. Valores de T{H e ToH para o coldgeno obtidos através do tratamento das

curvas de distribuicao

Amostra T:H Intensidade T, H(1 FIT) T2H(1 FIT)
(x10%us) (%) (x10%us) (us)
Colageno 1 6 149 150
172 94

5.2. CARACTERIZAGAO DAS MISTURAS BINARIAS

As misturas binarias foram caracterizadas por analise térmica (termogravimetria e

calorimetria diferencial de varredura), RMN de alto campo (**C CPMAS) e RMN de
baixo campo.
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5.2.1. Caracterizacao das misturas binarias envolvendo PVP e colageno

5.2.1.1. Analise Térmica

As misturas binarias envolvendo PVP e colageno foram analisadas por TG e DSC e

os resultados sao apresentados e discutidos nas se¢des seguintes.

5.2.1.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 38 (a) e (b) mostra as curvas de TG e DTG obtidas para as misturas
PVP/colageno em diferentes composicoes. De 30°C até 150°C as misturas
apresentaram uma perda de massa entre 7 e 11%, que foi atribuida a perda de
umidade. A temperatura em que a perda de massa se torna acentuada (Tabela 16) e
a temperatura de degradacdo maxima foram superiores na mistura de composicao
PVP/colageno 80:20, indicando que a adicao de colageno aumenta a estabilidade

térmica da mistura, o que sugere que este sistema tenha gerado interacdes fortes.

100+ 100+
804 ﬂ
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80
604
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204

20
J — J - 7 k
0- 04
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0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (2C) Temperatura (2C)
(@) (b)

Figura 38. Curvas de: (a) TG e (b) DTG para as misturas: (—) PVP/Colageno 95:5;
(—) PVP/Colageno 90:10 e (--) PVP/Colageno 80:20
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Tabela 16. Valores de Tonset © Tgeqradacio maxima €ncontrados para a PVP, o colageno e
. g g ’
para as misturas envolvendo PVP e colageno

Amostra Tonset (2C) Teegradagao maxima (®C)
PVP 409,0 435,7
Colageno 257,8 322,7
PVP/Colageno 95:5 407,6 439,6
PVP/Colageno 90:10 403,9 432,0
PVP/Colageno 80:20 415,2 4412

5.2.1.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

As misturas envolvendo PVP e colageno foram analisadas por DSC e os resultados

podem ser observados na Figura 39 e Tabela 17.
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Figura 39. Curvas de DSC das misturas binarias: (—) PVP/Colageno 95:5; (—)
PVP/Colageno 90:10 e (--) PVP/Colageno 80:20

Os termogramas obtidos a partir do DSC foram retirados do segundo aquecimento e

foi possivel observar os valores de Ty obtidos para as misturas envolvendo
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PVP/coldgeno em diferentes composicdes, que estdo sendo mostradas na Tabela
17.

Tabela 17. Valores de Ty da PVP, do colageno e das misturas envolvendo PVP e

colageno
Amostra T4 (°C)
PVP 130,3
Colageno 180,5
PVP/Colageno 95:5 150,8
PVP/Colageno 90:10 155,7
PVP/Colageno 80:20 159,2

De acordo com os valores encontrados pode-se observar que a adicao do colageno
ocasiona um ligeiro aumento na T4, e conseqlientemente uma diminuicdo na
mobilidade molecular da mistura. Pode-se dizer também que ha miscibilidade entre
0s componentes, visto que os valores de transicdo de fase encontrados séao

intermediarios aos valores obtidos para os componentes isolados.
5.2.1.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo
5.2.1.2.1. Analise por RMN de '*C CPMAS

Os espectros obtidos para as misturas envolvendo PVP e colageno (Figura 40)
apresentaram sinais referentes aos grupamentos da PVP, visto que esta se
apresenta em maior quantidade, sendo que pode ser observado, que com a adicao
de colageno a mistura ocorre um ligeiro aumento na intensidade do sinal relativo a
regido da carbonila (176 ppm), indicando que as interacées podem estar ocorrendo
nesta regiao.
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Figura 40. Espectros de RMN de '3C obtidos por CPMAS das misturas binarias: (a)
PVP/Colageno 95:5; (b) PVP/Colageno 90:10 e (¢) PVP/Colageno 80:20

A partir da Figura 41 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 400 a 2000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o
de 1000 us, para todas as misturas envolvendo PVP e colageno. Além disso,
observa-se um decaimento mais acentuado, com o aumento do tempo de contato,
no caso da mistura de composicdo PVP/colageno 80:20, indicando que a adicdo do
colageno ocasiona uma diminuicdo na mobilidade molecular do material, 0 que

confirma os dados obtidos por DSC.
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Figura 41. Série de espectros de RMN de '*C CPMAS das misturas binarias: (a)
PVP/Colageno 95:5; (b) PVP/Colageno 90:10 e (c¢) PVP/Colageno 80:20

De acordo com a Tabela 18 foi observado que a adicao do colageno provocou uma
diminuicdo bastante significativa nos valores de T1,H encontrados para as misturas,
indicando que o colageno promove uma diminuicdo na mobilidade molecular das
misturas, o que confirma os resultados obtidos por DSC e VTC. Essa diminuicdo na
mobilidade molecular é causada pela forte interacdo entre os componentes da
mistura e também pela formacdo de interagdes intermoleculares, gerando uma

miscibilidade no sistema.
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Tabela 18. Tempos de relaxacao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para as misturas

binarias envolvendo PVP e colageno
3 (ppm)
Amostra 176 44 33 19

T1,H (x10%us)

PVP/Colageno 95:5 8,3 6,3 7,1 4.8
PVP/Colageno 90:10 6,2 4,1 5,9 4,2
PVP/Colageno 80:20 3,3 2,0 2,0 2,3

5.2.1.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

As misturas envolvendo PVP e colageno foram analisadas por RMN de baixo
campo, realizando medidas de relaxacao longitudinal e transversal no hidrogénio e
os resultados sao apresentados e discutidos na secao seguinte.

5.2.1.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

Na Figura 42(a) pode ser observado, através das curvas de distribuicdo obtidas por
TiH, que as misturas apresentaram trés regides de mobilidade distintas, cujos
valores de tempo de relaxacdo estdo relacionados na Tabela 19. Observa-se que
com a adicdo do colageno ocorre um ligeiro aumento no tempo de relaxacao
referente ao dominio mais rigido, indicando uma diminuigdo na mobilidade molecular

da mistura, como ja foi observado por DSC, VTC e T4,H.

Os dominios mais rigidos (maiores valores de T{H) estdo presentes em maior
proporcao e observa-se que estes valores sao intermediarios aos encontrados para
0os componentes isolados, o que indica que estd ocorrendo miscibilidade entre a

PVP e o colageno, confirmando os dados obtidos por DSC, VTC e T;,H.
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Por meio das curvas da Figura 42(b), foram obtidos os valores de To,H das misturas
envolvendo PVP/colageno em diferentes composicdes, nos quais pode-se observar
a presenca de apenas um dominio rigido para cada amostra (Tabela 19), que se
refere a relaxagcdo dos nucleos de hidrogénio das cadeias dos polimeros, o que
confirma os dados obtidos por T{H. Além disso, ocorre um decréscimo nos valores
de ToH com a adi¢éo de colageno a mistura, ou seja, uma diminuicdo na mobilidade
molecular. Também pode-se observar que os valores de ToH das misturas sao
intermediarios aos encontrados para os componentes isolados, indicando a

ocorréncia de miscibilidade, o que confirma os dados ja observados pelas técnicas

anteriores.
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Figura 42. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo: (a) T1H e (b)
T,H para as misturas: (—) PVP/Colageno 95:5; (—) PVP/Colageno 90:10 e (--)
PVP/Colageno 80:20
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Tabela 19. Valores de T1H e ToH para a PVP, o colageno e para as misturas
envolvendo PVP e colageno obtidos através do tratamento das curvas de

distribuicdo
Amostra T:H Intensidade T:H (1 FIT) T.H (1 FIT)

(x10%us) (%) (x10%us) (us)

PVP 3 8 133 650
141 92

Colageno 1 6 149 150
172 94
0,7 4

PVP/Colageno 5 5 137 482
95:5 160 91
1 5

PVP/Colageno 7 3 140 379
90:10 160 92
0,02 11

PVP/Colageno 3 8 142 193
80:20 165 81

5.2.2. Caracterizacao das misturas binarias envolvendo farelo do cumbaru e
PVP

5.2.2.1. Analise Térmica

As misturas binarias envolvendo o farelo do cumbaru e a PVP foram analisadas por
TG e DSC e os resultados sdo apresentados e discutidos nas sec¢des seguintes.

5.2.2.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 43 (a) e (b) mostra as curvas de TG e DTG obtidas para as misturas
cumbaru/PVP em diferentes composicoes. De 30°C até 150°C as misturas
apresentaram uma perda de massa entre 6 e 9%, que foi atribuida a perda de
umidade. Todas as composicoes apresentaram dois picos, referentes a degradacao
térmica do farelo do cumbaru (proteinas e carboidratos, respectivamente), e um

terceiro pico referente a degradacéao térmica da PVP.
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A temperatura em que a perda de massa se torna acentuada (Tabela 20) e a
temperatura de degradacdo maxima foram superiores na mistura de composicao
cumbaru/PVP 80:20, indicando que esta composicao apresenta estabilidade térmica

mais elevada, devido as interacdes geradas no sistema pela miscibilidade entre os
componentes da mistura.
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Figura 43. Curvas de: (a) TG e (b) DTG para as misturas: (—) Cumbaru/PVP 90:10;
(—) Cumbaru/PVP 80:20 e (--) Cumbaru/PVP 70:30

Tabela 20. Valores de Tonset © Tdegradagao maxima €ncontrados para o farelo do cumbaru,
a PVP e para as misturas envolvendo farelo do cumbaru e PVP

Amostra Tonset (°C) Tdegradagéo maxima (2C)
Cumbaru 202,7 308,6
PVP 409,0 435,7
Cumbaru/PVP 90:10 2475 306,8
Cumbaru/PVP 80:20 253,5 308,9

Cumbaru/PVP 70:30 213,1 303,9
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5.2.2.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

Como ja era esperado, nao foi possivel determinar por DSC as transi¢cées ocorridas
nas misturas binarias envolvendo o farelo do cumbaru e a PVP, pois como o farelo
do cumbaru se encontra em maior propor¢cao nas misturas e se trata de um material

natural, as transicées de fase sao parametros de dificil identificacao.

5.2.2.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo

5.2.2.2.1. Analise por RMN de '*C CPMAS

Os espectros obtidos para as misturas envolvendo o farelo do cumbaru e a PVP
(Figura 44) apresentaram sinais referentes aos grupamentos do cumbaru, visto que
este se apresenta em maior proporcao, sendo que pode ser observado, que com a
adicao da PVP a mistura ocorre um deslocamento do sinal da carbonila, passando
de 173 para 177 ppm; e também ocorre um aumento nas intensidades dos sinais em
19, 32 e 43 ppm, mostrando assim a incorporacéo da PVP a mistura.
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Figura 44. Espectros de RMN de '3C obtidos por CPMAS das misturas binarias: (a)
Cumbaru/PVP 90:10; (b) Cumbaru/PVP 80:20 e (¢) Cumbaru/PVP 70:30

A partir da Figura 45 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 800 a 2000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o

de 1000 us, para todas as misturas envolvendo o farelo do cumbaru e a PVP.
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Figura 45. Série de espectros de RMN de '*C CPMAS das misturas binarias: (a)
Cumbaru/PVP 90:10; (b) Cumbaru/PVP 80:20 e (¢) Cumbaru/PVP 70:30

De acordo com a Tabela 21 foi observado um ligeiro aumento nos valores de T+,H,
na regido da carbonila (175 ppm), para as misturas nas diferentes composicoes,
indicando que a adi¢cdo da PVP pode estar contribuindo para um leve aumento na
mobilidade molecular do sistema.
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Tabela 21. Tempos de relaxacao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para as misturas

binarias envolvendo farelo do cumbaru e PVP

3 (ppm)
Amostra 175 104 72 60 44 32 20

T1,H(x10°us)

Cumbaru/PVP 2,7 3,2 3,1 nd nd 3,1 nd
90:10

Cumbaru/PVP 3,3 3,4 2,6 3,1 2,8 2,9 3,9
80:20

Cumbaru/PVP 3,6 nd 2,8 3,4 2,8 3,2 4,2
70:30

nd - ndo determinado

5.2.2.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

As misturas envolvendo cumbaru e PVP foram analisadas por RMN de baixo campo,
realizando medidas de relaxacdo longitudinal e transversal no hidrogénio e os
resultados sdo apresentados e discutidos na secao seguinte.

5.2.2.3.1. Medidas de relaxacéo longitudinal e transversal do 'H

A Figura 46(a) mostra as curvas de distribuicdo obtidas por T{H. Observa-se que as
misturas apresentaram trés regides de mobilidade distintas, cujos valores de tempo

de relaxacao estéo relacionados na Tabela 22.

Os dominios mais rigidos (maiores valores de T{H) estdo presentes em maior
proporcdo e nao foi observada variacdo significativa entre eles, com a adicao da
PVP a mistura. Pode-se notar que estes dominios apresentaram valores de tempo
de relaxacao intermediarios aos obtidos para os componentes isolados, indicando a

ocorréncia de interacées entre o cumbaru e a PVP.

Quanto aos valores de TiH( rFm obtidos nenhuma variacdo significativa foi
observada.



75

Ja nos dados de T,H (Tabela 22) pode-se observar um pequeno aumento nos
valores quando se adiciona PVP, o que indica um ligeiro aumento na mobilidade

molecular do sistema, como foi observado nos resultados de T,H.
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Figura 46. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo: (a) T1H e (b)
ToH para as misturas: (—) Cumbaru/PVP 90:10; (—) Cumbaru/PVP 80:20 e (--)
Cumbaru/PVP 70:30
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Tabela 22. Valores de T1H e T2H para o farelo do cumbaru, a PVP e para as
misturas envolvendo farelo do cumbaru e PVP obtidos através do tratamento das

curvas de distribuicao

Amostra T1H Intensidade T1H (1 FIT) T2H (1 FIT)
(x10°us) (%) (x10%us)  (x10%us)
Cumbaru 1,5 7 115 nd
84 93
PVP 3 8 133 650
141 92
1 4
Cumbaru/PVP 6 2 121 nd
90:10 134 94
1 4
Cumbaru/PVP 12 2 120 350
80:20 133 94
1 4
Cumbaru/PVP 6 2 120 440
70:30 132 94

nd - ndo determinado

5.2.3. Caracterizacao das misturas binarias envolvendo farelo do cumbaru e
colageno

5.2.3.1. Anélise Térmica

As misturas binarias envolvendo farelo do cumbaru e colageno foram analisadas por

TG e DSC e os resultados sdo apresentados e discutidos nas secoes seguintes.

5.2.3.1.1. Analise Termogravimétrica

A Figura 47 (a) e (b) mostra as curvas de TG e DTG obtidas para as misturas
cumbaru/colageno em diferentes composicdes. De 30°C até 150°C as misturas
apresentaram uma perda de massa entre 7 e 10%, que foi atribuida a perda de
umidade. As misturas apresentaram apenas um pico de degradacdo térmica,
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referente a degradacgao tanto do farelo do cumbaru como do colageno, que ocorreu

na mesma faixa de temperatura.

Observa-se que a temperatura em que a perda de massa se torna acentuada e a
temperatura de degradacdo maxima (Tabela 23) foram maiores na mistura de
composicao cumbaru/colageno 80:20, indicando que esta composicdo apresenta

estabilidade térmica mais elevada, devido as interacdes geradas neste sistema.
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Figura 47. Curvas de: (a) TG e (b) DTG para as misturas: (—) Cumbaru/Colageno
95:5; (—) Cumbaru/Colageno 80:20 e (--) Cumbaru/Colageno 70:30

Tabela 23. Valores de Tonset © Tdegradagao maxima €ncontrados para o farelo do cumbaru,

o colageno e para as misturas envolvendo farelo do cumbaru e colageno

Amostra Tonset (QC) Tdegradagéo maxima (QC)

Cumbaru 202,7 308,6

Colageno 257,8 322,7
Cumbaru/Colageno 95:5 173,3 301,4
Cumbaru/Colageno 80:20 257,6 312,1

Cumbaru/Colageno 70:30 240,8 303,6
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5.2.3.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

Como ja era esperado, também nao foi possivel determinar por DSC as transi¢cdes
ocorridas nas misturas binarias contendo o farelo do cumbaru e o colageno, pelo
mesmo motivo ja citado na se¢ao 5.2.2.1.2.

5.2.3.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo
5.2.3.2.1. Analise por RMN de '*C CPMAS

Os espectros obtidos para as misturas envolvendo o farelo do cumbaru e o colageno
(Figura 48) apresentaram sinais referentes aos grupamentos do cumbaru, visto que
este se apresenta em maior proporcéo, porém pode ser observado que a adicao do
colageno a mistura proporcionou um aumento nas intensidades dos sinais em 26,
42, 60 e 72 ppm, mostrando a incorporacao do colageno a mistura e, além disso,
observou-se que a mistura de proporcao cumbaru/colageno 80:20 apresentou o sinal
relativo a carbonila com uma maior intensidade, indicando que as interacées podem

estar ocorrendo nesta regido.
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Figura 48. Espectros de RMN de '3C obtidos por CPMAS das misturas binarias: (a)
Cumbaru/Colageno 95:5; (b) Cumbaru/ Colageno 80:20 e (¢) Cumbaru/ Colageno
70:30

A partir da Figura 49 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 800 a 2000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o
de 1000 ps, para todas as misturas envolvendo o farelo do cumbaru e o colageno.
Aléem disso, observa-se um decaimento mais acentuado no caso da mistura
cumbaru/colageno 80:20, indicando uma diminuicdo na mobilidade molecular deste

sistema, ocasionada pelas fortes interacées entre os componentes.
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Figura 49. Série de espectros de RMN de *C CPMAS das misturas binarias: (a)
Cumbaru/Colageno 95:5, (b) Cumbaru/Colageno 80:20 e (¢) Cumbaru/Colageno
70:30

De acordo com a Tabela 24 foi observada uma diminuicdo significativa nos valores
de T4,H, dos deslocamentos quimicos em 72 ppm, 60 ppm e 42ppm, indicando uma
diminuicdo na mobilidade molecular do sistema em funcao das interacées geradas
com a adi¢ao do colageno.
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Tabela 24. Tempos de relaxacao spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para as misturas
binarias envolvendo farelo do cumbaru e colageno
3 (ppm)

Amostra 175 104 72 60 42 30 26

T1,H(x10°us)

Cumbaru/Colageno 6,2 6,1 4.6 7.8 10,3 27,5 4,3
95:5

Cumbaru/Colageno 6,1 4,7 4,7 6,4 9,3 16,2 2,4
80:20

Cumbaru/Colageno nd nd 4,0 3,7 3,5 3,4 3,5
70:30

5.2.3.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

As misturas envolvendo cumbaru e colageno foram analisadas por RMN de baixo
campo, realizando medidas de relaxacao longitudinal e transversal no hidrogénio e
os resultados sao apresentados e discutidos na secao seguinte.

5.2.3.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

Na Figura 50(a) estdo sendo apresentadas as curvas de distribuicdo obtidas por
TiH. Observa-se que as misturas envolvendo farelo do cumbaru e colageno
apresentaram trés regides de mobilidade distintas, e os valores de tempo de
relaxacao estao relacionados na Tabela 25.

Os dominios mais rigidos (maiores valores de T{H) estdo presentes em maior
proporcao e pode-se notar que a mistura de composicado cumbaru/colageno 80:20
apresentou o valor de dominio rigido mais elevado, sugerindo que nesta composicao
a mobilidade é mais restrita. Observa-se ainda que os valores de T{H dos dominios
rigidos sao intermediarios aos valores encontrados para 0os componentes isolados, o

que indica a ocorréncia de interacdes entre o cumbaru e o colageno.
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Os dados obtidos para T1H1 rm) (Tabela 25) confirmam o que foi observado por T1H,
ja que a mistura de composicao cumbaru/colageno 80:20 apresentou 0 maior tempo

de relaxacéao, indicando que nesta composi¢do a mobilidade molecular € menor.

Através das curvas da Figura 50(b), foram obtidos os valores de ToH das misturas,
onde observa-se que a mistura de composicao 80:20 apresentou um menor tempo
de relaxacao, indicando que nesta composicdo a mobilidade & mais restrita,
comprovando o que foi visto por VTC, T+H e T1H(1 Fm).
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Figura 50. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo: (a) T1H e (b)
T,H para as misturas: (—) Cumbaru/Colageno 95:5; (—) Cumbaru/Colageno 80:20 e
(-=) Cumbaru/Colageno 70:30
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Tabela 25. Valores de T1H e T2H para o farelo do cumbaru, o colageno e para as
misturas envolvendo farelo do cumbaru e colageno obtidos através do tratamento

das curvas de distribuicao

Amostra T.H Intensidade T.H (1 FIT) ToH (1 FIT)
(x10°ps) (%) (x10%us)  (x10%us)
Cumbaru 1,5 7 73 nd
84 93
Colageno 1 6 149 150
172 94
Cumbaru/Colageno 1 4
95:5 9 3 134 600
151 93
Cumbaru/Colageno 0,8 4
80:20 21 7 142 380
167 89
Cumbaru/Colageno 0,5 5
70:30 28 6 136 460
155 89

nd - ndo determinado

5.3. CARACTERIZAGAO DAS MISTURAS TERNARIAS

As misturas ternarias foram caracterizadas por andlise térmica, espectroscopia de

RMN de alto campo e espectroscopia de RMN de baixo campo.

5.3.1. Analise Térmica

As misturas ternarias foram analisadas por TG e DSC e os resultados sao

apresentados e discutidos nas secdes seguintes.
5.3.1.1. Analise Termogravimétrica
A Figura 51 (a) e (b) mostra as curvas de TG e DTG obtidas para as misturas

ternarias em diferentes composicoes. De 30°C até 150°C as misturas apresentaram
uma perda de massa entre 7 e 9%, que foi atribuida a perda de umidade. As



84

misturas apresentaram dois picos de degradacado térmica, o primeiro referente a
degradacao tanto do farelo do cumbaru como do coldgeno, na mesma faixa de

temperatura, e o segundo referente a degradacao da PVP.

Pode ser observado que a temperatura em que a perda de massa se torna
acentuada e a temperatura de degradacdo maxima (Tabela 26) apresentaram
valores superiores na mistura de composicdo cumbaru/PVP/colageno 80:15:5,
indicando que esta composicao apresenta maior estabilidade térmica, devido as

interag6es mais fortes ocorridas neste sistema.

100+ 100 -

80 804

60- 60

Massa (%)

40- 40

20

Segunda derivada (%/°C)

0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (2C)

0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (2C)

(a) (b)

Figura 51. Curvas de: (a) TG e (b) DTG para as misturas ternarias: (—)
Cumbaru/PVP/Colageno 90:5:5; (—) Cumbaru/PVP/Coladgeno 80:15:5 e (--)
Cumbaru/PVP/Colageno 70:25:5
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Tabela 26. Valores de Tonset © Tdegradagio maxima €ncontrados para o farelo do cumbaru,
a PVP, o colageno e para as misturas ternarias

Amostra Tonset (QC) T degradacdo maxima (QC)

Cumbaru 202,7 308,6

PVP 409,0 435,7

Colageno 257,8 322,7

Cumbaru/PVP/Colageno 198,6 309,7

90:5:5

Cumbaru/PVP/Colageno 263,4 316,1
80:15:5

Cumbaru/PVP/Colageno 256,1 309,8
70:25:5

5.3.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

No caso das misturas ternarias, também nao foi possivel determinar por DSC as
transicdes ocorridas, pelo mesmo motivo ja citado na se¢éao 5.2.2.1.2.

5.3.2. Caracterizacao da estrutura quimica por RMN de alto campo

As misturas ternarias foram analisadas por RMN de alto campo, pelas técnicas de
3C CPMAS e 'H HRMAS e os resultados sdo apresentados e discutidos nas se¢des
seguintes.

5.3.2.1. Andlise por RMN de *C CPMAS

Os espectros obtidos para as misturas ternarias (Figura 52) apresentaram sinais

referentes aos grupamentos do cumbaru, visto que este se apresenta em maior

proporcao nas misturas, sendo que pode ser observado que, com a adi¢cao da PVP,
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os sinais em 19, 32 e 43 ppm ficam mais finos e mais intensos, e ocorre também um
deslocamento do sinal da carbonila para valores maiores (de 172 para 177 ppm),
mostrando a incorporacdao da PVP a mistura e provaveis interacées entre o0s

componentes.
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Figura 52. Espectros de RMN de '*C obtidos por CPMAS das misturas ternarias: (a)
Cumbaru/PVP/Colageno 90:5:5; (b) Cumbaru/PVP/Colageno 80:15:5 e (c)
Cumbaru/PVP/Colageno 70:25:5
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A partir da Figura 53 tem-se que os sinais de maior intensidade estdo concentrados
nos tempos de contato de 800 a 2000 us, sendo que o melhor tempo de contato foi o
de 2000 us, para todas as misturas ternarias. Observa-se ainda que a adicao de
PVP a mistura ocasionou um aumento na intensidade dos sinais, em tempos de
contato mais longos, principalmente para a mistura de composicao 80:15:5, em

funcao das interacdes ocorridas neste sistema.

(a)
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Figura 53. Série de espectros de RMN de '°C CPMAS das misturas ternarias: (a)
Cumbaru/PVP/Colageno 90:5:5; (b) Cumbaru/PVP/Colageno 80:15:5 e (c)
Cumbaru/PVP/Colageno 70:25:5

De acordo com a Tabela 27 observa-se que o valor de T4,H da carbonila da PVP e
do colageno (174 ppm) e o valor de T4,H do grupo CH-O-CH do farelo do cumbaru
(carbono anomérico em 104 ppm) tiveram seus tempos de relaxacdo aumentados
em funcdo de um aumento na mobilidade molecular do sistema ternéario, devido a
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diminuicdo do teor de cumbaru (mais amorfo) e também das novas interacdes

formadas neste sistema.

Tabela 27. Tempos de relaxagdo spin-rede do 'H no eixo rotatério, como fungéo do
deslocamento quimico dos nucleos de carbono resolvidos, obtidos para as misturas

ternarias

3 (ppm)
Amostra 174 104 82 72 61 53 43 32 26

T1,H(x10%us)

90:5:5 4,3 3,1 3,3 3,8 3,4 nd 3,3 3,6 4,6
80:15:5 53 13,9 nd 6,1 nd 9,3 8,4 8,3 nd
70:25:5 5,8 4,9 nd 5,8 nd 9,0 10,0 9,0 nd

nd - ndo determinado

5.3.2.2. Anélise por RMN de 'H HRMAS

Os espectros obtidos por '"H HRMAS (Figuras 54, 55 e 56) mostram as freqiiéncias
do nucleo de hidrogénio, e para todas as misturas ternarias foram observados sinais
na regiao de 0,5 a 6 ppm, referentes aos hidrogénios correspondentes ao farelo do
cumbaru, PVP e colageno. Os sinais do cumbaru estdo majoritariamente na faixa de
3 a 5,5 ppm, que sao devido aos grupos CH—OH e CH-OH; ja para a PVP os sinais
entre 3,0 e 6,0 ppm sao referentes aos grupos CH-N e CH: vizinhos a carbonila;
entre 2,0 e 3,0 ppm estdo os grupamentos CH, do ciclo e entre 1,0 e 2,0 ppm, 0s
sinais dos grupos CH; da regido alifatica. Os sinais referentes ao colageno estao
distribuidos também nessas regides, relativos aos diferentes tipos de aminoacidos.
Pode-se observar ainda que com a diminuicdo do teor de cumbaru, ocorre um
aumento na largura dos sinais de hidrogénio, que pode ser devido ao aumento do

numero de ligagdes hidrogénio entre os componentes.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H da mistura ternaria 90:5:5 obtido por HRMAS

o VUL

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H da mistura ternaria 80:15:5 obtido por HRMAS
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H da mistura ternaria 70:25:5 obtido por HRMAS

5.3.3. Caracterizacao da dinamica molecular por RMN de baixo campo

As misturas ternarias foram analisadas por RMN de baixo campo, realizando
medidas de relaxagéo longitudinal e transversal no hidrogénio e os resultados sao
apresentados e discutidos na sec¢ao seguinte.

5.3.3.1. Medidas de relaxacdo longitudinal e transversal do 'H

Na Figura 57 estdo sendo apresentadas as curvas de distribuicdo obtidas por T{H.
Observa-se que as misturas ternarias apresentaram duas regides de mobilidade
distintas, e os valores de tempo de relaxacao estao relacionados na Tabela 28.

Os dominios mais rigidos (maiores valores de T{H) estdo presentes em maior
proporcao e observa-se que para a mistura de composicao cumbaru/PVP/colageno
80:15:5 houve uma diminuicdo no valor relativo ao dominio rigido, sugerindo que
nesta composi¢cdo a mobilidade molecular € maior. Os valores de T{H obtidos para
os dominios rigidos em todas as composi¢des foram intermediarios aos valores

encontrados para os componentes isolados e, além disso, observa-se que na
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composicao 80:15:5, a contribuicdo da PVP foi maior, ja que o valor obtido para o
dominio rigido se aproximou mais do valor obtido para a PVP isolada.

Os dados obtidos para T1H(1 i) confirmam o que foi observado por T1H, ja que a
mistura de composicdo cumbaru/PVP/colageno 80:15:5 apresentou 0 menor tempo

de relaxacéo, sendo portanto a mistura de maior mobilidade molecular.

Através das curvas da Figura 57(b), foram obtidos os valores de ToH (Tabela 28) das
misturas, onde observa-se que a mistura de composicao 80:15:5 apresentou um

maior tempo de relaxa¢do, comprovando o que foi visto por T1H e T1H rim).
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Figura 57. Curvas de distribuicao obtidas por RMN de baixo campo: (a) T1H e (b)
T,H para as misturas ternarias: (—) Cumbaru/PVP/Colageno 90:5:5; (—)
Cumbaru/PVP/Colageno 80:15:5 e (--) Cumbaru/PVP/Colageno 70:25:5
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Tabela 28. Valores de T1H e T>H para o farelo do cumbaru, a PVP, o colageno e

para as misturas ternarias, obtidos através do tratamento das curvas de distribuicdo

Amostra T1H Intensidade T1H(1 FIT) T2H(1 FIT)
(x10%us) (%) (x10%us)  (us)
Cumbaru 1,5 7 73 nd
84 93
PVP 3 8 133 650
141 92
Colageno 1 6 149 150
172 94
Cumbaru/PVP/Colageno 2 4 154 460
90:5:5 167 96
Cumbaru/PVP/Colageno 2 4 131 670
80:15:5 140 96
Cumbaru/PVP/Colageno 2 4 151 650
70:25:5 165 96

nd — nao determinado
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6. CONCLUSOES

1)

A metodologia de caracterizacdo empregada por RMN no estado sélido permitiu
caracterizar, quanto a estrutura quimica e quanto a mobilidade molecular os

componentes envolvidos na mistura.

Os resultados obtidos por RMN corroboram os obtidos por analise térmica nas
misturas binarias envolvendo PVP/colageno e nas demais misturas os resultados
por RMN puderam ser obtidos mesmo quando os resultados de Anélise Térmica

nao foram informativos.

Nas misturas binarias, PVP/colageno e farelo do cumbaru/colageno, a adicao do
colageno promoveu uma diminuigdo na mobilidade molecular, em face das

interagGes intermoleculares criadas.

Todas as misturas, tanto binarias como ternarias, foram preparadas com éxito e
com relacdo a estabilidade térmica e miscibilidade, a melhor mistura foi a de
composicao 80:15:5, visto que o tempo de relaxagdo spin-rede mostrou valores

intermediarios aos componentes puros.

A utilizacao das diferentes técnicas de RMN, que empregam seqiiéncias de
pulsos distintas e, conseqlentemente, possuem escalas de detecgcédo diferentes

convergiram para um resultado comum.

A espectroscopia de RMN se mostrou mais eficaz do que a Analise Térmica, na
caracterizacao das misturas envolvendo os polimeros naturais estudados nesta

Tese.
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7. SUGESTOES

1) Realizar testes bioldgicos para avaliar a eficiéncia da mistura no organismo.

2) Preparar misturas utilizando outras fontes de carboidrato, como por exemplo,
oriundos de diferentes espécies de mandioca.

3) Preparar misturas utilizando outros polimeros que tenham a funcdo de

carreadores, como a quitosana, por exemplo.

4) Preparar misturas utilizando outros tipos de proteinas, que auxiliem na absorcao

de gordura.
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