UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE QUIMICA

ANA CAROLINE MARTINS VIEIRA

APLICACAO DE BIOGEIS NATURAIS DESENVOLVIDOS A PARTIR DE
BIOMASSA DO CERRADO

Brasilia/DF
2019



ANA CAROLINE MARTINS VIEIRA

APLICACAO DE BIOGEIS NATURAIS DESENVOLVIDOS A PARTIR DE
BIOMASSA DO CERRADO

Tese apresentada a Universidade de Brasilia
como parte das exigéncias do programa de Pds-
Graduacdo em Tecnologias Quimica e

Biologica para obtencdo do titulo de “Doutor”.

Orientador

Prof.2 Dr.2 Sarah Silva Brum
Co-orientador

Prof. Dr. Fabricio Machado Silva

Brasilia/DF
2019



H Universidade de Brasilia

Folha de Aprovacao

Comunicamos a aprovacao da Defesa de Tese do (a) aluno (a) Ana
Caroline Martins Vieira, matricula n? 15/00113960, intitulada “Aplicacdo de
Biogéis Naturais Desenvolvidos a Partir de Biomassa do Cerrado”, apresentada

no (a) Sala de Conferéncia do COT da Universidade de Brasilia (UnB) em 16 de
agosto de 2019.

Prof.2 Dra. Sarah Silva Brum
Presidente de Banca (10/UnE)

Prof. Dr. 5érgio Botelho de Oliveira
Membro Titular (IFG)

Prof.2 Dra. Andressa Regina Vasgques Mendonga
PMembro Titular (10/UnB)

Prof. Dra. Raimunda Monata Ribeiro Sampaio
Membro Titular (FM/UNEB)

Prof. Dr. Fabio Moreira da Silva
Membro Suplente (10 UNB)

Em 16 de agosto de 2019.

= E1) 3107-3805
posgiciE unb.br



A Deus e aos meus pais:
Carlos Eduardo e Maria Helena

Amo VOcés



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor,
mas lutei para que o melhor fosse feito. Ndo sou
0 que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou
0 que era antes”.

Marthin Luther King



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me dar salde, por me proteger e guardar todos
os dias, por preparar o0 meu caminho colocando pessoas tao especiais na minha vida e por me
impor obstaculos também, me mostrando logo em seguida que eu podia supera-los. Tudo foram

dadivas que me tornaram o que sou. Sem Ele nada seria possivel;

Aos meus pais, Carlos Eduardo e Maria Helena, minha tia-madrinha Tereza e meu
irmdo Daniel, que me conduziram pelos caminhos certos da vida e me amam
incondicionalmente. Obrigada por entender minhas auséncias, pelas palavras de carinho e
conforto, pelas oragdes, pelo abraco apertado nas chegadas e partidas, pelo orgulho estampado
em suas faces. E por vocés e para vocés que tento todos os dias ser um Ser Humano melhor.

Amo muito voceés!

A VO leda e tia Geysa pelas oraces diarias, e todos os familiares que me

acompanharam e me apoiaram nessa dificil tarefa.

A Amélia, Neto e vo Dionisia que foram a campo comigo nos dias quentes e secos
de agosto em busca deste até entdo desconhecido fruto. Obrigada por me ensinar a “catar
cavaco” e por me contarem suas histérias com Tingui. Ainda a Agmar e Graci pelas divertidas
coletas e o merecido refresco no Itiquira, além de Viviana, Ana Paula, Mary, Paulinha, Danila,
Eliane e Karon. A alegria, o cuidado, entusiasmo e disposicdo de vocés foram de extrema

importancia para que eu tivesse forca e motivacao extra para a conclusdo deste trabalho.

Aos amigos e colegas de trabalho Saulo, Emerson, Fernanda e Gabi pelos muitos
anos de amizade, por terem segurado a barra durante as minhas auséncias, pelo incentivo e

apoio constantes. Que ndo lhes faltem salde, esperanca, alegria e muita paz em suas vidas.

A Elza e Quénia, pelas muitas horas de acupuntura, massagem, terapia e conversas.
A ajuda e o amor a profissdo de vocés foram fundamentais para que eu chegasse até aqui com

salde. Muito obrigada! Que a jornada de voceés seja iluminada.

A minha querida orientadora Sarah Brum por toda paciéncia e dedicacdo, pelos

ensinamentos, pelas longas conversas, por acreditar em mim e fazer com que este trabalho



crescesse e se destacasse. Muito obrigada por ser minha orientadora viu! na academia e na vida.
Vocé é uma pessoa de luz e muito querida, e eu tenho o maior orgulho e alegria em trabalhar

com vocé.

Ao prof. Fabricio Machado pelas orientaces, aulas, livros, pela técnica, conselhos
diversos e principalmente por disponibilizar todos os recursos necessarios para a realizacao
desta pesquisa, inclusive seu tempo. Professor, sua experiéncia e cooperacdo sao fundamentais

neste projeto. Muitissimo obrigada!

Ao Instituto Federal de Brasilia pelo incentivo a capacitacdo, o qual foi
imprescindivel na concluséao deste trabalho além dos Laboratdrios de Materiais e Combustiveis
(LMC), Catalise (LabCat), Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ), Laboratorio
(LIMA) Laboratdério Multiusuério do Instituto de Quimica Laboratério de Microscopia do
Instituto de Biologia, Laboratério de Dermatomicologia da Faculdade medicina e Laboratério
de Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC) da Faculdade de Salde,
todos estes citados pertencentes a Universidade de Brasilia, Embrapa Agroenergia,
Laboratdrios de Meio Ambiente e Construcdo Civil do Instituto Federal de Brasilia e aos
colegas de bancada que me acolheram com muito carinho, além de me auxiliarem a desenvolver

habilidades que fardo parte de minha vivéncia profissional.

Aos meus companheiros de bancada que estiveram sempre comigo me ajudando,
me apoiando e me divertindo. Arthur, Isabella, Valéria e Vitor vocés sdo quimicos, colegas de

trabalho e profissionais incriveis!

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste

Doutorado. Gratidao!



RESUMO

Os hidrogeis formulados a partir de polissacarideos tem ganhado grande importancia
nos mais variados campos de aplicacdo, sendo utilizados desde produtos de higiene pessoal até
dispositivos de liberacdo controlada de farmacos e reparacdo de tecidos no corpo humano.
Classificados como biocompativeis, os hidrogéis obtidos de fontes naturais sdo capazes de
absorver grandes quantidades de agua e fluidos biologicos, sendo, portanto, esta sua principal
aplicacdo em artigos médicos e farmacéuticos. No entanto, necessitam de etapas criteriosas de
eliminacdo de componentes tdxicos, seja na obtencdo da matéria-prima ou do produto final.
Este trabalho visa otimizar a purificagdo de um hidrogel natural obtido a partir da Magonia
pubescens — fruto tipico do Cerrado Brasileiro - através de dois métodos distintos: separacao
do hidrogel da biomassa por via seca e Umida; seguida de purificacdo oxidativa e modificacao
quimica com N’-N-metilenobisacrilamida (MBA), de forma que o produto apresentasse
capacidade de absorver dgua mais de 150 vezes sua a propria massa. Os Biogéis Purificados e
Modificados por Via Seca (BMES) e Umida (BMEU) foram avaliados por FT-IR,
TG/DTG/DSC, MEV e grau de intumescimento. O estudo do método de purificacdo empregado
se mostrou mais adequado as aplicacGes sugeridas quando utilizado solugdo de perdxido de
hidrogénio (H20.) em pH 10, uma vez que produzem menos residuos e subprodutos toxicos ou
ndo desejaveis, além de ndo alterar as caracteristicas de absor¢do de agua do biogel,
transformando-o em um produto homogéneo e translucido. As analises de FT-IR revelaram a
incorporacdo de MBA na matriz polimérica mostrou o surgimento de bandas caracteristicas do
grupamento amida e TG/DTG/DSC resultaram em termogramas tipicos de materiais
celulésicos. As analises texturais mostraram ainda a aparéncia fibrosa e porosa do material,
além do surgimento de novas estruturas atribuidas a autopolimerizacdo do agente reticulante.
Entretanto, quanto a capacidade de absorcdo de &gua, a modificacdo quimica ainda ndo se
mostrou adequada para BMEU, causando uma grande perda na absorvéncia do produto. Na
pesquisa de viabilidade de uso destes materiais na promocdo da salde humana, o Biogel ndo
modificado foi avaliado quanto a sua toxidade e como dispositivo de liberagdo de farmacos,
sendo classificado como néo tdxico segundo padrdes estabelecidos pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS). Quanto a liberacdo de farmacos, permitiu que 90% do Diclofenaco sodico e

70% de Anfotericina-B fossem liberados da sua estrutura ficando disponiveis para absor¢ao



cuténea, sendo, portanto, um substituto em potencial para aplicagdo como veiculo para
incorporagdo de farmacos de uso topico. SimulagGes de digestibilidade foram ainda aplicadas
aos materiais, demostrando que 0os mesmos podem ser estudados como dispositivos auxiliares
de controle e reducédo de peso pois, em solucdo estomacal, apresentam intumescimento e pouca
dissolugdo, promovendo saciedade ao paciente por um periodo longo de tempo. Quando
pensado para uso em base cosmética ou farmacoldgica, os biogéis foram submetidos a testes de
prateleira, sugeridos pela ANVISA, a fim de determinar sua durabilidade media sem que
apresentasse perda de suas caracteristicas fisico-quimicas inicial. Para isso, foram avaliadas
caracteristicas organolépticas como cor, aspecto e odor além de pH e densidade em ambientes
controlados. Nos testes, ambos os géis (BEU e BES) apresentaram durabilidade inferior a 90
dias, apresentando contaminacdo bioldgica atestada pelo surgimento de fungos e alteracdo de
odor. Pensando na apresentacdo deste produto, foram testados a formacdo de filmes com o
biogel purificado e obtido por via tmida (BEU) e, apds adaptacdes com glicerol como agente
plastificante, o resultado foi um filme de alta qualidade, despertando interesse em sua

otimizacdo para diversas aplicacoes.

Palavras-chave: Biogel, Tingui, Dispositivo de liberacao de farmaco, base cosmética.
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INTRODUCAO

O Cerrado é um importante bioma brasileiro, sendo, em area, o0 segundo maior da
Ameérica do Sul e, em diversidade bioldgica, € a savana mais rica do mundo, abrigando mais de
10 mil espécies de plantas nativas (Brasil - Ministério do Meio Ambiente, [s.d.]). Estima-se
ainda que este bioma possa perder até 34% de sua &rea atual até o ano de 2050, resultando em
um déficit de aproximadamente 1140 espécies, niUmero oito vezes maior que o numero oficial
de plantas extintas em todo 0 mundo desde o ano de 1500 (STRASSBURG et al., 2017)

Estima-se ainda que, de todas as espécies frutiferas catalogadas do Cerrado, apenas
40 sdo comercialmente exploradas, sendo, portanto, o bioma um atrativo ndo sé para as
comunidades locais que sobrevivem do extrativismo como para toda comunidade académica e
industrial, que ainda explora pouco ou quase nada os recursos naturais disponiveis nesta Savana

brasileira.

Neste contexto, tendo em vista a urgente necessidade de preservacao deste bioma
tdo rico e importante, algumas espécies se destacam pelas suas caracteristicas peculiares,
desenvolvidas justamente para garantir sua sobrevivéncia nas condi¢6es climaticas do Cerrado.
Entre essas espécies, esta o Tingui. Na literatura, o fruto do Tingui foi estudado como matéria-
prima para o desenvolvimento de condicionadores de solo, sendo capaz de elevar a quantidade
de &gua total disponivel em 71% e diminuir a lixiviacao de nutrientes do solo (VILELA, 2017).
Em outra pesquisa, foi ainda desenvolvido um biogel superabsorvente a partir da modificacéo
quimica do hidrogel natural presente no envoltério da semente, o qual foi capaz de absorver
agua 80 vezes seu proprio peso, sendo um substituto em potencial para hidrogéis sintéticos
(VIEIRA, 2015). Em suma, esta espécie ainda pouco explorada apresenta grande potencial de

aplicacdo em varios produtos, necessitando cada vez mais de pesquisas e projetos.

Os hidrogéis, também chamados de hidroretentores, sdo polimeros que tem a
capacidade de absorver em suas estruturas grande quantidade de dgua e/ou fluidos bioldgicos
sem sofrer dissolucdo de suas cadeias. Devido a estas caracteristicas, sdo utilizados nos mais
variados ramos da industria, desde utilidades domésticas como fraldas, absorventes
descartaveis até produtos de uso médico e farmacéutico como substituicdo de cartilagens e
capsulas de liberacdo controlada de medicamentos. (CHANG; ZHANG, 2011; KONO;
FUJITA, 2012; LIU et al., 2014). Estes materiais estdo ainda sendo comercializados como

dispositivos para controle e redugéo de peso e tratamento de obesidade, sendo aplicados como



17

capsulas de hidrogéis, conhecidas comercialmente como Gelesis 100. Essa capacidade de
absorver liquidos pode, no organismo, gerar sensacao de saciedade, auxiliando na manutencao
da dieta.

O método de obtencdo dos hidrogeis é descrito na literatura por diversas rotas e a
partir de matérias-primas sintéticas ou naturais. Entre as vantagens da sintese de hidrogéis de
fontes naturais, como os de celulose, hemicelulose e seus derivados estdo sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e abundancia na natureza, contudo, 0s
trabalhos relacionados relatam a sintese desse material a partir de polissacarideos de dificil
obtencdo e/ou alto grau de pureza, tais como celulose microcristalina e seus derivados, acido
hialuronico, alginatos, entre outros (CHANG; ZHANG, 2011).

Os hidrogéis, porém, podem ainda ser obtidos a partir outras fontes de matéria-
prima, tanto pela modificacdo quimica de biomassa quanto pela utilizacdo de polimeros naturais
como o obtido a partir do Tingui. Contudo, para evitar contaminagéo, desenvolvimento de
reacOes alérgicas, entre outras alteracbes ndo desejadas devido a presenca de compostos
organicos e/ou inorganicos naturalmente presentes na biomassa, é preciso purifica-lo. A partir
disso, modifica-lo quimicamente e otimizar os processos de producdo traz ainda mais
vantagens, melhorando sua performance para torna-los competitivos no mercado. Neste
contexto, a reticulacdo representa um meio de se obter hidrogéis com propriedades
diferenciadas, ultrapassando estas barreiras e criando novos materiais com caracteristicas

fisicas, quimicas e biologicas capazes de atender ao mercado de maneira sustentavel.

Neste trabalho, portanto, um hidrogel natural foi produzido a partir de uma
biomassa do Cerrado Brasileiro por meio de extracdo oxidativa e modificacGes quimicas. Em
seguida, foi caracterizado fisica e bioquimicamente a fim de se obter sua composicao fisico-
quimica e toxicoldgica para sugestdo de aplicagdo na promocéo da saide humana em produtos
como dispositivo natural de auxilio no controle de peso pela reducédo de apetite, dispositivos de

liberacdo de farmacos, base para produtos cosméticos, espessantes alimenticios, entre outros.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é otimizar o processo de obtencdo do biogel
superabsorvente obtido a partir do hidrogel natural de Magonia pubescens St.Hil (Tingui) e
avaliar suas potencialidades na area da saude humana como veiculo para incorporagdo de

farmacos, bases cosméticas, inibidores de apetite e curativos de uso tdpico.

Obijetivos especificos
Os objetivos especificos sao:

Otimizar a extracao e purificacdo do hidrogel obtido de Magonia pubescens St.Hil;
Caracterizar bioldgica e quimicamente o produto final;

Avaliar as propriedades mecanicas;

Avaliar a potencialidade do biogel como veiculo de incorporacdo de farmacos;

Avaliar a utilizacdo do biogel como veiculo para moléculas fotoativas (C-Dot) utilizadas no
tratamento de leishmaniose;

Testar o biogel como dispositivo auxiliar de inibicdo de apetite.
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CAPITULO 1

METODOS DE EXTRACAO DO HIDROGEL NATURAL DO ENVOLTORIO DE
MAGONIA PUBESCENS ST.HIL

1 Introducéo

As questdes ambientais, econdmicas e sociais somadas ao uso macigo de recursos
fosseis encorajam pesquisas intensivas sobre a utilizagdo de matérias-primas substitutas para
producdo de energia, materiais e produtos quimicos. Nesse aspecto, as industrias baseadas em
materiais, produtos quimicos e combustiveis sustentaveis dependem principalmente da
biomassa lignoceluldsica, a qual é formada majoritariamente por lignina, celulose e
hemiceluloses. Esses recursos sao abundantemente disponiveis, relativamente bem distribuidos
em todo o mundo e podem aliviar os conflitos de alimentos versus energia; uso de recursos
renovaveis versus esgotamento de recursos fésseis (RABEMANOLONTSOA; SAKA, 2016).

Um foco deste conflito pode ser apontado no interior do Brasil, num importante
bioma que abriga as principais fontes de agua subterranea e recursos vegetais. O Cerrado
brasileiro sofre constantes impactos que podem resultar na extingédo de varias espécies nativas
(STRASSBURG et al., 2017). Uma alternativa de preservacdo desses recursos é a exploracdo
cientifica de espécies pouco conhecidas atendendo ao conceito de biorrefinarias, com geracao
minima de residuos e aproveitamento integral de toda a massa vegetal. A espécie escolhida para
a execucao deste projeto é o Tingui (Magonia pubescens), um fruto da familia das sapindaceae.
Seus usos do na medicina popular sdo para tratar Ulceras, utilizando-se as sementes, feridas,
utilizando-se a casca e como calmante, pelo uso das raizes. A resina da casca € tida como
inseticida e usada contra piolhos e as cinzas e sementes sdo também aproveitadas na fabricacdo
caseira de sabdo (GUARIM NETO, GERMANO ; SANTANA, 2000; SILVA JUNIOR, 2006).
A espécie pode ainda ser indicada para plantios de areas degradadas de preservacao permanente
(MACEDQO et al., 2009a) e seus frutos e sementes sdo muito utilizados por arteséos regionais

na fabricacdo de utensilios domeésticos e pecas ornamentais. Sua madeira é dura, resistente ao
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ataque de organismos xil6fagos® e, por isso, usada na construgdo civil ou ainda para fins
energéticos como lenha e carvao (LORENZI, 2009; PAULA, J. E. DE; ALVES, 1997).

A partir desta biomassa, varios processos podem ser pensados, tanto no
desenvolvimento de novos materiais quanto na geragdo de energia e insumos quimicos. Uma
caracteristica peculiar desta espécie, € que a semente do fruto produz um hidrogel natural, cuja
funcdo no meio-ambiente € a reserva de 4gua para favorecer a germinacéo, haja vista o grande
periodo sem ocorréncia de chuvas no Cerrado: em tempos de seca prolongada previne a
desidratacdo e, na época das aguas, a mucilagem envolve as sementes protegendo-a da
deficiéncia de oxigénio (Joly et al., 1980; Salgado-Labouriau, 1973).

Na literatura, o fruto do Tingui foi estudado como matéria-prima para o
desenvolvimento de condicionadores de solo, sendo capaz de elevar a quantidade de agua total
disponivel em 71% e diminuir a lixiviacdo de nutrientes disponiveis no solo (VILELA, 2017).
Em outra pesquisa, foi ainda desenvolvido um hidrogel superabsorvente a partir da modificacéo
quimica do hidrogel natural presente no envoltorio da semente, o qual foi capaz de absorver
agua 80 vezes seu proprio peso, sendo um substituto em potencial para hidrogéis sintéticos de
uso em fraldas descartaveis e aplicacfes médicas como dispositivos de liberacdo controlada de
farmacos (VIEIRA, 2015). Em suma, esta espécie ainda pouco explorada apresenta grande

potencial de aplicacdo em varios produtos, necessitando ainda mais de pesquisas e projetos.

Técnicas que atendem os preceitos da quimica verde também sdo preteridas para o
desenvolvimento destes novos materiais que se tornaram o foco de muitos pesquisadores pois,
devido as suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas podem ser aplicados em areas
bastante diversificadas. Os polimeros hidrofilicos mais comuns no mercado séo produzidos a
partir de recursos de petroleo e a sua utilizagdo e consequente acimulo como residuo solido
urbano traz impactos ao meio ambiente. Em resposta a esta situacdo, 0 uso de recursos

renovaveis na producdo destes polimeros tornou-se o foco das biorrefinarias, que pode oferecer

1 Organismos que se alimentam da madeira.
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recursos abundantes e de baixo custo de producdo, além de fatores como biodegradabilidade e

biocompatibilidade.

Essencialmente, os hidrogéis sdo definidos como um polimero capaz de absorver
del00 até 500 vezes seu proprio peso em solventes e fluidos bioldgicos sem que sofra
dissolucdo e suas cadeias (CHANG; ZHANG, 2011; FERREIRA et al., 2018; KOEHLER,;
BRANDL; GOEPFERICH, 2018; KONO; FUJITA, 2012; MAHINROOSTA et al., 2018). Essa
classe de materiais pode ser subdividida ainda de acordo com a origem de sua matéria-prima
em artificiais e naturais, sendo esta largamente pesquisada para fins medicos principalmente
devido a biocompatibilidade ja conhecida de muitos precursores de hidrogéis, como 0s
polissacarideos, por exemplo, os quais tem como representante a celulose e quitina
(MAHDAVINIA et al., 2018). A seguir, sdo apresentadas as principais caracteristicas dos

hidrogéis naturais:
1.1. Hidrogéis de Fontes Naturais

A maioria dos tecidos de animais e plantas sdo hidrogéis (BAI et al., 2019). Os
hidrogéis naturais podem ser subdivididos em dois grupos principais de acordo com sua fonte:
hidrogéis a base de polissacarideos e hidrogéis a base de polipeptidios (AHMED, 2015). A
celulose, polissacarideo mais abundante do planeta, é frequentemente utilizada na obtencdo de
hidrogéis superabsorventes. Um exemplo é a nanocelulose bacteriana, jé utilizada no mercado
como Epicitehydro (Alemanha) e Celmat (Polonia) para tratamento de queimaduras, feridas
crbnicas, edema e como produto cosmético (Figura 1). Mais recentemente, em algumas
aplicacdes, a nanocelulose bacteriana mostra potencial para superar as celuloses atualmente

usadas na industria alimenticia como um novo aditivo hidrocoldide (KLEMM et al., 2018).

Além de ecologicamente correta, a celulose e seus derivados produzem hidrogéis
de baixo custo, representando um substituto viavel para materiais a base de petréleo (CHANG,;
ZHANG, 2011; CHOE et al., 2018). Além disso, sua alta afinidade por solventes aquosos e
adaptabilidade de suas estruturas quimicas permitem o desenvolvimento de materiais
funcionalizados que podem atender a uma multiplicidade de requisitos, caracteristica muito
requerida para aplicacdes biomédicas, ja que seus metabdlitos sdo suscetiveis a digestao
enzimatica no corpo humano (GYLES et al., 2017; VARAPRASAD et al., 2017; XU et al.,
2015).
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CEL |MAT

WOUND

Figural. Exemplo de hidrogéis de nanocelulose comercialmente disponiveis. Fonte:(BOWIL, 2018;
JENACELL, 2018)

Outro polissacarideo muito referenciado na preparacédo de hidrogéis é a quitosana,
(1-4)-2-amino-2-desoxi-B-d-glucana, obtido da hidrolise alcalina de quitina, um dos amino-
polissacarideos naturais mais abundantes extraidos do exoesqueleto de crustaceos e insetos. Os
grupos amina (-NH>) e hidroxila (-OH) presentes ao longo da cadeia de quitosana podem ser
usados como grupos funcionais reticulaveis, além disso, abaixo de pH 6,3 0s grupos amina
podem ser facilmente convertidos em grupos amonio, tornando a quitosana um candidato ideal
para uso na preparacdo de hidrogéis sensiveis ao pH. Além da ndo-toxicidade e
biocompatibilidade, a quitosana pode ser degradada in vivo por varias enzimas, principalmente
por lisozima, uma protease inespecifica presente em todos os tecidos de mamiferos (LI et al.,
2017b; SANTOS MENEGUCCI et al., 2015; SZYMANSKA; WINNICKA, 2015).

Dos polimeros naturais, as proteinas sdo as matérias-primas menos utilizadas
devido suas aplicacdes industriais avancadas. As proteinas tém sido estudadas como materiais
de partida eficazes para a fabricacdo de diversos biomateriais, como filmes e compoésitos. Nos
ultimos anos, os hidrogéis a base de proteina fibrosa tornaram-se populares devido a sua
similaridade estrutural e mecanica com a matriz extracelular, alta compatibilidade bioldgica
gue pode ativar respostas celulares precisas e sua capacidade de processamento relativamente
simples sob condi¢des brandas. Além disso, esses hidrogéis podem ser degradados no
organismo por enzimas proteoliticas (LIAROU et al., 2018; VARAPRASAD et al., 2017).

De acordo coma literatura, as vantagens da obtencéo de hidrogéis a base de matéria-
prima natural s&o sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e abundancia na

natureza. Em contrapartida, esses materiais, pela sua constitui¢do natural, podem conter agentes
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patogénicos ou desencadear respostas inflamatdrias ndo desejaveis (AOUADA; MATTOSO,
2009). Devido a este fato, sdo necessarias etapas de purificacdo criteriosa a fim de remover tais

empecilhos. A seguir sdo apresentados os métodos de purificagdo mais reportados na literatura.
1.2. Métodos de Extracdo de Celulose

Pré-tratamentos alcalinos utilizando hidroxido de sddio e aménia aquosa séo 0s
mais eficientes para remocdo de lignina em comparagdo a outros pre-tratamentos. Nestes
processos, a amoénia aquosa pode ser reciclavel por causa de sua alta volatilidade e nédo
corrosivo, entretanto, a grande quantidade de licor negro produzida é de dificil recuperacéo,
podendo ainda causar grandes danos ambientais (LI et al., 2017a). Tratamento organossolv
também é uma das estratégias mais utilizadas para recuperar a fracdo de lignina da biomassa
sem degradacéo significativa da celulose (MARTINEZ-PATINO et al., 2017a).

Contudo, a oxidacdo quimica tem sido a técnica de despolimerizacdo e degradacédo
da lignina predominante empregada nos modernos processos comerciais de polpacdo e
branqueamento de celulose (MA; GUO; ZHANG, 2018). O perdxido de hidrogénio é um agente
oxidante forte e um solvente verde, que é comumente usado no branqueamento de celulose (LI
etal., 2017a). Ma e colaboradores (2018) comparou o processo de deslignificacdo por peréxido
na laminacdo do grafite, onde ha forte interagdo n-m entre as camadas de grafeno. Quando
tratadas com este agente oxidante, a adigdo de oxigénio enfraquece a forca de empacotamento
exercida pelas interagdes m-m, levando a expansdo das camadas de grafeno. A oxidacdo da
lignina pode trazer um ou mais oxigénio para a cadeia lateral da lignina e/ou anel aromaético, o
gue pode instigar um mecanismo similar para reduzir as forcas inter-unidades. Unidades
fenilpropandides na lignina sdo ligadas por ligacGes éter e C-C, com ligacdes éter -
predominantemente a-O-4 e B-O-4 - sendo mais abundantes na maioria das ligninas vegetais.
A clivagem oxidativa dessas ligacdes introduzird mais grupos funcionais contendo oxigénio,
como aldeidos, cetonas e carboxilas no fragmento de lignina resultante. Um aumento nos
grupos funcionais ricos em oxigénio no fragmento de lignina também pode aumentar a distancia
entre os anéis empilhados n-7 e, assim, enfraquecer as forgas inter-unidades que mantém a
lignina junta, facilitando a dissociacdo desta macromolécula (MA; GUO; ZHANG, 2018; MA;
XU; ZHANG, 2015).

O uso de perdxido de hidrogénio em meio alcalino também tem sido descrito como

um efetivo pré-tratamento que promove a despolimerizacdo da lignina pela agdo oxidativa de
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radicais derivados do H202 (MARTINEZ-PATINO et al., 2017a). Para determinag&o de uma
condicdo Otima, as varidveis mais influentes sdo concentragcdo do perdxido, concentracdo de
solidos e tempo de pré-tratamento. Gould (1985) descreve o mecanismo de deslignificacao a
partir de H2O. em meio basico da seguinte maneira: Em pH alcalino, a dissocia¢éo do peroxido
de hidrogénio forma o anion hidroperéxido (HOO") que em pH 11,5 pode reagir com o H20>
ndo dissociado formando radicais hidroxila altamente reativo (OH") e superéxido (0%). Na
auséncia de outros reagentes, radicais hidroxilicos e superdxidos reagem entre si formando

oxigénio e agua. As reacles envolvidas neste mecanismo sao definidas nas equacdes de 1 a 4.

H202 + H,0 «<HOO+ H30" (1)
H,0; + HOO"—OH+ 0% + H,0 )
OH+ 0% + H30*— Oz + 2H20 3)
H20; + HOO+ H30*—0?% + 3H,0 (reacgéo geral) (4)

A diminuicdo na eficiéncia da deslignificacdo em pH diferente de 11,5 sugere que
a oxidacdo direta da lignina pelo HOO néo é viavel, ja que a concentracdo deste anion na
mistura reacional seria aumentada em pH maiores que 11,5 e isso ao invés de levar a um

aumento da deslignificagdo acaba gerando uma diminui¢do (RABELO et al., 2014).
2 Materiais e Métodos
2.1. Coleta e Amostragem dos frutos de Magonia Pubescens

As coletas foram realizadas na regido do Parque Municipal do Itiquira e zona rural
do distrito de Bezerra, ambas pertencentes ao municipio de Formosa-GO e zona rural do
municipio de Paracatu-MG durante os meses de frutificacdo da espécie (julho a setembro). Os
frutos maduros foram retirados das arvores de forma manual e a casca separada das sementes

in loco (Figura 2), de modo que, para este trabalho, fossem aproveitadas somente as sementes.



25

Figura2. Coleta dos frutos nos pontos de amostragem: Distrito de Bezerra (A), Parque Nacional do Itiquira
(B), zona rural de Paracatu, MG (C). Fonte: o autor

2.2. Métodos de Extracao do Hidrogel Natural do Envoltério de Magonia Pubescens

As sementes foram previamente secas em estufa a 40 °C por um periodo de 12h a
fim de evitar o crescimento de fungos em suas superficies e posteriormente separadas dos
envoltérios. Foram empregados dois procedimentos de obtencdo do gel: o primeiro, de acordo
com metodologia ja descrita por Vieira (2015) onde os envoltérios foram moidos em Moinho
de Facas tipo Willye - Fortinox modelo STAR FT-82/2 - resultando num material de
granulometria de 20 a 30 Mesh, e o segundo por meio do intumescimento do envoltério por um
periodo médio de 12h em &gua destilada seguido de separacdo mecanica do hidrogel das
camadas mais externas do envoltério da semente de Magonia Pubescens. As etapas de
separagdo por via imida do hidrogel sdo demonstradas pela Figura 3. Os produtos resultantes
foram chamados de Biogel e nomeados BEU in natura para o obtido por raspagem mecanica

em via imida e BES in natura para o envoltdrio moido e obtido por via seca.
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Figura 3. Processo de extracdo do hidrogel natural de Magonia Pubescens do envoltdrio da semente por via
Umida (BEU): Intumescimento (A), raspagem (B) e gel in natura (C). Fonte: O autor

2.3. Métodos de Purificacdo do Hidrogel in natura

Esta etapa visa purificar os biogéis in natura obtidos do envoltorio da semente de
Magonia Pubescens de forma que ndo haja prejuizos as suas caracteristicas de absorcdo de
agua. Com o objetivo de classificar cada um dos tratamentos como agressivo ou ndo para 0s
constituintes do biogel, foram realizados testes de intumescimento com o material ap6s as
extracOes oxidativas. Se o gel apresentasse intumescimento, cada um dos tratamentos seria
conduzido as etapas posteriores de reticulacdo. Caso resultado fosse negativo, o tratamento seria

descontinuado.
2.3.1. Tratamento com Clorito de Sodio 30%

Em balanca de precisdo de 0,1 mg, 10,0 g dos envoltérios previamente triturados
e peneirados foram pesados e transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL, juntamente com 10
mL de soluc&o de Clorito de sédio 30% (m/v) e 10 mL de solucdo de Acido Acético 1:5 (v/v).
O Erlenmeyer foi tampado com outro de 125 mL invertido sobre o primeiro e o conjunto levado
a aquecimento em banho termostatizado a 70 £5 °C. A adicdo das solucbes de NaClO: e
CH3COOH foi repetida a cada intervalo de 45 minutos por no minimo 3 vezes ou até que toda
a massa estivesse uniformemente branqueada. A mistura foi resfriada até 5°C e filtrada em
cadinho de placa sinterizada (n. °2). O material resultante foi lavado com solugéo de tiossulfato
de sodio 5% (remocéo de cloro residual) e em seguida exaustivamente com solucdes de agua

destilada e alcool etilico, ambos a pH 4,0 e agua destilada até a neutralidade do filtrado.
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2.3.2. Tratamento com Perdxido de Hidrogénio

A metodologia foi adaptada dos estudos de Martinez-patifio (2017) e Cheng (2016)
e colaboradores, onde € utilizada diversas concentracdes de perdxido de hidrogénio a fim de
remover lignina do material estudado. Neste estudo, 1,0g de amostra foi submetida a duas
concentragOes diferentes de peroxido 7,0 e 20% (v/v) em duas faixas de pH, 11,5 e 10 a uma
temperatura fixa de 60 °C em banho termostatizado. O volume utilizado de cada solucéo foi de
30 mL, quantidade suficiente para que todo o material ficasse completamente intumescido.
Apos o periodo de 60 minutos, a mistura foi resfriada e filtrada em cadinho de vidro com placa
porosa. A holocelulose resultante foi exaustivamente lavada com &gua destilada até a
neutralidade do filtrado e posteriormente seca até peso constante. Todos os tratamentos foram

realizados tanto para BEU in natura quanto para BES in natura.

Para o delineamento dos experimentos, foi utilizado um modelo de planejamento
fatorial 22, nos dando um quantitativo de 04 experimentos a serem realizados para cada
tratamento. Os experimentos foram realizados em triplicata e aleatorizacdo foi adotada visando
evitar a propagacdo de erros e a consequente distorcdo estatistica dos resultados. O
planejamento apresentou as caracteristicas demonstradas nas Tabelas 1 e 2 e os produtos
gerados foram chamados de biogéis extraidos por via Umida (BEU) e biogéis extraidos por via

seca (BES). Todas as reacGes foram realizadas em triplicata.

Tabelal.  Niveis e fatores do planejamento 22

Niveis

Fatores

[EN

pH 11,5 10
2 Concentragdo H,O; (%) 20 7

Tabela 2. Matriz dos experimentos e aleatorizacdo dos ensaios de purificacdo dos Hidrogéis

. Matriz dos experimentos Ordem de realizacéo dos
Experimentos .
ensaios
1 2 1 2
1 - - 10 7 4
2 + - 11,5 7 2
3 - + 10 20 1
4 + + 11,5 20 3
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2.4. Secagem dos Biogéis

Posteriormente a purificacdo, os biogeis foram submetidos a dois processos de

secagem distintos: secagem a pressdo e temperatura reduzida, utilizando para este fim um

liofilizador da marca Terroni modelo L3000; e secagem em estufa a temperatura controlada de

60 + 2 °C. As amostras secas em liofilizador foram classificadas como grupo A e, em estufa,

em B. O fluxograma de preparacao dos biogéis pode ser acompanhado na Figura 4.

— BEScIorito

Extragdo a BES 7/10
seco

BES 20/10

BES 7/11,5

BES 20/11,5

Secagem

BEU 7/10
Extragdo

BEU 20/10

BEU 7/11,5

BEU 20/11,5

v}
m
c
o
o
=
=
O

Figura4. Fluxograma de preparacdo dos biogéis de Magonia pubescens Fonte: o autor

Para facilitar o entendimento e identificagdo dos produtos, a nomenclatura dos

biogéis obtidos apds as purificacbes sdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1:  Nomenclatura dos biogéis ap6s a purificagdo oxidativa

Produto Caracteristica da Purificagédo

BEU 7/10 Biogel extraido por via imida e purificado com 7% de Perdxido de Hidrogénio em pH 10
BEU 20/10 Biogel extraido por via imida e purificado com 20% de Perdxido de Hidrogénio em pH 10
BEU 7/11,5 Biogel extraido por via imida e purificado com 7% de Per6xido de Hidrogénio em pH 11,5
BEU 20/11,5 Biogel extraido por via imida e purificado com 20% de Perdxido de Hidrogénio em pH 11,5
BES 7/10 Biogel extraido por via seca e purificado com 7% de Per6xido de Hidrogénio em pH 10
BES 20/10 Biogel extraido por via seca e purificado com 20% de Perdéxido de Hidrogénio em pH 10
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Continuacao Quadro 1:

BES 7/11,5 Biogel extraido por via seca e purificado com 7% de Peroxido de Hidrogénio em pH 11,5
BES 20/11,5 Biogel extraido por via seca e purificado com 20% de Peroxido de Hidrogénio em pH 11,5
BEU clorito Biogel extraido por via imida e purificado com clorito de sodio 30%

BES clorito Biogel extraido por via seca e purificado com clorito de sédio 30%

2.5. Anélise do Teor Residual de Cloro Total

O teor de cloro residual foi avaliado apds o tratamento com clorito de sédio 30% a
fim de se verificar a eficiéncia da lavagem do produto final. A técnica empregada foi
colorimétrica utilizando o método DPD (N, N-dietil-p-fenilenodiamina) e a leitura realizada em
clorimetro digital CL-800 da tecnopon.

2.6. Caracterizacdo Fisico-Quimica dos Biogéis
2.6.1.Holocelulose

A Holocelulose foi determinada segundo procedimento descrito por Browing
(1963). Em balanca de preciséo de +0,1 mg, 2,0 g de material previamente seco a 105 + 2 °C
foi pesado e transferido para um Erlenmeyer de 125 mL, juntamente com 2,0mL de solu¢édo de
Clorito de sddio 30% (m/v) e 2,0 mL de solucdo de Acido Acético 1:5 (v/v). O Erlenmeyer foi
tampado com outro de 25 mL invertido sobre o primeiro e o conjunto levado a aquecimento em
banho termostatizado a 70 +5 °C. A adi¢do das solucdes de clorito de sddio e acido acético foi
repetida a cada intervalo de 45 minutos, totalizando 5 vezes. A mistura foi resfriada até 5°C e
filtrada em cadinho de vidro com placa porosa (previamente seco e tarado). A Holocelulose
resultante foi lavada repetidas vezes com agua fria e uma vez com metanol e, posteriormente,

seca em estufa a 105 +2 °C até peso constante.
2.6.2.Celulose

O teor de celulose foi determinado de acordo com o descrito por Kennedy e
colaboradores (1987): em balanca de precisdao (+0,1 mg) cerca de 1,0 g de holocelulose
anteriormente preparada e seca foi pesada e transferida para capsula de porcelana. A ela foi
adicionado 15 mL de solugéo de hidréxido de potassio 24% (m/v) e a mistura resultante deixada
sob agitacdo por 15 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, filtrou-se em cadinho de
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placa porosa (previamente seco e tarado) e o residuo remanescente foi lavado por duas vezes
com solucgdo de &cido acético 1%, até atingir a neutralidade com &gua destilada e, por ultimo,

com etanol. A celulose foi submetida a secagem em estufa a 105 + 2 °C até peso constante.
2.6.3.Hemicelulose

A hemicelulose foi determinada pela diferenca, onde a soma da celulose e

hemicelulose é equivalente a quantidade de holocelulose.
2.6.4. Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho - FTIR

Para a obtencdo dos espectros foi utilizado um espectrometro de Infravermelho por
Transformada de Fourier IRPrestige-21 da Shimadzu e as amostras analisadas segundo a técnica
de pastilha de brometo de potassio (KBr) (10:100 mg). As amostras foram previamente secas
em estufaa 105 £ 2 °C por 2 horas para elimina¢do da umidade e homogeneizadas, juntamente
com KBr também seco, em almofariz de quartzo. Em seguida, moldadas manualmente em
forma de pastilhas com a ajuda de uma prensa hidraulica. As pastilhas resultantes foram entéo
submetidas a leitura no equipamento e os graficos obtidos, tratados por intermédio do software

Microcal ™ Origin® versao 8.0.

2.6.5. Analises Térmicas

2.6.5.1. Analise Termogravimétrica (TG) e Analise Termogravimétrica
Diferencial (DTG)

As curvas de TG/DTG foram obtidas em um analisador simultdneo modelo SDT-
2960 da TA Instruments com taxa de aquecimento de 10 °C.min"%, com fluxo de nitrogénio de
100 mL por minuto, iniciando a temperatura ambiente (25°C) a 700°C, faixa média utilizada
para materiais lignoceluldsicos. Foram ainda utilizadas para todo o experimento panelinhas de
platina e aproximadamente 15 mg de amostra em cada corrida.

2.6.6. Analise Elementar —- CHN

Para as anélises elementares dos materiais, foi utilizado um analisador Perkin Elmer

Series 240011 CHN através do qual se obtiveram as fragdes em massa dos principais elementos
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que compde a biomassa: Carbono (C), Hidrogénio (H) e Nitrogénio (N). O teor de Oxigénio
(O) foi obtido por diferenca.

2.6.7.Grau de Intumescimento (Q)

As propriedades hidrofilicas dos biogéis foram definidas de acordo com o grau de
intumescimento (Q), que é a capacidade de absorcdo de agua e/ou fluidos biologicos dos
produtos. Os valores de Q foram determinados segundo metodologia JIS — Padréo Industrial
Japonés K7223, descrita por Yoshimura, Matsuo e Fujioka (2006) a qual utiliza folhas de nylon
de porosidade de 255 Mesh e dimensdes de 100 mm x200 mm para a realizagdo dos ensaios.
100 mg dos materiais foram introduzidas em saquinhos produzidos a partir das folhas de nylon
e estes imersos em agua a 25°C. Os biogéis foram deixados em solucdo até que atingissem peso
constante. A capacidade de absorcdo de &gua, ou grau de intumescimento (Q), foi calculada
usando a Equacéo 5.

Q=" 5)

Onde: Pié o peso do sache com os biogéis intumescidos; Ps 0s pesos do biogel seco

e Py € 0 peso do saquinho de chd em branco depois de imerso em agua.
2.6.8. Andlises Texturais - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a realizacdo das andlises morfoldgicas em Microscopio Eletrdnico de
Varredura, todas as amostras foram previamente liofilizadas e metalizadas com ouro em
suportes de aluminio (stubs) fixadas com fita de carbono dupla face e colada sobre uma pelicula
de papel aluminio. As analises texturais de microscopia e area superficial foram realizadas em
microscopio eletronico de varredura modelo JSM-7001F da Jeol no laboratério de Microscopia

do Instituto de Biologia, UnB.

2.7. Caracterizacao Biogquimica dos biogeéis purificados por via seca e umida

Ja é conhecido pela literatura que o hidrogel natural de magonia pubecens é
formado por carboidratos. A fim de conhecer esses carboidratos que compde a estrutura do
hidrogel, foram realizadas algumas analises investigativas, tais como a pesquisa por presenca

de pectina e a determinacdo de acucares, por cromatografia liquida.
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2.7.1.Carboidratos Estruturais

2.7.1.1. Pectinas

A pectina refere-se a uma familia de oligossacarideos e polissacarideos, cujo
esqueleto péctico é primariamente um homopolimero de &cido galacturénico ligado em
a(1—4), com grau varidvel de grupos carboxilas metil esterificados. Segundo a FAO
(Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura) e EU (Unido Europeia) a
pectina deve ser constituida de, no minimo, 65% de acido galacturénico (CANTERI,
WOSIACKI; SCHEER, 2012).

A prova qualitativa da presenca de pectina foi realizada de acordo com metodologia
sugerida pelas Normas Analiticas do Instituto Adolf o Lutz (1AL, 2008) a qual utiliza 30 g da
amostra em 200 mL de &gua aquecida. Uma aliquota dessa solucdo foi adicionada em solucéo
de permanganato de potassio a 0,25% e aquecida até a ebulicdo. O desenvolvimento de uma

cor intensa com fluorescéncia esverdeada é indicacdo da presenca de pectinas.
2.7.1.2. Acucares por Cromatografia Liquida - HPLC

A quantificacdo desses carboidratos consiste na hidrélise com é&cido forte
concentrado para a quebra total dos carboidratos a seus componentes monoméricos. Para a
hidrdlise acida, sdo pesados 0,30 g de amostra com umidade inferior a 10%. As amostras foram
transferidas para tubos de ensaio e em seguida colocados em um banho termostéatico a 30 °C. A
cada tubo sdo acrescentados 3,0 mL de acido sulfdrico 72% (m/m) e, com o auxilio de bastdes

de vidro, o contetido dos tubos foi agitado moderadamente a cada intervalo de 10 minutos.

Apds 60 minutos, os tubos sdo retirados do banho e transferidos para tubos de
penicilina acrescidos de 84,0 mL de &gua destilada, agitando-os vigorosamente apos
fechamento dos mesmos. Em seguida, os tubos lacrados sdo levados para autoclave por 60
minutos & temperatura de 121 °C e pressdo de 1 atm.

Apo6s o resfriamento, as fragbes liquidas sdo coletadas, neutralizadas e
centrifugadas para a determinacéo dos carboidratos estruturais presentes no material analisado.
O sobrenadante é filtrado em filtro para seringa de 0,22 pum e quantificado por cromatografia
liqguida de alta performance (HPLC - High Performance Liquid Chromatograph).O

equipamento utilizado deve ser equipado com detector do tipo RID (indice de refracéo) e as
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amostras sdo injetadas e eluidas atraves de uma coluna Aminex HPX-87H, utilizando acido
sulfarico 0,005 mol/L™* como fase mével a um fluxo de 0,6 mL/min., de acordo com o protocolo

estabelecido para acUcares pelo Laboratdrio de Quimica de Biomassa da Embrapa Agroenergia.
2.7.2.Quantificacdo de Glicose

Os testes para quantificacdo de glicose foram feitos a partir da hidrolise acida dos
biogéis. As reacdes foram conduzidas em sistema fechado a 120°C com pressdo autogerada,
utilizando frascos de penicilina de 50 mL lacrados. A metodologia utilizada foi descrita por
Grossi (2015) onde foi utilizado 0,5 g de amostra e a concentracdo das solucbes de &cido
sulfurico variada de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10% com tempos de 60 e 120 minutos. Na Tabela 3

estdo presentes as condi¢cOes reacionais para cada experimento.

Tabela 3. Condigdes reacionais da hidrdlise acida para cada determinacédo de glicose nos biogéis

Biomassa Extracdo Massa (g) Concentragdo Acido (%) Tempo (min.)
BES in natura 0,5025 0,5 60
BES in natura 0,5019 0,5 120
BEU in natura 0,5021 0,5 60
BEU in natura 0,5011 0,5 120
BES peroxido 0,5012 0,5 60
BES peréxido 0,5012 0,5 120
BEU peréxido 0,5045 0,5 60
BEU peréxido 0,5013 0,5 120
BES in natura 0,5063 1,0 60
BES in natura 0,5027 1,0 120
BEU in natura 0,5039 1,0 60
BEU in natura 0,5019 1,0 120
BES peréxido 0,5018 1,0 60
BES peréxido 0,5038 1,0 120
BEU peréxido 0,5031 1,0 60
BEU perdxido 0,503 1,0 120

Apos a hidrolise, em tubo de ensaio de 10 mL, 30 pL de hidrolisado sdo juntados a
3 mL de reagente enzimatico (solug¢do contendo tampé&o pH 7,0; fenol;4-aminoantipirina; azida

sodica; glicose oxidase e peroxidase) e colocados em banho-maria, a 37 °C, por 10 minutos. O
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teste em branco é feito utilizando apenas 3,0 mL de reagente enzimatico e o padrao é preparado

com reagente enzimatico acrescido de solugdo de glicose 5,56 mmol.L™.

Neste teste, 0 peroxido de hidrogénio, em presenca da peroxidase (POD) reage com
a 4 - aminoantipirina e Fenol, formando um cromdgeno vermelho cereja cuja intensidade de
cor é proporcional a concentracao de glicose. A concentracdo de glicose é determinada em UV-

vis em 505 nm a partir da Equacéo 6.

Glicose (mg/dL) _ Absorbancia da amostra %100 (6)

Absorbancia do padréo

3 Resultados e Discussao

Para a obtencdo dos biogéis foram aplicadas duas metodologias de purificacdo: a
primeira com clorito de sédio 30% e a segunda com peroxido de hidrogénio alcalino, utilizando
duas concentracdes diferentes: 7 e 20%. Apos a realizacdo desta etapa, os geéis foram testados
quanto sua capacidade de intumescimento a fim de se verificar se 0s mesmos nao haviam
perdido suas propriedades de absorcdo. Caso ndo apresentassem mais esta propriedade, 0s
tratamentos eram considerados improprios para a purificacdo, jA que descaracterizaria o

hidrogel.

No tratamento com clorito em meio &cido, ocorre liberacdo de gas cloro que,
combinado com agua, forma &cido cloridrico e acido hipocloroso, além da prépria dissolucédo
do sal. Este é um tipo de extracdo que deixa residuos de cloro no material e, a fim de diminuir
a concentracdo desse reagente no produto final, foi adicionada uma etapa extra de lavagem com
solucdo de tiossulfato de sodio 5%.

A quantificacdo do porcentual de cloro foi realizada através de teste colorimétrico
com DPD, onde o Cloro Livre (Cl), acido hipocloroso (HCIO) e ions hipoclorito (CIO") reagem
com o DPD na faixa de pH 5,5 — 6,5 para formar um complexo rosa. O objetivo aqui foi
determinar as concentracOes de todas essas espécies de cloro e o resultado é demonstrado da
Tabela 4.
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Tabela4.  Quantificacdo dos teores de cloro total nos biogéis purificados com clorito

Concentragéo de cloro residual (mg.L?)

Biogel extraido por via Biogel extraido por via
Umida Seca
Antes da lavagem com tiossulfato de sddio 5% 8,0 mg/L 7,3 mg/L
Apds lavagem com tiossulfato de sédio 5% 0,5 mg/L 1,7 mg/L

Mesmo com 70% de redugéo do teor inicial (antes da lavagem com tiossulfato de
sodio), estes valores de residual de cloro ndo estdo referenciados pela Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria para aplicacdes de uso cosmético, entretanto, quando em contato com a
pele, a presenca deste elemento em sua forma ativa pode causar prejuizos ao usuario pelo
surgimento de reacdes alérgicas. Na pele, pode provocar irritacdo, seguido de vermelhid&o.
Quando ingerido, causa irritagdo nas mucosas da boca e garganta, dores de estbmago, e possivel
ulceracdo. Em alternativa a esta metodologia de purificacdo, foi proposto o tratamento com o

segundo agente oxidante, peroxido de hidrogénio alcalino.

Em pH alcalino, a dissocia¢do do peréxido de hidrogénio (H20.) forma o &nion
hidroperoxido (HOO). Em pH 11,5, este &nion reage com 0 H202 ndo dissociado formando um
radical hidroxila (OH) e superoxido (O%). Quando reagem entre si, radicais hidroxilicos e
superdxidos formam oxigénio e agua (GOULD, 1984), fatores que tornam este método de

purificacdo de grande interesse na producdo dos biogéis.

As concentracdes de partida para iniciar os testes com o peroxidos foram extraidas,
no geral, de metodologias de pré-tratamento de biomassa para producédo de etanol de segunda
geracdo, variando de 1,0 a 7,0% na proporcao fixa de 1:25 (m/v) e temperatura de 60 °C
(BOLADO-RODRIGUEZ et al., 2016; MARTINEZ-PATINO et al., 2017b; SHIMIZU et al.,
2018). Entretanto, concentragdes abaixo de 7,0% nao foram suficientes para branquear nenhum
dos biogéis e 20% foi a concentracdo minima encontrada para branquear BES. Foram testados
também a variagdo de pH: sem adi¢do de base e pH inferior a 10 que também ndo obtiveram
sucesso com nenhum dos biogéis. O critério de avaliagdo, neste caso, foi a transparéncia do gel.
Os testes realizados podem ser visualizados na Figura 5. A partir destes resultados, foi

executado o planejamento dos experimentos.
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M - & I
Purificacdo 5% H»02pH 11,5 Purificacdo sem adigdo de base (BEU Purificagédo pH 11,5 BEU 7% e BES 20%
7% H202 e BES 20% H202) H202

Figura5. Testes de purificacfes dos biogéis em pH e concentraces diferentes. Fonte: o autor

Para a avaliagdo da purificacdo com perdxido a partir do planejamento de
experimento fatorial 22, foram realizados testes da capacidade de absorcdo de agua (Q) pelos
biogéis bem como seu rendimento. A partir dos resultados obtidos, foram calculados os efeitos
de cada fator (concentragdo de H2O, pH e a interacdo dos dois), ou seja, qual o impacto que a
alteracdo de cada um causa no rendimento e grau de intumescimento do produto final. Todos
0s ensaios foram realizados com os dois biogéis: extraido por via seca e umida. As Tabelas 5 e
6 demonstram o resultado de cada ensaio e, em seguida, as analises estatisticas multivariadas
através dos Diagramas de Pareto (Figura 6 e 7) nos mostram quais dos fatores sdo variaveis
significativas para a obtengéo dos produtos.

Tabela5.  Coeficientes de contrastes, resultados de absorcdo de agua dos BEU obtidos no fatorial 22 e
Resultado dos testes da capacidade de absorcao de agua (Q):

. Efeitos em relagédo a Efeitos em relagéo a
Q (9/9) Rendimento (%) )
Q Rendimento

,pl ,pl |'|20 pH / Hzoz pl | /
Réplicas Réplicas
? IZOZ I IZOZ

Ensaio pH HO;

- 126,44 156,44 174,10 62,93 60,00 61,30
+ - 53,51 63,50 59,98 2553 36,78 18,59
185,17 137,02 146,28 34,47 32,18 3573
+ + 145,15 163,75 99,85 37,41 39,83 26,80

290 -405 2,63 516  -500 -2,89

B w N [l
+

Tabela6.  Coeficientes de contrastes, resultados de absor¢do de agua dos BES obtidos no fatorial 22 e
Resultado do Teste Q:

. Efeitos em relacdo a Q Efeitos em relacéo a
Q (9/9) Rendimento (%) _
Rendimento
Ensaio pH H,0,
. - pH/
Réplicas Réplicas H,0, pH pH/ H,O,
HzOz pH HzOz
1 - - 6353 39,20 79,71 5341 64,79 59,49
2 + - 72,65 76,53 51,98 4164 41,00 41,85
-2,51 1,78 -5,44 -2,89 -5,00 5,16
3 - + 56,42 50,51 24,67 47,40 51,05 40,30
4 + + 39,97 36,88 4528 26,38 28,99 27,49
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Pela analise dos Diagramas de Pareto, tanto para os biogéis extraidos por via imida
quanto para os extraidos por via seca, a concentragdo da solugdo de perdxido e a variagao de
pH apresentaram efeito significativo na resposta de rendimento, com um R? superior a 75%,
indicando a confiabilidade da interpretacdo estatistica. Entretanto, somente para BEU a
interacdo entre essas duas variaveis se mostrou significativa. Sabe-se que o hidrogel de
Magonia Pubecens é composto basicamente de pentoses, agucares ndo estruturais que compde
as hemiceluloses (SALGADO-LABOURIAU, 1973; VIEIRA, 2015). Estas, por sua vez, sdo
muito sensiveis ao ataque basico e € solubilizada quando em presenca de agente oxidante como
o0 perdéxido (BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009; SHIMIZU et al., 2018; SILVA et al.,

2015), o que justifica o impacto do pH no rendimento do produto final.

{1)pH 1by2 5 1B5B6]

(2H202 2903739 R2 = 0,80 (1)pH -5.00232

R?=0,88

Thy2 252942 (2)H202 -2 BE862

p=.05 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Yalue) Standardized Effect Estimate (Absolute Walue)

Figura6. Diagrama de Pareto de BEU intumescido a temperatura ambiente mostrando a significancia da
concentragdo dos reagentes e variacdo de pH no desempenho (A) e rendimento (B) do produto final

(2)H202 50894 {1pH -7.85933

Thy2 - 5445595 (2)H202 -5.60462

R?=10,45

{1)pH 1766992 1by2 1938

R2=0,93

p=.08 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Walue)

Figura7. Diagrama de Pareto de BES intumescidos a temperatura ambiente mostrando a significancia da
concentragdo dos reagentes e variacdo de pH no desempenho (A) e rendimento (B) do produto final
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Olhando para a resposta no grau de intumescimento dos materiais (Figura 6A), 0s
ensaios que apresentaram diferenca significativa tanto para o fator pH, quanto para
concentracdo da solucdo de peroxido e a interacdo dos dois foi BEU, entretanto, para BES néo
é possivel afirmar com certeza pois, estatisticamente, a resposta ndo obteve um grau de
confiabilidade satisfatorio. A comparagdo dos tipos de purificagao entre os dois produtos (BEU
e BES) quando a capacidade de absor¢do de 4gua pode ser melhor visualizada graficamente,

como demonstrado na Figura 8.

18 BEU 7/10 BEU in natura

BEU 20/10

BEU 20/11,5

BES 7/10

Q mdximo (g/g)
BEU 7/11,5
Q mdximo (g/g)

BES in natura
BES 71115 gEs 20/11,5

BES 20/10

Tipo de tratamento

Figura 8. Analise gréfica comparativa entre os métodos de purificacdo e os biogéis extraidos por via seca e
Umida

Quando se compara o grau de absorcdo de agua dos biogéis purificados com os
biogéis in natura, pode-se ainda concluir que a purificacdo ndo é agressiva, haja vista a absorcao

de 4gua do BEU in natura € de 161 g/g e de BES in natura de 45 g/g.

O método de secagem também foi avaliado em relacdo ao grau de intumescimento
e método de purificagdo. Para os materiais tratados com clorito de sddio 30%, os melhores
resultados foram obtidos utilizando o processo de liofiliza¢éo, no qual a secagem ocorre a baixa
pressdo e temperatura. A perda de dgua por secagem em estufa a 60 °C fez com que as camadas
de celulose e holocelulose do hidrogel purificado se compactassem tornando-o com aspecto
duro ou quebradico. Além disso, observou-se uma coloracéo escura, indicando que o produto
sofreu degradacdo a esta temperatura ou queima pelo acido acético da lavagem que ainda possa
ter ficado preso as cadeias do hidrogel intumescido. Resultados diferentes também ndo foram
obtidos para os materiais tratados com perédxido de hidrogénio quando secos em estufa. A
comparacdo do indice de absor¢do de agua foi feita entre BEU 7/10 e BES 20/10 (Tabela 7),

entretanto, o resultado néo € satisfatorio quando comparado a secagem em liofilizador.
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Tabela7.  Média de absorcao de agua pelos biogéis em secagem a baixa pressao e temperatura (liofilizado) e
estufa 60°C

Absorcao de agua (g/g)
Secagem liofilizador Secagem estufa
BEU 152,32 43,21
BES 67,05 21,30

A secagem em estufa dos biogeéis extraidos com peroxido apresentou ainda algumas
peculiaridades. Na operacdo de secagem, observou-se que a perda de dgua acontece de forma
heterogénea, ocorrendo a separa¢do do biogel da fracdo liquida (Figura 9). Este comportamento
ocorreu com os dois produtos, independentemente da forma de extracdo. Outra observacdo
importante foi que, quando secos, os biogéis adquirem a forma de um filme fino e quebradico.
A dificuldade de absorcdo de agua para produtos que passam por este tipo de secagem pode ser
justificada pelo possivel empacotamento das camadas do biogel e consequentemente na
dificuldade de permeacéo do solvente. Varaprasad e colaboradores (2017) explicam o processo
de absorcdo de agua pelos hidrogéis pela interacdo entre as redes de cadeias poliméricas e o
solvente. A partir desta interacdo, as forcas capilares, osmdticas e de hidratagdo sdo
contrabalancadas, causando expansao das redes tridimensionais dos polimeros hidroretentores
(VARAPRASAD et al., 2017). Por estes motivos descritos, foi escolhido o método de secagem

através da liofilizacdo (Figura 9B) para todos 0s experimentos subseqiientes.

Figura9. ComparacOes entre as operagdes de secagem dos biogéis: A)- secagem em estufa a 60°C e B)-
secagem em liofilizador. Fonte: o autor
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3.1. Caracterizagao fisico-quimica dos biogéis purificados por via seca e umida
3.1.1. Teor de celulose e hemicelulose

Os teores de hemicelulose e celulose dos biogeis purificados com perdxido alcalino
e clorito de sodio acidificado sdo demonstrados na Tabela 8. As diferencas evidenciadas nos
dois produtos se dao principalmente pelo método de extracdo dos biogéis do envoltorio da
semente de Magonia Pubescens. Enquanto em BES todo o envoltério é moido, em BEU o
hidrogel € primeiramente intumescido e mecanicamente extraido, resultando em uma menor
quantidade de celulose. A formagdo do hidrogel na semente ocorre na membrana externa, ou
envoltdrio da semente, que € dividido em cinco diferentes regiGes e a segunda mais externa é
composta pelos acucares formadores desse hidrogel (SALGADO-LABOURIAU, 1973), sendo

esta a fracdo retirada na extracdo por via Umida.

Tabela 8.  Teores de hemicelulose e celulose dos biogéis purificados com diferentes oxidantes

Celulose (%) Holocelulose (%6) Hemicelulose (%)
BESciorito 54,23 63,72 9,49
BEUciorito 23,37 51,36 27,99
BEUw202 11,60 90,23 78,63
BES 202 55,30 64,80 9,50

A diferenca nos tratamentos oxidativos também sdo evidenciadas nesta analise.
Para BES, a extracdo com clorito ou perdxido apresentaram teores de celulose muito préximos,
podendo inferir que a mudanca no agente oxidativo ndo é fator determinante para este
parametro. Ja para BEU, esta diferenca foi bem maior, haja vista o tratamento com peroxido

ser basico e, neste meio, as hemiceluloses sdo mais facilmente solubilizadas.

Entretanto, para efeitos de calculos de quantificacdo de glicose e outras analises
subsequentes que demandem estes teores, serdo adotados os valores referentes ao produto
extraido com peroxido alcalino, por se mostrar mais vantajoso em varios outros parametros

analisados.
3.1.2. Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho- FTIR

Os espectros (Figura 10A) dos biogéis in natura extraidos por via seca e Umida se
apresentaram muito semelhantes quanto a composicdo de grupos funcionais, se diferenciando

apenas pela intensidade dos sinais, como por exemplo, a banda em 1529 cm™ referente as
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vibracdes do anel aromatico da lignina especificos do anel guaiacilico e grupos carbonilas
(OLIVEIRA et al., 2017a), as quais aparecem bem evidenciadas em BES e em BEU. Por ter
sofrido um processo de extracdo diferente, esta banda especifica é mais atenuada. Entretanto,
as bandas de absorcdo abaixo de 1000 cm™, especificas dos grupos hidroxilicos da celulose
(JOHAR; AHMAD; DUFRESNE, 2011), permanecem muito parecidas em ambos 0s espectros.
As bandas encontradas em 3375 cm™, referente ao estiramento das ligagdes de OH e 2900 cm”
Lcaracteristicas de grupamentos CH presente nos materiais lignocelul6sicos (ALSHEHRI et al.,
2016; BAPTISTA; BORGES; FERREIRA, 2010), também é bastante intensa nos dois biogéis,
ja que sdo compostos de pentoses e hexoses, todos muito ricos em hidroxilas.

Para os biogéis purificados (Figura 10B), as diferencas entre os espectros se da
principalmente naqueles referentes aos estiramentos caracteristicos dos componentes da
lignina, como em 1529 cm™, no qual esta banda n&o é mais observada. A faixa em torno de
1700 cm™ ¢ atribuida aos grupos acetila e éster dos aclicares componentes da hemicelulose
(JOHAR; AHMAD; DUFRESNE, 2011) e as bandas largas variando entre 1120 e 1000 cm"
1530 tipicas de xilanas (YAO et al., 2017). Estas bandas, entretanto, estio presentes em todo

material desta natureza independente do pré-tratamento.
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Figura 10. Espectroscopia na regido do infravermelho do BES e BEU in natura (A) e ap6s tratamento oxidativo
com perdxido de hidrogénio (B) identificando as bandas dos materiais celulésicos e a eliminagéo das bandas de
lignina, principal componente removido apo6s a purificagdo

3.1.3. Analise Elementar - CHNO

A analise elementar foi realizada nos biogéis que passaram pela purificacdo com

perdxido alcalino e seus representantes in natura (Tabela 9). A partir da analise destes dados,
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pode-se observar que a diferenca nos teores de carbono, hidrogénio e oxigénio nos biogeéis
purificados e in natura se ddo devido ao processo de purificagao e sdo pouco expressivas. Pode-
se inferir, a partir desta observacao, que o processo de extracdo néo foi agressivo para as fracoes
de acucares da hemicelulose e na despolimerizacdo da celulose. Isso também significa dizer
que o biogel ndo é fortemente desconstruido, ja que 0 mesmo é constituido por esses mesmos

acucares da hemicelulose.

Tabela9.  Analise Elementar dos Hidrogéis .

C (%) H (%) N (%)
BEU 20/11, 5 36,75 6,06 0,21
BEU 7/11,5 36,76 6,12 0,43
BEU 7/10 37,49 6,12 0,28
BES 20/11, 5 41,11 6,31 0,29
BES 7/11,5 40,28 6,2 0,28
BES 7/10 41,35 6,24 0,3
BES in natura 43,34 5,96 0,4
BEU in natura 41,63 5,57 1,83

3.1.4. Andlises Térmicas - Analise Termogravimétrica (TG) e Analise

Termogravimétrica diferencial (DTG)

As curvas das analises Termogravimétricas (TG) e Termogravimétrica Diferencial
(DTG) dos biogéis in natura podem ser verificadas na Figura 11. Os termogramas obtidos s&o
tipicos de material lignocelul6sico, onde se observa trés principais zonas de perda de massa
referentes a degradacdo de hemicelulose, celulose e lignina. Estudando sobre a estabilidade
térmica da celulose em diferentes graus de cristalinidade, Kim, Eom e Wada (2010)
corroboraram os resultados de outros autores quando concluiram que a despolimerizacdo da
hemicelulose ocorre entre 180 e 350 °C, a clivagem da ligacdo glicosidica da celulose entre 275
e 350 °C e a degradacéo da lignina entre 250 e 500 °C.

Nos termogramas dos biogéis in natura foram observadas quatro decomposicdes,
sendo o primeiro decaimento verificado em 70-80 °C, aproximadamente, sendo atribuido a uma
perda inicial de dgua. O segundo, em BES, ocorre em torno de 164 °C devido ao inicio da
decomposigdo de hemicelulose. Em BEU in natura, essa decomposigéo é evidenciada em

temperatura superior — 265°C — e corresponde a perda mais significativa em massa
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(aproximadamente 80%). Esta diferenca se d& pelo método de extracdo: enquanto em BES in
natura toda biomassa é processada, em BEU in natura somente a fragdo do envoltorio
correspondente a formacdo do hidrogel é retirada, aumentando proporcionalmente a

concentracdo de hemicelulose neste produto.
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Figura 11. Termograma dos biogéis in natura: em A o biogel extraido por via Umida (BEU) e B extraido por
via seca (BES). Em C pode ser observado a diferenca entre os dois termogramas, evidenciando a maior
estabilidade térmica de BES

A terceira zona de perda de massa é observada em torno nos 300°C e €é devido a
decomposicdo de celulose (CHOE et al., 2018). O ultimo, atribuido a lignina, a qual se
decomp®Ge em torno de 420 - 450°C. Em BEU in natura a perda de massa € observada de forma
discreta, correspondendo a menos de 5% em massa da fracdo lignocelulésica, o que ja era
esperado, pois, proporcionalmente, este biogel contém uma concentracdo menor de lignina
devido a sua forma de extracdo. Uma maior estabilidade térmica pode ser, portanto, atribuida a
BES in natura devido a presenca de uma fracdo maior de lignina e outros compostos néo

organicos naturalmente presentes no material lignocelulosico, tal como as cinzas (OLIVEIRA
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et al., 2017b). A lignina é composta de trés tipos de unidades de benzeno propano, sendo
reticuladas fortemente e com alta massa molar, assim, a estabilidade térmica da lignina é alta e
requer uma temperatura inicial mais alta para a degradacdo térmica (KIM; EOM; WADA,
2010). O maior teor de lignina em BES in natura em relacdo as BEU in natura pode ainda
explicar a menor porcentagem de cinzas em BEU in natura a partir de 490 °C, caracteristica
também observada por Oliveira e colaboradores (2017) ao analisarem fibras de celulose da

casca de arroz e aveia

Caracteristicas semelhantes sdo observadas na decomposicdo de BEU e BES apds
a purificacdo, sendo observadas somente as perdas de massa referentes a celulose e
hemicelulose, ja que a purificacdo oxidativa remove a fracdo de lignina presente no material.
Entretanto, a decomposicdo de hemicelulose em BEU ocorre mais tardiamente em relacdo a
BES, a uma temperatura mais elevada, sugerindo uma maior estabilidade térmica (Figura 12).
Proporcionalmente, este material possui um teor de hemicelulose maior, sendo ainda essa faixa
de temperatura a mesma da despolimerizacéo e decomposic¢éo da celulose. Esta perda de massa,

que corresponde a 50% do total, é, portanto, referente a estes dois componentes do biogel.
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Figura 12. Termograma dos biogéis purificados: em A o biogel extraido por via imida (BEU) e B extraido por
via seca (BES). Em C pode ser observado a diferenca de decomposicéo entre os dois termogramas
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3.2. Caracterizagdo Bioquimica dos biogéis purificados por via seca e umida
3.2.1.Carboidratos Estruturais

3.2.1.1. Pectinas

O estudo para quantificacdo de pectina nos biogéis in natura foram negativos,
indicando que os compostos formadores de gel ndo sdo compostos por esse carboidrato. A
pectina €, em muitas espécies vegetais, responsavel pela formacéo de gel e usada na industria
alimenticia na fabricacdo de geléia e como espessantes. Entretanto, na espécie Magonia
pubecens, ndo é o carboidrato responsavel pela formacdo do hidrogel natural presente no

envoltorio da sua semente.
3.2.2.Quantificacdo dos Teores de Glicose por teste enzimatico

A eficiéncia da hidrélise dos biogéis € primeiramente avaliado a partir de
observacao visual dos frascos. Nos experimentos conduzidos com acido sulfarico a 2,5; 5,0 e
10% a quantidade de sélido ndo hidrolisado foi pequena, porém, apresentou coloragdo muito
escura, indicando provavel degradacdo dos produtos. Nos frascos com solucdo &cida mais
diluida, entretanto, apresentava coloracdo mais amarelada, indicando conversdo dos
carboidratos estruturais em agucares soluveis, mas uma quantidade maior de fracdo solida. Esta
parte da amostra ndo solubilizada pode conter agUcares ndo hidrolisados, tornando pouco
representativa a quantificacdo de glicose nas amostras. Essa andlise qualitativa pode ser
comprovada posteriormente com a quantificacdo da glicose nos hidrolisados. A Figura 13

apresenta os frascos com o material hidrolisado.

Figura 13. Hidrolise &cida dos materiais. Em A é representado as rea¢8es com 5, 10 e 1% de &cido sulfrico,
de cor escora, indicando degradacdo do material. Em B, os frascos com 0,5 e 1% de &cido sulfdrico, onde a cor
amarelada representa uma solubilizagdo dos aglcares. Fonte: o autor
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Por se tratar de uma técnica rapida e simples, o teste enzimatico de glicose pode ser
utilizado para se ter uma idéia sobre a quantidade de aglcar produzido nas reagdes de hidrolise.
O rendimento das reac6es de hidrolise foi calculado a partir da estequiometria da reacdo de
glicose. Na Tabela 10, sdo demonstrados os teores de glicose e seu respectivo rendimento em
relagdo a quantidade de celulose presente para cada produto analisado. A utilizacdo de
processos oxidativos, utilizando peroxido alcalino é descrita na literatura como um pré-
tratamento da biomassa para obtencédo de glicose/agUcares fermentaveis na geracdo de etanol
de segunda geracio (BOLADO-RODRIGUEZ et al., 2016; MARTINEZ-PATINO et al.,
2017c; SHIMIZU et al., 2018).

A baixa conversao de glicose pelos materiais por este método pode ser justificada
pela dificuldade na etapa de hidrolise, onde altas concentracdes de acidos provocam a
degradacdo do material e, em contrapartida, em concentra¢cdes baixas, a biomassa ndo é
completamente digerida, deixando uma fracdo sélida no frasco de reacdo. Essa parte ndo
solubilizada contém ainda muitos agucares, incluindo glicose do polimero de celulose, que nédo

foi contabilizada no teste enzimatico.

Tabela 10. Quantificacdo dos teores de glicose dos biogéis

Biomassa Extracio Massa (g) Co,n(-:entra(;éo Terﬁpo Glicose Rendimento

acido (%) (min.) (mg/dL) (%)
BES in natura 0,5025 0,5 60 38,84 13,28
BES in natura 0,5019 0,5 120 3,61 1,23
BEU in natura 0,5021 0,5 60 48,32 25,62
BEU in natura 0,5011 0,5 120 0,28 0,15
BES peroxido 0,5012 0,5 60 35,87 4,67
BES peroxido 0,5012 0,5 120 2,70 0,35
BEU peroxido 0,5045 0,5 60 44,77 27,81
BEU peroxido 0,5013 0,5 120 4,24 2,63
BES in natura 0,5063 1,0 60 6,64 2,27
BES in natura 0,5027 1,0 120 18,53 6,34
BEU in natura 0,5039 1,0 60 8,39 4,45
BEU in natura 0,5019 1,0 120 19,23 10,19
BES peroxido 0,5018 1,0 60 6,99 0,91
BES peréxido 0,5038 1,0 120 16,43 2,14
BEU peréxido 0,5031 1,0 60 17,13 10,64

BEU peréxido 0,5030 1,0 120 18,18 11,29
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Entretanto, observando os dois tempos de reacdo e as concentracdes de 0,5 e 1,0%
é possivel notar que o tempo de reacdo e a concentracdo mais elevada exerceu um efeito
negativo na conversao de glicose. Ainda entre BES e BEU, os maiores rendimentos obtidos
foram do material extraido por via imida. Por se tratar de uma fracdo celuldsica menor, esta

pode estar mais suscetivel ao ataque &cido e, consequentemente, mais facilmente hidrolisavel.
3.2.2.1. Acucares por Cromatografia Liquida - HPLC

O Tingui (Magonia pubescens) é uma espécie nativa do bioma Cerrado pertencente
a familia das sapindaceae cuja floragcdo ocorre entre os meses de julho a setembro e frutificacdo
de agosto a novembro. Os frutos produzidos sio de cor marrom, lenhosos, deiscentes?e as
sementes sdo aladas. (GUARIM NETO, GERMANO ; SANTANA, 2000; MACEDO et al.,
2009b; SILVA JUNIOR, 2006). Por serem tipicos de clima seco com longos periodos de
estiagem, necessitam desta mucilagem como forma de preservacdo da espécie, funcionando
como um reservatorio de agua que promove a aderéncia da semente ao solo, além de regular a
germinagdo.(FAHN, 1990; JOLY et al., 1980; SALGADO-LABOURIAU, 1973)

Esse hidrogel é produzido na segunda camada mais externas do envoltério da
semente, sendo composta apenas de carboidratos que sdo: glucose, xilose, manose, rafinose,
arabinose e galactose. Eles diferem entre as camadas em relacdo a proporcdo de ligacGes
glicosidicas (GORIN et al., 1996; RIBAS DE OLIVEIRA; ALQUINI; GORIN, 2001).

A quantificacdo dos acucares foi realizada a partir dos estudos de Oliveira (2001) e
Gorin (1996) pela realizacdo de reaces de hidrélise acida, diferenciando os hidrogéis pela
forma de extracdo: via seca e Umida e suas respectivas formas purificadas. Os acucares
pesquisados foram Arabinose, Galactose, Raminose, Glicose, Xilose e Manose. Os resultados

obtidos estdo expressos na Tabela 11.

Para todos os biogéis, o maior indice obtido foi para a glicose, seguido de xilose,

manose e galactose. Apesar da forma de extracao ter sido diferente, os resultados se assemelham

2 Frutos se abrem quando maduros expondo as sementes
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aos obtidos por meio de CP-MAS *C NMR nos estudos realizados por Gorin e colaboradores
(1996).

Tabela 11. Quantificacdo de aclicares das amostras de Biogel obtido por via seca e Umida e suas respectivas
purificacBes

Arabinose Galactose Ramnose Glicose Xilose Manose
Amostra
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
BES 0,460 4,817 n.a 167,180 90,200 3,257
BES in nat 1,057 10,253 5,453 128,833 54,567 3,770
BEU 0,253 6,130 2,447 136,123 104,287 3,200
BEU in nat 0,897 11,513 6,520 107,863 78,610 3,177

A predominancia de glicose pode vir também pela despolimerizacéo de celulose
durante a hidrélise acida. De acordo com a estequiometria da reacdo, 324,0 g de celulose
produzem 360,0 g de glicose. Deste modo, se o rendimento for considerado maximo, ou seja,
100%, 500 mg de celulose produz 555,6 mg de glicose. Portanto, a concentragdo maxima de
glicose produzida seria de 1389 mg.dL? (GROSSI, 2015). Para a reagdo com BEU,
considerando o teor de celulose de 11,6%, 0,5 g de BEU contém 0,0058 g de celulose. Esta
quantidade de celulose produz 64,4 mg de glicose. Considerando o rendimento da reacdo de

100%, a concentragdo maxima de glicose produzida seria de 161 mg.dL™.

Célculo semelhante foi realizado para BES, cujo teor de celulose € de 54,23%,
resultando num quantitativo de celulose de 0,2711 g em 0,59 de amostra de BES. Para esta
quantidade de celulose pode-se produzir 301,3 mg de glicose. Na condicdo de rendimento da
reacdo de 100%, a concentracdo maxima de glicose produzida para BES seria equivalente a
753,25 mg.dL™.

3.2.3. Andlises Texturais — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As analises morfologicas em Microscépio Eletrénico de Varredura dos biogéis in
natura demonstram a superficie caracteristica de materiais lignocelulésicos. Na Figura 14A é
possivel observar o aspecto folhoso ou lamelar de BES, com formagdo em camadas e estruturas
de canais. Em BEU (Figura 14B), por possuir uma quantidade de celulose, lignina e outros

extrativos em menor propor¢do, € observado uma superficie mais regular e fibrosa,
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caracteristica que pode ser atribuia ao hidrogel formado nas camadas externas do envoltdrio de
Tingui.

Apds o tratamento de BES, é observado que os pacotes de fibra do envoltério se
reorganizam em camadas homogéneas. Esta diferenciacdo indica que, sob as fortes condigdes
de tratamento quimico oxidativo, quase todos os componentes que ligam a estrutura de fibrila
do envoltdrio da semente de Tingui foram removidos, permitindo as fibras para separar em uma
forma individual. Este comportamento foi também observado por Johare colaboradores (2011)
na extracdo alcalina de celulose de cascas de arroz. Segundo estes autores, o tratamento em pH

alcalino deve eventualmente reduzir o tamanho das fibras do micron a escala nanométrica.

As diferencas na superficie de BEU sdo menos significativas apds o tratamento
oxidativo. Como ja mencionado anteriormente, este € um material que demandou menos
peroxido por ser mais "puro™ em relagdo a BES. Os dados da microscopia corroboram, portanto,
com as analises quimica ao demonstrar que o0 método de extracdo do hidrogel do envoltério da

semente de Magonia por via imida gera um produto mais homogéneo.

10pm UNB
1.00kV LED

Figura 14. Micrografia Eletrdnica de Varredura de BEU (A) e BES (B) in natura demonstrando a caracteristica
fibrosa do material lignocelulosico. Fonte: o autor

Em ambos os produtos pode ainda ser observado a incidéncia de poros e cavidades
que ndo sdo observados no material in natura (Figura 15). Estas estruturas ja foram
anteriormente reportada em trabalhos anteriores (VIEIRA, 2015) e sdo atribuidas ao método de

secagem a baixas temperaturas e pressao.
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Figura 15. Micrografia Eletrénica de Varredura de BEU (A) e BES (B) evidenciando a formacdo de poros e
cavidades apés a purificacdo e secagem a baixas temperaturas e pressdo. Fonte: o autor

4  Conclusdes

Duas formas de extragdo do hidrogel do envoltério da semente de Magonia
pubescens foram testadas: a primeira, j& executada em trabalhos anteriores, prioriza toda a
biomassa do envoltério a partir da sua moagem, sendo aqui chamada de extracdo por via seca.
A segunda forma de extracdo, nomeada de extracdo por via Umida, conseguiu extrair de forma
mais seletiva a fragdo responsavel pela formagéo do hidrogel a partir de seu intumescimento
prévio. Este método gerou um hidrogel in natura com menores teores de lignina, celulose,
extrativos e outros compostos ndo formadores de gel, sendo, portanto, um material de mais facil
purificacéo.

A partir dos estudos de purificacdo, foi possivel obter uma concentracao 6tima de
peréxido em pH adequado para a obtencdo dos biogéis: para o biogel extraido por via tmida



51

(BEU), esta concentracdo foi de 7% e para o biogel extraido por via seca (BES), 20% ambos

em pH 10. Esta diferenca mais uma vez € justificada pela composigéo inicial dos biogéis.

Dentre as caracteristicas do biogéis, a mais importante é a capacidade de absorcao
de &gua. No biogel extraido por via imida, este indice foi potencialmente elevado por ser um
método mais seletivo, sendo capaz de absorver mais de 150 vezes seu préprio peso. As formas
de purificacdo também foram cuidadosamente avaliadas de modo que prejudicassem 0 minimo
possivel esta caracteristica, tendo em vista que a absorcéo de agua de BEU in natura é de 161g/g
e de BEU de 152 g/g.

Outra vantagem de muito interesse na modificacdo da forma de purificacdo dos
hidrogéis é a eliminacdo dos teores de cloro residual, provenientes do clorito de sodio
anteriormente utilizado. O cloro, um oxidante forte, quando em contato com a pele pode causar
prejuizos ao usuario, tais como irritagdo e desenvolvimento de reacdes alérgicas, sendo um

impeditivo ao seu uso em determinadas aplica¢fes do biogel.

Os hidrogeis foram, portanto, otimizados de forma que suas caracteristicas de
absorcédo de agua fossem potencializadas e os riscos de utilizacdo em produtos de uso em saude
e cosmeética eliminados, se tornando um produto mais seguro e com caracteristicas fisico-

guimicas interessantes ao mercado, ja que se trata de um produto natural.

Os biogéis tiveram caracterizados seus teores de carboidratos formadores de gel,
sendo o0s constituintes principais a glicose e xilose, seguidos de manose e galactose. Esta
constituicdo € muito importante quando se pensa na aplicacdo dos biogéis principalmente para
uso médico e farmacéutico, pois o produto deve ser o mais puro e livre de matéria-prima que
possa causar reacdes alérgicas, intoxicacdo ou qualquer outra interacao deletéria ao tratamento

gue o paciente sera submetido.

A utilizagdo do biogel natural de Magonia pubescens St. Hil pode
representar uma grande vantagem frente aos demais pois, além de ser uma inovagao tecnoldgica
na producdo de hidrogéis naturais, pode ainda impulsionar a economia local pela extragdo das
sementes, configurando, portanto, o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis que devem
ser aplicadas nos mais variados ramos da inddstria, como por exemplo a agroindustria,

farmacéutica, médica e cosmética.
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CAPITULO 2
MODIFICACAO QUIMICA DOS HIDROGEIS PURIFICADOS
1 Introdugéo

Os hidrogéis sdo uma classe de biomateriais que tem se destacado pela sua grande
versatilidade, sendo atualmente aplicados principalmente na area médica devido a sua alta
capacidade de absorver agua e fluidos bioldgicos. Por este motivo, varias rotas de obtencéao
destes materiais sdo largamente exploradas na literatura. Sendo o hidrogel uma rede polimérica
hidrofilica e reticulada de forma a produzir uma estrutura elastica, qualquer técnica usada para

criar um polimero reticulado pode ser utilizada para produzir um hidrogel (GYLES et al., 2017).

A alta hidrofilicidade dos hidrogéis esta intimamente ligada aos grupamentos
presentes em suas cadeias como por exemplo -OH, -NHz, -COOH, -CONHa, -SOzH; e a
insolubilidade se justifica devido as reticulacdes (ligacGes covalentes) ou interagdes fisicas das
cadeias poliméricas (AHMED, 2015; AOUADA; MATTOSO, 2009; BAJPAI et al., 2016;
SHARMA et al., 2014). Na pratica, para atingir elevados graus de intumescimento, é comum a
utilizacdo de polimeros sintéticos que sejam solveis em agua quando na forma néo-reticulada
(AHMED, 2015).

Por ser uma classe de materiais que pode ser obtido a partir de diferentes rotas
quimicas e fontes de matérias-primas, os hidrogéis possuem varias classificacdes. As principais

séo sucintamente descritas a seguir:
1.1. Classificacdo dos Hidrogéis

Devido as suas variacbes de composicdo, os hidrogéis sdo classificados
principalmente em trés tipos para aplicacdes biomédicas, com base nas propriedades fisicas:

hidrogéis solidos, semi-sélidos e liquidos.

Os hidrogeis solidos podem imitar as propriedades fisicas, quimicas, elétricas e
bioldgicas da maioria dos tecidos bioldgicos, mimetizando a arquitetura complexa do tecido e
fornecendo um ambiente celular muito semelhante ao real. este tipo de hidrogel tem estrutura
fortemente reticulada com agentes de reticulagdo id6nicos ou covalentes e sdo solidos na

natureza a temperatura ambiente, intumescendo em agua, soluc6es tampéo e fluidos bioldgicos.
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Hidrogéis semisolidos, também chamados hidrogéis bio-adesivos ou muco-
adesivos, tém fortes interagdes adesivas com tecidos moles através de forcas intermoleculares
(van der Waals, ligacGes de hidrogénio). Esta caracteristica € muito 0til para dosagem
prolongada de farmacos administrados por vias bucais, oculares, retais, vaginais, nasais e
sublinguais. Estes tipos de hidrogéis sdo usualmente preparados com dois tipos de materiais,
dos quais, pelo menos um deve possuir natureza bioldgica, alta massa molar, o que melhora a
natureza adesiva com umedecimento, absorcdo e desabsorcdo, grau de reticulacdo e a
flexibilidade dos hidrogéis (VARAPRASAD et al., 2017).

Outra classificacdo destes materiais tem como base sua composi¢do polimérica e
sdo nomeados homopolimérico, copolimérico ou multipolimérico. Os hidrogéis
homopoliméricos sdo originarios de um dnico tipo de mondmero na rede polimérica. Neste tipo
de hidrogel, o monémero e a técnica de polimerizagdo envolvida em sua sintese geralmente

determina se a estrutura do hidrogel sera reticulada.

Os hidrogéis copoliméricos sdo compostos por duas ou mais classes distintas de
mondmeros onde pelo menos um possui propriedades hidrofilicas. Este tipo de configuracdo de
polimero tem uma cadeia que é disposta aleatoriamente em blocos ou arranjos irregulares no
esqueleto da rede polimérica (GYLES et al., 2017).

Redes multipoliméricas, também conhecidas como redes hibridas, incluem Redes
Interpenetrantes (IPNs) e Semi-Interpenetrantes (Semi-IPNS), que envolvem a polimerizacéo
de dois ou mais polimeros, geralmente colocando o hidrogel pré-polimerizado na solucéo de
mondmeros da rede polimérica. A reacdo pode ocorrer na presenca de um agente de reticulacao
de modo a formar um IPN completo ou na auséncia do iniciador de reticulagdo para formar um
Semi-IPN.

Os IPNs sdo convencionalmente definidos como a combinacgdo intima de dois
polimeros, dos quais pelo menos um € sintetizado ou reticulado na presenca imediata do outro.
Ja os semi-IPNs podem preservar eficientemente as rapidas taxas de resposta cinética ao pH ou
temperatura, devido a auséncia de uma rede elastica de interpenetracdo restritiva, enquanto
ainda fornece beneficios como tamanho de poro modificado e liberacdo lenta do medicamentos
(ULLAH et al., 2015).
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IPNS foram desenvolvidos devido a limitagdes, incluindo o potencial de absorcao,
e resisténcia mecénica, que foram observados em alguns hidrogéis homopoliméricos. Ao
combinar varias classes de polimeros com caracteristicas particularmente desejaveis, 0s
cientistas conseguiram reduzir algumas dessas limitacdes. Numerosas vantagens de IPNs foram
descobertas, algumas das quais incluiram: matrizes de hidrogel relativamente densas,
propriedades fisicas e mecénicas melhor controladas, e um potencial mais eficiente de

carregamento de drogas, entre outros (GYLES et al., 2017).

Os hidrogeis podem ainda ser classificados segundo o tipo de entrecruzamento de
suas cadeias em quimicos e fisicos. Em géis fisicos, as cadeias poliméricas sdo mantidas lado a
lado através do emaranhamento das mesmas ou por meio de ligacBes ndo covalentes, como
forcas de atracdo induzidas por ligacdes de hidrogénio, interacdes ibnicas ou forcas
hidrofébicas. A selecdo exata do hidrocol6ide, concentracdo e pH podem levar a formacgéo de
uma grande variedade de géis fisicos e € uma area que tem atraido muita atencdo, especialmente
na industria alimenticia (MAHINROQOSTA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017b). Entretanto,
0s hidrogeis sintetizados através de reticulacdo fisica tendem a ser mais frageis e geralmente

sao sistemas reversiveis

Em géis quimicos, cadeias poliméricas sdo conectadas umas as outras através de
ligacGes covalentes. Os principais métodos quimicos para a sintese de hidrogéis incluem
grafitizacdo ou aplicacdo de um reticulador para interconectar duas cadeias poliméricas. A
reticulacdo quimica envolve a formacdo de ligacGes covalentes entre cadeias poliméricas
durante a polimerizacdo de monémeros com baixo peso molecular ou reticulagdo de precursores
poliméricos. Os métodos mais amplamente utilizados para a obtencdo de hidrogéis
qguimicamente reticulados sdo 0 emprego de reacdes heterogéneas de polimerizagdo na presenca
de reticuladores bifuncionais ou multifuncionais. A reticulacdo de polimeros naturais e
sintéticos pode ser obtida pela reacdo de alguns grupos funcionais, tais como grupos hidroxilas,
carboxilicos e amina com agentes de reticulacdo como aldeidos (MAHINROOSTA et al.,
2018).

1.2. Reticulagédo Quimica

Técnicas de polimerizacdo radicalares permitem a preparacdo de hidrogéis com
diferentes composigdes, tamanhos e morfologias. O uso de iniciadores atrelados as reagdes de

reticulacdo, permite a incorporacdo de grupos funcionais no interior ou na superficie dos
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hidrogéis criando estruturas tridimencionais caracteristicas dessa classe de materiais
(MAHINROOSTA et al., 2018).

Uma diversidade de técnicas de reticulagdo compreendendo reacdes de base de
Schiff, quimica click, reticulagdo de amida, troca de dissulfeto de tiol, reticulacdo fotoinduzida,
reticulacdo mediada por enzima e etc., tem sido usada para a fabricacdo de hidrogéis. Outra
técnica empregada séo a obtencao dos hidrogéis in situ, fluidos injetaveis pouco invasivos, que
foram submetidos a uma gelificacdo para tomar qualquer forma em um local especifico apos

administrado no corpo, respondendo a ligagdes cruzadas ionicas (QIl et al., 2016).

Géis quimicamente reticulados podem também ser obtidos a partir de monémeros
de baixo peso molecular na presenca de um agente de reticulacdo por polimerizacéo radicalar.
Este é um dos métodos mais utilizados para a preparacdo de hidrogéis, pois € um sistema muito
eficiente que resulta na rapida formacdo do gel, mesmo sob condi¢cbes moderadas. Exemplo
para este sistema € a fabricacdo de hidrogel a partir de iniciadores via radical livre persulfato
de amonio (APS) ou persulfato de potassio (KPS) (VARAPRASAD et al., 2017)

Contudo, o objetivo deste capitulo € realizar a modificacdo quimica nos biogeis
extraidos do envoltdrio da semente de Magonia pubescens através da incorporacdo do agente
de reticulacdo N',N-metilenobisacrilamida e avaliar, através de medidas gravimétricas de
capacidade de absorcdo de agua seus efeitos. A caracterizacdo fisico-quimica também sera
considerada nesta avaliagdo, comprovando a entrada do agente reticulante na matriz do hidrogel

e seus efeitos no comportamento térmico e caracteristicas morfoldgicas.
2 Material e Métodos
2.1. Modificagédo dos Hidrogéis Purificados com N’-N-metilenobisacrilamida

Os biogéis extraidos por via umida (BEU) e seca (BES) de Magonia Pubescens
foram quimicamente modificados através do agente de reticulagdo N’-N-metileno-
bisacrilamida (MBAAmM) na concentracdo de 30% em relagdo a massa seca de biogel em
solugdo aquosa. Foi utilizado ainda catalisador N,N,N’,N’ — tetrametil-etilenodiamina
(TEMED) e Persulfato de Potéassio (K2S20g) como inicializador da reacdo de polimerizacdo via
radical livre nas concentragdes de 0,1 e 0,4 mL/g, respectivamente, de acordo com metodologia

descrita por Vieira (2015). Apos as modificagdes, os biogéis foram nomeados BMEU e BMES.



56

2.2. Caracterizacao dos Biogéis Modificados

2.2.1. Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho- FTIR

A Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho foi realizada nos biogéis
modificados a fim de se verificar a efetividade da incorporacdo do agente de reticulacdo na
matriz polimerica apos as modificages quimicas realizadas. A técnica foi executada conforme

anteriormente descrita no capitulo 1.

2.2.2. Anélises Térmicas

2.2.2.1. Andlise Termogravimétrica (TG) e Andlise Termogravimétrica
Diferencial (DTG)

As analises térmicas foram realizadas nos BMEU e BMES com o objetivo de se
verificar as mudancas na estabilidade térmica dos materiais ap6s a modificacdo. As curvas de
TG/DTG foram obtidas em um analisador simultaneo modelo SDT-2960 da TA Instruments de

acordo com metodologia descrita no capitulo 1.

2.2.2.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria diferencial pode ser utilizada para a investigacdo da
Termoresponsividade dos biogéis, ou seja, transi¢do de fase dependente da temperatura. Este
fendmeno ocorre quando um dos componentes do hidrogel é insolivel no meio, abaixo ou
acima da chamada temperatura critica (em Inglés Lower Critical Solution Temperature — LCST

e Upper Critical Solution Temperature — UCST).

Abaixo da LCST, as ligac6es de Hidrogénio realizada pelos grupos OH da celulose
e hemicelulose com a agua sdo predominantes, favorecendo a solubilidade do polimero no
meio. Em contrapartida, acima da LCST, as ligacOGes de Hidrogénio se enfraquecem e o0 HPM
se desidrata compactando a cadeia polimérica (BAJPAI et al., 2008). Este efeito pode ainda ser
interessante para os sistemas de entrega de farmacos onde a substancia a ser ingerida €
adicionada a matriz do hidrogel em temperaturas abaixo da LCST e, ao ser ingerido, sua
temperatura entra em equilibrio com a temperatura corporea (maior que a LCST) fazendo com
que o hidrogel sofra retracdo e libere 4gua juntamente com o medicamento (BAJPAI et al.,
2008; GONZALEZ, 2008).
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Para realizagdo deste ensaio, os biogéis foram liofilizados. As analises de DSC
foram conduzidas utilizando o equipamento DSC-60 da SHIMADZU. Para a realizagdo dos
ensaios, as amostras sao pesadas e hermeticamente fechadas em panelas de aluminio, utilizando
para cada amostra 2,0 a 5,0mg de material. As analises foram realizadas a uma taxa de
aquecimento de 5 °C/min. até atingir a temperatura méxima de 150 °C sob fluxo de He a 30
mL/minuto. A temperatura de inicio do pico endotérmico de DSC é considerada como LCST
(Egbu et al., 2018).

2.2.3. Raios-X e Cristalinidade

Os difratogramas de raios-X sdo obtidos utilizando-se variagao angular (20) de 5°
a 40° com taxa de 2°/min., empregando radiacio Ka de Cu-K (A=1,5418A). A cristalinidade é
entdo determinada de acordo com o sugerido por Segal et al (1959). O método, empirico,
determina a celulose cristalina por intermédio das medidas das intensidades 1002 da reflexdo
(002), (20 entre 22 e 23°) e a celulose amorfa lam medida em 20 = 18°. A partir destes dados
foi definido um indice de cristalinidade K conforme equacéo 7.

_1(~22/23°) -1(18°)
T 1(~22/23°)

x 100 (7

2.24. Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X - EDX

As amostras foram submetidas ao procedimento de secagem em liofilizacdo para
posterior metalizacdo em ouro, procedimento obrigatoriamente necessario a microscopia
eletronica de varredura. A identificacdo e quantificagdo dos metais com maior incidéncia na
superficie dos biogeis foi realizada nos materiais in natura e apos a purificacdo com peréxido
e reticulacdo quimica. As analises foram realizadas em Espectrometro de fluorescéncia de raios-
X por Energia Dispersiva acoplado em microscopio eletrdnico de varredura modelo JSM-7001F
da Jeol no laboratdrio de Microscopia do Instituto de Biologia, UnB.

2.2.5. Grau de Intumescimento

A Capacidade de absorcdo de &gua é medida pelo grau de intumescimento, de
acordo com metodologia descrita no capitulo 1 item 2.6.7. Foram realizadas medidas em BMES
e BMEU assim como em BEU e BES a fim de comparar a evolucdo ap6s a modificacdo

quimica.
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2.2.6. Anélises Texturais - Microscopia Eletronica de Varredura

As analises morfoldgicas dos biogéis modificados foram realizadas em microscépio
eletrénico de varredura modelo JSM-7001F da Jeol no laboratdrio de Microscopia do Instituto

de Biologia da Universidade de Brasilia, de acordo com metodologia descrita no capitulo 1.
2.2.7. Caracterizacdo Mecanica - Viscosidade

Para a realizacdo destes ensaios, 0s biogéis foram intumescidos ao maximo. A
viscosidade foi determinada em viscosimetro rotacional Brookfields em faixas de temperatura

diferentes, variando de 5 °C até 42 °C e utilizando spin S64 e S63 para as medidas dos géis.
3 Resultados e Discusséo

3.1. Verificacdo da Incorporacéo do Agente Reticulante

3.1.1. Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho- FTIR

A analise de FTIR foi realizada tanto nos Biogéis Extraidos por via Seca e Umida
(BES e BEU) como nos Biogéis Modificados e Extraidos por via Seca e Umida (BMES e
BMEU), para verificar se novas ligacfes quimicas foram formadas. A partir de uma analise
desses espectros (Figura 16), é possivel constatar o surgimento de algumas bandas de absorcao
que sdo atribuidas a fungdes nitrogenadas existentes na estrutura do agente de reticulacdo N’-
N-metilenobisacrilamida, entre 3267— 3306cm™, que é caracteristica de amidas secundarias,
assim como em 1539 cm™ representa uma deformacio angular no plano do grupamento NH
(KOUSER et al., 2018; SHARMA et al., 2017).

Estas bandas caracteristicas da incorporacdo do agente reticulante a matriz dos
biogéis, é observada igualmente nos dois espectros (Figura 16 A), podendo concluir que as
modificacdes foram efetivas tanto no BMES quanto no BMEU, o que se pode inferir que a
forma de extracdo do gel da biomassa ndo interfere na modificacdo quimica, uma vez que

grupos funcionais continuam disponiveis e em grande quantidade no biogel purificado.
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Figura 16. Espectroscopia da regido do infravermelho dos Biogéis modificados (A), purificados e modificados

por via Umida (B) e purificados e modificados por via seca (C) evidenciando a modificagdo quimica com
MBAAM;

Apesar de uma possivel eterificacdo dos grupamentos hidroxila, ndo foi observada

uma reducéo na intensidade da banda OH ocorridas em 3375 cm™, pois o produto é uma mistura

de vérios carboidratos ricos em hidroxilas, que ndo foram acessiveis a modificagdo.

Comparativamente, algumas bandas sofrem deslocamento ou interposicdo em relagdo aos

biogéis ndo modificados, como é o caso da banda em 1640cm™ que corresponde tanto ao

estiramento C=0 das amidas quanto de agua residual absorvida pela amostra (BAPTISTA,
BORGES; FERREIRA, 2010; SHARMA et al., 2014). Em BMES ¢ possivel observar

claramente a interposicdo, onde esta banda especifica fica bem pronunciada. Estes fendmenos

podem ainda ser atribuidos as fortes interac6es ocorridas entre os grupos hidroxilicos (OH) dos
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acucares presentes na biomassa e os grupos -NH e do polimero formado pelo MBAAM
(KOUSER et al., 2018), ja que na reticulagdo quimica, o agente de reticulacdo pode sofrer

polimerizacéo.

3.2. Anélises Térmicas

3.2.1. Anélise Termogravimétrica (TG) e analise Termogravimétrica
Diferencial (DTG)

As curvas das analises Termogravimétricas (TG) e Termogravimétrica Diferencial
(DTG) dos BMEU e BMES podem ser vistas nas Figuras 17. Todos os sistemas mostram uma
perda de massa inicial associada a evaporacgdo da “agua residual” em temperaturas que variam
de 65 °C a 120 °C, e uma perda de massa mais pronunciada com flex6es mdultiplas a
temperaturas mais altas (160 - 495 °C), devido a degradacdo térmica dos varios componentes.
A DTG ainda indica que pode haver outra perda de 4gua na faixa de 128 a 135 °C, o que pode
representar agua quimicamente ligada aos grupos funcionais da matriz polimérica por ligacdes
de hidrogénio ou outras interacfes intermoleculares, enquanto a agua livre, que esta apenas

absorvida na matriz polimérica, € liberada mais rapidamente.

De modo geral, podem ser visualizadas as quatro zonas de perda de massa ja
relacionadas para os biogéis purificados. O inicio da perda de hemicelulose pode ainda ser
observado em alguns termogramas a partir de 135 e 160 °C para BMES e BMEU,
respectivamente, ficando ainda mais pronunciado em torno de 300 °C onde comeca a ocorrer
também a decomposicdo de celulose. A alta estabilidade térmica das holoceluloses (celulose e
hemicelulose) podem ainda ser atribuida a sua caracteristica supramolecular “hiper-
emaranhada”, que ¢ responsavel por sua rigidez relativamente alta e alta densidade de

empacotamento local no estado sélido (AJOVALASIT et al., 2018).

Teoricamente, 0 aumento da reticulacdo na matriz polimérica exerce um efeito positivo
na estabilidade térmica, fazendo com que a celulose e hemicelulose, agora modificada
guimicamente, que compde o0 material se decomponham a uma temperatura superior
(AZEREDO; WALDRON, 2016). Este efeito é possivelmente causado pela ligacdo do agente
reticulante com a cadeia polimérica, formando estruturas mais termoresistentes, onde as
moléculas estdo mais arranjadas e, consequentemente, menos suscetiveis, resultando numa

decomposicdo a temperaturas mais elevadas. O alto grau de reticulacdo contribui para o
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aperfeicoamento das caracteristicas estruturais de materiais poliméricos, no entanto € esperado
ainda que estes materiais tenham uma capacidade de absorcdo reduzida devido ao efeito de

enrijecimento das cadeias poliméricas, ndo permitindo que o biogel se expanda completamente.
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Figura 17. Curvas de TG e DTG do biogel purificado e reticulado: em A e B, curvas tipicas de materiais
celulésicos e em C, D e E demonstrando as diferencas de estabilidade térmica causadas pela reticulacdo quimica

Este fendmeno, no entanto, sé foi observado para BMES onde, antes da reticulacao
guimica, cerca de 50% de sua massa foi perdida em temperatura préxima de 200 °C e, ap06s, a

mesma porcentagem resistiu até temperatura proxima de 380 °C, indicando que a fracdo de
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hemicelulose e celulose amorfa que se decompde nessa faixa de temperatura se tornaram mais
resistente a decomposi¢édo térmica devido as novas liga¢des realizadas com o agente reticulante.
Para BMEU, a porcentagem de perda de massa € praticamente igual na regido de 300 °C,
representando 49% para antes da modificacdo em BEU e 52% para BMEU. A diferenca maior
para o produto apds a modificacdo pode ser atribuidaa MBAAmM, cuja decomposicdo é relatada

em torno dessa temperatura.

Comparativamente, BMES € um material mais termicamente estavel que BMEU
devido as suas caracteristicas naturais j& anteriormente mencionadas, como teor mais alto de
celulose, que se decompde a temperaturas mais elevadas que as hemiceluloses. Esta, por sua
vez, sdo a composicao principal de BMEU, justificando sua decomposicdo em temperaturas

mais brandas.

Ocorre ainda, em BMEU, um comportamento diferenciado que pode ser reportado
ao rearranjo ou a decomposicéo da celulose cristalina, onde é registrada uma consideravel perda
de calor em torno de 300 - 310 °C. Esta mudanca de fase pode ser tdo brusca que requer uma
quantidade de energia muito grande, sendo observada na DTG como um resfriamento do
sistema. Este fendbmeno pode ser melhor visualizado nos termogramas dos biogéis purificados
pelo aumento da proporcdo de celulose, ja que as fracdes de lignina e outros compostos

organicos, como extrativos por exemplo, foram removidos pelos tratamentos oxidativos.

O aumento no teor de cinzas foi mais significativo somente em BMES, passando
de 5,2% para 10,2%, sendo esse aumento justificado pela incorporacdo do agente de reticulacédo
a matriz polimérica do hidrogel. Em BMEU esse teor foi praticamente inalterado em

comparacéo ao biogel purificado e ndo modificado (BEU).
3.2.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram realizadas com os biogéis purificados extraidos por via
seca e Umida e seus respectivos produtos da modificagdo quimica com MBAAmM. Como pode
ser observado na Figura 18, houve mudanga significativa com caracteristica endotérmica em
BES a partir de 30 °C se acentuando a aproximadamente 40 °C. Comportamento semelhante é
repetido em seu produto da modificacdo quimica, BMES. Para BEU e BMEU esta tendéncia
também é observada, contudo, os picos endotérmicos estdo deslocados, apresentando ponto

méaximo em 60 °C.
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Segundo Egbu e colaboradores (2018), a temperatura de inicio do pico endotérmico
de DSC é considerada como LCST (Lower Critical Solution Temperature). Neste ponto, a
cadeia polimérica retrai-se do solvente circundante de maneira repulsiva, ocorrendo expulsdo
do contetdo de &gua. O mesmo autor atribui 0 pequeno aumento na LCST por materiais
semelhantes a BEU pela natureza hidrofilica dos mesmos, justificando seu pico endotérmico
deslocado (EGBU et al., 2018).
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Figura 18. Curvas de DSC para os Biogéis purificados por via seca e imida e suas respectivas modificacfes
guimicas

Esta definicdo da LCST corrobora os resultados obtidos em trabalhos anteriores
onde se constatou a menor absorcdo de agua pelos hidrogéis quimicamente modificados a
temperatura de 36-37°C, que é a temperatura corporal (VIEIRA, 2015), sendo, portanto mais
uma evidéncia do potencial de uso destes materiais para veiculos de liberacdo de farmacos e

outros importantes usos na promogao de saude humana.
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3.3. Caracterizacgao dos Biogeis Modificados

3.3.1. Raios-X e Cristalinidade

Os indices de Cristalinidade, obtidos a partir das analises de raios-X, sdo apresentados
na Tabela 13 e graficamente representados nos difratogramas de raios-X da Figura 19,
demonstrando um baixo indice de cristalinidade da celulose nos biogéis in natura (12,35% para
BES in natura e 14,63 para BEU in natura) e um aumento significativo de cristalinidade nos
biogéis purificados (50,16% para BES e 21,30 para BEU). Este incremento na cristalinidade
pode ser justificado pela saida de componentes que sdo amorfos, como lignina e extrativos,
aumentando proporcionalmente a quantidade de celulose cristalina do material. Para BEU,
entretanto, este resultado foi cerca de 50% menor em ralacdo a BES, resultado ainda justificado
pela forma de extracdo: como aquele foi obtido por meio de raspagem mecénica, possui
essencialmente menos celulose que, por sua vez, é a responsavel pelos picos de cristalinidade
visualizados nos difratogramas. Em tempo, é importante mencionar que a celulose que compde

este biogel € originada de partes ndo lenhosas da arvore, justificando sua menor cristalinidade.

A baixa cristalinidade ¢ um bom indicativo quando se pretende hidrolisar ou obter
produtos por meio da modificacdo dos grupos OH da celulose, sendo uma alternativa de
matéria-prima para obtencdo de celulose de fibra curta com potencial para utilizagdo como
material de partida para obtencao de novos produtos (MESHITSUKA & ISOGAI, 1996).

Tabela 12. indices de Cristalinidade dos biogéis extraidos por via seca in natura, apés purificagio oxidativa e
modificados quimicamente

Amostra indice de cristalinidade (%)
BMEU 20,00
BEU 21,30
BMES 9,64
BES 50,16
BESin natura 12,35
BEUin natura 14,63

Ap0s a incorporacdo do agente reticulante MBAAmM, o indice de cristalinidade de
BMES diminuiu consideravelmente. Esta diminuicdo demosntra que o agente reticulante

conseguiu adentrar as cadeias celuldsicas fortemente organizadas (celulose cristalina)
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realizando a modificacdo quimica através dos grupos OH. Em BMEU, por ja apresentar uma

baixa cristalinidade inicial, esta reducdo foi mais discreta.
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Figura 19. Analise de raios-X dos biogéis extraidos por via seca in natura (A e D), ap6s purificagdo oxidativa
(B e E) e modificados quimicamente (C e F) evidenciando a cristalinidade da celulose apds a purificagéo e a
quebra da cristalinidade ap6s a modificagdo com MBAAM

3.3.2. Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X- EDX

A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX) é uma andlise quali-
quantitativa, ndo destrutiva que permite a afericdo de varios elementos quimicos presentes em
amostra sélidas, assim como a determinacdo de suas concentragdes com grande precisdo,
podendo atingir limites de deteccéo da ordem de 1 a 20 ppm (FERRETT]I, 2009; FILHO, 1999).

Quando uma amostra € irradia por um feixe de raios-X, 0s a&tomos na amostra geram
raios-X "fluorescentes™ que sdo emitidos da amostra. Tais raios possuem um comprimento de
onda e uma energia que sdo caracteristicos de cada elemento. Como a intensidade dos raios-X
fluorescente é funcdo da concentracdo, a quantificacdo é realizada pela medicéo da quantidade
de raios-X com o comprimento de onda especifico de cada elemento. (SHIMADZU, [s.d.]).
Esta analise consiste, portanto, na excitacdo dos elementos que constituem a amostra, seguida
da dispersao dos raios-X caracteristicos emitidos e a sua posterior detec¢do (FILHO, 1999). Os

indices encontrados estdo representados na Tabela 13.
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Tabela 13.  Quantitativo de metais presentes nos hidrogéis BEU, BES, BMEU e BMES

Elemento (%0) BEU in natura BES in natura BMES BMEU
S 0,583 0,654 38,689 18,059
Cl 0 0 0 0
K 82,493 88,233 16,295 64,352
Ca 15,852 10,104 3,422 6,356
Fe 0,411 0,541 0,413 2,938
Mn 0,176 0 0 0
Cu 0,103 0,281 0,043 1,054
P 0 0,187 0,808 0
Zn 0,159 0 0,152 0
Br 0 0 0,061 7,24
Co 0,064 0 0 0

Os metais encontrados nos materiais sdo tipicos de biomassa lignocelulésica e sdo
classificados como macro e micronutrientes. E notado ainda que em BEU os indices sdo

ligeiramente inferiores a BES

Para os hidrogéis analisados, o elemento que poderia ser mais prejudicial na
aplicacdo desses materiais em produtos de higiene pessoal ou de uso topico em geral é o cloro
em sua forma oxidativa, que pode ser irritativo em contato com a pele e mucosas. De acordo
com o observado na Tabela 13, este elemento ndo foi detectado por esta técnica nos produtos
purificados com peroxido alcalino, tratamento oxidativo substituto ao clorito acidificado.

Quando se analisa a incidéncia desses metais visando a aplicacdo na area da saude
e cosmética em geral, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sugere através da
Resolugdo - RDC n° 44, de 9 de agosto de 2012 que o méaximo aceitavel para incidéncia de
metais em corantes organicos artificiais usados em produtos de uso cosmético € de 500 ppm de
Bario como BaCl; 3 ppm de Arsénico forma de As>Os; 20 ppm de Chumbo e 100 ppm para
outros metais pesados. Os biogéis, portanto, ndo ultrapassam, o indice recomendado pela

resolucédo quando se pretende aplica-lo em produtos de uso cosmético. (BRASIL, 2012).

3.3.3. Grau de Intumescimento (Q)

O inchaco dos hidrogéis € explicado por Gibas e Janik (2010) como um processo

complexo que compreende Varias etapas. No primeiro passo, 0s grupos hidrofilicos polares da
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matriz de hidrogel sdo hidratados pela &gua, que aparece na forma da 4gua priméria ligada. No
segundo passo, a gua também interage com os grupos hidrofébicos expostos, que aparecem na
forma de agua ligada secundaria. A agua ligada primaria e a dgua ligada secundaria formam a
agua ligada total. No terceiro passo, a forca osmatica atuante nas cadeias polimeéricas trabalha
no sentido de sua diluigdo. Entretanto, este fendmeno sofre resisténcia devido as reticulagdes
fisicas ou quimicas. A &gua absorvida no equilibrio é chamada de &gua livre, que preenche os

espacos entre a rede ou as cadeias e 0 centro dos poros maiores.

No processo de absorcdo de &gua, parametros importantes tais como carga,
concentracdo, pKa de grupos ionizaveis, equilibrio hidrofilico a hidrofdbico, densidade de
ligacGes cruzadas, grau de ionizacgdo, interagdo com o contra-ion no meio e cinética de controle
de pH influenciam o grau de inchamento do hidrogel (MAHINROOSTA et al., 2018). O grau
de intumescimento dos biogéis sdo demonstrados na Tabela 14. Apo6s a modificacdo quimica,
0s biogéis modificados e extraidos por via Umida (BMEU) tiveram uma reducdo muito
significativa na quantidade de agua absorvida, passando de 148,5 g/g antes da modificacao para

31g/g apos a reticulacdo quimica.

Tabela 14.  Grau de Intumescimento do Hidrogéis modificados quimicamente com MBAAm

Amostra Intumescimento (Q) g/g
BMES 80,0
BMEU 31,0
BEU 148,5
BES 40,0
BEU in natura 161,0
BES in natura 44,8

A diminuicdo do inchamento em hidrogeis reticulados pode ser atribuida a reducéo
nos microcanais, causando obstaculos na difusdo da dgua e redugdo no movimento de cadeias
poliméricas causadas pela presenca de agente de reticulacdo (KOUSER et al., 2018). Este
fendmeno foi observado por Bashir e colaboradores, (2018) que, estudando a reticulacdo
guimica da goma Karaya, um polissacarideo acido, com MBAAmM, constataram que o valor de
Q aumentava com a diminuicdo da concentracdo de AAm. O mesmo efeito foi observado por
Mukhopadhyay e colaboradores (2014) quando produziram hidrogéis de Quitosana

copolimerizado com acrilamida com diferentes concentragdes de agente de entrecruzamento.
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A modificagdo quimica, entretanto, se mostrou eficiente para BES, resultado
corroborado por estudo de modificagéo realizado em trabalhos anteriores (VIEIRA, 2015), o
qual incrementa o grau de absorcdo de agua em 50% sendo, portanto, efetivo no objetivo de
potencializar as caracteristicas do material. O intercruzamento das cadeias poliméricas de BEU
deve ser avaliado de acordo com sua possivel aplicacdo, levando em conta outros fatores como

estabilidade térmica e mecénica, por exemplo.

Quando se pensa em curativos de uso cutaneo, a estabilidade dimensional pode ser
um fator mais importante que a elevada absorcdo de agua, haja vista a extrusdo do produto
durante o envase, 0 manuseio pelo consumidor final, entre outros. Neste quesito, a modificagdo
quimica é requerida e responsavel pela elevacdo da resisténcia mecéanica destes materiais,

tornando-os atrativos para a utilizacdo em produtos de aplica¢do na salde humana.
3.3.4. Analises Texturais- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A estrutura morfoldgica dos Biogéis BMEU e BMES foram examinadas usando
microscopio eletrdnico de varredura, que revelou uma diferenca estrutural entre os produtos.
Os biogéis BMEU foram observados com a incidéncia de particulas esféricas com tamanho
médio de 10 um, densamente compactadas e estruturas fibrosas (Figura 20). Em BMES,
também foi observado o surgimento de novas estruturas, entretanto, estas foram observadas na
forma quadrada ou retangular (Figura 21). Estas estruturas podem ser atribuidas a modificagéo
quimica dos biogéis, onde o agente de reticulacio MBAAmM pode realizar, além do
entrecruzamento das cadeias de celulose através dos grupos OH, uma polimerizagédo entre suas
préprias moléculas. As aglomeracdes de microfibrilas de celulose observadas em BMEU
podem ainda ser atribuidas a superficie altamente polar dessas fibras que causam agregacgdes
de pontes de hidrogénio interfibrilares (EL HALAL et al., 2015).

Choe e colaboradores (2018), na elaboracdo de géis de celulose, observaram a
incidéncia dessas esferas na sintese de hidrogéis de celulose, atribuindo a alta resisténcia
mecanica observada nesses materiais a ocorréncia de esferas nanométricas densamente
compactadas. O autor afirma ainda que o tamanho nanométrico das particulas pode ser o
responsavel pela alta resisténcia do hidrogel porque o pequeno tamanho aumenta a area de

superficie especifica como também diminui os intersticios entre as nanoparticulas.
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Figura 20. Micrografia Eletronica do Biogel Modificado Extraido por via Umida - BMEU - destacando a
incidéncia de microesferas de polimero e miccrofibrilas de celulose. Fonte: o autor

Figura 21. Micrografia Eletrénica do BMES liofilizado destacando a ocorréncia de formacéo de estruturas
poliméricas ap6s a modificagdo quimica com Metileno-Bis-acrilamida. Fonte: o autor

Ambos os produtos possuem estruturas de poros e cavidades em pontos aleatorios
de sua superficie, entretanto, no geral, apresentam estrutura escamosa. Segundo Liu e
colaboradores (2014), uma estrutura do hidrogel com grandes orificios sdo caracteristicas de
gel quebradico, o que confere ao material uma boa rigidez mas pouca elasticidade. Ao contrério,
uma estrutura escamosa € facil de deslizar sob compressdo, indicando que tem uma boa
capacidade de deformac&o. Essas caracteristicas foram observadas por estes pesquisadores na
obtencéo de hidrogeis de hemicelulose de milho interpenetrada com proteina isolada do leite, 0
qual exibiu redes duplas de polissacarideos/proteinas interconectadas e interligadas, com
estrutura mais regular e mais densa com orificios pequenos, conferindo boa elasticidade e

resisténcia ao hidrogel.
3.3.5. Caracterizacdo Mecéanica - Medidas de Viscosidade

Na inddstria farmacéutica, as medidas de viscosidade s&o aplicadas principalmente
para formas liquidas e semi-sélidas, pois representa um parametro importante no preparo e
utilizacdo das mesmas, como por exemplo o processo de mistura na fabricacdo, sua
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extrussibilidade e fluidez no envase e sua manipulagdo pelo consumidor final ao verte-las do
frasco ou 0 movimento de fazer sair o produto de um tubo sob presséo. O correto escoamento
de um xampu ao sair do frasco ou o espalhamento de um creme sobre a pele também ¢é
totalmente dependente desta varidvel. (BRASEQ BRASILEIRA DE EQUIPAMENTOS
LTDA, [s.d.]; NETZ, 2000). Ainda na indUstrias cosmética e farmacéutica, a reprodutibilidade
da viscosidade garante a consisténcia e o espalhamento dos produtos lote a lote, assegurando a
qualidade tecnoldgica do produto acabado (CHORILLI; ZAGUE; LEONARDI, 2007).

A viscosidade desempenha um importante papel no aumento do tempo de dissolucao
dos hidrogéis em solucdo, sendo importante em materiais usados para liberagéo controlada de
farmacos, onde a droga € liberada ap6s o rompimento das cadeias do gel (BHUTANI et al.,
2016). Ainda nestes materiais, a resisténcia mecanica € geralmente aumentada quando as
interacOes fisicas entre as cadeias poliméricas e seu emaranhamento sdo promovidas pelo

aumento da concentracdo de polimero e / ou grau de polimerizagdo (CHOE et al., 2018).

As medidas de viscosidade foram realizadas em viscosimetro rotacional Brookfields
iniciando em temperatura de 5 °C, passando pela temperatura ambiente e finalizando em 42 °C.
Estas temperaturas sdo importantes tanto para a conservagéo do produto em geladeira quanto
para sua aplicacdo no copo humano, ja que o biogel pode ser pensado como veiculo para
liberacdo de farmacos. Para a realizacdo das medidas foram utilizados spindle S64 para BEU e
BMES; spindle S63 para BES e para formulacdo de BMES + diclofenaco sédico (DS), de
acordo com a faixa de viscosidade sugerida pelo fabricante do equipamento. Foram ainda
considerados como faixa ideal de trabalho valores de torque acima de 10% e rotacéo de 3 a 60
RPM. Todas as medidas foram realizadas ap0s estabilizacdo da temperatura do produto,
utilizando-se banho termostatizado e, apds testes prévios, a rotagdo que melhor se ajustou foi
entre 30 e 50 RPM. Os testes ndo foram realizados com BMEU pois 0 mesmo, apdés a reticulagédo
guimica, ndo apresenta mais caracteristicas de gel, ficando com aspecto de fibras de celulose
semelhantes as do algoddo hidrdéfilo. Tais caracteristicas impedem que o rotor do viscosimetro

rotacional trabalhe de forma a determinar a viscosidade do material.

A Figura 22 traz os reogramas de todas as amostras realizadas. Analisando as
viscosidades aparente dos produtos, foi observado um decréscimo na viscosidade a medida que
se aumentou a temperatura, comportamento ja esperado. Entretanto, para BEU essa queda de
viscosidade é mais acentuada com uma diferenca de temperatura de 10 °C, passando de 3.000
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para 1.000 cP. Essa queda também € observada em BES, mas com uma faixa de temperatura
maior, 20 °C, o dobro do constatado em BEU. Para BMES+DS, o valor observado na

viscosidade também cai pela metade desde o inicio do teste, a 5 °C até o final, a 42°C.
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Figura 22. Viscosidade dos biogéis em diferentes temperaturas: em A Biogel extraido por via Umida e B Biogel
extraido por via seca, ambos em intumescimento maximo. Em (C) Biogéis modificados e em associacdo de
Diclofenaco Sédico (D) demonstrando o aumento da viscosidade da formulacéo

Apesar de serem produtos similares, possuem teores diferentes de matéria-prima,
sendo este fator fundamental para determinar o comportamento da viscosidade. Enquanto BEU
manteve uma faixa de viscosidade aparente em 1.000 cP, BES apresentou valores na ordem de
5.000 cP, ambos a partir da temperatura ambiente até 42 °C, no final do teste. Estes resultados
podem também estar relacionados ao intumescimento maximo dos materiais pois, para BEU,
este valor ultrapassa os 150 g/g enquanto que BES absorve 77 g/g, tendo uma quantidade de
particulas sélidas proporcionalmente maior. Apesar da reticulagdo causar uma retracdo nas
cadeias poliméricas e um consequente incremento de viscosidade, este comportamento néo foi

observado em BMES, ficando numa faixa bem menor que a observada em BES.
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Hidrogéis de vérias composi¢des exibem reologia complexa, o que complica a
ligacdo entre a mecanica e a quimica dos hidrogéis (BAI et al, 2019). A partir destes resultados,
diversas aplicacdes podem ser pensadas para os diferentes materiais e faixas de viscosidade,
haja vista esta ter um papel muito importante no aumento da resisténcia a dissolucdo dos
hidrogéis (BHUTANI et al., 2016). Na liberacéo controlada de farmacos, este é um pardmetro
importante pois, em viscosidade muito baixa, 0s hidrogéis permitem a liberagcdo quase imediata
dos farmacos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). O aumento da viscosidade em formulacGes de
uso ocular também teve sua eficiéncia comprovada como uma maneira de manter a droga
injetada perto do local de injecéo, que necessariamente era o local de agcdo da mesma, evitando,
assim, que a formulacdo se deslocasse com os movimentos oculares (BARAR et al, 2016;
JUNG et al, 2019)

Os biogéis foram ainda avaliados de acordo com seu comportamento a medida que
se aumenta e diminui a velocidade de cisalhamento (taxa ascendente e descendente), a fim de

serem classificados como sistemas newtonianos ou ndo newtonianos (Figura 23).

Fluidos ndo newtonianos sdo aqueles que nao obedecem a lei da equacéo de fluxo
proposta por Newton, ou seja, ndo possuem uma relacao linear entre a tensao de cisalhamento
e a taxa de cisalhamento. Neste caso, a viscosidade depende de fatores tais como estrutura da
substancia, pressao, forma de preparo, tempo de repouso (LAHOUD; CAMPQS, 2010; SILVA,
2018).

A maioria dos produtos cosméticos, apresentam fluxo ndo newtoniano, sendo ainda
subdividido em trés tipos de curvas de consisténcia: plastico, pseudoplastico e dilatante, sendo
o fluxo pseudoplastico mais comum entre as formulagdes dermocosméticas (CHORILLI;
ZAGUE; LEONARDI, 2007). Nesse tipo de fluxo, os materiais tém sua viscosidade diminuida
gradualmente a medida que aumenta a velocidade de cisalhamento tornando o composto mais
fluido e, portanto, sua viscosidade ndo pode ser expressa por um valor Unico, sendo obtida pela
tangente em cada ponto da curva (MARTIN; BUSTAMANTE, 1993), por este motivo é
chamada de viscosidade aparente. Tal viscosidade apenas tem significado se for indicada a
velocidade de cisalhamento utilizada (LAHOUD; CAMPQS, 2010).

Todas as amostras de gel apresentaram caracteristicas tixotropicas em funcéo das
diferencas de tensdo de cisalhamento e viscosidade aparente entre as curvas ascendente e

descendente, fenébmeno conhecido como loop de histerese. A tixotropia é um fendmeno que
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ocorre quando a curva descendente se desloca para um plano inferior em relagdo a curva
ascendente devido a uma recuperacéo lenta da consisténcia e organizagéo do material, perdidas
durante o cisalhamento. O fendmeno contrario € a reoplexia. O loop de histerese indica
justamente a ocorréncia dessa desorganizacao na estrutura do material, e a area dentro do loop
é usada como um indice do grau desta ruptura (NETZ, 2002; MASSEY,2002). Comportamento
semelhante também é observado em outros produtos além dos cosméticos tais como géneros
alimenticios, por exemplo os iogurtes (ROCHA DOS SANTOS MATHIAS; CARLOS SILVA
ANDRADE CINTIA LETICIA DA SILVA ROSA BARBARA AMORIM SILVA, 2013).
Portanto, o entendimento da reologia é de fundamental importancia para o desenvolvimento de
novos produtos além de fundamentar as técnicas de controle de qualidade ja existentes
(LAHOUD; CAMPQS, 2010).
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4 Conclustes

As modificagcbes quimicas em materiais hidrogéis permitem a preparacdo de
materiais com diferentes composicdes, tamanhos e morfologias, otimizando nao sé suas
caracteristicas hidrofilicas como estruturais tais como estabilidade térmica, mecénica e controle

de decomposicdo mediante sua aplicacdo (entrega de farmaco no organismo, por exemplo).

Nos biogéis extraidos por via seca e umida (BES e BEU, respectivamente) as
modificacbes quimicas foram realizadas com incorporagdo quimica do agente de
entrecruzamento N',N-metilenobisacrilamida (MBAAmM). Por meio de analises de FTIR e
TG/DTG pode-se observar a incorporacdo de MBAAmM na matriz polimérica pelo surgimento
de bandas caracteristicas do grupamento amida e maior estabilidade térmica dos produtos finais.
Pela difragdo de raios-X, é possivel ainda notar um decréscimo no indice de cristalinidade dos
materiais, demosntrando que o agente reticulante conseguiu adentrar as cadeias celulésicas
fortemente organizadas realizando a modificacdo quimica através das hidroxilas disponiveis.
As analises texturais mostraram ainda a aparéncia fibrosa e porosa do material além do
surgimento de novas estruturas, que foram atribuidas a autopolimerizacdo do agente de

reticulagéo.

O produto que melhor atendeu as caracteristicas de eficiéncia de absorcdo de
liquidos ap6s a modificacdo quimica foi BMES, o qual apresentou capacidade de absorver agua
mais de 80 vezes sua propria massa a temperatura ambiente. Os biogéis modificados e extraidos
por via Umida (BMEU) tiveram uma reducdo muito significativa na quantidade de agua
absorvida, passando de 148,5 g/g antes da modificacdo para 31g/g apos a reticulacdo quimica.
Para este material, o intercruzamento das cadeias poliméricas deve ser avaliado de acordo com

sua possivel aplicacdo, levando em conta outros fatores como estabilidade térmica e mecénica.
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CAPITULO 3

APLICACAO DOS HIDROGEIS COMO VEICULO DE LIBERACAO DE
FARMACOS

1 Introducéo

Os Sistemas ou dispositivos de liberacdo de farmaco (drug delivery devices —
DDDs) séo dispositivos ou formulagdes especificas que possibilitam a liberacdo de moléculas
de uso terapéutico no corpo de uma maneira controlada ou retardada (NGUYEN et al., 2015;
ULLAH et al., 2015). A disponibilizacdo de um farmaco de maneira controlada permite que a
concentra¢do do mesmo permaneca dentro da dosagem terapéutica desejada por um periodo de
tempo prolongado, facil