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RESUMO

Os criogeéis sdo matrizes continuas e porosas obtidas através da polimerizacdo de precursores
em temperatura de congelamento. Os criogéis tém se destacado devido as suas caracteristicas
como biocompatibilidade e alta porosidade. Muitos estudos tém sido desenvolvidos visando o
aperfeicoamento de sua composigéo, estrutura e capacidade de adsorcdo. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi desenvolver e caracterizar criogéis supermacroporosos de
poliacrilamida adicionados de mucilagem de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller).
Inicialmente, a sintese dos criogéis foi realizada a -12 °C por meio da criopolimerizacédo de
acrilamida (Aam), N, N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAmM), mucilagem de ora-pro-nobis
(OPN) e acido citrico em diferentes concentraces. Observou-se que a estrutura caracteristica
de uma matriz porosa foi obtida quando se empregou na elaboracgéo do criogel 1,185 g de AAm,
0,1588 g de MBAAm, 0,0794 g de mucilagem de OPN e 0 g de &cido citrico. Em seguida,
visando avaliar o efeito de diferentes temperaturas de polimerizagdo na estruturada do criogel,
este tratamento foi submetido a polimerizacdo a -12 °C, -9 °C e -1,5 °C. O melhor resultado foi
obtido realizando a polimerizagdo a -12 °C. Os criogéis provenientes destas otimizaces foram
caracterizados morfologicamente visando quantificar sua porosidade (0,9480 + 0,0020), fracdo
de macroporos (0,5822 + 0,0151), fragdo de micro e mesoporos (0,3659 + 0,0145), fracdo de
agua ligada (0,0072 = 0,0008), fracdo de polimero seco (0,0447 + 0,0019), capacidade de
inchamento (21,3979 + 0,9334 kg kg™), grau de expansdo (26,3602 + 0,9165 L kg™), tamanho
dos poros (20 - 141 pum) e modulo de Young (1,582 + 0,127 Mpa). Também foi realizada uma
caracterizagdo quimica dos criogéis através da espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Por meio desta analise foi possivel confirmar a presenca da
mucilagem de OPN na estrutura do criogel, uma vez que picos nas regides 1113 cm™ e 1040
cm referentes a ligagdes C-O-C presentes em polissacarideos foram observados. Por fim, foi
feita uma caracterizagdo térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC) visando
identificar eventos térmicos. Os adsorventes produzidos apresentaram caracteristicas
morfolégicas semelhantes a de criogéis convencionais de poliacrilamida acrescidos de
monodmero alil glicidil éter (AGE). Desta forma, nota-se que a adi¢do de mucilagem de ora-pro-
nobis possibilitou sintetizar criogéis isentos do mondémero alil glicidil éter e reduzidos em
mondmero N, N’-metileno-bis-acrilamida.

Palavras-chave: Criogéis supermacroporosos. Mucilagem de ora-pro-nébis. Caracterizacéo.
Polimeros naturais. Mondmeros sintéticos.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a purificacao e separacdo de biomoléculas tem sido alvo de muitos
estudos, pois o emprego dessas moléculas purificadas é crescente em diversas areas como a
médica, farmacéutica, alimenticia e na engenharia de tecidos. As técnicas de separagdo e
purificacdo sdo etapas criticas e muitas vezes apresentam o maior custo do bioprocesso,
representando até 80% do custo de todo o procedimento. Desta forma, os criogéis monoliticos
macroporosos vem sendo considerados como promissoras matrizes de bioseparacdo,
destacando-se pelo baixo custo de producdo, alta permeabilidade ao escoamento e baixa perda
de cargas na coluna (MARCUZ, 2019; MARQUES et al., 2018).

Os primeiros relatos referentes a sintese de criogéis aconteceram na década de 70,
entretanto, estas matrizes comegaram a ganhar importancia somente em 1980. No ano de 1982,
Lozinsky e colaboradores realizaram estudos para verificar a possibilidade da obtencdo de géis
porosos a partir do congelamento de solugdes de polimeros, procurando compreender 0s
principios da criopolimerizacdo de sistemas poliméricos incluindo PVA (alcool polivinil) e
pAAm (poliacrilamida) (LOZINSKY, 1982; KUMAR, 2016). A partir da década de 90, varios
grupos de cientistas em todo o mundo comecaram a utilizar esta matriz em diversasaplicacoes,
como nos processos de biosseparacéo, e dedicaram-se a estudar e melhorar suas propriedades
fisico-quimicas por meio de modificacBes quimicas em sua estrutura (KUMAR, 2016).

Criogéis sdo matrizes continuas, de estrutura sélida e porosa, sintetizadas a partir de
precursores em condic¢des criogénicas (MARCUZ, 2019). Estas matrizes sdo obtidas através da
reticulacdo de precursores monoméricos ou poliméricos sob temperaturas abaixo de zero. Este
processo forma uma rede de cadeias poliméricas lineares ou ramificadas interligadas e
distribuidas ao longo da matriz, produzindo polimeros tridimensionais com baixa massa
molecular. O solvente utilizado no processo, ao ser descongelado, revela uma estrutura
altamente macroporosa e com alta interconectividade entre os poros, permitindo a facil
circulacdo de particulas pela matriz (KUMAR, 2016).

Entre os principais tipos de criogéis, destacam-se 0s que S&0 COmMpostos por
poliacrilamida, sintetizados a partir da polimerizagdo da acrilamida com a N,N’-metileno-bis-
acrilamida como agente formador de ligacGes cruzadas. Alem da poliacrilamida, os criogéis
podem ser obtidos a partir de diversas outras combinagcfes poliméricas, como da
criopolimerizagdo da carragena e da gelatina, utilizando glutaraldeido como agente reticulante,

e a partir da polimerizagdo de 2-hidroxietil metacrilato e n-vinil imidazol, utilizando
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N,N,N’,N’—tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de aménio (APS) como agentes
iniciadores da reagdo (MARQUES et al., 2018; SHARMA et al., 2013; PAIVA, 2019).

As mucilagens séo hidrocoloides compostas por um grupo heterogéneo de polimeros de
cadeia longa, alta massa molar e que apresentam capacidade de reter agua em sua estrutura. A
afinidade por moléculas de agua é devida a grande quantidade de grupos hidroxilas presente na
estrutura destas substancias (OLIVEIRA, 2019).

Os hidrocoloides podem ser extraidos de fontes animais, vegetais ou microbiologicas,
sendo que a extracdo de fontes vegetais € a mais utilizada. A Pereskia aculeata Miller, uma
trepadeira cactacea amplamente distribuida por todo o Brasil, vem sendo considerada uma boa
fonte para a obtencdo de mucilagem vegetal. A mucilagem obtida a partir da ora-pro-nébis
apresenta elevada qualidade nutricional, com altos teores de aminoacidos essenciais, como o
triptofano, além de proteinas, minerais e altas concentracdes do biopolimero arabinogalactana,
um polissacarideo altamente ramificado, formado por arabinose e galactose que apresenta
elevada capacidade de formar géis e solugdes viscosas (MORAIS, 2019; OLIVEIRA, 2019).

As crescentes demandas por adsorventes para aplicacbes nas diversas areas da
tecnologia e da saude exigem um constante aprimoramento desse material. Estudos em busca
de matrizes macroporosas com composicdes variadas e novas formas de funcionalizagéo vém
sendo amplamente realizados nos Ultimos anos. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi
produzir criogéis de poliacrilamida com substituicdo parcial de monémeros sintéticos por
mucilagem de ora-pro-nobis. Além disso, a matriz macroporosa foi e caracterizada

morfologicamente, mecanicamente, quimicamente e termicamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar criogéis constituidos de poliacrilamida com substituicdo parcial

de monbmeros sintéticos por mucilagem de ora-pro-nobis.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de acrilamida, N,N-metil-bis-acrilamida, e
mucilagem de ora-pro-nobis na sintese dos criogeis;

o Auvaliar o efeito de diferentes temperaturas de polimerizacdo na obtencdo dos criogéis;

¢ Quantificar a porosidade, a capacidade de inchamento, o grau de expansdo e as fracdes de
macroporos, micro e mesoporos, de agua ligada e de polimeros secos dos criogéis
produzidos;

e Caracterizar a estrutura morfolégica dos criogéis produzidos por meio de microscopia
eletronica de varredura;

e Caracterizar as propriedades mecanicas dos criogéis produzidos por meio de teste de
compressao;

e Caracterizar 0s grupos quimicos presentes nos criogéis produzidos por meio de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier;

e Caracterizar termicamente os criogéis produzidos por calorimetria diferencial de varredura.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Criogéis Supermacroporosos

Os primeiros relatos sobre a sintese dos criogéis aconteceram ha aproximadamente 50
anos, entretanto estes geis ganharam grande popularidade e comecaram a ser utilizados como
matriz de separacdo em processos de biosseparacdo apenas nos anos 90, década em que
diferentes grupos de cientistas em todo o mundo dedicaram-se a estudar suas propriedades
fisico-quimicas (KUMAR, 2016; PARIZZI, 2015).

Criogéis, também chamados de fases estacionérias continuas, sdo géis poliméricos
supermacroporosos formados por crio-copolimerizacdo, ou seja, polimerizacdo em
temperaturas de congelamento, no qual o gelo formado atua como agente porogénico
(BAKHSHPOUR; IDIL; DENIZLI, 2019; KUMAR, 2016; GONCALVES et al., 2015). O
tamanho dos macroporos e sua estrutura porosa interconectadas faz com que o fluxo nestas
matrizes seja puramente convectivo e que a resisténcia a transferéncia de massa seja baixa,
permitindo a passagem de fluidos e amostras por estes géis, sem obstruir seus poros (KUMAR,
2016; GONCALVES et al., 2015).

O processo de sintese dos criogéis supermacroporosos inicia-se com a dissolucdo dos
precursores em um solvente adequado. O solvente mais utilizado para a producédo destes géis é
a agua, uma vez que a maioria dos mondmeros e dos polimeros sdo soltveis nela. No caso de
precursores insoluveis, sdo adicionados aditivos para tornar a solu¢cdo homogénea (KUMAR,
2016).

A natureza das ligacOes presentes nos criogéis esta diretamente ligada a estrutura
qguimica de seus polimeros precursores. Os criogéis de poliacrilamida sdo constituidos de
acrilamida (Aam) que é o mondmero formador de estrutura, a N,N’—metileno-bis-acrilamida
(MBAam) como o agente reticulante, o persulfato de aménio (APS) que atua como iniciador
da reagéo de polimerizagéo e o N,N,N’,N’—tetrametiletilenodiamina (TEMED) que age como
um agente acelerador da reacdo de polimerizagdo. Juntas, essas substancias sao utilizadas com
0 propdsito de obter uma matriz de gel estavel. A adi¢do do agente reticulante é a etapa
responsavel pela formacgédo de uma malha forte de cadeias poliméricas lineares ou ramificadas
formadas por ligacdes covalentes (GONCALVES et al., 2015; KUMAR, 2016).

Quando os solutos estiverem completamente dissolvidos, a solugdo contendo 0s
precursores é congelada a uma temperatura entre -10 °C a-20 °C. Com a redugdo da temperatura

ha a formacdo de cristais de gelo e inicia-se a formacao de uma fase liquida descongelada com
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alta concentragdo de percursores e um volume minimo de solvente. As condi¢des desta fase
liguida concentrada favorecem a reacdo entre os mondmeros, 0 agente reticulante e os
iniciadores, levando a formacdo de uma rede de polimeros interconectados com um grande
numero de ligacBes entre seus monémeros e, consequentemente, gerando géis de resisténcia
elevada (ALCANTARA, 2013; KUMAR, 2016).

Além da poliacrilamida, os criogéis podem ser obtidos a partir da combinacdo de
diversos outros compostos poliméricos. Como exemplo, temos os criogéis dos biopolimeros
carragena e gelatina, aplicados na regeneracdo de tecidos. Estes criogéis sdo obtidos da
polimerizacdo a -12 °C de solucBes precursoras contendo carragena, gelatina extraida dos 0ssos
e da pele dos peixes, agua deionizada a 70 ° C como o solvente e glutaraldeido como o agente
reticulante (SHARMA et al., 2013). Outro exemplo sdo os criogéis obtidos da polimerizacéo
de 2-hidroxietil metacrilato e n-vinil imidazol, utilizados na remogéo dos jons Pb?*, Cd?*, Zn?
* e Cu?* de solugdes aquosas. Estes criogéis sdo obtidos a partir da polimerizacéo a -16 °C de
uma solugdo contendo os mondmeros 2-hidroxietil metacrilato e n-vinil imidazol, agua
deionizada como solvente e TEMED e APS como agentes iniciadores da reacdo de
polimerizacdo (TEKIN et al., 2011).

A Figura 1 apresenta as etapas do processo de crio-copolimerizacdo dos criogéis. A
primeira fase representa o sistema inicial do processo, com uma solugdo de mondmeros
suspensos no solvente, submetidos a congelamento em temperatura de -12 °C por 12 horas. Na
segunda fase o sistema é congelado e possui cristais de gelo e a fase liquida concentrada com
percursores. Por fim, a terceira fase representa o criogel apds secagem, com suas paredes

polimerizadas e seus poros interconectados (KUMAR, 2016).

Figura 1 - Representacdo do processo de crio-copolimerizacdo em criogéis

Supermacroporosos
1.Sistema inicial 2.Sistema congelado 3. Criogel
Soluto Cristais de gelo Paredes
At “ _~ polimerizadas
« X g >
» " Congelamento a ‘ Liofilizaca
3 12 °C iofilizagéao

5

¥ 7 2 - .
Ay Incubacéo E

oy 12h ‘x
' v N\

Solvente Fase liquida descongelada

.
Poros
interconectados

Fonte: Adaptado de Kumar (2016).
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Na Figura 2, pode-se observar as alteragdes estruturais nos criogéis durante o periodo
de polimerizacao. Ao longo de 12 h de polimerizagcdo em banho termostéatico a -12 °C é possivel
perceber que ha uma variacdo do volume do criogel (Figura 2 A), um aumento da porosidade

(Figura 2 B) e um aumento do tamanho dos poros do criogel (Figura 2 C) (KUMAR, 2016).

Figura 2 - Representacdo das mudancas estruturais do criogel incubado a -12 °C ao longo do
periodo de 12 horas
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Fonte: Adaptado de Kumar (2016).

Com o descongelamento do sistema, os cristais de gelo derretem e surgem em seu lugar
macroporos interconectados de tamanhos variados. Esta estrutura apresenta baixa resisténcia a
transferéncia de massa, permitindo um elevado fluxo de gases, liquidos e materiais particulados
pelo suporte (YAO et al., 2006).

3.2 Principais fatores que afetam as propriedades dos criogeis

Os principais fatores que afetam as propriedades dos criogéis sdo a temperatura de crio-

polimerizagdo, o tempo de polimerizacdo, o tipo de reticulagdo, 0s monémeros utilizados, a
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concentracdo dos monémeros e a taxa de congelamento (BAKHSHPOUR; IDIL; DENIZLI,
2019).

A temperatura de polimerizacdo e a taxa de congelamento estdo diretamente ligadas a
estrutura porosa das matrizes monoliticas. A taxa de congelamento esta relacionada a
velocidade de congelamento da solugdo e é calculada pela diferenga entre a temperatura inicial
e final da solugdo, dividida pelo tempo de congelamento. Para a producéo de criogéis porosos,
a velocidade de reticulacdo dos mondmeros deve ser mais lenta do que a taxa de congelamento
do solvente. Isso porque a cristalizacdo do solvente é a responsavel pela formacdo dos
macroporos, e caso a reticulacdo ocorra antes desta cristalizacdo, nenhum macroporo sera
formado na estrutura do criogel (BAKHSHPOUR; IDIL; DENIZLI, 2019). Quando o processo
de crio-polimerizacdo ocorre em taxas de congelamento muito elevadas, o solvente cristaliza
rapidamente, havendo a formacao de um maior numero de cristais de gelo. Estes cristais levam
a formacdo de um grande numero de poros, entretanto, estes poros apresentam tamanhos
reduzidos quando comparados aos obtidos em taxas de congelamento um pouco mais lentas
(BRITO, 2015).

Os mondmeros utilizados para a sintese das matrizes porosas e suas concentracoes
afetam significativamente o processo de criopolimerizacdo e o grau de reticulagdo dos criogéis.
Monbmeros de baixo peso molecular sdo responsaveis pela formagdo de criogéis com poros
maiores quando comparados aos obtidos por monémeros de alto peso molecular. Isso ocorre
porque polimeros de peso molecular elevado apresentam pequeno volume de &gua livre,
reduzindo a cristalizacdo do solvente durante a polimerizacdo em temperatura de congelamento.
A criopolimerizagdo ocorre de forma mais eficiente quando a solugdo precursora contém uma
maior concentracdo de conteldo polimérico. A alta concentracdo de conteddos poliméricos
aumenta o grau de reticulacdo, proporcionando uma maior reacao entre 0s monémeros e o
agente reticulante da solucdo e levando a formacdo de uma rede polimérica com um maior
namero de ligacdes. O alto grau de reticulacdo gera cadeias fortemente ligadas umas as outras
e proporciona a producéo de criogéis mais rigidos e resistentes. O grau de reticulagdo também
afeta a elasticidade, a capacidade de inchamento e as propriedades mecanicas das matrizes
macroporosas (BAKHSHPOUR; IDIL; DENIZLI, 2019).

3.3 Propriedades dos criogéis

3.3.1 Estrutura com macroporos interconectados
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A propriedade mais marcante dos criogéis é sua estrutura de macroporos
interconectados. Estas estruturas sé@o formadas durante a criocopolimerizacdo da solucdo de
mondmeros, no momento em que a agua livre da solucdo forma cristais de gelo que crescem
progressivamente até encontrar a outra face do cristal, fazendo com que estes se fundem. Na
fase liquida descongelada ocorrem interacGes intermoleculares responsaveis pela formagéo da
estrutura fisica da matriz. Apds o degelo das amostras, 0 contato que ocorreu entre as facetas
revela uma estrutura de poros interconectados que formam uma rede de canais cruzados
(KUMAR, 2016; LOZINSKY, 2018). Estes canais apresentam uma grande quantidade de poros
com tamanhos que variam de 10 pum a 100 um, permitindo um elevado fluxo de matérias e
transferéncia de massa convectiva. Nestas matrizes, a passagem de uma fase mével ocorre de
forma répida, permitindo que até moléculas muito grandes sejam separadas rapidamente a partir
de extratos brutos (BAKHSHPOUR; IDIL; DENIZLI, 2019).

3.3.2 Elevada permeabilidade

A estrutura esponjosa dos criogéis, composta por tamanhos variados de poros
interconectados, permite que os liquidos sejam bombeados pelas matrizes a taxas elevadas e
com resisténcia ao fluxo minima (BRITO, 2015; KUMAR, 2016).

Devido a elasticidade de suas paredes porosas, ap0s seca, a matriz pode ser rapidamente
reidratada sem causar estragos em sua estrutura. Esta capacidade do material de se reidratar

guando colocado em solucdo aquosa é chamada de Swelling degree (BRITO, 2015).

3.3.3 Biocompatibilidade

Os criogéis sdo materiais de preparacdo simples e que podem utilizar em sua
composi¢do polimeros naturais ou mondmeros sollveis em agua, o que faz com que estas
matrizes apresentem uma elevada biocompatibilidade (PARIZZI, 2015; KUMAR, 2016). A
biocompatobilidade é a habilidade de um material em ser compativel com tecidos vivos,
obedecendo um amplo espectro de pardmetros de qualidade e seguranca, como a atoxidade.
Esta propriedade permite que o0s criogéis sejam utilizados em algumas aplicacdes
biotecnologicas, como em estudos que envolvem células e interagcdes de materiais dos tecidos
(KUMAR, 2016).
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3.3.4 Funcionalizagao de sua estrutura

Devido a sua elevada porosidade, grande parte do volume dos criogéis é constituida de
grandes poros interconectados, fazendo com que as matrizes apresentem uma area superficial
disponivel para adsorcdo de tamanho reduzido. Visando melhorar a eficiéncia dos processos
adsortivos, podem ser realizadas modificaces fisicas ou quimicas nessas matrizes (FONTAN,
2013; KUMAR,2016; OLIVEIRA, 2018).

A customizacdo das matrizes pode ocorrer por meio de copolimerizacdo de mondmeros
funcionais, modificacdo dos grupos funcionais da superficie ou pela imobilizacdo de ligantes
funcionais no adsorvente. As alteragdes da superficie sdo realizadas com intuito de inserir varios
sitios de ligacdo ao criogel (KUMAR, 2016; OLIVEIRA, 2018). Além disso, 0s criogéis
apresentam grande versatilidade, podendo ser fabricadas em diversos tamanhos e formatos,
como discos, folhas e mondlitos de dimensbes variadas de acordo com a funcionalidade
desejada (SHARMA et al., 2013).

3.4 Aplicacbes do Criogel

Cada vez mais uma grande variedade de materiais poliméricos criogénicos tem sido alvo
de pesquisas, isto porque eles vém sendo aplicados em diversas areas, como a médica, a
bioldgica, na engenharia de células e tecidos, biotecnologia, ecologia, dentre outras
(LOZINSKY, 2018).

Estudos sobre a utilizacdo de matrizes macroporosas na engenharia de tecidos
originaram-se devido & necessidade de novos materiais similares a matriz celular para a
substituicdo e reparacdo de tecidos danificados. Desta forma, os pesquisadores vém
desenvolvendo diversos polimeros naturais que imitam a composic¢do dos tecidos, recriando
uma estrutura tridimensional biocompativel para que as células apresentem uma rejeicao
minima (KUMAR, 2016). A aplicabilidade dos criogéis na reparagéo de tecidos é avaliada de
acordo com sua porosidade, integridade e durabilidade mecéanica, alem da analise de sua
interconectividade geral, visando desta forma garantir propriedades adequadas para um tecido
especifico (SAYLAN et al., 2019).

Em um estudo realizado por Kumar (2016) desenvolveram uma matriz de criogel
biocomposito com propriedades bifésicas contendo vidro bioativo e célcio na fase inorgénica e

PVA e alginato na fase organica. Esta matriz foi utilizada no processo regenerativo de defeitos
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0sseos craneanos de tamanho critico. Como resultado, o grupo tratado com a matriz de criogel
teve uma recuperacdo 0ssea significativamente maior do que o grupo néo tratado.

Em um outro estudo do mesmo autor, foi desenvolvido uma matriz biocompativel,
elastica e macroporosa, composta por quitosana, agarose e gelatina. Esta matriz foi utilizada na
regeneracdo de tecidos altamente elasticos e cartilaginosos. Como resultado, a cartilagem do
grupo tratado foi altamente regenerada, apresentando semelhanga com a cartilagem nativa
(KUMAR, 2016).

Outra aplicacdo das matrizes poliméricas é na purificacdo e separacdo de biomoléculas.
O desenvolvimento de novas formas de purificacdo das moléculas de um meio complexo, como
0 sangue, é de extrema importancia na biotecnologia, uma vez que os métodos tradicionais,
como a ultracentrifugacdo e a filtragem, sdo extremamente caros, demorados e muitas vezes
apresentam baixa eficacia. Desta forma, o uso dos criogéis torna-se uma alternativa interessante
para uma separacao e purificacdo rapida e eficaz das biomoléculas (SAYLAN et al., 2019).

Saylan et al. (2019) desenvolveram um criogel composto com 4&cido 4-vinil
fenilbordnico e metacrilato de 2-hidroxieil para reconhecimento e separa¢cdo da imunoglobina
G. A matriz foi caracterizada por testes, como a microscopia eletrénica de varredura, e seu
desempenho de separacdo foi avaliado por cromatografia liquida de alta presséo. Os resultados
demostraram que o criogel composto se apresentava como uma boa alternativa na substituicdo
de colunas comerciais.

Na area da engenharia de alimentos, os criogéis podem ser amplamente utilizados na
purificacdo de algumas enzimas, como a lisozima. A lisozima € uma enzima natural
amplamente distribuida na natureza, extraida comercialmente a partir da clara do ovo de
galinha. A lisozima apresenta caracteristicas bacterioliticas devido a sua capacidade de
hidrolisar os mucopolissacarideos presentes na parede celular das bactérias. Gracas a essa
caracteristica, a lisozima é amplamente utilizada na industria de alimentos como conservante
para queijos e vinhos (MOL et al., 2019).

Um método utilizado para purificacdo da lisozima é a cromatografia liquida por
afinidade. Neste contexto, Ml (2016) produziu criogéis supermacroporosos de poliacrilamida
modificados quimicamente pela incorporagdo de moléculas de tris hidroximetil aminometano e
os utilizou como matriz cromatografica para a purificacdo da lisozima presente na clara de ovo.
A média do grau de pureza obtido a partir das amostras foi de 81%.

Na biotecnologia ambiental, as matrizes de criogel desempenham um papel importante,
podendo ser utilizadas na captura seletiva e remogdo de moléculas perigosas ao ambiente. Em

pesquisas, Lozinsky et al. (2007) desenvolveram um criogel de PVA com microrganismos
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imobilizados para realizar biorremediagdo de um solo contaminado com diesel. Os testes
utilizando o criogel com microrganismos imobilizados apresentaram resultados melhores do
que os que utilizaram o fluido de remediacdo comercial (KUMAR, 2016).

Devido a suas diversas propriedades, como a biocompatibilidade e a alta porosidade, o
criogel apresenta uma grande importancia em varia areas de estudo, e 0 nimero de pesquisas
realizadas para o aperfeicoamento destas matrizes vem crescendo de forma acelerada
(KUMAR, 2016).

3.5 Ora-pro-nobis

A Pereskia Aculeata Miller, popularmente conhecida por Pereskia ou ora-pro-nobis
(OPN), é uma espécie vegetativa perene e de porte arbustivo, pertencente a familia das
cactaceas. Trata-se de uma planta bastante rustica que se desenvolve principalmente em regifes
de solo arido e semiarido, podendo ser encontrada em alguns paises da Africa, na india Oriental,
regido sul dos Estados Unidos e em toda a extensdo do Brasil (STEFANELLI; SOUZA, 2019;
CONCEICAO, 2013).

Essa cacticea vem sendo amplamente utilizada na culinaria regional brasileira uma vez
que, além de ser uma espécie de facil cultivo, apresentar alta capacidade de dispersdo e
adaptacdo, ela possui excelentes propriedades nutricionais para a alimentacdo humana
(LUCCA, 2017; SILVA, 2019a). As folhas da ora-pro-ndbis apresentam altos teores de
proteinas, fibras, minerais como célcio, magnésio, zinco e ferro, e vitaminas como vitamina A,
vitamina C e acido folico (SILVA, 2019a).

Pesquisas realizadas por Lucca (2017) indicam que as folhas da ora-pro-nébis
apresentam uma grande quantidade de mucilagem no interior de suas células. A mucilagem é
um polissacarideo complexo presente na parede celular das plantas, composto de um ou mais
monossacarideos. De modo geral, a mucilagem pode ser formada por um agrupamento de
hidrocoloides, que sdo polimeros de cadeia longa, alta massa molecular e que apresentam alta
afinidade de ligacdo com as moléculas de &gua. A presenca de grande quantidade de
grupamentos hidroxila e carboxila em sua composi¢cdo conferem aos hidrocoloides essa
caracteristica hidrofilica (GOBETTI; BERGAMASCO; SCAPIM, 2017; LUCCA, 2017,
OLIVEIRA, 2019).

Nos polissacarideos presentes na mucilagem natural da Pereskia Aculeata Miller
encontram-se altas concentragcbes do biopolimero arabinogalactana e dos monossacarideos

arabinose, galactose, &cido urdnico e raminose. Esta mucilagem também possui proteinas,



23

minerais e aminodcidos essenciais, como o triptofano. A presenca do complexo
arabinogalactana-proteina confere a mucilagem alta propriedade emulsificante e de formar gel
(CONCEICAO, 2013; GOBETTI; BERGAMASCO; SCAPIM, 2017; SILVA, 2019a). Devido
a estas propriedades, estudos tém sido realizados visando explorar a aplicacdo da mucilagem
de OPN em diferentes sistemas, como emulsdes, géis (JUNQUEIRA et al., 2018),
nanoemulsdes (LAGO et al., 2019), microencapsulados (NEVES et al., 2020), filmes
(OLIVEIRA et al., 2019b) e bebidas lacteas (AMARAL et al.,2018).

Oliveira et al. (2019b) demonstraram que a mucilagem de ora-pro-nébis suplementada
com glicerol pode ser considerada como uma alternativa para a producdo de embalagens
biodegradaveis. Por meio de testes foram obtidos filmes flexiveis, de superficies lisas, sem
rachaduras e de coloracdo escura. Observou-se que estes filmes podem ser utilizados como
embalagem primaria de alimentos sensiveis a luz e também como filmes comestiveis, uma vez
que a composicao do material apresenta caracteristicas atoxicas.

No setor de laticinios, alguns hidrocoloides séo utilizados como estabilizantes em leite
fermentado para impedir a separacdo de fases e controlar a textura do produto. Amaral et al.
(2018) realizaram testes para verificar se a mucilagem de Pereskia aculeata Miller atuaria como
estabilizante em leite fermentado. A adi¢éo de uma mistura de hidrocoloides composta por 70%
de mucilagem de OPN e 30% de goma guar no leite fermentado mostrou resultados positivos,
com o aumento da viscosidade aparente, pH, teor de proteina, firmeza e adesividade do produto.

Lucyszyn et al. (2016) desenvolveram filmes curativos constituidos por celulose
bacteriana e arabinogalactana extraida das folhas de Pereskia Aculeata Miller. A inclusdo do
hidrocoloide aumentou a microfibra da celulose, reduziu a regido porosa e melhorou as
propriedades mecanicas do filme. As membranas produzidas apresentaram viabilidade e perfil

de adesdo similar as comerciais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instalacbes

A sintese dos criogéis e os testes de capacidade de inchamento, porosidade e grau de
expansao foram realizados no Laboratério de Separacdo de Biomoléculas e no Laboratério de
Refrigeracdo de Alimentos (DCA). As analises de espectroscopia do infravermelho (FTIR) e
de calorimetria diferencial de varredura (DSC), foram realizadas no Centro de Analise e
Prospec¢do Quimica (DQI). A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no
Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (DF) e o teste de compressdo
foi realizado no Laboratorio de Anélise de Alimentos (DCA). Todas estas analises foram

executadas na Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.

4.2 Materiais

Para a sintese dos criogeéis foram utilizados agua ultrapura, acrilamida (AAm, 99%),
N,N-metileno-bis-acrilamida (MBAAmM, 99%), alil glicidil éter (AGE), 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico (&cido citrico), mucilagem de ora-pro-nébis, persulfato de aménio (APS)
e N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED, 99%). Todos o0s reagentes apresentavam grau

analitico.

4.3 Obtencdo da Mucilagem de Ora-pro-noébis

A extracdo da mucilagem de ora-pro-ndbis foi realizada segundo processo otimizado de
Lima Junior et al. (2013) com modificacdes, conforme ilustrado na Figura 3. Primeiramente as
folhas de ora-pro-nobis foram trituradas e homogeneizadas em agua na proporcao de 1 kg de
folhas para 2,5 L de &4gua, a temperatura de 100 °C por 10 minutos utilizando um liquidificador
industrial (Metvisa LG10, Brasil).

Na sequéncia, as amostras foram acondicionadas em béqueres e permaneceram em
banho termostatico (Quimis, g-215-2) a 65 °C por 6 h. A mistura foi resfriada e filtrada
manualmente com tecido organza e posteriormente foi submetida a filtragdo a vacuo em um
funil de Buchner acoplado a uma bomba de vacuo (Primar MC 1284, Brasil), utilizando como

meio filtrante trés camadas de organza.
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Apos a filtragdo, o material foi centrifugado a 4680xg. O liquido remanescente foi
adicionado de etanol na proporgédo de 3:1 (etanol: extrato bruto) e o precipitado foi retirado,
congelado, seco em liofilizador (marca Edwards, modelo 4KR) e moido em moinho de bolas

(marca P Labor, modelo SP-38) para obtencdo da mucilagem de OPN em po.

Figura 3 - Fluxograma do processo para obtencdo de mucilagem das folhas de OPN
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Fonte: Adaptado de Lima Junior et al. (2013)

4.4 Preparo dos criogéis

Os criogeis foram sintetizados segundo metodologia adaptada de Verissimo et al.
(2017). Primeiramente os monémeros acrilamida e N,N-metileno-bis-acrilamida e a mucilagem
de ora-pro-nébis em p6 foram dissolvidos em aproximadamente 20 ml de &gua ultrapura sob
condicdes de refrigeracdo (banho de gelo). Na sequéncia, a mistura foi agitada até ser
completamente solubilizada e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, tendo seu
volume completado com agua ultrapura. O volume foi transferido para um béquer e o inicio da
polimerizagdo ocorreu com a adi¢do de 100 pL de solucdo de persulfato de aménio (APS.
27,5% miv) e 23,8 uL de N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED, 99%), ambos
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previamente resfriados. Em seguida, a solucdo foi vertida em seringas de 5 mL, e estas foram
vedadas e colocadas em banho termostatico com alcool a uma temperatura inferior a zero por
um periodo de 24 horas. Passado o tempo de polimerizacao, os criogéis foram descongelados
em temperatura de refrigeracéo, retirados das seringas, lavados com agua deionizada e secos
em estufa a 60 °C por um periodo de 48 horas.

As concentracdes dos constituintes empegados na elaboracdo dos criogéis, bem como
as diferentes temperaturas de polimerizacdo avaliadas sdo apresentadas nos topicos 4.4.1, 4.4.2
e4.4.3.

Adicionalmente foi sintetizado um criogel puro (isento de mucilagem de OPN),
seguindo as etapas descritas anteriormente e constituido por 1,185 g de AAm, 0,3175 g de
MBAAmM e 1 mL de AGE em 25 mL de agua ultrapura. Nesta solucéo, foram adicionados 100
pL de APS (27,5% m/v) e 23,8 uL de TEMED. A sintese do criogel puro ocorreu em banho
termostético a -12 °C por 24 horas, seguido de descongelamento, lavagem com agua e secagem
em estufa a 60 °C por 48 horas.

4.4.1 Ensaios preliminares

Ensaios preliminares foram realizados sintetizando criogéis com diferentes
concentracdes de AAm, MBAAmM e mucilagem de OPN, de acordo com a Tabela 1. Nesta etapa,
os tratamentos foram realizados em triplicata e a polimerizacgéo foi feita em banho termostéatico
a-12 °C.

Tabela 1 - Concentra¢cdes de AAm, MBAAmM e mucilagem de OPN testadas na sintese de
criogéis supermacroporosos, com polimerizacdo a -12°C
Tratamento AAm (g) MBAAmM (g) Mucilagem de OPN (g)

I 1,185 0 0,3175
I 1,185 0,1588 0,1588
I 0 0,3175 1,185
v 0,5925 0,3175 0,5925
\Y 0 0 1,5025

Fonte: Do autor (2021).

Apds sintetizados, os criogéis foram descongelados e lavados com agua deionizada. Em
seguida, avaliou-se visualmente os tratamentos que apresentaram a formacao de um gel com as
caracteristicas de um criogel convencional. Para aqueles tratamentos que apresentaram a

morfologia esperada, foi empregado um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
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utilizando as concentragdes dos mondmeros e de mucilagem de OPN definidas pelo teste

preliminar.

4.4.2 Avaliacao das concentractes de AAm, MBAAmM, &cido citrico e mucilagem de

OPN na sintese do criogel

Um delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi empregado a fim de avaliar o
efeito das diferentes concentracdes de AAm, MBAAmM, mucilagem de OPN e &cido citrico na
formacéo do criogel. Foram realizados 16 tratamentos conforme apresentado na Tabela 2. Os
tratamentos foram realizados em triplicata e a polimerizacgdo foi feita em banho termostético a
-12 °C.

Tabela 2 - ConcentracGes de AAm, MBAAmMm, &cido citrico e mucilagem de OPN testadas na
sintese de criogeéis supermacroporosos, com polimerizacdo a -12°C

Tratamento  AAm (Q) MBAAM () Acido citrico (g) Mucilagem de
OPN (g)
1 1,185 0,1588 0 0,1588
2 0,5925 0,1588 0 0,1588
3 1,185 0,0794 0 0,1588
4 0,5925 0,0794 0 0,1588
5 1,185 0,1588 0,1 0,1588
6 0,5925 0,1588 0,1 0,1588
7 1,185 0,0794 0,1 0,1588
8 0,5925 0,0794 0,1 0,1588
9 1,185 0,1588 0 0,0794
10 0,5925 0,1588 0 0,0794
11 1,185 0,0794 0 0,0794
12 0,5925 0,0794 0 0,0794
13 1,185 0,1588 0,1 0,0794
14 0,5925 0,1588 0,1 0,0794
15 1,185 0,0794 0,1 0,0794
16 0,5925 0,0794 0,1 0,0794

Fonte: Do autor (2021).

Os criogéis sintetizados foram descongelados, lavados com &gua deionizada e secos em
estufa a 60 °C por 48 horas. Verificou-se que alguns tratamentos ndo formaram gel e apds secos
apenas o tratamento 9 apresentou estrutura caracteristica de criogel. O tratamento 9 foi

posteriormente submetido a polimerizagcdo em diferentes temperaturas.

4.4.3 Avaliacdo da temperatura de polimerizagdo do criogel
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O tratamento 9, cuja formulacdo resultou em criogéis com melhor estrutura, foi
submetido a diferentes temperaturas de polimerizacdo visando verificar qual a melhor
temperatura de polimerizacdo para a formacéo do gel. Foram avaliadas trés temperaturas de
crio-polimerizacéo (-1,5 °C, -9 °C e -12 °C), como descrito na Tabela 3. Todos os tratamentos
foram realizados em triplicata.

Tabela 3 - Teste de variacdo da temperatura de polimerizacdo de criogéis supermacroporosos

Tratamento Temperatura°C  AAmM (Q) MBAAmM (g) Mucilagem de OPN

(9)
A -12 1,185 0,1588 0,0794
B -9 1,185 0,1588 0,0794
C -1,5 1,185 0,1588 0,0794

Fonte: Do autor (2021).

Os criogéis obtidos na temperatura de polimerizacdo que deu origem a um gel com as
caracteristicas de um criogel tradicional, temperatura de -12 °C, foram submetidos a

caracterizacdo quimica, mecanica, morfoldgica e térmica.
4.5 Caracterizagdo dos criogeéis
4.5.1 Capacidade de inchamento

A capacidade de inchamento (S) das matrizes foi avaliada utilizando-se seis amostras
de criogel secos em estufa a 60 °C por um periodo de 48 h. Depois de secos, as amostras de
aproximadamente 0,15 g e 2 cm foram resfriadas em um dessecador e pesadas em balanca
analitica. Na sequéncia, as amostras foram reidratas com agua deionizada e mantidas em um
béquer por um periodo de 24 h. Passado esse periodo, as massas das amostras de criogéis
saturados com &gua foram pesadas e a capacidade de inchamento foi calculada a partir da
equacdo 1 (SAVINA, MATTIASSOM, GALAEYV, 2005).

_ mg —Mmgy
S (KgKg 1)=5m—

¢ 1)

onde S é a capacidade de inchamento (kg kg?), m € a massa do criogel saturado (kg) e m, € a

massa do criogel desidratado (kg).
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4.5.2 Grau de expansao

O grau de expanséo é a medida utilizada para relacionar a massa do criogel desidratado
com o seu volume quando hidratado. Para sua determinacdo, seis amostras de criogéis
previamente desidratadas foram pesadas em balanca analitica. Na sequéncia, estas amostras
foram saturadas com &gua destilada a temperatura ambiente por um periodo de 24 h. Passado
este periodo, as amostras saturadas foram inseridas em proveta graduada contendo um volume
de agua conhecido (V1) e apos a imersao dos criogéis foi obtido o novo volume (V2). O grau de
expansdo é obtido a partir da equacdo 2 (FONTAN, 2013).

Va ="
Ma )

ED =

onde ED é o Grau de expansdo (L kg™t), V; é o volume inicial de agua na proveta (L), V, é o

volume final lido apds insercao do criogel (L) e m, é a massa do criogel desidratado (kg).

4.5.3 Porosidade

A porosidade total (@), fracdo de agua ligada (¢,,;), fracdo de polimero seco (@,),
fracdo de macroporos (¢;,), meso e microporos (¢,,) foram determinadas ap6s o0s criogéis
desidratados permanecerem 11 dias em um dessecador contendo solugéo saturada de sulfato de
potéssio a 25 °C. Apo0s este periodo, as massas dos criogéis foram pesadas. Posteriormente, 0s
criogéis foram imersos em 50 mL de agua destilada por 24 h e pesados novamente. Seis criogéis
contendo mucilagem de OPN foram usados nesta analise. Os parametros

O, Pwpr P, P € @ foram determinados através das equagoes (3) a (7) (PAIVA, 2019).

Doy = Myp — Mg
wh =
s 3)

mgy

Qg =
Ms (4)
mS me

Py =

T, )
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O = me — My,
tooms )
— mg — My, — +
Pr m Pm Pm

(7)

onde m, € a massa de criogel hidratado (kg), m, é a massa de criogel desidratado (kg), m, é a

massa do criogel espremido (kg) e m,,;,, € massa do criogel com agua ligada (kg).
4.5.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da microestrutura superficial da matriz porosa foi analisada por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para realizar a analise, trés amostras de criogéis
desidratados foram quebradas manualmente proximas a regido central da matriz e, em seguida,
foram fixadas em suporte adequado (stubs). As amostras foram metalizadas com uma fina
camada de ouro e analisadas em um microscépio eletronico de varredura (Carl Zeiss LEO EVO
40 XVP, Oberkochen, Germany), com campo elétrico ajustado para 20,0 kV. Por meio das

microfotografias determinou-se o tamanho médio dos poros na matriz.

4.5.5 Propriedades Mecénicas

O teste de compressdo tem como objetivo avaliar a resisténcia de um corpo de prova em
relacdo a uma forca de compressédo realizada sobre ele. Os ensaios foram realizados em um
texturdmetro TA.XTplus, da marca Stable Micro Systems com uma célula de carga de 5 kN e
uma sonda cilindrica de 20 mm de didmetro. Para realizacdo do teste, 5 corpos de prova
(criogeis obtidos a partir de AAm, MBAAmM e mucilagem de OPN) de aproximadamente 2,5
cm de altura e 1 cm de didmetro foram colocados verticalmente em uma placa de metal e as
cargas foram aplicadas na mesma dire¢do. A velocidade do teste foi definida para0,5mms e
a forca aplicada foi registrada pelo software Exponent (v.5). O mddulo de Young (E) foi
calculado pela equacdo 8 (OLIVEIRA et al., 2019a).

F Ah,
- _ —F——
‘I'ITT'2 h (8)
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onde E é o Mddulo de Young (MPa), F é a forca maxima aplicada (N), r? é a area transversal
da amostra (m?), h € a altura inicial da amostra e Ah, € a variacio da altura da amostra apds

compresséo (m).

4.5.6 Espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A anélise de espectroscopia de infravermelho foi utilizada para identificar a presenca de
grupos funcionais na estrutura das amostras (SANTQOS, 2016). O criogel proveniente do melhor
tratamento contendo os monémeros AAm, MBAAmM e mucilagem de ora-pro-nébis, foi
desidratado e transformado em pdé. Em seguida, o material obtido foi submetido a
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier utilizando a técnica de
reflectancia total atenuada (ATR) na regido infravermelha de 4000-400 cm™ em um
espectrofotdmetro Bruker (Vertex 70, EUA). A mucilagem de OPN pura e a amostra de criogel

puro, ou seja, isento de mucilagem de OPN, também foram analisadas por esta técnica.

4.5.7 Calorimetria diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € uma técnica utilizada para avaliar a
variagdo do fluxo de calor entre uma amostra e um material de referéncia. A DSC permite
avaliar a ocorréncia de eventos endotérmicos ou exotérmicos que sdo desencadeados por
mudancas de fase ou reacdes quimicas (IONASHIRO, 2014).

Aproximadamente 3,5 mg de amostra triturada de criogel puro, criogel com mucilagem
de OPN e mucilagem de OPN foram analisadas em um calorimetro diferencial de varredura
(Shimadzu, DSC-60) utilizando uma célula de aluminio vazia como referéncia. As amostras
foram aquecidas de 28 °C a 230 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min~! sob fluxo de
nitrogénio na taxa de 50 mL min* (OLIVEIRA et al., 2019a).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese dos criogéis

Objetivando produzir um criogel substituindo os monémeros sintéticos por mucilagem
de ora-pro-nobis (OPN) foi feito um estudo empregando diferentes concentracbes de
acrilamida, metileno-bis-acrilamida, mucilagem de ora-pro-ndbis e &cido citrico.

Inicialmente, foram realizados ensaios preliminares sintetizando criogéis com diferentes
concentragfes de AAm, MBAAmM e mucilagem de OPN. Todos eram isentos de acido citrico.
Dentre os cinco tratamentos produzidos, apenas os tratamentos denominados de Il e IV (Tabela
1) formaram criogéis estaveis, como pode ser observado na Figura 4. Comparando ao criogel
puro (isento de mucilagem de OPN e que apresenta 1,185 g de AAm, 0,3175 g de MBAAm e
1 mL de alil glicidil éter), ambos os tratamentos Il e IV ndo possuiam adi¢cdo do monémero
AGE. O tratamento Il continha uma concentracdo reduzida de MBAAm (0,1588 g) e menor
concentracdo de mucilagem de OPN (0,1588 g), enquanto o tratamento 1V apresentou reducéo
da concentracdo de AAm (0,5925 g) e concentracdo intermediaria de mucilagem de OPN
(0,5925 g). Nos criogéis obtidos por estes dois tratamentos, a AAm e a mucilagem de ora-pro-
ndbis atuaram como os principais formadores da cadeia principal e a MBAAmM como o agente
responsavel pela reticulacdo das cadeiais poliméricas.

Os tratamentos | e V ndo apresentaram formacdo de gel, o que pode ser atribuido a
auséncia do agente reticulante (MBAAmM) na composicao destes. A bis-acrilamida (MBAAmM)
é responsavel pela formacdo de ligacBGes cruzadas necessarias para gerar a rede polimérica.
Conforme descrito por Costa Jr. e Mansur (2008), os agentes reticulantes sdo moléculas de peso
molecular muito menor do que a massa molar da cadeia principal. Uma vez que a mucilagem
OPN ¢ constituida principalmente por hidrocoloides, que apresentam longas cadeias
poliméricas e elevada massa molar, este composto ndo é capaz de substituir totalmente a
MBAAmM na reticulagdo das cadeias da acrilamida.

J& para o tratamento 11l pode-se observar uma formagdo modesta de gel, que pode ter
sido afetada pela adi¢do de uma quantidade elevada de mucilagem de OPN e auséncia da AAm,
o principal formador da estrutura do criogel. Segundo Morais (2019), o aumento da
concentracdo de mucilagem de OPN na solucdo precursora pode gerar excesso de
hidrocoloides, o que dificulta a solubilizacdo da mucilagem e forma “grumos” que interferem

na reticulagdo das cadeias poliméricas.
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Figura 4 - Criogéis sintetizados a -12 °C a partir da polimerizacdo de AAm, MBAAm e
mucilagem de OPN

Fonte: Do autor (2021).

A partir das condigdes experimentais avaliadas no DIC (Tabela 2), observou-se que
apenas os tratamentos 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11 e 12 resultaram em formacdo de gel, sendo que o
tratamento 9 resultou em um criogel com melhor estrutura macroporosa, como pode ser visto
na Figura 5.

Novamente, nota-se que o melhor tratamento foi o que apresentou as menores
concentragfes de mucilagem de OPN, auséncia de &cido citrico e as maiores concentracdes de
AAm e MBAAmM, demonstrando a importancia desses polimeros para formacao do criogel.

Um ponto importante a se destacar é que em nenhum dos tratamentos nos quais foi
adicionado &cido citrico como agente reticulante foi observada formacao de gel. De acordo com
Shi et al. (2008) isso deve-se ao fato de que apesar do acido citrico apresentar grupos carboxila
que fazem ligagdes covalentes com os grupos hidroxila dos polimeros, quando submetida a
temperaturas de congelamento essa reticulacdo pode ndo acontecer ou, caso aconteca, a taxa de
reticulac@o parece ser bastante reduzida a ponto de ndo formar a estrutura de gel.

Figura 5 - Criogéis secos sintetizados a -12°C a partir da polimerizacdo de AAm, MBAAmM e
mucilagem de OPN
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Fonte: Do autor (2021).

Avaliando a temperatura de polimerizacdo do tratamento 9, que continha as
concentracfes de AAm, MBAAmM, mucilagem de OPN e acido citrico que resultaram em
criogéis de melhor aparéncia, pode-se perceber que somente na temperatura de -12 °C obteve-
se uma matriz macroporosa. Quando empregadas as temperaturas de -1,5 °C e -9 °C ndo houve
formagdo dos criogéis porosos, provavelmente pois a velocidade de congelamento do solvente
e a formacdo de gelo ocorreu mais lentamente que a polimerizacdo dos monémeros. Desta
forma, a polimerizacdo ocorre em uma fase mais diluida, gerando uma estrutura gelatinosa e

com reducdo ou auséncia de poros, como podemos observar na Figura 6.

Figura 6 - Criogéis secos sintetizados a -12°C, -9°C e -1,5°C (Tratamento 9)
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Fonte: Do autor (2021).

5.2 Caracterizacdo dos criogéis

Foi realizada uma caracterizacdo dos criogeéis provenientes do tratamento A, uma vez
que estes criogeis resultaram em matrizes de melhor aparéncia e com formacdo de gel. Os

resultados da caracterizacdo morfoldgica estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracterizacdo morfologica dos criogéis obtidos a partir da sintese de AAm,
MBAAmM e mucilagem de OPN (tratamento A)

Anélise Média
Capacidade de inchamento (S) 21,3979 + 0,9334 kg kg
Grau de expansao (ED) 26,3602 + 0,9165 L kg
Fracdo de agua ligada (¢,,) 0,0072 £ 0,0008
Fracdo de polimero seco (¢,) 0,0447 + 0,0019
Fracdo de macroporos (¢y) 0,5822 + 0,0151
Fracdo de meso e microporos (¢,,) 0,3659 + 0,0145
Porosidade total (¢r) 0,9480 + 0,0020

Fonte: Do autor (2021).

A capacidade de inchamento (S) indica a capacidade da matriz em absorver agua.
Criogeéis que apresentam elevada intumescéncia, quando inchados, sdo mais maledveis e
apresentam menor resisténcia a deformacdo (SILVA, 2018; PEREIRA, 2018). Conforme
demonstrado na Tabela 4, os criogéis produzidos apresentaram alta capacidade de retencdo de
agua em sua estrutura, devido a caracteristica hidrofilica dos hidrocoloides formadores da
mucilagem de OPN presente na composi¢do desta matriz. O valor médio da capacidade de
inchamento do criogel produzido foi de 21,3979 + 0,9334 kg kg™, este valor foi proximo ao
encontrado por Silva et al. (2019b) de 20,77 + 0,95 kg kg para criogéis de poliacrilamida
contendo 6% de mon6meros e bem superior ao encontrado por Neves et al. (2020) 11.81 + 0.62
kg kg? para criogéis de poliacrilamida funcionalizados com L-triptofano, um aminoacido
hidrofdbico.
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Para o grau de expansdo (ED) foi observado um valor médio de 26,3602 + 0,9165 L kg
! Este valor foi semelhante ao encontrado por Silva et al. (2019b) para criogéis de
poliacrilamida sem grupos funcionais ligados (25,55 + 2,10 L kg™) e superior ao encontrado
por Neves et al. (2020) para criogéis de poliacrilamida funcionalizados com L-triptofano (13,18
+0,52 L kg1), provavelmente devido ao maior contetido de monémeros da matriz monolitica
nos criogéis funcionalizados. O elevado grau de expansdo obtido na caracterizacdo dos criogéis
produzidos indica que uma pequena massa do criogel ocupa um grande volume quando
hidratado.

Os criogéis obtidos a partir do tratamento A apresentam valores de porosidade de 0,9480
+ 0,0020. De acordo com Gongalves (2016), valores de porosidade acima de 80% indicam que
a estrutura do criogel é quase inteiramente composta por poros. O criogéis produzidos
apresentam valor de porosidade total semelhante ao encontrado por Silva et al. (2019b) para
criogéis de poliacrilamida contendo 6% de mondmeros (0,941 + 0,003) e maior que o obtido
por Neves et al. (2020) em criogéis de poliacrilamida funcionalizados com L-triptofano (0,9152
+ 0,0041). Esta diferenca foi atribuida ao processo de funcionalizacdo que pode diminuir a
porosidade do criogel pela insercdo de grupos funcionais em sua superficie.

Os macroporos sdo os responsaveis pela menor resisténcia ao fluxo no interior da matriz
criogénica. As fragdes de macroporos, meso e microporos foram parametros que sofreram
grande influéncia da adi¢do da mucilagem de OPN quando comparados com os valores obtidos
por outros autores na polimerizacdo de criogéis de poliacrilamida isentos de mucilagem de
OPN. Os valores medios obtidos foram de 0,5822 + 0,0151 para fracdo de macroporos e 0,3659
+ 0,0145 para meso e microporos. Silva et al. (2019b) obtiveram uma fragdo de macroporos
superior (0,828 £0,019) e Neves et al. (2020) obteve uma fragdo de macroporos inferior (0,4374
+0,0997). Em relacdo a fracdo de meso e microporos Silva et al. (2019b) e Neves et al. (2020)
observaram resultados inferiores, sendo 0,113 + 0,020 e 0,2643 + 0,0497, respectivamente.

A fracdo de agua ligada é o parametro que indica quanto do criogel é constituido de
agua. O criogel produzido apresentou um valor médio de fracdo de agua ligada de 0,0072 +
0,0008, valor préximo a 0,0060 + 0,0019 que foi observado por Neves et al. (2020). Ja& o valor
médio obtido para a fracdo de polimeros secos foi de 0,0447 £+ 0,0019, sendo este similar ao
valor médio obtidos por Silva et al. (2019b) que obteve um resultado de 0,046 + 0,002,

Como pode-se observar nas Figuras 7 e 8 obtidas por microscopia eletrénica de
varredura com aumento da imagem em 800 e 100 vezes, respectivamente, 0s criogéis derivados
de poliacrilamida e mucilagem de OPN apresentaram uma estrutura macroporosa, com grande

quantidade de poros interconectados, de formatos diversos e tamanhos que variam entre 20 e
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141 pm. O elevado tamanho destes poros permite que a matriz seja utilizada como adsorvente
em solugdes concentradas e particuladas, com extratos brutos. Os criogéis produzidos
apresentaram tamanhos de poros superiores aos obtidos em outros trabalhos, como o de
Gongalves (2016), no qual foi observado poros de 15 a 70 um em criogéis de poliacrilamida
funcionalizados pelo método glutaraldeido e de Oliveira et al. (2019a) que percebeu poros
variando de 5 a 70 um em criogéis de poliacrilamida funcionalizados pelo método L-triptofano.

Figura 7 - Microfotografia por MEV da secdo transversal do criogel de poliacrilamida com
_mucilagem de OPN ampliada 800 vezes

Signal A= SE1 Date :19 Sep 2019
Photo No. = 39564 Time :13:52:52

Fonte: Do autor (2021).

Figura 8 - Microfotografia por MEV da se¢éo transversal do criogel de poliacrilamida com

mucHagem de OPN ampllada 100 vezes
W ~T B 4

Signal A= SE1 Date :19 Sep 2019
Photo No. = 39555 Time :13:35:23

Fonte Do autor (2021)
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5.3 Propriedades mecénicas

A resisténcia dos criogeéis de poliacrilamida acrescidos de mucilagem de OPN foi
medida pelo teste de compressdo uniaxial por meio do qual foi calculado o modulo de Young
(E). O valor médio do médulo de Young foi de 1,582 + 0,127 MPa, o que significa que o criogel
apresentou uma estrutura rigida. O valor medio obtido para esse pardmetro foi superior ao
encontrado por Neves et al. (2020) de 0,914 + 0,056 MPa para criogéis de poliacrilamida puros.
A adicdo de mucilagem de OPN na producdo dos criogéis aumentou a resisténcia estrutural da

matriz ao estresse mecanico.

5.4 Espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foi utilizada para a identificacdo dos grupos funcionais da mucilagem de ora-pro-nébis
(Figura 9) e dos criogéis de poliacrilamida puro e acrescidos de mucilagem de OPN (Figura
10).

De acordo com a Figura 9, os dados obtidos pela anélise de FTIR demostram que a
banda de maior intensidade esta localizada na regio 1040 cm™. Esta banda esta associada a
deformacéo simétrica C-O-C, correspondente aos carboidratos presentes nas paredes celulares
e ao alongamento de grupos laterais C-OH (OLIVEIRA, 2019). De acordo com Conceicdo
(2013), a absorcdo na regido 1040 cm™ é atribuida a presenca da arabinogalactana, o
polissacarideo formado por arabinose e galactose, presente nas folhas da Pereskia aculeata
Miller. Ja aregido 3311 cm™ é atribuida a presenca de gua e de grupos hidroxila (OH), presente
nas unidades monossacarideas da arabinogalactana.

A absor¢do em 2923 cm™ corresponde ao estiramento do grupo CH2 dos &cidos graxos,
e 0 pico 2361 cm™ corresponde ao alongamento CH (OLIVEIRA, 2019).

As mucilagens vegetais sdo compostos heterogéneos frequentemente formados por
acido urénico, que é um acido formado pelo grupamento carboxila. A funcéo carboxilica (-
COO) é representada nas regides 1648 cm™, com alongamento das ligagdes C=C e C=0, 1401
cmt, com vibracdes de flexdo C-OH e C-CH e 1241 cm™ com estiramento do grupo C-O
(CONCEICAO, 2013; OLIVEIRA, 2019). A banda na regifo 1648 cm™ também pode estar
relacionada a presenca de amidas primarias e secundarias presentes nas proteinas da mucilagem
(SANTOS et al., 2012).
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Figura 9 - FTIR da mucilagem de OPN
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Fonte: Do autor (2021).

A Figura 10 compara os espectros de adsorcao obtidos pelo FTIR do criogel puro (linha
indicada em vermelho) e do criogel de poliacrilamida acrescido de mucilagem de OPN (linha
indicada em azul). Os espectros dos criogéis sintetizados sdo semelhantes, uma vez que séo
produzidos com polimeros afins, apresentando algumas diferencas nas intensidades das bandas
e na formacéo de alguns picos pela presenca da mucilagem de OPN na composi¢do de um dos
criogéis analisados.

As bandas de absorcao entre 3317 cm™ e 3182 cm™ no criogel com mucilagem de OPN
e entre 3311 cm™ e 3182 cm™ no criogel puro sdo referentes ao estiramento do grupo OH,
associado a presenca de agua nas matrizes e ao alongamento do grupo NH, presente nas amidas
primarias dos criogéis. Ja o pico 2931 cm™ presente nas duas matrizes é atribuido a presenca
de ligaces de alongamento C-H alifatico (ALCANTARA, 2013; MOL et al., 2019; NEVES et
al., 2020).

As bandas de transmitancia acentuada nas regides de 1642 cm™a 1604 cm™ no criogel
com mucilagem de OPN e no criogel puro sdo caracteristicas do grupamento amida. Estas

vibracdes sdo provenientes da ligagdo entre os monémeros de AAm e MBAAmM, e sdo
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frequentemente observadas em criogéis constituidos de poliacrilamida (OLIVEIRA et al.,
2019a).

De acordo com Tao, Wang e Sun (2014), o pico em 1520 cm™* presente no criogel puro
esta relacionado as vibragdes de alongamento, presentes no grupo amino. Estes pesquisadores
concluiram que o excesso dos grupos epoOxi provenientes da adicdo de AGE reagem com 0S
grupos amino das acrilamidas, diminuindo os picos nesta regido. Entretanto, quando o grupo
epoxi esta em quantidades reduzidas ha menor reagdo com as acrilamidas, resultando em um
pico mais intenso. No criogel com mucilagem de OPN, provavelmente ndo houve formacéao de
pico nesta regido pois 0s compostos presentes na mucilagem reagiram com 0 excesso de
grupamentos amino da acrilamida.

Os picos 1113 cm™ e 1040 cm™ presentes no criogel com mucilagem de OPN sdo
referentes ao estiramento do grupo C-O-C, caracteristico de polissacarideos. A absor¢do nesta
regido € atribuida a polissacarideos com manose, arabinose raminose. O principal biopolimero
encontrado nesta faixa é a arabinogalactana, presente em altas concentragdes na mucilagem de
OPN (CONCEICAO, 2013; MORAIS, 2019). J4 0 pico em 1304 cm™ presente no criogel com
mucilagem de OPN esté relacionado ao grupamento carboxila, que € um grupo formador de
gomas vegetais (CONCEICAOQ, 2013). Os picos de 1311 cm™, 1108 cm™ e 979 cm™ presentes
no criogel puro estdo associados a presenca dos radicais epdxi oriundos do mondémero alil
glicidil éter (AGE) (TAO; WANG; SUN, 2014; NEVES et al., 2020).
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Figura 10 - Comparacéo de FTIR do criogel puro (indicado pela linha vermelha) e do criogel
com adicao de mucilagem de OPN (indicado pela linha azul)
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Fonte: Do autor (2021).

5.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
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As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) séo utilizadas para avaliar as
transicOes fisicas e quimicas nas matérias em funcdo do tempo e da temperatura. Estas
transicbes podem envolver a absor¢édo ou a liberacdo de calor (SILVA et al., 2019a). A Figura
11 apresenta o termograma DSC obtido para o criogel puro e para o criogel contendo
mucilagem de OPN.

Na Figura 11, a curva em vermelho descreve os eventos térmicos do criogel puro. Pode-
se observar a ocorréncia de um evento endotérmico que se iniciou em 33°C, teve seu pico em
70 °C e terminou em 140 °C. Este evento térmico indica a evaporacao da dgua residual presente
na estrutura do criogel (SILVA et al., 2019b). J& a curva indicada azul, que descreve os eventos
térmicos do criogel preparado com mucilagem de OPN, pode-se observar a ocorréncia de dois
eventos endotérmicos. O primeiro evento endotérmico, que se iniciou a 33 °C, teve seu pico em
65 °C e terminou em aproximadamente 133 °C, semelhante ao observado na curva do criogel
puro, indica a evaporagdo da agua residual no criogel (SILVA et al., 2019b). O segundo evento
endotérmico iniciou-se em 195 °C e terminou em 214 °C, e segundo Conceic¢do (2013), este
evento pode ser relacionado a degradacdo da mucilagem de OPN que foi adicionada nos
criogéis produzidos.

Figura 11 — Termogramas DSC do criogel contendo mucilagem de OPN (indicado
pela linha azul) e criogel puro (indicado pela linha vermelha)
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizada a producao de criogéis de poliacrilamida com substitui¢éo
parcial de mondmeros sintéticos por mucilagem de ora-pro-nobis. Por meio dos experimentos
foi possivel observar que criogéis contendo concentracdes de 1,185 g de acrilamida, 0,158 g de
MBAAmM, 0 g de &cido citrico e 0,0794 g de mucilagem de ora-pro-noébis polimerizados a uma
temperatura de -12 °C resultaram em criogéis com caracteristica satisfatorias em termos de
formacéo de gel, morfologia, propriedades mecanicas, quimicas e térmicas.

Pela andlise de FTIR foi confirmado a presenca da mucilagem de OPN na estrutura do
criogel, pois foram observados picos nas regides 1103 cm™ e 1040 cm™ referentes a
polissacarideos, como a arabinogalactana. Os criogéis contendo mucilagem de OPN
apresentaram uma estrutura altamente porosa (@ = 0,9480 + 0,0020), composta por poros
interconectados com tamanhos variando entre 20 e 141 um.  Além disso, 0s criogéis
adicionados de mucilagem de OPN apresentaram um elevado médulo de Young (1,582 + 0,127
MPa) indicando que a adi¢cdo de mucilagem promoveu um aumento de sua resisténcia ao
estresse mecanico.

De modo geral, o criogel produzido apresentou caracteristicas tipicas de uma matriz
macroporosa de adsorcdo. A adicdo de mucilagem de OPN na sintetizacdo de criogéis de
poliacrilamida possibilitou a substituicdo do alil glicidil éter (AGE) e reducdo na adi¢do do
agente reticulante N, N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAmM).
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