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RESUMO

A busca incansdvel por qualidade de vida e longevidade torna necessdrio o
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias para uso médico. A engenharia tecidual € uma
drea de pesquisa recente que tem a finalidade de desenvolver materiais para substituir ou
regenerar tecidos. Esses materiais devem apresentar uma série de caracteristicas, incluindo
biocompatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia mecénica e porosidade. Dentre os materiais
que vem sendo estudados para essa finalidade se destacam os polimeros naturais, em especial
alguns polissacarideos. Portanto, nesse estudo utilizou-se o polissacarideo glucomanana de
konjac (KGM), que € um biopolimero promissor, porém ainda pouco estudado para aplicacdo
como scaffold, para a engenharia tecidual. A técnica de criogelificacdo € uma técnica interessante
para modificar a morfologia dos hidrogéis, assim como aumentar a resisténcia mecanica dos
mesmos. Para o preparo do hidrogel foram verificados os efeitos das varidveis, temperatura,
concentracdo do polimero e concentracdo do agente alcalino. Os hidrogéis foram congelados a
diferentes taxas de resfriamento e a temperaturas diferentes, sendo que a taxa é o fator mais
relevante. O hidrogel com composicdo de 2 % de KGM, concentracio da solugdo de Ca(OH), de
0,2 mol/L e temperatura de preparo de 65 °C apresentou consisténcia e propriedades proximas
das quais se buscava. O congelamento lento apresentou estrutura com poros maiores, o que ¢é
interessante para a aplicacdo como biomaterial, pois as células precisam de espago
suficientemente grande para se desenvolverem. Os hidrogéis submetidos ao congelamento sdao
cerca de quatro vezes mais resistentes a compressao do que os hidrogéis nao congelados. Além
disso, notou-se que a gelificacio da KGM ¢ lenta, sendo possivel reduzir esse tempo com o

processo de criogelificacdo.



ABSTRACT

The relentless pursuit of quality of life and longevity makes necessary the development
of new materials and technologies for medical use. Tissue engineering is a recent area of research
that aims to develop materials to replace or regenerate tissues. These materials should present a
range of characteristics, including biocompatibility, biodegradability, mechanical strength and
porosity. Among the materials that have been studied for this purpose we highlight the natural
polymers, especially some polysaccharides. Therefore, in this study we used the polysaccharide
konjac glucomannan (KGM) which is a promising biopolymer, but poorly studied for use as a
scaffold for tissue engineering. For the preparation of the hydrogel, the effects of the variables,
temperature, polymer concentration and concentration of alkali were observed. The hydrogel
composition of 2% KGM, the solution concentration of Ca(OH), 0,2 mol/LL and preparation
temperature of 65 °C showed consistency and properties of which are close sought. The
cryogelation technique is an interesting technique to modify the morphology of the hydrogels, as
well as increase the mechanical strength. The hydrogels were frozen at different cooling rates and
different temperatures and the rate is the most relevant factor. The slow freezing showed structure
with larger pores, which is interesting for application as biomaterial because the cells need space
large enough to develop. The hydrogels subjected to freezing were about four times more
resistant to compression. In addition, it was noted that gelation of KGM is slow, then it is

possible to reduce this time using the cryogelation process.
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1 INTRODUCAO

A busca por patamares elevados de qualidade de vida, principalmente quando se diz
respeito a darea da saide, é comum entre os seres humanos. Portanto tecnologias diferenciadas

para o desenvolvimento e aperfeicoamento de materiais artificiais para uso médico se fazem

necessdrias (Langer e Tirrell, 2004; Zhu, 2010).

Tecnologias biomédicas e farmacéuticas emergentes necessitam de materiais que
apresentem elevados niveis de biocompatibilidade e biodegradabilidade, caracteristicas que os
polimeros naturais (polissacarideos e proteinas) exibem, diferentemente de diversos polimeros

sintéticos (Gil, Spontak e Hudson, 2005).

Hidrogéis, polimeros tridimensionais estabilizados por ligacdes quimicas ou fisicas, sdo
considerados importantes para aplicacbes como biomateriais, principalmente na engenharia
tecidual, pois possuem capacidade de reagir a estimulos externos, assim como mimetizar tecidos
bioldgicos. Além disso, sdo aptos a absorver grande quantidade de dgua, porém mantendo sua
integridade estrutural (Ratner et al., 2004; Gil, Spontak e Hudson, 2005; Wang et al., 2008;
Mandal, Kapoor e Kundu, 2009). Os mecanismos de gelificacdo de polissacarideos tém sido
amplamente estudados devido a importincia ndo s6 cientifica, mas para possiveis aplicagdes em
diversas dreas industriais, tais como alimentos, cosméticos, farmacéutica, quimica, bioquimica,

etc. (Zhang, Xie e Gan, 2005; Yin et al., 2008).

Além disso, as propriedades mecénicas de um material a ser aplicado como scaffold sdo
de extrema importancia para o sucesso da aplicacdo. Esses materiais tem a finalidade de dar
suporte bioldgico e mecanico para a proliferacdo celular e consequente desenvolvimento do novo
tecido. As propriedades mecanicas do material suporte devem ser similares as do tecido a ser
substituido. Porém, os polimeros naturais apesar das excelentes propriedades para aplicacdes
como scaffolds, possuem limitagdes quanto as propriedades mecanicas. Em geral, os polimeros
naturais apresentam baixa resisténcia mecénica e elasticidade, sendo necessdrios métodos para

melhorar essas caracteristicas.



Uma alternativa para melhorar a resisténcia mecanica de hidrogéis de polimeros naturais
¢ a técnica de criogelificacdo, na qual o material é congelado com taxa e temperaturas

controladas, permitindo um controle da formacao dos poros e consequente resisténcia mecanica.

Dentre os polimeros naturais, os polissacarideos possuem um papel importante na
engenharia tecidual, por apresentarem intimeras propriedades biolégicas benéficas (Muzzarelli et
al., 1988). Polissacarideos como a glucomanana possuem potencial aplicacdo na engenharia
tecidual e necessitam de estudos mais aprofundados a respeito do processamento e propriedades

destes materiais.

Encontrado nos tubérculos da planta Amorphophallus konjac C. Koch, o polissacarideo
glucomanana de konjac (KGM) é um composto neutro, soluvel em dgua e de elevada massa
molecular. Na sua composicdo apresenta monomeros de manose e glicose, e alguns poucos
grupos acetila, que sdo os responsdveis pela sua solubilidade em 4dgua (Nishinari, 2000; Alvarez-

Mancenido et al., 2008; Chen et al., 2008; Fan et al., 2008).

A desacetilacio da KGM promove a formacdo de um gel, cujas caracteristicas variam
em funcdo de parametros fisico-quimicos, tais como pH, temperatura de processamento e

concentragdo do polissacarideo (Xu et al., 2007).

A glucomanana € um exemplo de polissacarideo que tem sido estudado e que vem
apresentando excelentes resultados para aplicacdes como membranas, filmes de revestimento,
embalagens e também como matriz de comprimidos e hidrogéis na industria farmacéutica, além
da vasta aplicabilidade no ramo de alimentos (Yin et al., 2008). Nos tltimos dois anos, o nimero
de trabalhos utilizando glucomanana teve um grande aumento, mostrando que este material vem
se destacando nos estudos ja realizados, despertando o interesse da comunidade cientifica. No

Brasil, poucos sdo os trabalhos realizados utilizando glucomanana.

Este trabalho tem por objetivo a obtencdo de um hidrogel a partir da KGM, que
apresente caracteristicas adequadas para ser utilizado como scaffold na engenharia tecidual.
Apesar da capacidade de formar gel com propriedades mecanicas interessantes e de poder ser
utilizada em aplicagdes médicas, estudos sobre a KGM nesse ramo ainda sdo incipientes na

literatura. De modo geral, ndo h4d um consenso sobre a metodologia mais adequada de preparo do
2



gel de KGM. Ainda, nenhum estudo publicado até hoje buscou verificar a influéncia do processo

de criogelificacdo nas propriedades dos géis de KGM, o que torna este estudo inédito.

2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi a obteng¢do e a caracterizacdo de hidrogéis de KGM,
visando aplicagdo como biomaterial, bem como o estudo da influéncia das condigdes de

congelamento nas caracteristicas do hidrogel.

Objetivos especificos:

- Explorar as condi¢des de preparo do hidrogel de KGM.

- Investigar a cinética de gelificacao da KGM.

- Investigar a influéncia das condi¢des de congelamento na morfologia e nas

propriedades mecanicas do gel.

- Caracterizar os hidrogéis de KGM através de andlises reoldgicas, testes de compressao

confinada, microscopia eletronica de varredura e anélises térmicas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia Tecidual

Sdao muitos os ramos de pesquisas que tém interesse em materiais que apresentam
propriedades especiais € um deles € a engenharia tecidual. Esses materiais sdo comumente
chamados de biomateriais e sdo definidos como qualquer substancia, natural ou sintética, que
pode ser implantada em um organismo por qualquer periodo de tempo, com a fun¢do de melhorar
ou substituir tecidos ou 6rgdos (Williams, 1987). Os biomateriais devem apresentar
caracteristicas adequadas a sua funcdo, sejam elas, propriedades mecanicas, morfolédgicas,

biodegradabilidade, além de sempre serem biocompativeis (Ratner et al., 2004).

A engenharia tecidual surgiu por volta da década de 90 com o intuito de sanar alguns
problemas encontrados nas tradicionais técnicas de reconstrucdo cirdrgica, tais como reacdes
adversas do organismo, disponibilidade de 6rgdos no caso de transplantes, a necessidade de um
segundo ato cirtrgico seja para remocdo, troca ou ajuste da prétese (Langer e Vacanti, 1993;

Hollister, 2006).

Para prevenir tais situacdes, a engenharia tecidual tem a intencdo de desenvolver
processos para recuperar tecidos e 6rgdos de maneira que um novo tecido sadio se forme a
medida que o scaffold (matriz tridimensional porosa) se degrada. O processo consiste em semear
células sadias do tecido que se deseja reparar no scaffold, cultivar in vitro, etapa onde ocorre a
adesdo celular no material e o inicio da proliferacdo e entdo introduzir no organismo, como uma
protese, que ird se degradar e regenerar o tecido danificado (Figura 1) (Rabkin e Schoen, 2002;

Cheung et al., 2007; Liu e Czernuszka, 2007).

Para que o processo seja bem sucedido € altamente desejdvel que o scaffold mimetize a
forma e as propriedades do tecido que se esta substituindo, pois ele servird como guia (suporte)
para o desenvolvimento do novo tecido, além de apresentar uma série de caracteristicas
necessdrias para que as células se desenvolvam, para que os nutrientes consigam chegar até as
células e os metabdlitos possam ser liberados. Portanto, um dos maiores desafios da engenharia

tecidual estd no desenvolvimento do scaffold (Liu e Czernuszka, 2007).



Figura 1 — Ciclo da engenharia tecidual. 1: Coleta de células do paciente. 2: Cultivo e
multiplicacdo das células em laboratdrio. 3: Semeadura das células no scaffold e adicao de fatores
de crescimento. 4: O scaffold semeado € colocado em cultura para proliferagcdo e organizagdo das

células em 3D para mimetizar o tecido. 5: O material é implantado no local onde ha perda

tecidual. Fonte: (George, 2009).

O scaffold deve apresentar superficie favordvel ao crescimento celular, ser poroso, com
porosidade superior a 90%, estrutura de poros interconectados, poros com dimensdes da ordem
de 100 um, para que o transporte das células, nutrientes e metabolitos seja possivel. As
propriedades mecanicas devem ser similares as do tecido original, para que seja capaz de resistir
aos esforcos que serd submetido, além de possuir taxa de degradacdo compativel com a taxa de

formacdo do novo tecido (Cheung et al., 2007; Liu e Czernuszka, 2007).



Sdo inimeras as pesquisas que utilizam polimeros naturais para o desenvolvimento de
scaffolds, pois apresentam condicdes favordveis de degradacdo e propriedades bioldgicas. O
coldgeno, por exemplo, ¢ um dos polimeros naturais mais utilizados para esta aplicacdo, porém
devido ao processo de extragdo e dissolucdo as interacdes entre suas moléculas sdo
enfraquecidas. Com isso, materiais obtidos a partir de solu¢cdes de coldgeno ndo apresentam boa
resisténcia mecanica, apesar de suas propriedades bioldgicas serem preservadas (Boccafoschi et

al., 2005; Achilli, Lagueux e Mantovani, 2010).

De maneira geral, os materiais devem apresentar resisténcia a compressao e a tragdo. A
elasticidade, que € a capacidade do material retornar ao seu estado inicial apds a remog¢do da
forca aplicada, também € uma propriedade essencial para o material a ser usado como suporte.
Aplicagdes como pele, cartilagem, vasos sanguineos entre outras sdo exemplos de tecidos que

devem ser substituidos por materiais flexiveis, eldsticos, resistentes a tragdo e a compressao.

Dentre os polimeros naturais que sdo utilizados na engenharia tecidual, se destacam as
proteinas, coldgeno (Boccafoschi et al., 2005) e fibroina de seda (Harkin er al., 2011), e os
polissacarideos, alginato de sédio (Wang et al., 2011), 4cido hialurénico (Kim, Mauck e Burdick,

2011) e quitosana (Venkatesan et al., 2012).

3.2 Géis

Gel € uma rede polimérica reticulada, intumescida em um meio liquido. Sendo que as
suas propriedades dependem da interacdo entre o soluto e o solvente. O liquido sustenta a forma
tridimensional da rede polimérica de maneira a ndo formar uma massa compacta e a rede envolve

o liquido de maneira que o liquido ndo adquira fluéncia para sair do gel (Kickhofen ez al., 1986).

Definir um gel ndo € tdo facil quanto reconhecé-lo, pois os limites entre solugdo e gel
nio sdo bem nitidos, sendo a passagem sol-gel um processo gradual. O gel apresenta
propriedades mecanicas de um sdélido, ou seja, ele pode se auto sustentar € manter sua forma sob

esfor¢co mecanico (Lloyd, 1926 apud Almdal et al., 1993).

H4 muitas definicdes para o processo de gelificacdo. Em geral, é o processo de transi¢ao

de sol ou solucdo de alta massa molar para gel, devido as interacdes entre as particulas ou sistema
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coloidal, perdendo sua habilidade de fluxo. Essa transicio ocorre pela acdo de um agente
reticulante no caso de géis quimicamente reticulados, ou alteracdes fisicas, tais como pH,
temperatura, concentracdo de polimero, entre outros, para o caso de géis fisicamente reticulados.
Como resultado da associagao dessas cadeias poliméricas, uma estrutura tridimensional em rede é

formada, capaz de reter uma grande quantidade de liquido (Whistler e Bemiller, 1999).

Os géis podem ser construidos por polimeros unidos por ligacdes de hidrogénio,
associacOes hidrofdbicas, ligacdes i0nicas ou covalentes ou o proprio emaranhado das cadeias.
Quando a fase liquida de um gel consiste em dgua ou solu¢cdo aquosa de componentes de baixa
massa molar, esse gel € chamado de hidrogel. Hidrogéis obtidos a partir de polissacarideos, em

alguns casos, podem conter 1% do polimero e reter até 99% de agua (Whistler e Bemiller, 1999).

Hidrogéis sdo materiais muito utilizados como scaffolds, pois devido a grande
quantidade de 4gua, eles apresentam ampla biocompatibilidade (Kopecek e Yang, 2007). Além
disso, sdo capazes de guiar o crescimento celular e suas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas podem ser trabalhadas para que possam desempenhar sua funcdo de maneira

satisfatéria (Xiao et al., 2011).

Hidrogéis obtidos de polimeros naturais sdo ainda mais interessantes, pois os polimeros
naturais sdo geralmente compostos por moléculas presentes na matriz extracelular e interagem
naturalmente com células, ou seja, sdo macromoléculas similares as que o ambiente biolégico

estd preparado para reconhecer e metabolizar (Velema e Kaplan, 2006).

Os polimeros naturais apresentam uma série de caracteristicas desejaveis para uso como
scaffolds, pois ndo sdo téxicos, sao biocompativeis com uma grande quantidade de células e
tecidos, podem ser preparados em diversas formas, e podem apresentar propriedades mecanicas

adequadas para diversas aplicacdes médicas (Abramson et al., 2004).

A concepcdo de um novo material comeca pela consideracio do comportamento
mecanico. E possivel controlar as propriedades mecéinicas através de modificagdes na
microestrutura cristalina do material. As propriedades biol6gicas também podem ser modificadas
para real¢ar a especificidade de tecidos, atividade celular e biocompatibilidade (Maskarinec e

Tirrell, 2005; Ma e Xiong, 2008; Yuan et al., 2009).
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As propriedades mecanicas mais utilizadas para analisar o comportamento de um
material sdo a resisténcia a tracdo, a compressdo e as propriedades reoldgicas. Para o caso de
hidrogéis, a resisténcia a tragdo € dificil de ser medida, uma vez que a fragilidade inerente dos
hidrogéis dificulta seu acoplamento as garras do equipamento para o teste. Por isso, os testes de

compressao e reoldgicos sdo os mais utilizados para caracterizar mecanicamente os hidrogéis.

3.2.1 Viscoelasticidade

Géis geralmente apresentam comportamento viscoeldstico, ou seja, ndo podem ser
diferenciados em soélidos ou liquidos com clareza. O nome viscoelasticidade € justamente
atribuido a sistemas que apresentam elasticidade (propriedade dos sélidos) e viscosidade

(propriedade dos liquidos) (Shaw, 1975; Rao, 1999).

A deformacdo e o escoamento sofridos por um material sob a acdo de uma forga externa
sdo estudados pela reologia. Um material se deforma quando ele estd no estado sélido e escoa

quando estd no estado liquido (Rao, 1999; Bird, Stewart e Lightfood, 2005).

Um soélido € um material com dimensdes definidas, um material que se auto sustenta.
Dentro de certos limites de deformacdo, o sélido retorna a sua forma original ap6s a remocao da
carga aplicada. Ja um liquido viscoso, assume a forma do recipiente € o escoamento € irreversivel

(Schramm, 2006).

As propriedades viscoeldsticas dos materiais podem ser determinadas por testes estaticos
ou dinamicos. No caso do teste dindmico, as propriedades viscoelasticas moédulo de
armazenamento ou de elasticidade (G’) e o modulo de perda ou de viscosidade (G”) podem ser

determinadas (Mendieta-Taboada, De Carvalho e Sobral, 2008).

No médulo de armazenamento G’ a energia de tensdo ¢ temporariamente armazenada
durante o teste e pode ser recuperada mais tarde. Ja para o modulo de perda G”, a energia usada
para iniciar o escoamento € dissipada, perdida de forma definitiva, transformada em calor de

cisalhamento (Schramm, 2006).



Os géis geralmente apresentam propriedades viscosas e eldsticas, mas o moédulo de
armazenamento (G’) apresenta valores superiores ao méddulo de perda (G”). Quanto maior for o
valor de G’, o gel apresentara caracteristicas mais proximas a um solido e as deformagdes serdo

eldsticas ou recuperdveis (Walter, 1998; Rao, 1999).

3.2.2 Criogelificacio

Hidrogéis podem ser obtidos através de reticulacio quimica ou fisica. Hidrogéis
quimicos sdo aqueles obtidos pela adi¢do de agentes reticulantes quimicos que permitem que as
cadeias do polimero se mantenham unidas, pois reagem com grupos especificos da cadeia
auxiliando a formagdo de ligacdes primdrias entre as cadeias poliméricas. Porém este método
apresenta a desvantagem de poder liberar agentes toxicos, tanto pela formagcdo de um
componente toxico na reacao, como pelo excesso do agente reticulante (Devine e Higginbotham,

2003; Ma e Xiong, 2008).

Hidrogéis fisicos sdo obtidos, por exemplo, pela técnica de criogelificacao (Figura 2),
onde os cristalitos formados sustentam as cadeias do polimero, que se ligam por forcas
eletrostéticas, pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas ou por enovelamento das mesmas.
Para aplica¢cdes biomédicas a reticulagdo fisica € interessante, pelo fato de ser atdxica, apresentar
propriedades mecanicas e¢ de intumescimento adequadas (Rosiak et al., 2002; Devine e

Higginbotham, 2003).

Segundo Ma e Xiong (2008) que avaliaram o congelamento de géis de polivinil dlcool,
quando reduz-se a temperatura para valores negativos, o movimento das cadeias se torna restrito,
aumentando o tempo de contato entre elas, facilitando o aparecimento de zonas de junc¢do devido,
provavelmente, ao enovelamento ou a ligacdes de pontes de hidrogénio entre as cadeias. Os
cristalitos formados nesse processo funcionam como agentes reticulantes, produzindo uma

estrutura tridimensional que se mantém estavel quando ocorre o descongelamento.

O processo de congelamento/descongelamento vem ganhando espaco como método
eficaz de preparacdo de hidrogéis fisicos. Quando se aplicam ciclos de
congelamento/descongelamento a interacdo entre as cadeias poliméricas aumenta porque cada
vez que se reduz a temperatura abaixo de 0 °C, surgem mais zonas de juncdo proximas aquelas ja
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existentes, tornando o material mecanicamente mais resistente (Kita et al.,, 1990; Stauffer e

Peppas, 1992; Devine e Higginbotham, 2003; Ma e Xiong, 2008).

Congelamento Descongelamento
// \ /—‘\ (/—\\

S

SN

Cristais de gelo

Cadeia polimérica

Polimero reticulado

Q- 2

Poro

=)
-

Figura 2 — Esquema do método de criogelificacdo. Adaptado de Plieva et al. (2004).

O congelamento de hidrogéis induz a formacao de cristais de gelo, que formam os poros.
Dependendo da taxa de congelamento, a formacgdo de poros se d4 de maneira diferente, podendo
apresentar estrutura uniforme e isotrépica, como também poros alinhados. Além da estrutura,
também se consegue poros de tamanhos diferentes, pois quando o congelamento ocorre
lentamente os cristais de gelo tem mais tempo para crescer do que quando o processo € rapido,

formando poros maiores (Hsieh et al., 2007; Yuan et al., 2009).

Yuan et al. (2009) estudou a criogelificagdo de trés polissacarideos e observou que para
altas taxas de congelamento a estrutura de poro formado era de poros alinhados, pois os cristais
de gelo cresciam em uma Unica dire¢do, a mesma do gradiente de temperatura. Esses materiais
apresentaram uma reducdo de cerca de trés vezes na forca de tens@o quando comparado com géis

congelados lentamente, que apresentavam porosidade uniforme e isotrépica. Na Figura 3 ¢é
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possivel analisar as diferentes estruturas formadas utilizando taxas de congelamento alta (valores

de taxa ndo especificados) e baixa (0,83 °C/min).

FC

Figura 3 — Microscopia Optica das solugdes dos polissacarideos quitosana (CHI), alginato (AL) e
carboximetilcelulose (CMC), preparadas usando taxas de congelamento rapida (FC) e lenta (SC).

Adaptada de Yuan et al. (2009).

Os autores Hsieh et al. (2007) e Yuan et al. (2009), avaliaram diferentes temperaturas (-
20, -40, -60 e -80 °C) de congelamento para solucdes de polissacarideos e perceberam que em
temperaturas maiores a resisténcia mecanica era maior € que ndo havia grande diferenca nas
dimensdes dos poros formados (Figura 4). Os materiais estudados por Yuan et al. (2009) foram

desidratados pelo método do ponto critico para a andlise da morfologia.



Figura 4 — Estrutura de poros formados para solucdes de alginato nas diferentes taxas (FC:

congelamento rapido; SC: congelamento lento) e temperaturas de congelamento. Adaptado de

Yuan et al. (2009).

3.2.2.1 Transic¢des térmicas

As propriedades fisicas dos materiais poliméricos dependem da mobilidade molecular,
sendo que a mobilidade das cadeias poliméricas variam de acordo com a temperatura. Entao,

materiais congelados a diferentes temperaturas podem apresentar caracteristicas distintas.

Existem trés transi¢des térmicas caracteristicas, que sao transi¢do vitrea (Tg), cristalizacao
e fusdo dos cristalitos. A cristalizacdo ocorre durante o resfriamento entre as temperaturas de
fusdo e Tg. A temperatura de cristalizacdo é a temperatura em que ocorre a formagdo de
cristalitos, que pode ser descrito como certa organizacdo espacial das cadeias moleculares

(Young e Lovell, 1991).

No resfriamento de um sistema diluido de polimero e 4gua, por exemplo, ocorre a
formagdo de cristais de gelo por nucleacdo e crescimento e o soluto fica concentrado na
microfase ndo congeldvel. O tamanho e a quantidade de cristais de gelo dependem da velocidade
em que o resfriamento ocorre (Tattini Junior, 2004; Plieva, Galaev e Mattiasson, 2007; Yuan et

al., 2009).
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Transicdo vitrea € a transi¢do do estado vitreo (sélido amorfo) para o estado borrachoso.
A Tg € uma temperatura menor do que a temperatura de cristalizacdo. Abaixo da Tg, o material
estd em um estado vitreo, a matriz do soluto assemelha-se a um vidro, que € caracterizado por um
s6lido rigido. Nos sistemas vitreos, a mobilidade das moléculas é praticamente nula. Em
temperaturas acima da Tg o material torna-se borrachoso, a mobilidade molecular aumenta e ha

uma considerdvel diminui¢do da viscosidade (Tattini Junior, 2004).

s

A temperatura de fusdo cristalina € obtida durante o aquecimento do sistema. E a
temperatura a qual ocorre a fusdo dos cristalitos, o desaparecimento das regides cristalinas do

material (Young e Lovell, 1991).

As temperaturas de transi¢des térmicas de um sistema polissacarideo e 4gua dependem da
quantidade de dgua e também da taxa de resfriamento/aquecimento. Em altas taxas de
resfriamento, por exemplo, a temperatura de cristalizacdo pode ser menor do que quando o
resfriamento € lento, pois parte da dgua permanece no estado sub-resfriado (Prawitwong,

Takigami e Phillips, 2007).

A 4gua atua como plastificante, ou seja, aumenta a processabilidade, flexibilidade e
extensibilidade do polimero. A nivel molecular ocorre a redu¢do da Tg do material.. Entdo, a
dgua € um forte agente plastificante, sendo a principal responsavel pela diminuicdo da Tg de
polissacarideos. Mesmo em pequenas quantidades, a 4gua pode provocar reducdes significativas
no valor da Tg (Hatakeyama e Hatakeyama, 1998; Prawitwong, Takigami e Phillips, 2007). A
adicado de um plastificante provoca mudancas nas propriedades fisico-quimicas do polimero,
ocorre um aumento do espago intermolecular ou volume livre, diminuindo a viscosidade local e,

consequentemente, aumentando a mobilidade (Bodmeier e Paeratakul, 1997).

3.3 Glucomanana

Os principais componentes da parede celular da madeira sdo celulose, hemicelulose e
lignina. As hemiceluloses tém muitas variedades e formas fisicas e quimicas de se ligarem com a
celulose e a lignina, sendo que apresentam papel importante na constru¢do das estruturas

tridimensionais das paredes das células. Glucomananas sdo as hemiceluloses mais abundantes em
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madeiras moles e representam cerca de 16 a 18% da parede das células lenhosas (Maeda et al.,

2000).

A glucomanana, comumente extraida de tubérculos da planta Amorphophallus Konjac
C. Koch (Figura 5), origindria do sudeste da Asia, é um polissacarideo neutro da familia das

mananas, muito abundante na natureza.

Figura 5 — Imagens (a) Planta Amorphophallus Konjac C. Koch com 17 semanas, barra

representa 30 cm e (b) tubérculo da planta de mesma idade, barra representa 10 cm. Fonte: (Gille

etal.,2011).

A estrutura da glucomanana (Figura 6) independentemente da sua origem € composta
por mondmeros D-manose e D-glicose unidos por ligagdo P(1—4), porém a relagdo de
quantidade destes mondmeros, a massa molecular e o grau de acetilacio podem variar de acordo
com a origem do tubérculo, processo de extracao, etc. Para a glucomanana de Konjac (KGM) a
relacdo de manose/glicose é aproximadamente 1,6:1. A quantidade de grupos acetila ligados a
cadeia da glucomanana também difere quanto a sua origem, podendo variar de 5 a 10%. E

amplamente aceito que o grau de acetilacio € responsdvel pela solubilidade da glucomanana em
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dgua (Kato e Matsuda, 1969 apud Nishinari, 2000; Dave et al., 1998; Nishinari, 2000; Zhang, Xie
e Gan, 2005; Alonso-Sande et al., 2009; Chen, Li e Li, 2011).

A extracdo da KGM consiste na lavagem dos tubérculos, seguido de fragmentagdo dos
mesmos em fatias, que sdo secas e posteriormente moidas. Existem védrios métodos de purificacao
da KGM, Sendo que o etanol é o processo mais comum devido a praticidade e alta eficiéncia
(Takigami, 2009). A glucomanana em p6 € lavada com solu¢do aquosa de etanol para remover
impurezas. O etanol precipita a glucomanana, entdo o precipitado é separado e seco (Dave et al.,

1998; Takigami, 2009).

Figura 6 — Estrutura da KGM. Adaptado de Alonso-Sande et al. (2009).

Existe conflito na literatura quanto a existéncia de ramificacdes na estrutura molecular
da KGM. Li e Xie (2006) demonstraram que a molécula é linear, porém Maeda, Shimahara e
Sugiyama (1980) relataram a existéncia de ramificagdes sendo que Ogawa, Yui e Mizuno (1991)
apresentaram uma estrutura de dupla hélice. Essas diferencas sdo provavelmente devido a forma

de processamento, ou ainda lugar de cultivo da glucomanana.

A KGM em p6 tem sido utilizada como alimento e como aditivos alimentares por mais
de mil anos na China e no Japao (Zhang, Xie e Gan, 2005). Ela € utilizada para a producdo do
konnyaku, um gel muito popular que apresenta textura Unica, elevada resisténcia mecanica e

elasticidade. A KGM ¢ considerada um alimento nao caldrico, uma fibra dietética ndo digerivel
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que pode reduzir o risco de desenvolvimento de diabetes e doencas corondrias e também auxiliar
na perda de peso (Nishinari, 2000; Koroskenyi e Mccarthy, 2001; Yang, Xiong e Zhang, 2002;
Fan et al., 2008).

A KGM vem sendo estudada nos campos de alimentos, engenharia quimica e
farmaceéutico, sendo muito utilizada no processamento de alimentos, cosméticos, superficies de
recobrimento, entre outras (Zhang, Xie e Gan, 2005). Mais recentemente a KGM tem sido
estudada para a producdo de biomateriais, por apresentar boa biocompatibilidade e
biodegradabilidade, sendo aplicada, por exemplo, na liberacdo controlada de drogas e na terapia
celular (Wang e He, 2002; Ye et al., 2006; Xu et al., 2007; Chen et al., 2008; Lu, Wang e Xiao,
2008).

3.4 Mecanismo de gelificacio da KGM

O método mais comum utilizado na obtencdo de géis de KGM € por aquecimento da
solugdo de KGM contendo componentes alcalinos ou grandes quantidades de sais neutros (Xu et
al., 2007; Alvarez-Mancenido et al., 2008; Alonso-Sande et al., 2009). Além disso, outras formas
de gelificacdo da KGM ja foram estudadas, pelo uso de crosslinkers, como o bérax (borato de
s6dio) e o STMP (trissodio trimetafosfato), além da gelificacdo por adi¢do de etanol (Gao, Guo e

Nishinari, 2008; Wen et al., 2008; Liu, Chen e Chen, 2010).

Apesar do uso de um agente alcalino, o gel obtido por esse mecanismo é considerado um

gel fisico, pois ndo se faz uso de reticuladores covalentes.

E bem conhecido que a KGM forma um gel termicamente irreversivel, na presenca de
um coagulante alcalino, como Na,COs;, NaOH, Ca(OH),, KOH, entre outros (Yin et al., 2008;
Herranz et al., 2012). A KGM perde seus grupos acetila apds tratamento alcalino, e entdo ocorre
a unido entre as moléculas de KGM através de ligacdes de hidrogénio, pela qual as cadeias de
KGM formam zonas de jun¢do, levando a formacgao de gel (Maekaji, 1974). O efeito da adi¢ao de
alcali serve para facilitar a desacetilacdo das cadeias KGM, uma vez que as carbonilas (C=0)
presentes nos grupamentos acetila reagem com o dlcali adicionado. Esta reacdo induz mudancas
na estrutura molecular da KGM que facilitam a formacdo de pontes de hidrogénio, assim como
interacdes hidrofébicas entre as cadeias que compdem a estrutura em rede do gel (Xu et al., 2007,
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Alvarez-Mancenido et al., 2008; Alonso-Sande et al., 2009). A Figura 7 ilustra o mecanismo de

formacao do gel de KGM.
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Figura 7 — Esquema do mecanismo de gelificacdo da glucomanana (Alonso-Sande et al., 2009).

Porém, um recente estudo demonstrou que sdo trés os possiveis efeitos da adicdo do
alcali (Figura 8), além da desacetilacdo os autores acreditam que ocorrem também interacOes

eletrostéticas e enfraquecimento nas pontes de hidrogénio da hidratag¢do (Luo, He e Lin, 2013).

O efeito indutivo do alcali se d4 devido a alta densidade de cargas negativas na molécula
de KGM. O élcali € visto como um tipo de reagente nucleofilico. Ele induz a aproximacdo dos
elétrons para o dtomo de oxigénio do grupo hidroxila da cadeia, gerando um oxianion. Entdo a
forca de repulsdo eletrostatica entre a cadeia ionizada da molécula e o fon hidréxido impede a

expansdo da molécula na solugdo. A terceira hipétese € explicada pelo fato do dlcali enfraquecer
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as pontes de hidrogénio da hidratacdo entre a molécula do polimero e a molécula da 4gua, agindo
como um eletrdlito, resultando em expansao-supressao da molécula na solucido (Luo, He e Lin,

2013).

Hidratagao o H

N

{
< .,.°0‘H Danos nas pontes de hidrogénio
L)

L

pontes de hidrogénio

Repulsao eletrostatica

Molécula em agua
on OH

OH

OH

Os efeitos do alcali < o

OH

OH OH

. o ~ . i - ~

Molécula em hidréxido = fa . T
de sbdio pad 7w,

4 -
Auto agregagao

Figura 8 — Efeitos da adicdo de alcali na estrutura da KGM. Adaptado de Luo et al. (2013).

Parametros como temperatura, massa molecular e concentracio de reagentes,
influenciam a gelificagdo. De modo geral, o incremento desses parametros favorece o processo
(Xu et al., 2007; Alonso-Sande et al., 2009). Com o aumento da concentragdo do polimero, o
espaco livre entre as moléculas diminui e elas comecam a se sobrepor, entdo as interagdes
intermoleculares sdo reforcadas, surgindo ligagdes de hidrogénio e entrelacamento entre as
moléculas. Quanto a temperatura, esta pode favorecer a reacdao de desacetilacdo, além de
proporcionar a movimenta¢do das moléculas. Por mais que possa enfraquecer algumas ligacdes
de hidrogénio, com o aumento da movimenta¢do aumenta o entrelacamento entre as cadeias, que

€ considerado uma intera¢do mais forte (Luo, He e Lin, 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao da KGM quanto a massa molecular

A caracterizacdo da glucomanana quanto a sua massa molecular é importante visto que esta
caracteristica influencia diretamente sua propriedade gelificante e a for¢a do gel formado por este

polissacarideo.

A determinacdo da massa molecular da glucomanana foi realizado em duplicata, utilizando
a técnica de cromatografia de permeacao em gel (GPC). Esta anélise foi realizada no Laboratdrio

GPC/HPLC (FEQ/UNICAMP).

As amostras em solugdo foram preparadas dispersando 0,2 mg de glucomanana em p6 para
cada ml dedgua destilada, seguido por filtracio em membranas de 0,45 pm (Phenex RC) e

posteriormente injetada no cromatdgrafo.

O sistema cromatografico utilizado é composto pelos seguintes aparatos: bomba peristéltica
(Waters, modelo 515), degaseificador (Viscotek, modelo VE7510), injetor (Rheodyne, modelo
77151), sistema contendo um conjunto de trés detectores (refratdmetro, viscosimetro e
espalhamento de luz), forno para colunas (Viscotek, modelo TDA302) e software Viscotek

OmniSEC versao 4.6.2.

No sistema cromatografico foram utilizadas duas colunas 7,8 x 300 mm em série

(Ultrahydrogel Waters), uma com particulas de 6 pum e outra de 10 pm.

As condicdes experimentais empregadas foram: temperatura das colunas e dos detectores
de 40 °C, solucdo de NaCl 0,1 mol/L como fase mével (0,8 mL/min) e volume de amostra

injetada nas colunas de 199 pL.

A determinacdo da massa molar da amostra de glucomanana de Konjac foi realizada por
meio da calibragdo universal. Esta calibracdo consiste do seguinte procedimento: inicialmente foi
injetado um padrdo de 6xido de polietileno para a calibracio dos detectores e em seguida injetou-
se a amostra para obter os valores de massa molar. Todos os cédlculos (calibragdo e determinagao

de massa molar) foram realizados pelo software Viscotek OmniSEC versao 4.6.2.
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4.2 Preparo dos hidrogéis de KGM

4.2.1 Composi¢ao das amostras

Devido ao fato deste estudo ser de cardter exploratdrio, tentou-se abranger uma ampla
gama de condi¢des para o preparo do hidrogel, a fim de obter um material com consisténcia e

propriedades mecanicas interessantes para ser utilizado como scaffold para a engenharia tecidual.

Fez-se um planejamento experimental considerando as 3 varidveis: concentracdo de
glucomanana, concentracdo de hidréxido de célcio e temperatura, variando em 2 niveis, com
ponto central (Tabela 1). Os valores de concentragdo utilizados foram determinados baseados no
fato de que a glucomanana é muito viscosa e entdo concentracdes acima da faixa estudada sio de
dificil solubilizagdo. A escolha das temperaturas utilizadas foi baseada na teoria, boa parte das
pesquisas utilizam valores altos de temperatura, mas alguns relatam o uso na faixa de 50 °C. Para
o hidréxido de cdlcio, as concentragdes foram estabelecidas com base em testes preliminares, de
maneira que visualmente ndo houvesse excesso de base no gel formado. As amostras foram

preparadas de acordo com a Tabela 2.

Tabela 1 — Tabela de niveis dos fatores estudados no processo de formagao do hidrogel de
glucomanana, considerando concentracdo de KGM, concentracio da solucao de hidréxido de

célcio e temperatura como fatores do estudo.

-1 0 1
KGM (%) 1,5 2,0 2,5
Ca(OH), (mol/L) 0 0,2 0,4
Temperatura (°C) 35 65 95

A solucido de KGM foi preparada adicionando lentamente a farinha de KGM (Konjac
glucomannan powders, Konjac foods, China) em &agua. Para homogeneizar utilizou-se um

misturador de pas por aproximadamente 30 segundos (Philips Walita, velocidade 3).

As amostras de aproximadamente 40 g de solugdo de KGM foram aquecidas a

temperatura pré-determinada por 1 h e entdo adicionou-se em cada amostra 2 mL da solugdo de
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hidréxido de célcio (Synth, pureza minima 95%) conforme concentragdao mostrada na Tabela 2. A
concentracdo de hidréxido de cdlcio expressa na tabela € referente a concentracdo da solucdo a
ser adicionada na solucdo de glucomanana, sendo a concentragdo final de hidréxido de célcio nos
géis de 0,07 e 0,14% para os géis que foram adicionados solu¢do de Ca(OH), de 0,2 e 0,4 mol/L,
respectivamente. Apds a adicdo do hidréxido, misturou-se rapidamente com uma espatula. O
produto foi mantido em condi¢des ambientes (25 °C) por aproximadamente 40 h e posteriormente

foi armazenado em geladeira (4 °C).

Tabela 2 — Composi¢ao dos hidrogéis de glucomanana preparados de acordo com o planejamento

experimental.
Concentragao Concentragdo da
Amostras da solugdo de  solug¢do de Ca(OH), = Temperatura (°C)
KGM (%) (mol/L)
1 1,5 0 35
2 2,5 0 35
3 L5 0.4 35
4 2,5 0.4 35
5 L5 0 95
6 2,5 0 95
7 1,5 0,4 95
8 2,5 0.4 95
9 2,0 0,2 65
10 2,0 0,2 65
11 2,0 0,2 65
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4.2.2 Medidas das propriedades reoldgicas

As amostras foram avaliadas quanto ao comportamento viscoeldstico, sendo as varidveis
resposta 0 médulo eldstico e viscoso. As andlises reoldgicas foram realizadas aproximadamente
40 h apds o preparo das amostras. O equipamento utilizado foi um redmetro HAAKE RheoStress
6000 (Thermoscientific), com geometria de placas paralelas de titdnio de 35 mm de didmetro e 1
mm de gap. As andlises foram feitas no regime viscoeldstico linear a 25°C. A tensdo utilizada foi

1 Pa e a frequéncia variou de 0,1 a 100 Hz.

4.2.3 Comportamento e a estabilidade térmica dos hidrogéis

4.2.3.1 Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica € utilizada para observar o comportamento e a estabilidade
térmica dos hidrogéis, bem como os picos de degradacdo da glucomanana. As amostras foram
liofilizadas previamente a andlise. As andlises foram realizadas no equipamento TA instruments,
SDT 2960 Simultaneous DTA-TGA, do Laboratério de Caracterizacio de Materiais
(LACAM/FEQ/UNICAMP), com faixa de temperatura de 25 a 600 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio.

4.2.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Analisa-se pela técnica DSC, o fluxo de calor relativo as transi¢cdes quimicas que
ocorrem no material devido a temperatura. Essa andlise foi realizada no equipamento DSC 2920,
da marca TA instruments, do Laboratério de Caracterizacgdo de Materiais
(LACAM/FEQ/UNICAMP) com faixa de temperatura de 25 a -60 °C e posterior aquecimento de

-60 a 200 °C, a uma taxa de resfriamento/aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio.

4.2.3.3 Criomicroscopia optica

Para a determinagdo das transi¢Oes de fases do material pelo congelamento, utilizou-se o
sistema de liofilizacdo compacto com microscopio, modelo LYOSTAT 2, da marca Biopharma
Technology Ltda do Laboratério de Fisica Industrial (FCF/USP). A taxa de resfriamento utilizada
foi de 10 °C/min de 20 a -50 °C.
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4.3 Cinética de gelificacao

A cinética de gelifica¢do foi avaliada acompanhando-se a cristalinidade do sistema por
Difracao de Raios X (DRX). A técnica € utilizada para verificar a cristalinidade do material. Para
a realizacdo das andlises de raios X foi utilizado o equipamento X’PERT- MDP, Philips, do
Laboratério de Recursos Analiticos e Calibragdao (FEQ/UNICAMP), com radiacdo Cu-Ka, com
comprimento de onda de 1,54 A, voltagem de 40 kV e corrente de 40 pA. A taxa de varredura

utilizada foi de 0,033°/s, e 20 variando de 5 a 80°.

Para analisar o efeito do congelamento na cristalinidade dos hidrogéis, preparou-se uma
amostra e apds atingir a temperatura ambiente a mesma foi congelada por 8h em congelador

convencional (aproximadamente -6 °C). Apds descongelada a amostra foi analisada.

4.4 Criogelificacao

Para averiguar se o hidrogel de glucomanana apresentava propriedades diferentes apds
congelamento foi feito um teste preliminar. Apés 10 dias do preparo dos hidrogéis, uma amostra
foi congelada em freezer convencional (aproximadamente -6 °C) por dois dias e posteriormente
descongelada a temperatura ambiente na bancada. A amostra foi liofilizada e sua morfologia,
avaliada em comparacdo a uma amostra que ndo passou pela etapa de congelamento. A
resisténcia mecanica dos dois tipos de hidrogéis obtidos foi analisada por teste de compressao

confinada. Os detalhes desta anélise serdao apresentados no tépico caracteriza¢ao dos hidrogéis.

4.4.1 Efeito da taxa de congelamento

Para avaliar a influéncia da taxa de congelamento nos hidrogéis de KGM, estudou-se o
congelamento em duas taxas distintas. Taxa alta (30 °C/min) foi obtida pelo congelamento da
amostra com nitrogénio liquido em contato direto com a amostra, e taxa baixa (2,5 °C/min)
congeladas em ultrafreezer com taxa de resfriamento controlada. O congelamento lento e as
liofilizagdes das amostras foram realizadas no equipamento liofilizador da marca FTS Systems,
modelo TDS-00209-A do Laboratério de Fisica Industrial I (FCF/USP). Antes da liofilizacdo as

amostras foram fraturadas, para posterior andlise da morfologia.
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4.4.2 Efeito da temperatura de congelamento

As temperaturas de congelamento (-8, -18 e -28 °C) foram estabelecidas baseadas nas

andlises térmicas DSC e criomicrografia.

As amostras foram congeladas no liofilizador da marca FTS Systems, modelo TDS-
00209-A do Laboratério de Fisica Industrial I (FCF/USP), com taxa de resfriamento de 2,5
°C/min por 1, 2 e 3h. As amostras foram descongeladas em bancada e apds aproximadamente 24h
analisou-se o comportamento mecanico através de teste de compressdo confinada, além da

morfologia das amostras.

4.4.3 Caracterizacdo dos hidrogéis

4.4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para analisar a morfologia dos hidrogéis, estes foram primeiramente congelados com
nitrogénio liquido, com exce¢do dos hidrogéis descritos no topico ‘4.3.1 Efeito da taxa de

congelamento’, fraturados e liofilizados por 24h.

As amostras foram recobertas com ouro utilizando um Sputter Coater POLARON
(SC7620, VG Microtech, Inglaterra) e as micrografias foram registradas utilizando microscépio
eletronico de varredura (Leo 4401, LEO Electron Microscopy/Oxford, Inglaterra) do Laboratério

de Recursos Analiticos e Calibracao (FEQ/UNICAMP).

4.4.3.2 Teste de compressao confinada

Para analisar a resisténcia mecanica dos hidrogéis utilizou-se o teste de penetragdo ou
compressao confinada. Esse teste foi realizado no texturometro TA.XT2 (Stable Micro Systems)
no Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em  Biorecursos

(LEPPBio/FEQ/UNICAMP). A célula de carga utilizada é de 50 kg.

As amostras foram preparadas em formato cilindrico de aproximadamente 2 cm de
didmetro e 2 cm de altura. A sonda de meia polegada de didmetro penetra 50% da altura do (1

cm), na velocidade de 0,2 mm/s.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da KGM quanto a massa molecular

A massa molar da glucomanana de konjac estd relacionada com a sua fonte de origem e o
seu processo de beneficiamento. A determina¢do da massa molar de glucomanana de konjac foi

realizada por cromatografia de permeacao em gel.

A massa molecular média da KGM é de 1,48x10° Da e o indice de polidispersidade médio
€ igual a 1,01. Os resultados de massa molecular para a amostra (duplicata) estdo expostos no

apéndice B.

A glucomanana apresenta alto valor de massa molecular e o resultado era esperado, pois

em baixas concentragdes a KGM apresenta alta viscosidade.

Comparando com os valores obtidos por Chua et al. (2012) que avaliou diferentes tipos de
glucomanana de konjac, a matéria-prima utilizada neste estudo apresenta massa molar e
polidispersidade compardvel com a glucomanana de grau nutracéutico, produto nutricional com
valor terapéutico, utilizado por estes autores, produto este que apresentava pureza acima de 99%

de glucomanana.

O valor obtido para a polidispersidade indica que as moléculas de glucomanana
apresentam em geral o mesmo tamanho, indicando que o processo de beneficiamento da matéria-

prima deste estudo € adequado e ndo apresenta degradacao das moléculas (Chua et al., 2012).

5.2 Obtencao dos hidrogéis de KGM

Inicialmente fez-se uma andlise visual para cada tipo de gel preparado (Tabela 3),
considerando os fatores de temperatura, concentracio de KGM e concentragdo de hidréxido de

calcio. As amostras estdo numeradas de acordo com a Tabela 2.

As amostras preparadas a 35 °C, sem hidréxido de cdlcio nao gelificaram apds 40 h de
seu preparo, ficando com aspecto bem fluido. As demais amostras ainda eram fluidas, porém
aquelas com maior concentragdo do polimero ou processadas em maior temperatura

apresentaram-se mais consistentes.
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No momento do preparo das solugdes nota-se nitidamente que com o aumento da
concentracdo do polimero a solugdo fica mais viscosa. Ja para o caso de temperaturas elevadas
(95 °C), as amostras que continham mais polimero ficaram ainda mais viscosas, o que dificultou

um pouco mais a mistura do hidréxido de célcio.

Tabela 3 — Aspecto visual das amostras de hidrogel de KGM logo apds o preparo.

Amostras Aspecto visual
1 Fluida
2 Fluida
3 Pouco viscosa
4 Muito viscosa
5 Pouco viscosa
6 Muito Viscosa
7 Viscosa
8 Muito viscosa
9,10e 11 Viscosas

N

No preparo das amostras, a homogeneizacao € dificil devido a alta viscosidade da
solucdo. O material confina bolhas de ar, sendo necessario um processo de centrifugacdo para

elimina-las, porém os estudos foram realizados sem esta etapa.

5.2.2 Teste de reologia

A gelificacdo dos hidrogéis de KGM ¢é muito lenta (ndo acontece de maneira
instantinea), pois alteragdes foram observadas na estrutura das amostras analisadas no decorrer
de uma semana, sendo as andlises reoldgicas realizadas antes do processo de formacdo do

hidrogel se encerrar.

As amostras que representam o ponto central (2% KGM, 0,2 mol/L Ca(OH),, 65 °C) e
apos sete dias do seu preparo, apresentaram melhores caracteristicas fisicas, ou seja, tornaram-se

um gel mais sélido.
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Os valores avaliados para as duas amostras (1 e 2) que ainda eram fluidas apresentaram
grande oscilacdo, possivelmente porque as amostras ndo estavam no equilibrio. Os valores dos
moédulos sdo totalmente dependentes da frequéncia, indicando que a interacdo intermolecular

dessas amostras eram fracas.

O comportamento eldstico e viscoso dos hidrogéis de KGM em fun¢do da frequéncia

estdo apresentados nas Figuras 9 e 10, respectivamente.
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Figura 9 — Variagdo do médulo elastico dos hidrogéis de KGM em funcdo da frequéncia.
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Figura 10 — Variagao do médulo viscoso dos hidrogéis de KGM em funcdo da frequéncia.

Géis de uma maneira geral apresentam tanto propriedades viscosas como eldsticas, porém

o modulo de armazenamento ou elastico (G’) apresenta valores superiores aos do modulo de

perda ou viscoso (G”). Sendo que quanto maior o médulo eldstico mais préximo de um sélido é o

material (Walter, 1998). Logo, pode-se afirmar que as amostras analisadas apresentaram

comportamento de gel, pois G* > G”.0Os valores dos modulos elastico (G”) e viscoso (G’) para a

frequéncia de 1 Hz e 10 Hz estdo apresentados na Tabela 4.

. o . P L ®
Os efeitos das varidveis estudadas foram avaliados com o auxilio do software Minitab

15, sendo que os niveis dos fatores foram normalizados em -1 e +1. Para 0 mddulo eléstico a 1Hz

e 10Hz, os efeitos estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6 e no apéndice A. As amostras foram

consideradas estatisticamente significativas ao nivel de significancia de 95%.
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Tabela 4 — Valores dos modulos G’ € G”* dos hidrogéis de glucomanana do planejamento

experimental.
[KGM] [Ca(OH),] G’ G”

Ensaios T (°C)
(%) (mol/L) 1Hz 10Hz 1Hz 10Hz
1 1,5 0 35 0,214 40,31 0,339 39,32
2 2,5 0 35 0,116 87,64 0,083 208,9
3 1,5 0,4 35 62,72  273,5 72,33 199,7
4 2,5 0,4 35 832,77 1799 4727 647,1
5 1,5 0 95 363,1 7214 229,1 2424
6 2,5 0 95 1656 2664 696 5882
7 1,5 0,4 95 3907 4737 395,2 501,3
8 2,5 0.4 95 2940 4606 6024 8498
9 2,0 0,2 65 1592 2076 281,2 3279
10 2,0 0,2 65 1936 2402 303,6 3284
11 2,0 0,2 65 1458 1916  287,8 329,7

Tabela 5 — Tabela de efeitos para 0 mddulo eléstico a 1 Hz.

Fatores Efeitos p-valor
[KGM] 273.9 0,257
[Ca(OH),] 1430,7 0,015"

T 1992,6 0,008
[KGM]x[Ca(OH),] -372,5 0,166
[KGM]XT -111,0 0,590
[Ca(OH),]xT 983,2 0,030"
[KGM]x[Ca(OH),]XT -757,5 0,049

‘Efeitos estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga.
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Tabela 6 — Tabela de efeitos para o0 médulo eléstico a 10 Hz.

Fatores Efeitos p-valor
[KGM] 846,1 0,040"
[Ca(OH),] 1975,5 0,008

T 2632,0 0,004"
[KGM|x[Ca(OH),] -148.,9 0,485
[KGM|XT 59,7 0,766
[Ca(OH),]xT 1003,3 0,029
[KGM]x[Ca(OH),]xT -887,9 0,037

“Efeitos estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

No médulo eléstico a for¢a de interacdo entre as moléculas fica mais evidente com o
tratamento térmico seguido da presenga do agente alcalino, nas faixas de valores estudados. A
temperatura apresenta 0 maior valor de efeito, mostrando que a movimentacdo das cadeias
promovidas pela temperatura aumenta o enovelamento entre as cadeias de maneira a fortalecer a
estrutura em rede do gel. Mas a concentragdo do polimero também é um fator positivo na
resisténcia a deformagdo. A temperatura apresenta grande importincia ao analisar o moédulo
elastico principalmente para as amostras com menor quantidade de glucomanana, pois hd um
grande incremento no valor do médulo eldstico com o aumento da temperatura. Como a
concentracdo do polimero também € um fator positivo, quando utilizado em menor quantidade o
fator temperatura se destaca, pois quando combinado esses dois fatores o incremento no méodulo

nao é proporcional ao incremento dessas varidveis isoladas.

Gao e Nishinari (2004) também obtiveram acréscimo no moédulo eldstico com o
acréscimo de temperatura. Porém, os autores relatam que acima de 50°C o moédulo elastico tende
a decrescer devido ao fendmeno de sinérese ocorrer durante o processo de gelificagdo ocasionado
pela forte interagcdo molecular provocada pela alta temperatura. A sinérese € o processo de
separacao/expulsdo da dgua do gel, a forte interacdo entre as cadeias do polimero for¢a a saida da

agua do sistema (Denardin, 2008).

A ordem dos fatores principais ndo mudam de uma frequéncia para outra, apenas o grau

de significancia. Para 1 Hz a temperatura e concentragdo do agente alcalino s@o estatisticamente
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significanificativos ao nivel de 95% de significancia. Para 10Hz a concetracdo de polimero se
torna significativa também. A combinacdo dos fatores temperatura e concentracdo da base
apresentam efeitos positivos e significativos indicando que maiores médulos eldsticos sdo obtidos
desta combinacgdo. J4 a combinagdo dos trés fatores apresenta valor de efeitos negativo, o que
significa que a interagdo entre os trés fatores simultaneamente ndo apresenta um acréscimo
proporcional ao acréscimo de cada varidvel separadamente, nem dos efeitos cruzados das

variaveis duas a duas.

O fato da concentracdo de polimero ndo influenciar significativamente no médulo
eléstico, pode ser explicado pelo fato de que a taxa de desacetilagdo decresce com o aumento da
concentracdo de KGM durante a gelificacdo. Gao e Nishinari (2004) mostraram que o tempo
critico de gelificagdo da KGM aumenta bruscamente com o aumento da concentracdo de 0,87

para 1,8% em massa e que concentracdes acima de 1,8% decrescem levemente.

O modulo viscoso apresentou maior dependéncia em relacdo a frequéncia, pois
colocando os fatores em uma ordem de significancia, os fatores variam de posi¢ao nas diferentes
frequéncias analisadas. Para 1 Hz a temperatura € mais significativa que a concentracao do
polimero, seguido da concentracdo do agente alcalino, na faixa de valores estudados. Em 10 Hz a
concentracdo do polimero € o fator mais significativo, seguido da concentracdo da base e entdo
temperatura. Porém todos os fatores independentes ou cruzados sdo significativos para o modulo
viscoso. Sendo valores negativos apenas os fatores que relacionam concentragdo da base com

temperatura.

Para o médulo viscoso, os valores dos efeitos estdo expostos nas tabelas 7 e 8 e no

apéndice A.

No moédulo viscoso a 10 Hz as amostras que apresentaram maior modulo foram as com
maior concentracdo de polimero, o que € condizente, pois quanto maior a concentracdo de
polimero maior € o contato entre uma cadeia e outra, comparando-se com substancias de elevada
massa molecular. Sendo que a presenca de hidroxido e a temperatura sdo fatores que favorecem a
interacdo intermolecular, consequentemente aumenta a resisténcia ao escoamento € a

deformacao.
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Tabela 7 — Tabela de efeitos para o modulo viscoso (G’’) a 1 Hz.

Fatores Efeitos p-valor
[KGM] 268,55 0,001
[Ca(OH),] 154,28 0,003"

T 34431 0,001"
[KGM]x[Ca(OH),] 35,23 0,049°
[KGM]XT 68,50 0,014"
[Ca(OH),]xT -118,03 0,005"
[KGM]x[Ca(OH),]xT -165,08 0,002"

“Efeitos estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 8 — Tabela de efeitos para 0 médulo viscoso a 10 Hz.

Fatores Efeitos p-valor
[KGM] 327,82 0,000
[Ca(OH),] 279,77 0,000"

T 271,67 0,000"
[KGM]x[Ca(OH),] 70,13 0,000
[KGM]XT 19,33 0,001"
[Ca(OH),|XT -19,52 0,001"
[KGM]x[Ca(OH),]xT -68,78 0,000"

“Efeitos estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

Quanto maior o nimero de cadeias poliméricas na solucdo, mais proximas uma molécula
se encontra da outra, facilitanado assim as interagdes intermoleculares momentaneas, o que
consequentemente resulta em maiores modulos eldsticos (G’) e viscosos (G”) precisando de

maios energia para a deformagdo do material (Xu et al., 2007).

A concentragdo de hidréxido de célcio é considerada um fator relevante na andlise de
ambos os médulos avaliados, pois as amostras com maior quantidade de hidréxido apresentaram
modulos maiores. A diferenga entre o valor dos mdédulos € menos significante para o mdédulo
viscoso chegando até se igualarem no caso das amostras 6 e 8, que com o aumento da frequéncia

invertem a posicao.
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Gao e Nishinari (2004) testaram a gelificacdo de KGM com diferentes graus de
acetilacdo (grupos acetila presentes na cadeia da glucomanana) e observaram que a gelificacdo de
amostras com maior concentracdo do meio alcalino ocorria mais rapidamente. Quando a relacao
concentracdo do meio alcalino/grau de acetilacdo era maior que 0,1, os autores verificaram que,
apesar de gelificar muito ripido, os valores do médulo eldstico eram baixos. Indicando que para

conseguir um gel eléstico € necessario uma gelificacdo mais lenta.

Como o meio alcalino € responsdvel por reagir com os grupos acetila, induzindo
mudancas na estrutura da KGM, facilitando a formagao do gel, entdo uma maior concentracio de
hidréxido significa um maior grau de reticulagdo e consequentemente, maior médulo eldstico (Xu

et al., 2007; Alvarez-Mancenido et al., 2008; Alonso-Sande et al., 2009).

Outra avaliacdo que se faz, é quanto a estabilidade dos géis formados, dado pela
independéncia do moédulo em relacao a frequéncia, géis que apresentam G’>G’’ com valores
basicamente paralelos ao eixo da frequéncia sdo considerados géis fortes, ou seja, com interacoes
intermoleculares fortes (Guedes, 2012). Nesse caso, pode-se dizer que, em relacdo ao
comportamento viscoso, excluindo o gel com menor concentracdo de polimero ou sem hidréxido
de cdlcio e 35 °C de temperatura de processamento, todos os géis sdo basicamente independentes
da frequéncia. Ja4 para o moddulo eldstico, a maioria das composi¢cdes apresentam um leve
crescimento do médulo com o aumento da frequéncia. Nota-se que os dois maiores mddulos
elasticos s6 diferem na concentragdao do polimero e que o hidrogel com menor concentracdo de
polimero apresentou—se um pouco mais estdvel, o que pode ser explicado pela necessidade de
maior tempo de gelificacdo de amostras mais concentradas, também sugerido por (Maekaji, 1978

apud Gao e Nishinari, 2004).

O planejamento experimental aponta que as varidveis apresentam efeito positivo, mas
nem sempre a combinacdo das mesmas resultam no mesmo efeito que elas desempenham
isoladamente. Esse comportamento pode justificar o bom desempenho das amostras do ponto
central, que apesar de ndo apresentarem os maiores valores do mddulo elédstico nem do viscoso,

mantiveram-se estaveis em relagcdo a variagcao da frequéncia, mostrando-se um gel forte.
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Com a evolugdo da gelificacdo (dias), a estrutura do gel do ponto central foi a que atraiu
a maior aten¢do devido a consisténcia do gel resultante (Figura 11), resistente a0 manuseio. Foi o
unico hidrogel que se mostrou mais s6lido, monolitico, podendo ser moldado de acordo com a
necessidade, o que € muito interessante para a formacao de scaffolds. Os demais géis que também
apresentaram altos valores de mddulos eldstico e viscoso, ndo resultaram em uma estrutura firme,
que pudesse ser aplicada como scaffolds, indicando que a andlise reoldgica dessas amostras, nao

representam bem a propriedade destes materiais de formar monolitos.

Portanto, considera-se que o ponto central é a condi¢do 6tima do hidrogel, entdo a

sequéncia desse estudo foi baseada apenas na composicao desse gel.

Figura 11 — Fotos do hidrogel de glucomanana com 10 dias, obtido no ponto central

(Concentragdo de KGM = 2 %; Concentragdo da solu¢do Ca(OH), = 0,2 mol/L; Temperatura =
65 °C).

5.2.3 Termogravimetria (TGA)

As propriedades térmicas do hidrogel de glucomanana foram avaliadas por TGA e o

termograma obtido estd exposto na Figura 12.
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Figura 12 — Analise termogravimétrica (TGA) e curva da massa residual diferencial (DTGA) do

hidrogel de KGM liofilizado.

A curva termogravimétrica obtida apresenta uma queda de aproximadamente 5% da
massa inicial no inicio do aquecimento, com taxa de perda de massa mais alta em torno de 80 °C,
possivelmente relacionado com a remog¢do de umidade. Porém, a degradacdo do material comeca
a partir de 210 °C, com taxa de perda de massa maxima em aproximadamente 320 °C. Nesta
etapa de perda de massa acentuada, cerca de 60%, ocorre a degradacdo dos anéis sacarideo e
desintegracdo da cadeia da molécula (Yu et al., 2007). Apds 345 °C observa-se uma perda de

massa lenta, sendo que ao final da analise a massa residual foi de aproximadamente 15%.

Os resultados obtidos para os hidrogéis de glucomanana sdo préximos dos resultados
obtidos para a KGM pura estudada por Yu et al. (2007), sendo que a glucomanana pura mostrou-

se um pouco mais estavel, iniciando a degradacio apenas em 250 °C.

5.2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para determinar as transi¢cOes térmicas tais como transi¢do vitrea, temperatura de

cristalizacao e fus@o do hidrogel de glucomanana, fez-se uma andlise de DSC (Figura 13).
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Figura 13 — Termograma obtido por DSC para o hidrogel de glucomanana no modo (a)

resfriamento e b) aquecimento.

Durante o resfriamento pode-se observar um pico exotérmico referente a temperatura de
cristalizacdo do hidrogel, dado em aproximadamente -17 °C. Nao foi possivel detectar a transi¢ao
vitrea do material. No aquecimento, o pico endotérmico em torno de 0 °C é referente a fusdao dos

cristais de gelo.

O pico referente a cristalizacdo esta relacionado provavelmente com o congelamento da
dgua. O formato do pico chama atenc¢ao, pois nota-se um aquecimento de aproximadamente 7 °C
durante o congelamento, o que estd relacionado a grande quantidade de calor liberado na
mudanca de fase. Esse resultado indica que a liga¢do da glucomanana com a 4gua € forte, sendo
necessdria muita energia para a mudanca de fase ocorrer, ou seja, para a dgua tornar-se gelo

excluindo as cadeias do polimero, deixando de as solvatar.

A entalpia referente ao pico exotérmico obtido por DSC foi calculada com auxilio do

software Universal V4.7A TA instruments, porém como hd variacdo de temperatura calculou-se a
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entalpia considerando toda a drea relacionada com essa diferenca de temperatura, o valor
calculado aproximado foi obtido utilizando-se recursos gréificos, sendo que a entalpia total
apresentou valor superior a entalpia da dgua pura. Este resultado era esperado, pois trata-se de
dgua ndo pura, e provavelmente ligada a glucomanana, pois a mesma possui grupos fortemente
hidratdveis, fazendo-se assim, necessdria mais energia para que ocorra a mudanca de fase. A

Figura 14 apresenta as dreas utilizadas para o cdlculo da entalpia.

Fluxo de Calor (W/g)

-30 -10

Temperatura (*C)

Figura 14 — Areas utilizadas para o cilculo da entalpia utilizando o termograma obtido por DSC.

Prawitwong, Takigami e Phillips (2007) estudaram as transi¢des térmicas da dgua na
glucomanana, e encontraram que somente € possivel determinar a Tg da glucomanana em
amostras que contenham menos que 0,37 g de dgua por grama de KGM. O valor obtido por esses

autores para a transi¢ao vitrea da glucomanana foi de -40 °C.

A Tg de polimeros hidrofilicos diminui significativamente com a quantidade de dgua

(Hatakeyama e Hatakeyama, 1998).
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5.2.5 Criomicrografia dptica

Como ndo foi possivel identificar temperatura de transicao vitrea na andlise de DSC,
optou-se por utilizar criomicrografia optica a fim de obter as transi¢des térmicas do hidrogel de

KGM. As micrografias estdo expostas na Figura 15.

Figura 15 — Micrografias 6pticas do hidrogel de glucomanana durante o congelamento nas

temperaturas (a) -15,9 °C e (b) -17,3 °C.

Durante a criomicrografia dptica pode-se observar o momento de congelamento da
amostra, que coincide com a transi¢do observada no DSC por volta de -17 °C, comprovando que
a temperatura de cristalizacdo do material se da por volta dessa temperatura. Na Figura 12 (b), as
regides escuras referem-se ao vapor d’agua entre a 1amina e o material que agora descolou-se da
mesma. Pode-se observar uma estrutura com a presenca de uma espécie de granulos, diferente da
estrutura apresentada antes da transicao. Porém, durante a liofilizacdo, que é quando se consegue

observar a transicao vitrea, novamente nao foi possivel verificar essa informacao.

5.3 Cinética de gelificacao

Nos experimentos para identificacdo da melhor composi¢ao notou-se que o processo de
gelificacdo dos hidrogéis de KGM ¢ lento. Apesar do processo se iniciar logo ap6ds a adi¢do do
componente alcalino, as propriedades do gel modificam-se com o passar do tempo. Para

estabelecer quanto tempo os hidrogéis necessitam para estabilizar fez-se um estudo cinético.
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Em um primeiro momento tentou-se estudar a cinética através da medida de atividade de

dgua, porém ndo houve alteracdo da medida com o passar dos dias sendo sempre 100%.

Outra tentativa foi obter informagdo cinética através de propriedade mecanica, por
compressao confinada, esperava-se que com o passar dos dias a resisténcia mecanica do hidrogel
a penetracdo da sonda fosse aumentando até estabilizar quando a cinética acabasse. Porém,
devido a necessidade de usar amostras diferentes, pois o gel no inicio € muito mole e este € um
teste destrutivo, o comportamento ndo seguiu uma tendéncia, variando aleatoriamente com o

passar dos dias.

Entao optou-se por analisar a cristalinidade do material com o passar dos dias utilizando
a técnica de difracdo de raios X. Os difratogramas para o mesmo hidrogel ao longo do tempo

estdao apresentados na Figura 16.

Durante a andlise de DRX ha um leve aquecimento da amostra devido a irradiagdo, o

que causou uma pequena perda de 4gua em cada vez que o material foi submetido a anélise.

Os difratogramas em geral, sdo graficos que indicam a posi¢do angular e a intensidade
dos feixes difratados pelo material, em relacdo as suas regides cristalinas. Como o hidrogel € um

material amorfo, tem-se basicamente um espalhamento de raios-X.
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Figura 16 — Difratogramas de raios X para o hidrogel de KGM.

Os hidrogéis de glucomanana sdo materiais amorfos, com halo de cristalinidade em
torno de 18 graus. Alguns autores relatam a existéncia de halos menos intensos na regido de 11 e
36 graus aproximadamente. Devido ao ruido e sobreposi¢ao apresentado nos dados na regidao de
11 graus ndo € possivel definir a existéncia de um halo nesta regido, mas nota-se um pequeno
deslocamento da curva, que pode estar relacionado com a existéncia desse pequeno halo relatado
por Ogawa, Yui e Mizuno (1991). Na Figura 16 podemos observar halos menores em 27 e 40
graus, aproximadamente, porém estes variam de intensidade com o passar dos dias, sendo que no

quinto dia o halo em 27 graus ndo é mais identificado e em 40 graus é muito sutil.

Baseado na Lei de Bragg (Equacdo 1), pode-se afirmar que a regido de menores distancias
interplanares fica menos intensa com o passar dos dias, mesmo com a desidratacdo da amostra.
Os difratogarmas sugerem que a gelificacdo da glucomanana aumenta as distancia interplanares

da estrutura final da rede polimérica.
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A=2.d.sen @ (1)

onde: A é o comprimento de onda do feixe de raios X, 1,54 A
d é a distancia interplanar (A)

A continuagdo da andlise ndo foi possivel devido a excessiva perda de dgua do material,
além do aparecimento de fungos. Mas pode-se concluir que houve mudanca na estrutura do gel
ao longo do tempo, chegando-se proximo ao equilibrio apds cinco dias. Sabe-se com certeza que,
no minimo durante os cinco dias que sucedem a preparacao do material ndo se obtém um material

estavel.

Para a amostra que foi congelada (Figura 17) pode-se observar que o hidrogel também
se apresenta na forma amorfa, porém o difratograma € coerente com o difratograma da anélise do
quarto dia de gelificacao do hidrogel ndo criogelificado, sugerindo que o congelamento acelera o
processo de gelificacdo, podendo ser utilizado para estabilizar mais rapidamente o material.
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Figura 17 — Difratograma de raios X para o hidrogel de KGM ap6s congelamento.
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5.4 Criogelificacao

Ap6s 10 dias o hidrogel obtido utilizando as condi¢des do ponto central foi congelado a
aproximadamente -6 °C por 2 dias para uma andlise prévia da influéncia do congelamento na

morfologia do hidrogel. As micrografias desta andlise estdo expostas na Figura 18.

Figura 18 — Micrografias obtidas por MEV para fratura do (a) hidrogel criogelificado e (b)

hidrogel mantido em geladeira.

O principal objetivo da criogelificacido é o aumento no tamanho de poros e o reforco nas
propriedades mecanicas do hidrogel, isso se deve a formacgado dos cristais de gelo, que aprisionam
as cadeias do polimero, fazendo com que surjam regides mais densas do mesmo. O mecanismo se
deve pela exclusdo das cadeias do polimero pela dgua que, agora deixa de solvatar e forma um
cristal de gelo. Na Figura 18 (a), pode-se observar essas zonas de aglomeracdo de polimero,
sugerindo que a criogelificacio dos hidrogéis de glucomanana pode ser uma ferramenta
interessante para obtencdo de materiais mais resistentes e porosos. A regido de alta concentracao
de polimeros nas paredes dos poros assegura a elasticidade do material (Plieva, Galaev e

Mattiasson, 2007).

Nota-se uma grande diferenca na morfologia dos hidrogéis, pois a estrutura e tamanho

dos poros sdo bem diferentes. A estrutura que é observada no interior dos poros da amostra
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congelada e basicamente em toda a amostra que ndo passou pela etapa de criogelificacdo, pode
ser atribuida ao congelamento rdpido por nitrogénio liquido, necessdrio para o processo de
liofilizacdo. O congelamento rdpido € responsdvel pela formagdo de uma estrutura alinhada,

como serd abordado no topico “5.4.1 Efeito da taxa de congelamento”.

Hidrogéis congelados ap6s o décimo dia de gelificacdo foram avaliados por teste de
compressdo confinada em relacdo a hidrogéis ndo congelados com o mesmo tempo de
gelificacdo. Os resultados da for¢a de penetragdo da amostra em 50% de deformacdo estdo

expostos da Figura 19.
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Figura 19 — Resultados do teste de compressao confinada para avaliacdo do efeito do

congelamento.

O congelamento proporcionou uma melhora expressiva na resisténcia a compressao, a
forca de penetracdo da sonda aumentou mais de 4 vezes em relagdo ao hidrogel ndo congelado.
Essa melhora condiz com o observado ao manusear as amostras. Apds o congelamento o material

apresenta-se mais resistente a0 manuseio.

5.4.1 Efeito da taxa de congelamento

A taxa de congelamento € um pardmetro muito importante na formacdo de poros em
hidrogéis, pois ela induz o crescimento dos cristais de gelo. Quando o congelamento ocorre de

maneira rapida, com taxa alta, os poros tendem a crescer no sentido do gradiente de temperatura,
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resultando em estrutura de poros lamelar. J4 quando a taxa de congelamento € baixa, os cristais
de gelo crescem de maneira isotropica, lentamente, o que resulta em poros maiores,

interconectados (Hsieh et al., 2007; Yuan et al., 2009).

Na Figura 20, podemos observar que para os hidrogéis de glucomanana a estrutura de
poros difere bastante variando a taxa de congelamento, apresentando poros maiores € isotrépicos

para taxa pequena (2,5°C/min), e poros alinhados para taxa grande (30°C/min).

Essa imagem de microscopia eletronica de varredura foi obtida da fratura das amostras,
porém para o congelamento lento, a fratura foi feita apds a liofilizagdo, devido a dificuldade de
fraturar a amostra congelada, portanto as partes esbranquicadas desta imagem referem-se ao

rasgo da estrutura, e devem ser desconsideradas.

Figura 20 — Imagens de microscopia eletronica de varredura da fratura de hidrogéis de

glucomanana resultantes de a) congelamento lento (2,5 °C/min) e b) congelamento rapido

(30°C/min).

O material congelado rapidamente apresenta uma estrutura alinhada, que estd de acordo
com o observado na literatura (Yuan et al., 2009). Logo, conclui-se que os hidrogéis que foram
congelados com nitrogénio para a liofiliza¢do, apresentam este tipo de estrutura devido ao

congelamento rapido.
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O material congelado lentamente apresenta poros maiores e, apesar da ndo uniformidade
no tamanho dos poros, a estrutura desse material é mais interessante para a aplicacdo em

scaffolds, visto que ha mais espaco para a permeacao e proliferagcao celular.

O resultado obtido segue o previsto na literatura, j4 que demonstrou o mesmo
comportamento de outros polissacarideos ja estudados (Yuan et al., 2009). Para aplicagdo como
biomateriais deseja-se materiais com poros grandes e interconectados, logo deve-se utilizar taxa

pequena para o congelamento desses hidrogéis de KGM.

5.4.2 Efeito da temperatura de congelamento

Os hidrogéis de glucomanana foram congelados a diferentes temperaturas, em um
freezer com taxa de congelamento controlada. As temperaturas estudadas (-8, -18 e -28 °C) foram
estabelecidas baseado na andlise de DSC e criomicrografia, que apesar de ndo ser possivel
detectar a temperatura de transi¢do de vitrea, nos mostra onde ocorre a cristalizacdo, entdo
estabeleceram-se valores de temperaturas antes e depois desse ponto, além de uma temperatura
proxima a temperatura de cristalizacdo.As morfologias dos géis obtidos apds o congelamento

nessas temperaturas estao expostas na Figura 21.

Durante o congelamento notou-se que apesar do equipamento controlar a taxa de
resfriamento, o hidrogel ndo acompanhou exatamente essa taxa devido ao seu volume,
considerado grande para uma resposta imediata da variacdo da temperatura. Para as condicdes
onde o gradiente de temperatura era maior, a taxa de congelamento foi mais alta em relacdo aos

gradientes menores.

Novamente nota-se a formacdo de poros maiores para a taxa de congelamento mais
baixa, dada pela temperatura de -8 °C, assim como a presenca da estrutura alinhada no interior

dos poros, atribuida ao congelamento que antecede a liofilizacao.
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Figura 21 — Imagens de microscopia eletronica de varredura da fratura de hidrogéis resultantes de
congelamento nas temperaturas a) -8 °C, b) -18 °C e c) -28 °C.
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Os hidrogéis congelados em diferentes temperaturas foram submetidos a avaliacdo das
propriedades mecanicas pelo teste de compressdao confinada, o comportamento tipico das curvas

tensdo-deformacao dos hidrogéis de KGM estd exposto na Figura 22.
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Figura 22 — Curva tipica de tensdo-deformacdo dos hidrogéis de KGM.

A compressdo da amostra at€ 15% de deformagdo ndo apresentou resposta elastica.
Nesta etapa o hidrogel passa por uma espécie de compactacdo, com perda de 4gua, logo a

deformacdo nio € reversivel.

Entre 15 e 40% de deformacio a resposta a compressao € linear, regido utilizada para a
obtencdo do médulo de compressdo (Figura 23). Apés 40% de deformacdo alguns hidrogéis se
romperam. Considera-se que ndo hd influéncia do fundo do molde nos resultados, pois a

compressao foi realizada até uma altura de 1 cm sendo que a altura total do molde sdo 2 cm.
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Figura 23 — Resultado do teste de compressao confinada dos hidrogéis de KGM mantidos por

diferentes tempos nas temperaturas de congelamento avaliadas.

* e indica que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as colunas de mesmo simbolo

(p <0,05).

O congelamento realizado a -8 °C foi o unico a apresentar valores diferentes
estatisticamente, apresentando sempre maior médulo de compressao do que os demais hidrogéis
congelados a -18 e -28 °C. Mostrando que o congelamento em temperaturas mais altas resulta em

estruturas mais resistentes, principalmente pelo fato do congelamento ocorrer mais lentamente.

O tempo de congelamento nao influenciou na medida dos mdédulos de compressio,
apenas para o caso do congelamento a -28 °C por 3h, porém ainda ndo se sabe o que
proporcionou essa variagdo. O que podemos notar € que o erro para essa amostragem € um pouco

maior em relacdo as demais.

Yuan et al. (2009) também avaliou a influéncia de diferentes temperaturas no

congelamento de polissacarideos e em suas amostras ndo houve diferenca significativa nos
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ensaios de tensdo entre as temperaturas avaliadas, porém as amostras congeladas lentamente
apresentaram resultados superiores aquelas congeladas rapidamente. O que nos leva a concluir
que o aumento na resisténcia mecénica dos hidrogéis de glucomanana a -8 °C € principalmente

devido a taxa de congelamento ter sido menor do que os demais.

Os hidrogéis de glucomanana preparados nesta dissertacdo apresentaram moddulos de
compressao superiores aos hidrogéis de coldgeno (aproximadamente 0,093 kPa) testados sobre
mesma condi¢do reportados na literatura (De Moraes et al., 2012). Mesmo apds o reforco desses
hidrogéis de coldgeno com fibras de fibroina de seda, um material com reconhecida resisténcia
mecanica, a glucomanana mostrou-se mais resistente a compressao, evidenciando sua potencial

aplicacdo na engenharia tecidual.
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6 DISCUSSAO FINAL

Nesse trabalho foi apresentada uma metodologia para o preparo de hidrogéis de
glucomanana assim como a avalia¢@o da influéncia do congelamento e da maneira como ocorre o

congelamento na morfologia e resisténcia mecanica dos hidrogéis.

O nosso laboratério, Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos (LEQUIP) da
Unicamp, € especialista em polimeros de origem natural, sendo que vérios trabalhos tanto no
desenvolvimento de tecnologias de obten¢do e preparo, quanto aplicacdo desses materiais para
uso médico ja foram estudados (Beppu, Polakiewicz e Nogueira; Vasconcellos et al., 2010;
Vasconcellos, Goulart e Beppu, 2011; De Moraes et al., 2012; De Paiva et al., 2012; De Moraes e
Beppu, 2013). A glucomanana € um material que foi recentemente introduzido no grupo de

pesquisa, sendo esta dissertacdo o primeiro trabalho utilizando a glucomanana pura.

A glucomanana € conhecida por apresentar elasticidade e resisténcia mecanica,
normalmente utilizada para a producdo de filmes e blendas com outros polimeros naturais. Essas
propriedades sdo muito interessantes para a engenharia tecidual. Porém, a producdo de materiais

a base de glucomanana para esse fim ainda é muito incipiente na literatura.

No preparo dos hidrogéis, foram avaliadas as varidveis temperatura, concentracdo de
agente alcalino e do polimero. Essas varidveis sdo extremamente importantes para a formacao da
estrutura em rede do gel. A adi¢do de élcali é indispensédvel para a formacdo do hidrogel de
glucomanana. A temperatura mostrou ser a varidvel mais influente no moédulo elastico e a
concentracdo do polimero no médulo viscoso. Sendo que os valores intermedidrios das varidveis
testadas, resultaram em um monolito com propriedades muito interessantes. Foi obtido um gel,
resistente a0 manuseio € com propriedades eldsticas quando utilizada temperatura de 65 °C,
concentracdo de KGM de 2% e hidroxido de célcio de 0,2 mol/L. Este hidrogel foi escolhido

como o ponto 6timo e a continuidade do trabalho foi realizada com este material.

7z

O processo de transformacdo de solucdo em uma rede tridimensional (gelificacdo) é
lento, mas o material formado € maledvel, resistente, borrachoso. Indicando que a glucomanana é

um material com potencial para aplicagdo na engenharia tecidual.
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A porosidade e a resisténcia mecanica de materiais sdo propriedades extremamente
importantes quando aplicados em engenharia tecidual. Utilizando congelamento foi possivel
obter hidrogéis com poros maiores € com maior resisténcia mecanica, o que indica que o
congelamento € um método interessante para o preparo de hidrogéis para esta aplicacdo. Além de
ser um processo facil e relativamente barato comparado com outras técnicas utilizadas para

controlar a porosidade dos materiais, como por exemplo, a liofilizagao.

O congelamento foi analisado quanto a taxa de congelamento, temperaturas e tempos
diferentes. O tempo e temperaturas de congelamento nio apresentaram interferéncia significativa
nas propriedades dos hidrogéis, diferentemente da taxa de congelamento, fator que apresentou
influéncia tanto na formacao de poros quanto na resisténcia mecanica. Os resultados obtidos para

os testes de congelamento foram coerentes com a literatura.

O congelamento lento resultou em uma condi¢do de poros mais condizente com a
necessdria para aplicacdo como scaffolds na engenharia tecidual. Apesar de ndo uniforme, o
tamanho dos poros formados nessa condi¢do sd@o maiores, distribuidos por todo o material de

maneira isotrépica.

A glucomanana ndo gelifica utilizando apenas a criogelificacdo, € necessdrio adi¢do de
agente alcalino e altas temperaturas para a formacao do gel. O congelamento funciona neste caso,
como uma etapa adicional ou tratamento secunddrio para a obtencdo de um material mais

resistente € com poros maiores.
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7 CONCLUSAO

O hidrogel na condicio de 2% em massa de glucomanana, concentracdo de 0,2 mol/L da
solucdo de hidréxido de célcio e temperatura de preparo de 65°C apresentou caracteristicas mais

proximas das necessdrias para aplicacdo como scaffolds em engenharia tecidual.

Dentre os fatores avaliados no preparo dos hidrogéis, a temperatura mostrou-se o fator
principal quando avaliado a resposta eldstica desses materiais. Para o médulo viscoso, todos os
efeitos se mostraram estatisticamente significativos ao nivel de 95% de significancia, mas a

concentracdo se destaca, especialmente em frequéncias maiores.

A criogelificacdo é um método interessante e aplicdvel aos hidrogéis de glucomanana,

para melhorar caracteristicas do material, como porosidade e resisténcia mecanica.

A taxa de congelamento € o fator que apresenta as principais alteracdes na morfologia e
resisténcia mecanica dos hidrogéis, sendo o congelamento lento o mais indicado para a produgao

de scaffolds para a engenharia tecidual a partir de hidrogéis de glucomanana.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudo da criogelificacdo por congelamento da solucdo e posterior imersio em nao
solvente.

- Testar ciclos de congelamento.

- Avaliar os hidrogéis de glucomanana quanto a atividade bioldgica (contato com
células).

- Aplicar a técnica de criogelificac@o a outros polimeros naturais.

- Avaliar a possibilidade de aplicacdo dos hidrogéis de glucomanana como scaffolds

para regeneragdo de cartilagem.
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APENDICE A
Diagramas de Pareto
Para o planejamento experimental realizado neste estudo, as varidveis e as interacdes
estatisticamente significativas em nivel de 5% de significAncia foram apresentadas por Diagramas
de Pareto, obtidos com auxilio do software Minitab® 15. Os diagramas para as respostas G’ a 1
Hz e 10 Hz ¢ G a 1 Hz e 1 Hz, estdo apresentados nas Figuras A.1, A2, A3 ¢ A4,

respectivamente.
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Figura A.1 — Diagrama de Pareto dos efeitos do planejamento fatorial para o modulo elastico a 1

Hz.
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Figura A.2 — Diagrama de Pareto dos efeitos do planejamento fatorial para o médulo elastico a 10

Hz.
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Figura A.3 — Diagrama de Pareto dos efeitos do planejamento fatorial para 0 médulo viscoso a 1

Hz.
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Figura A.4 — Diagrama de Pareto dos efeitos do planejamento fatorial para o médulo viscoso a 10

Hz.
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APENDICE B

Massa Molecular

A massa molecular da soluc¢do de glucomanana foi determinada por cromatografia em gel,

o resultado para a amostra em duplicata estd expresso na Tabela B.1.

Tabela B.1 — Massa molecular da glucomanana

Amostra Mn Mw Mw/Mn
1 1.52x10°  1.54x10° 1.011
2 1.45x10°  1.46x10° 1.010
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