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RESUMO

Neste trabalho foram preparados hidrogéis a partir de pectina citrica e polipirrol (PPy).
Foram estudas comparativamente a pectina bruta (PND) e dialisada (PD). A
caracterizagdo das amostras revelou diferencas em sua massa molar média,
polidispersividade, teor protéico e grau de metoxilagdo. A amostra PD é mais
metoxilada, menos polidispersa, tem maior massa molar média e teor proteico. Em
consequéncia, as propriedades em solucédo sdo diferentes, sendo que a PD é mais
viscosa. Tanto a PND quanto a PD foram empregadas como agente de estabilizacédo
na sintese de polipirrol em meio aquoso. A formacao do polipirrol foi acompanhada
por UV-Vis pelo crescimento da intensidade das bandas em 450 e 800 nm. O potencial
zeta das particulas de PPy estabilizadas por PND (PND-PPy) e por PD (PD-PPy) é
negativo (— 25 mV), justificando a estabilidade das dispersdes, por no minimo um més.
A partir das amostras PND-PPy e PD-PPy, foram preparados hidrogéis, por
reticulacdo da matriz péctica com CaClz. Géis preparados na auséncia de PPy foram
também estudados comparativamente. Por espectroscopia Raman, evidenciou-se
gue o PPy encontra-se mais oxidado na presenca de PND em comparacdo a PD.
Ainda, as propriedades de perda de agua (sinerese) a 25 °C e 1°C demonstraram o
melhor desempenho dos géis empregando PND e na presenca de PPy. Quando
imersos em fluido de pH simulado gastrico (FSG, pH 1,2) e intestinal (FSI, pH 6,8), os
géis na presenca de PPy intumesceram até 25% da sua massa em pH 1,2 e perderam
completamente sua integridade fisica em pH 6,8. As caracterizacdes eletroquimicas
por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica mostraram que
os hidrogéis formados a partir de pectina e polipirrol sdo eletroativos e condutores.
Visando futuras aplicacdes, o sistema que apresentou a melhor combinacdo de
propriedades foi o obtido com pectina citrica dialisada e polipirrol (PND-PPYy).

Palavras-chave: pectina, polipirrol, hidrogel, didlise e eletroatividade.



ABSTRACT

Hydrogels were prepared from citric pectin and polypyrrole (PPy). Raw pectin (PND)
and dialysed pectin (PD) were comparatively studied. The characterization of both
samples revealed differences in their molar weight, polydispersity, protein content and
methoxylation degree. The sample PD has a higher methoxylation degree, is less
polydisperse, has a higher molar weight and protein content. As a consequence, the
solution properties of both samples differ, being the PD the more viscous. Both PND
and PD were employed as stabilizers during the synthesis of polypyrrole in aqueous
medium. The formation of PPy was accompanied through UV-Vis by the increase in
the intensity of the bands at 450 and 800 nm. Zeta potential of the as-formed particles,
stabilized by either PND (PND-PPy) or PD (PD-PPy) resulted negative (- 25 mV),
explaining the high stability of the dispersions for at least one month. The dispersions,
PND-PPy and PD-PPy, were used to prepare hydrogels by crosslinking with CacClz.
For comparative purposes, gels in the absence of PPy were also prepared. By Raman
spectroscopy it was evidenced that PPy are more oxidized in the presence of PND,
when compared to PD. Also, the loss of water behavior (syneresis) at 1 °C and 25 °C
demonstrated that the better results were obtained with PD in the presence of PPy.
When immersed in simulated gastric (FSG, pH 1.2) and intestinal (FSI, pH 6.8) pHs,
the hydrogels prepared with PPy have swollen up to 25 wt% in pH 1.2 and have
completely lost their physical integrity at pH 6.8. The electrochemical characterization
by cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy showed that
hydrogels formed from pectin and polypyrrole are electroactive and present
conductivity. Prospecting future applications, the system that presented the better
combination of properties was PND-PPy.

Keywords: pectin, polypyrrole, hydrogel, dialysis and electroactivity.
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1. MOTIVACAO

A utilizac@o de materiais poliméricos como biomateriais tem sido objeto de estudo de
diversos pesquisadores ao longo das ultimas décadas. Tanto os polimeros sintéticos como o0s
naturais tém sido utilizados em aplicagbes biomédicas, devido as suas estruturas quimicas
poderem proporcionar funcdes especificas para aplicacdes desejadas (BALDWIN e KIIK,
2009).

A pectina é um polissacarideo amplamente disponivel ha natureza (MASS et al., 2012)
sendo extraida de polpas e bagacos de frutos. Em pH acima de 3, a pectina caracteriza-se
por ser um polieletrélito aniénico, devido a ionizacao dos grupos carboxila presentes em sua
cadeia. Este polissacarideo tem capacidade de formar hidrogéis em condi¢cdes apropriadas,
0 que possibilita sua aplicacdo em diferentes campos (ASPINALL, 1970). Recentemente,
relatou-se na literatura que a pectina tem algumas aplicagfes biologicas que incluem o efeito
de diminuir o colesterol (BAE et al., 2009). Portanto, estas fun¢fes bioldgicas podem estender
0 uso da pectina em aplica¢des farmacéuticas além do seu uso na industria alimenticia.

Os polimeros condutores sdo constituidos por cadeias hidrocarbdnicas que possuem
segmentos de unidades monomeéricas contendo ligacfes simples e duplas alternadas. Esses
materiais tém comportamento que varia de isolante a condutor, dependendo do estado de
oxidacdo, da conjugacdo das duplas ligacdes e da orientacdo das cadeias (FAEZ E
REZENDE, 2000; NALWA, 1997). Entre os polimeros condutores, o polipirrol (PPy) recebe
grande destaque em relagéo a outros polimeros (politiofeno ou polianilina, por ex.), pois pode
ser sintetizado tanto quimica quanto eletroquimicamente, por rotas simples em uma variedade
de solventes (inclusive agua). Além disso, possui boa eletroatividade em uma extensa faixa
de pH. A presenca de diferentes eletrélitos, inorganicos ou poliméricos, durante a sintese ou
adicionados ap0s a sintese, afetam as propriedades do PPy diretamente, tais como
condutividade, morfologia, resisténcia mecanica e atividade quimica (ADELOJU, 1996).

Nesse trabalho propomos o desenvolvimento de hidrogéis a partir da pectina,
juntamente com o polipirrol, que apresentem propriedades eletroquimicas e de condutividade
gue permitam sua aplicagdo na area biomédica. Para tanto, polipirrol foi sintetizado na
presencga de pectina, em meio aquoso. Posteriormente, o hidrogel foi obtido pela reticulagdo
das cadeias de pectina com CaCl,. A grande vantagem est4 em unir um polimero condutor
juntamente com um polissacarideo natural de baixo custo e abundante na natureza, de tal
forma que este possa atuar como um suporte ao polimero condutor sem perda das
propriedades. Sendo comprovada sua eletroatividade, este material pode ser aplicado em
diferentes areas, como por exemplo, na elaboracdo de musculos artificiais e na liberacéo

controlada de farmacos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIPIRROL

Polipirrol (PPy), € um polimero condutor intrinseco que tem recebido uma atencéo
consideravel devido a sua elevada condutividade elétrica e estabilidade eletroquimica
(SCROSATI, 1995). Estudos tém mostrado que ele é capaz de suportar o crescimento “in
vitro” de varios tipos de células, incluindo neurénios (GARNER et al., 1999). Estudos “in vivo”
também provaram que o PPy ndo é citotéxico usando 0,1 mol. L™ de pirrol, assim, o polipirrol
foi avaliado como um substrato para melhorar a interagdo das células nervosas em cultura
para estimular a regeneracdo de nervos periféricos (SCHMIDT et al.,, 1997). Saber a
concentracdo em que o polimero ndo apresenta citotoxicidade é fundamental para sua
aplicabilidade, especialmente na area biomédica, visto que é preciso saber a dose toxica para

ndo causar danos ao organismo.

E bastante conhecido na literatura que o PPy pode ser encontrado em diferentes
estados em oxidacdo (ou estados de dopagem): neutro, cation e dication, como
esquematicamente ilustrado na FIGURA 1. O grau de dopagem do PPy leva a espécies mais
ou menos condutoras, que normalmente séo reversiveis entre si, dependendo apenas da
guantidade de oxidante empregado (sintese quimica) ou do potencial aplicado a um eletrodo
(sintese eletroquimica) (FURUKAWA 1988; LIU, 2000; DALL’ANTONIA, 2002).
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FIGURA 1: ESTRUTURAS DO PPy EM DIFERENTES ESTADOS DE OXIDACAO.

Os polimeros condutores podem ser sintetizados por trés diferentes métodos: quimica,

eletroquimica e fotoquimica. A principal rota € a sintese quimica que proporciona maior



processabilidade, baixo custo, e pode ser empregado em larga escala, sendo assim, mais
utilizado na industria. A sintese eletroquimica também é muito utilizada, pois permite a
producdo de materiais com condutividade elétrica maior, no entanto, h& limitages referentes

a forma e a area superficial do eletrodo (SHI ET AL., 2004).

Foi proposto por Blinova (2007) um mecanismo de polimerizagdo do PPy, conforme
mostrado na FIGURA 2. A oxidacdo do pirrol pode ser controlado pelo seu pH. Conhecer a

rota de polimerizacdo e o comportamento do polimero condutor nos diferentes meios é um

fator importante para melhorar as condi¢des de sintese do PPy com o polissacarideo.
H

N
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FIGURA 2: OXIDACAO DE PIRROL PRODUZINDO POLIPIRROL PROTONADO. FONTE: BLINOVA
2007.

Otero e Sansinema (1995) foram os pioneiros em estudos usando polimeros condutores
no desenvolvimento de musculos artificiais baseados em reacdes eletroquimicas reversiveis
de reducéo e oxidacdo do polipirrol. Os autores construiram bicamadas e multicamadas do
polipirrol sob fitas adesivas dupla face disponiveis no mercado. Assim, mostraram através de
diferentes técnicas que a reprodutibilidade do movimento macroscopico foi muito alto usando
bicamadas e ao usar multicamadas de polipirrol o sistema teve uma menor reprodutibilidade.

Ha alguns trabalhos na literatura que empregam polipirrol e polissacarideos. GARNER
et al., (1999), estudaram a incorporacéo de heparina (um polieletrélito) ao PPy para avaliar a
aptiddo dos materiais resultantes como substrato para crescimento de células endoteliais.
Neste estudo, a incorporagéo e exposicado de heparina foram controladas por variacdo das
condi¢Bes da sintese. Os compositos eletroativos heparina/polipirrol se mantiveram estaveis
apés a autoclavagem, com vida u(til de dois anos sem perda significativa de sua

eletroatividade.



2.2 PECTINA

Polissacarideos sdo abundantes na natureza, e uma rica fonte de biomassa, sendo
fontes vitais de nutricAo para os seres humanos e animais. Os polissacarideos podem ser
extraidos das mais diversas fontes destacando-se as algas que fornecem o alginato e as
agaranas; os exsudados de plantas que fornecem a goma arabica; as sementes das quais
podem ser extraidos a guar; e os tubérculos, de onde se extrai o0 amido. De fontes animais,
se obtém a quitosana e heparina; de fungos, as glucanas; e de bactérias, a xantana, dextrana,
gelanas e celuloses. Ainda, de frutos séo isoladas as pectinas, utilizadas nesse trabalho
(CUNHA et al., 2009).

Os polissacarideos mostram propriedades notaveis e as vezes Unicas como
espessante, estabilizante, gelificante e agentes emulsificantes. Algumas moléculas de
polissacarideo sdo lineares, enquanto que outras possuem alto grau de ramificacdo, o que
altera suas propriedades fisicas tais como solubilidade em &gua, viscosidade e o
comportamento de gelificacdo (STEPHEN et al., 1995). Ainda, os polissacarideos contém um
grande numero de grupos hidroxilas, &tomos de oxigénio, e outros grupos (amina, sulfato,
carboxilato) que podem interagir com outras moléculas, principalmente através ligacdo de
hidrogénio (WANG e CUI, 2005). Estudos relacionando estrutura molecular e conformacéo,
com propriedades, funcionalidades e aplicacdes tém recebido grande atencdo por parte dos
pesquisadores.

As pectinas compfem, provavelmente, uma das classes mais complexas de
polissacarideos. S&o heteropolissacarideos de origem vegetal, encontrados na lamela média
e na parede celular priméaria de tecidos vegetais (FIGURA 3). Podem ser extraidos de varios
tipos de frutos e vegetais. Sua aplicacdo esta4 concentrada, principalmente, na industria de
alimentos (SUTAR et al., 2008).

Lamela
meédia

~.Pectina

Parede

primaria

Membrana

plasmatica

FIGURA 3: ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR DA PLANTA. ADAPTADO DE STICKLEN, 2008.



De um modo geral, as pectinas séo constituidas por unidades poliméricas de ligacbes
a-(1—4) de acido galacturénico (aproximadamente 65% da cadeia) com unidades especificas
de ramnose [—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L.-Rha-(—] (FIGURA 4). Nesta regido ocorre perda da
linearidade, devido a leves dobraduras da cadeia principal. Ainda, as unidades de ramnose
podem se ligar a outros agucares como D-galactose, D-arabinose, D-fucose, 2-O-metilfucose,
D-apiose e outros que variam em propor¢cdes dependendo da sua fonte de extragdo
(BROWNLEADER, 1999; MESBAHI, 2005; WILLATSA, 2006). As pectinas comerciais, em

sua maioria, sdo extraidas de macas e das cascas dos frutos citricos.

COCH COQCH,4 COOCH;, COOH

0 0 o 0
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FIGURA 4: REP,RESENTAC;AO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA PECTINA FORMADA POR
UNIDADES DE ACIDO a-GALACTURONICO COM UM NUMERO VARIAVEL DE GRUPOS ESTER
METILICO. FONTE: AINSWORTH (1994).

A massa molar é um importante fator que controla a viscosidade, solubilidade e a
gelificacdo das pectinas, e pode variar entre 30.000-70.000 g.mol* em pectina de frutos
citricos (MC CREADY, 1970). A solubilidade em agua é um parametro fortemente influenciado
pelas propriedades quimicas e microestruturais da pectina, tendendo a aumentar com o
incremento do grau de metoxilagdo (GM) e com a reducdo da massa molar (POMERANZ,
2000). O GM é parametro chave para a aplicabilidade das pectinas na industria. Em geral, as
pectinas sao divididas entre duas categorias: pectinas com alto grau de metoxilacdo (HM) com
GM > 50% e pectinas com baixo grau de metoxilagdo (LM) com GM < 50%. O GM depende
da origem e do método usado para sua extracao e purificagcdo. Alguns dados encontrados na

literatura podem ser observados na TABELA 1.

TABELA 1: COMPOSICAO MEDIA DE PECTINA A PARTIR DE DIFERENTES FONTES DE
EXTRACAO.

Fonte % Pectina % Acido Galacturénico GM
Girassol 10-25 90 30-40
Frutos citricos 20-30 85 75-80

Beterraba 15-25 50 60
Maca 15-25 75 75-80

Batata 15 50 30

FONTE: VISSER E VORAGEM (1996).

A gelificacdo das pectinas HM € mais eficiente em meio acido na presenca de uma

grande quantidade de co-solutos (sacarose, por ex.) (BULONE, 2002). A gelificacdo é



baseada na associacao entre os grupos metil éster, por ligacdes hidrofébicas (RINAUDO,
1989) além de liga¢des de hidrogénio entre as cadeias da pectina e do co-soluto. J4 para a
pectina LM a gelificagdo ocorre por meio de um mecanismo cujo modelo foi sugerido
primeiramente para alginatos, conhecido na literatura como “egg box” (FIGURA 5),
envolvendo ions bivalentes. Neste modelo, duas cadeias alinhadas simetricamente, sendo
gue quatorze ou mais unidades de acido galacturdnico estariam associadas a ions célcio, que

atuam como agentes quelantes (REES, 1972).

] —

FIGURA 5: ESQUEMA ILUSTRATIVO DE IONS CALCIO COM O ACIDO GALACTURONICO
(MODELO “EGG BOX”). OS CIRCULOS ESCUROS REPRESENTAM OS ATOMOS DE OXIGENIO
ENVOLVIDOS NA COORDENACAO DO ION CALCIO. FONTE: BRACCINI E PEREZ (2001).

Na TABELA 2 as condigbes e o mecanismo de gelificacdo para as duas classes de

pectina, HM e LM estéo apresentados de forma resumida.

TABELA 2: COMPARACAO DA GELIFICACAO DAS PECTINAS HM e LM.

Alto teor de Baixo teor de
metoxilagdo (HM) metoxila¢cédo (LM)
Condicbes pH <3,5 e grande quantidade Presenca de ions
de co-solutos divalentes.
Mecanismo Interacdes hidrofébicas e ligagbes de LigacGes com ions Ca?*
hidrogénio

2.3 HIDROGEIS A PARTIR DE POLISSACARIDEOS

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais hidrofilicas capazes de absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos (PEPPAS, 1986). Devido a presenca de
ligacBes cruzadas, de natureza quimica ou fisica, os hidrogéis se tornam insoltveis (FIGURA
6). As ligacdes quimicas consistem em ligacdes covalentes irreversiveis, enquanto que as

interag@es fisicas se dao por interagfes eletrostaticas, quelagéo e outras (RATNER, 1976).
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FIGURA 6: ESQUEMAS REPRESENTATIVOS DAS ESTRUTURAS DOS HIDROGEIS
RETICULADOS QUIMICA E FISICAMENTE.

Essa classe de materiais pode apresentar comportamento fisiologicamente responsivo
dependendo do ambiente externo em que se encontram. A rede polimérica pode intumescer
devido a alguns fatores, entre eles, pH, forca iGnica, temperatura e radiagédo eletromagnética.
Esse intumescimento também é dependente da estrutura quimica do polimero, pois 0s
hidrogéis que contem grupos hidrofilicos tendem a intumescer mais do que os que contem
grupos hidrofébicos (PEPPAS, 2000), além de depender da massa molar, do grau de
reticulacdo e da presenca de outros compostos.

Por se assemelharem ao tecido natural mais do que qualquer classe de biomateriais
sintéticos, existem numerosas aplicacfes para hidrogéis, destacando-se na area médica e
farmacéutica (RATNER, 1976). Quando preparados a partir de polimeros naturais, 0s
hidrogéis  apresentam  propriedades vantajosas que sao bicompatibilidade,
biodegradabilidade. No entanto, possuem propriedades mecanicas pobres frente a outros
polimeros (LIN E METTER, 2007).

Devido a versatilidade e vantagens tecnol6gicas em relagcdo a outras classes de
materiais, 0 emprego de hidrogéis tem se expandido, no entanto, para viabilizar as aplicacdes
desejadas, uma boa estratégia € sintetizar hidrogéis a partir de polimeros sintéticos
juntamente com polimeros naturais.

Nguyen e Liu (2013) estudaram a preparacgdo e a caracterizacdo de hidrogéis a partir
de poli (&lcool vinilico), o PVA, e a quitosana, QT, produzido pela desacetilagdo parcial de
quitina, que podem ser utilizados em aplicagbes biomédicas devido as suas boas
propriedades muco-adesiva e antibacteriana. A preparacéo dos hidrogéis se deu por meio da
radiagdo ultravioleta, usando o acido acrilico como agente de reticulacdo sem a adigdo de
qualquer outro foto-iniciador. A combinacao desses dois polimeros teve como objetivo formar
géis com grau de intumescimento controlavel, pois o PVA intumesce consideravelmente em
agua, promovendo a liberacdo imediata do farmaco no meio. O complexo eletrolitico formado
por PVA e QT mostrou-se sensivel ao pH e exibiu intumescimento reversivel em resposta as
alteracdes no pH, além de possuir estrutura nanoporosa permitindo seu emprego como

biomateriais para aplicacdes médicas.



Hidrogéis superabsorventes de pectina citrica foram estudados a partir de trés agentes
de reticulagao diferentes por Yoshimura et al. (2005) que foram CacCl,, etileno glicol ou diglicidil
éter (EGE) e glutaraldeido (GA). O gel de pectina com GA, apresentou maior grau de absorgao
de agua em relacdo aos géis reticulados com CaCl; e EGE. As diferencas de absorcao de
agua pelos hidrogéis podem ser discutidas a partir da estrutura e dos seus sitios de ligagéo
cruzada. Os hidrogéis reticulados por CacCl, é explicado pelo modelo “egg box”. A reticulacéo
por EGE foi menos eficiente do que com CaCl; ou GA, a julgar pela ndo gelificacdo. Vale
ressaltar que GA e EGE sdo compostos que apresentam toxicidade, enquanto que o CaCl, é
atoxico. Tomando como base esse artigo, o presente trabalho seguiu a rota de preparo do
hidrogel reticulado com o CaCl,, visto que o objetivo era o preparo de um gel absorvente, e

nao toxico.

3. OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Produzir géis eletroativos constituidos de pectina citrica e polipirrol.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Caracterizar quimicamente a pectina citrica bruta e purificada por dialise;

e Caracterizar por meio de estudos reoldgicos as solu¢des pécticas em diferentes meios;

e Empregar a pectina na sintese de polimeros condutores (PPy - polipirrol) em meio
aquoso;

e Formar hidrogéis a partir da pectina dialisada e nédo dialisada;

e Formar hidrogéis de pectina na presenca e na auséncia do PPy;

e Relacionar as propriedades dos hidrogéis na presenca e na auséncia do polimero
condutor;

e Caracterizar 0s hidrogéis eletroquimicamente por meio de voltametria ciclica e

espectroscopia de impedancia eletroquimica.

4. MATERIAIS E METODOS



4.1 MATERIAIS

A pectina citrica foi adquirida no Mercado Municipal na cidade de Curitiba-PR.
Inicialmente a pectina bruta foi purificada por dialise contra agua ultrapura, em membrana 12
a 14 kDa, por 24h, seguida de liofilizacdo. O p6 gerado apéds dialise e liofilizacdo foi
denominado PD (pectina dialisada). Desta forma, denominou-se PND (pectina ndo dialisada)
a pectina que ndo passou pelo processo de didlise. O pirrol (SAFC — pureza 98%) foi
previamente destilado. Persulfato de amoénio ((NH4)2S20s), P.A. 98% m/m, hidroxido de sodio
(NaOH), P.A. 97% m/m, cloreto de célcio (CaCl,), P.A. 99% e fosfato de sédio monobasico
(NaHPO.), P.A. 98,5% foram adquiridos da Empresa Synth. Fosfato de potassio monobésico
(KH2PO4) P.A. 99% foi adquirido do Grupo Quimica.

4.2 CARACTERIZACAO DAS PECTINAS

4.2.1 Determinacdo da massa molar ponderal média das pectinas

A determinag&o da massa molar média e distribuicdo de massas molares das amostras
PD e PND foram realizadas por cromatografia de exclusdo por tamanhos (GPC/SEC), em
cromatografo da Viscotek (detector de indice de refragéo, detectores de espalhamento de luz
LALLS (7°) e RALLS (909°), viscosimetro diferencial), conectado a uma coluna Shodex SB-
806M-HQ.

O volume de injecgao foi de 100 uL a um fluxo de 0,4 mL.mint. As amostras de PND e
PD foram preparadas a uma concentracdo de 1 mg.mL* em solu¢do de NaNO3 0,1 mol.L*
(que também foi empregada como fase mével), contendo 200 ppm de NaNs e filtradas em
membranas de éster de celulose de porosidade 0,22 ym (MILLIPORE). O valor de dn/dc usado
foi de 0,147 mL.g.

4.2.2 Determinacao do teor proteico das pectinas

O método descrito por Hartree (1972) foi utilizado para quantificar a dosagem de
proteinas totais. Resumidamente, o método consiste em adicionar 0,9 mL do reagente A
(solucédo de 2 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 100 g de Na>COs3 dissolvido em 500
mL de NaOH 1 mol.L'* em &gua destilada g.s.p 1L) em 1,0 mL de amostra de PD ou PND. A
solucao foi mantida em banho de agua a 50°C por 10 minutos, em seguida foi resfriada a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 0,1 mL do reagente B (2 g de tartarato

duplo de sddio e potassio e 1 g de CuS0O..5H,0 dissolvidos em 90 mL de agua destilada,



10

sobre os quais se adicionam 10 mL de NaOH 1mol.L') mantendo por 10 minutos a
temperatura ambiente. Foram adicionados 3 mL do reagente C (1 mL de reagente de Folin
Ciocalteau 2 molL™%, diluido em 15 mL de agua destilada) e a solucéo foi mantida em banho
de 4gua a 50 °C por 10 minutos, em seguida, a solu¢éo foi agitada em vortex e deixada para
resfriar a temperatura ambiente. Como padréo, foi utilizada solucdo aquosa de albumina de
soro bovino, BSA, (SIGMA) 100 pg/mL. As leituras foram feitas em um espectrofotdmetro da
marca Biospectro, modelo SP-220 em A = 650 nm. Sensibilidade do método: 10-100 ug de

proteina.

4.2.3 Determinacao do teor de acidos urdnicos das pectinas

A dosagem de acidos urbnicos foi realizada por meio do método Filisetti-Cozzi e Carpita
(1991). Resumidamente, adicionou-se 400 pl de amostra em seus respectivos tubos de
ensaio. Em seguida, fora adicionados 40 pl de acido sulfamico/sulfamato de soédio (pH 1,6) e
agitada a solucao em vortex. Apdés a agitacdo, fora adicionados 2,4 mL da solugédo de
tetraborato de sddio 75 mM e agitou-se novamente em vortex (vigorosamente). Os tubos de
ensaio foram colocados em banho fervente por 20 minutos, tampando-os para evitar
contaminagéo. Posteriormente os tubos foram resfriados em banho de gelo por 10 minutos. A
solugao fora adicionados 80 pl de m-hidroxidifenil em dois dos trés tubos de amostra e nos
dois tubos de controle do reagente. Nos tubos que ndo foram adicionados m-hidroxidifenil, foi
adicionado NaOH 0,5% e agitado em vortex. A estabilidade de leitura é de 1 hora. As leituras
foram feitas em um espectrofotdmetro da marca Biospectro, modelo SP-220 com leitura em A
=525 nm.

4.2.4 Determinacéo do grau de metoxilagdo das pectinas por *H RMN e FTIR

O grau de metoxilagdo das amostras PND e PD foi determinado por experimentos de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e de *H RMN.

O estudo por FT-IR foi realizado em um espectrofotdmetro BioRad modelo Excalibur.
Os espectros foram coletados entre 4000-400 cm™, no modo transmitancia, com resolucéo de
4 cmt, empregando 32 scans. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr, segundo
a relacdo massica 9:1 (KBr:amostra). A curva analitica utilizada para determinacdo do GM foi
obtida por Vriesman (2008). O grau de metoxilacdo das amostras foi calculado a partir da
razdo da area da banda dos grupos carboxilicos metil-esterificados (1749 cm™ - COO-R) em
relacdo a somatoria das areas dos grupos carboxilicos metil-esterificados e nao esterificados

conforme equagaol:
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A (COOCH3)

GM =
A(COOCH3 + A (CO0-)

€y

Os espectros de *H RMN foram obtidos no Departamento de Bioquimica e Biologia
Celular da UFPR, em um espectrofotdmetro Bruker, modelo AVANCE DRX-400. A amostra
foi previamente dissolvida em D,O a 10 mg.mL™. Os espectros foram obtidos a 70°C (256
scans). Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos experimentos de *H RMN foram
determinados utilizando as sequéncia de pulsos convencionais providas pelo equipamento e

foram expressos em relacéo a ressonancia do deutério.

4.2.5 Determinacdo da rotagcdo Optica especifica

Foi determinada a partir de uma solugdo aquosa das amostras PND e PD na
concentracdo de 1 mg.mL* em aparelho P2000, marca Polarimeter, caminho 6ptico 0,08 dm,
a 25°C.

O valor da rotagéo 6ptica especifica foi calculada por meio da equacao 1 (SNYDER et
al., 1962):

D
Ars5= a/L.c (2)
Onde,
¢ a € 0 angulo de rotagao polarizada, expresso em graus;

e L é 0 caminho Gptico, em dm;

e C € a concentracdo da solucdo em g%.

4.2.6 Determinacao da constante de ionizacdo (pKa) das solugdes pécticas

Foi utilizada a técnica de titulagdo potenciométrica para avaliar a constante de
dissociacdo da pectina nas amostras PND e PD, na concentracdo 2,5% (m/v), em agua
ultrapura e temperatura de 25°C. A titulacéo foi realizada com solucédo de KOH a 0,1 mol.L™.
O tratamento dos resultados experimentais foi feito com o programa BEST7 que permite

determinar a constante de dissociagéo.

4.2.7 Estudo reoldgico

4.2.7.1 Viscosimetria capilar
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Para as medidas de viscosimetria capilar foi utilizado um viscosimetro Cannon-Fenske
(n°® 75) em banho termostatizado a 20 °C. As amostras foram solubilizadas em solugéo de
NaCl 1,0 mol.L* e 2,0 mol.L™* em concentra¢des que variaram entre 0,1 a 0,25 mg.mL™.

4.2.7.2 Reometria de torque

Medidas reoldgicas em rebmetro de torque foram realizada nas solu¢fes pécticas (PD
e PND) em solucdo aquosa (pH 1,0 e pH 12) e salina, NaCl 0,1%, (pH 1 e pH 12). Foi
empregado um redmetro HAAKE, modelo Rheostress 600, com um sensor cilindrico modelo
Z20 (DIN 53019). A taxa de cisalhamento variou entre 0,001 a 500 s, sendo o tempo fixado

em 500 segundos. Foram realizadas trés repeticdes.

4.3 PREPARACAO DOS HIDROGEIS

4.3.1 Sintese do polipirrol na presenca de pectina

Para obtencéo do sistema pectina-polipirrol, foi utilizada a técnica de disperséo pela rota
adaptada proposta por Amarnath et al. (2008). O procedimento consistiu em solubilizar a
amostra de pectina em agua em um reator de vidro com parede dupla com temperatura fixada
em 45°C. Ap6s sua completa solubilizacdo, foi adicionada a solucao de pectina uma solucao
acida (H.S0.) de pirrol (pH final igual a 3,0), concentracédo 3,1 mg.L™. Apés, foram realizadas
adicOes sucessivas de 20 uL, a cada 5 minutos, de solugdo de persulfato de aménio (1,0
mol.L?) por 85 minutos (agente oxidante). Optou-se por adigées sucessivas, pois pelo método
one-pot foi observado precipitados na dispersao. Foram retiradas aliquotas de 300 uL em
intervalos de 5 minutos e diluidas em 2,7 mL de agua ultrapura e transferidas para uma cubeta
de quartzo. A sintese foi acompanhada por UV-Vis, pelo acompanhamento da absorbéancia
em na faixa de 300-900 nm, em um espectrofotbmetro Agilent 8453 (FIGURA 7). As amostras

foram dialisadas contra 4gua destilada por 24 horas.
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15,5 mL dgua ultrapura e Adicdo de 300puL
1,5 mL de H,S0, 1,7 molL*! de ag. Oxidante a
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FIGURA 7: ESQUEMA ILUSTRATIVO DA SINTESE DO POLIPIRROL EM PECTINA.

4.3.2 Potencial Zeta

A carga superficial das particulas formadas pelas amostras das dispersdées PD-PPy e
PND-PPy foi determinada utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS, no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas) sob a supervisdo do Dr. Mateus Borba
Cardoso.

4.3.3 Reticulagdo da matriz péctica

Os hidrogeéis foram preparados a partir de PND e PD na presenca e na auséncia do
polimero condutor, seguindo a rota proposta por Yoshimura et al., (2005). A dispers&o
dialisada contendo os compdsitos pectina e polipirrol (PND-PPy e PD-PPy) foram adicionados
0,2 g de pectina. Em seguida, foi adicionado 0,3 mL do agente reticulante, CaCl, 5% (m/v),
sob agitacdo magnética. Esta disperséo foi deixada em repouso por 24 horas. Ap0s esse
tempo, foram adicionados 5 mL de NaOH (10% m/v) e deixado em repouso por mais 24 horas
em molde circular. Os hidrogéis preparados conforme descrito anteriormente, foram
denominados gPND-PPy e gPD-PPy. Estes foram retirados dos moldes e purificados em agua
destilada. Hidrogéis foram preparados na auséncia do polimero condutor, e denominados
gPND e gPD.

4.4 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

4.4.1 Comportamento reolégico

O estudo reoldgico dos hidrogéis foi realizado no Departamento de Bioquimica e
Biologia Celular da UFPR, em Redmetro Haake Rheostress 75, acoplado a um banho termo

circulante HAAKE K15, empregando um termocirculador de agua DC5, com controlador
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térmico TC 81 (Peltier), com um sensor placa-placa (PP 20). Previamente foi realizada uma
varredura de tenséo para verificagdo da regido viscoelastica para cada amostra na frequéncia
de 1,0 Hz, variando de 0,01 a 100 Pa. As varreduras de frequéncia foram conduzidas na
tensédo de 10 Pa na faixa de 0,02-100 Hz, com temperatura de 20 °C.

4.4.2 Estudos de intumescimento e perda de agua (sinerese)

Para determinacdo do grau de intumescimento (/%), o gel previamente seco (~0,3
gramas) foi submerso em 100 mL do fluido. A massa do gel intumescido com o fluido foi
determinada em intervalos de tempo, durante 72 h. Antes da pesagem, o hidrogel foi retirado
do meio e seco superficialmente para retirada do excesso de fluido.

O estudo de perda de agua foi realizado em estufa a 25°C e na geladeira a 1°C. Amassa

foi acompanhada com pesagem a cada 30 minutos por 400 minutos.

4.4.3 Espectroscopia Raman

Os hidrogéis (secos e macerados) e as pectinas (PD e PND) foram estudados través de
espectroscopia Raman, no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da UFPR, em um
espectrografo Witec (modelo alpha 300R) equipado com um laser He-Ne, de comprimento de
onda de 632,8 nm. Os espectros foram coletados entre 4000-400 cm, tempo de integracédo
de 6 s, 36 scans para as amostras PND-PPy e PD-PPy liofilizadas e maceradas.

4.4.4 Microscopia eletrdnica de varredura

Depois de purificados em agua destilada, os hidrogéis foram analisados por meio de
microscopia eletrnica de varredura (MEV), utilizando um equipamento JEOL JSM-6360LV,
operando em 15 kV, no CME da UFPR. Para isso, os hidrogéis foram congelados e, em
seguida, liofilizados por 24 h a -55 °C e fraturados. Antes das analises por MEV foi depositada
uma fina camada de ouro sobre a superficie das amostras para torna-las eletricamente

condutoras.
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4.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS HIDROGEIS

4.5.1 Voltametria Ciclica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato lviumStat utilizando-
se um eletrodo Ag/AgClsa: como referéncia, chapa de platina como contra-eletrodo e eletrodo
de platina com area de 0,1963 cm?como eletrodo de trabalho. O meio eletrolitico foi solugcdo
tampéo fosfato salina (KH.PO4/NaHPO.) 0,2 molL* (15 mL). A varredura foi realizada entre -
0,8 a 0,6 V com velocidade 10 mVs™. Foi depositado sobre o eletrodo de Pt uma pequena
quantidade do hidrogel tmido e deixado por 24 horas em estufa para secagem a fim de formar

um filme na superficie. Todos os experimentos foram conduzidos em temperatura ambiente.

4.5.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Os filmes das amostras gPND-PPy e gPD-PPy, obtidos por casting no eletrodo de
platina, foram analisados por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Os eletrodos
foram polarizados no potencial continuo igual aos valores de pico de oxidacdo por 20
segundos antes de iniciar as medidas de EIS para que o estado estaciondrio fosse atingido.
A faixa de frequéncia utilizada foi de 10° a 10" Hz, com perturbacéo senoidal de 5 mV rms
(root mean square). O sistema quimico e o meio eletrolitico foram os mesmos utilizados para

as voltametrias ciclicas.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DAS PECTINAS E ESTUDO DO COMPORTAMENTO
EM SOLUCAO

5.1.1 Determinag&o da massa molar ponderal média das pectinas

Observou-se, pelos perfis cromatograficos (FIGURA 8), que ambas as amostras eluiram
em volumes entre 7 e 13 mL, apresentando duas populacdes, uma correspondendo a
moléculas de maior massa molar (menores tempos de eluicao) e outra de menor massa molar

(maiores tempos de eluig&o).
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FIGURA 8 - PERFIL CROMATOGRAFICO (SEC) PARA AS AMOSTRAS PECTICAS NAO DIALISADA
(PND) E DIALISADA (PD).

A contribuigdo das duas populagdes (visualizado pela intensidade do detector de indice
de refracdo) se inverte quando se compara a amostra ndo dialisada e dialisada. Este fato
relaciona-se a perda de moléculas de menor massa durante o processo de didlise, resultando,
no caso da PD em uma amostra com maior concentracdo de compostos de maior massa.
Observando-se a curva correspondente a amostra PD, na regidao de menores tempos de
eluicdo, observa-se um ombro, em torno de 10 mL, aparentemente ausente na amostra PND.
Acredita-se tratar-se de cadeias que sofreram agregacao ap0s didlise.

Calculou-se, com o software OmniSEC, a massa molar ponderal média (Mw) e grau de
polidispersdo (Mw /Mn) das amostras por meio dos perfis cromatograficos obtidos, utilizando
o incremento de indice de refracdo calculado previamente (dn/dc = 0,147 mL/g). Cada pico foi
tratado individualmente, denominados picos (1) e (2), correspondendo, respectivamente, ao
menor tempo de eluicdo (maiores massas) e maior tempo de eluigdo (menores massas). Os

dados estao apresentados na TABELA 3.

TABELA 3: VALORES DE MASSA MOLAR PONDERAL MEDIA (Mw), GRAU DE POLIDISPERSAO
(Mw /Mn) E RAIO DE GIRO (Rg) DAS AMOSTRAS PND E PD OBTIDOS POR SEC.

Amostras (picos) M, (10% g.mol?) M, /M, Ry (nm)
PND (1) 143,7 1,43 26,20
PND (2) 10,50 1,83 3,30

PD (1) 145,6 1,04 24,60
PD (2) 26,70 1,80 2,30
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A perda de oligbmeros durante o processo de didlise € uma hipétese que pode justificar
os resultados da Tabela 1, devido a diferenca na polidispersividade do pico (1) da PND (1,43)
em relagdo a PD (1,04) e também pelos menores valores de raio de giro.

Os valores de [n] estdo diretamente relacionados ao volume hidrodindmico das
particulas e este, por sua vez, esta relacionado com o tamanho e a conformacao das cadeias
em solugéo. E reportado na literatura um estudo sobre a heterogeneidade da pectina citrica
descrito por BERTH (1988) em que foi obtido um valor de viscosidade intrinseca, [n], de 345
mL/g. Por meio da analise por SEC os valores de [n] encontrados para as amostras foram
440,60 mL/g para PND e 332,70 mL/g para PD, estando, portanto, na mesma ordem dos
valores encontrados na literatura. A partir dos valores de [n] p6de-se calcular a concentracéo
critica (c*) (EQUACAO 4) que corresponde a limite da passagem do regime diluido para o
semidiluido (TAYLOR, 1995; BRANHAM, 1996) encontrando-se os valores 0,002 g/mL e
0,003 g/mL, para PND e PD, respectivamente.

5.1.2 Caracterizagdo quimica das amostras PND e PD

Cipriani e colaboradores (2012) relataram que a pectina citrica € composta
essencialmente por &acido galacturdnico (95,5%), com tragos de agucares neutros como
galactose (1,8%), glucose (1,5%), arabinose (0,8%) e ramnose (0,4%).

Quanto ao teor de proteinas, as amostras em estudo foram analisadas pelo método
descrito por Hartree (1972) e foram encontrados os valores de 1,3% e 3,9% para PND e PD,
respectivamente. Pelo método colorimétrico de Filliseti-Cozzi e Carpita foi encontrado que a
PND tem 43% m/m de &acidos urdnicos enquanto que a PD tem 73% m/m.

O valor da rotagdo Optica das amostras também variou com a didlise, sendo este
aumentado, de 11,6°+ 0,05 para 26,8°+ 0,008, PND e PD, respectivamente.

O grau de metoxilagdo das amostras PND e PD foi determinado por meio da andlise dos
espectros de *H RMN e FT-IR.

A curva analitica utilizada para determinacdo do GM por FT-IR foi obtida por Vriesman
(2008). O grau de metoxilacéo das amostras foi encontrado a partir da razéo da area da banda
dos grupos carboxilicos metoxilados (1749 cm™ - COO-R) em relacéo a area total dos grupos
carboxilicos [soma das areas de 1749 cm™ (COO-R) e 1630 cm™* (COO")], conforme mostrado
na FIGURA 9. A partir da area das bandas foi determinado o GM para cada amostra, obtendo-
se 73% para PD e 49% para PND, concluindo-se que a PD € uma pectina HM enquanto que
a PND é LM (FIGURA 8). Durante a didlise a perda maior de &cido € devida a sua maior

solubilidade frente aos grupos metoxilados.
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FIGURA 9: ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS PECTINA DIALISADA (PD) E NAO
DIALISADA (PND).

Para verificar a confiabilidade do método anterior na determinacdo do GM das pectinas,
foram realizados experimentos de *H RMN. As FIGURAS 10 e 11 mostram respectivamente
o espectro de *H RMN das amostras PND e PD. Os hidrogénios adjacentes aos grupos
carboxilicos livres (H-5) podem ser encontrados em torno de 4,5 ppm enquanto que 0S
hidrogénios H-1 e H-5 adjacentes a carbonos de grupo éster apresentam-se em dois sinais
em torno de 5,00 ppm. Devido a proximidade ou até mesmo a sobreposicdo dos sinais dos H-
1 e H-5 somente € possivel determinar uma integral combinada destes dois sinais
(ROSENBOHM, 2003).

O valor de GM é definido como a quantidade de grupos éster em relacao a quantidade
total de acidos carboxilicos livres ou esterificados. Para sua determinacéo foi utilizada a

seguinte equacao:

IA—-IB
IA+IB

GM (%) = )

Onde Ia representa a integral dos sinais H-1 e H-5 das unidades de Gala esterificadas,

e lg representa a integral dos sinais de H-5 das unidades de GalA livres.
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FIGURA 11: REGIAO DE CAMPO BAIXO DO ESPECTRO DE H RMN DA AMOSTRA PD.

Desta forma, ap0s a integracdo dos picos utilizando o software TopSpin, foi possivel

obter os valores do grau de metoxilacdo para a amostra PND igual a 49% e para PD igual a



20

79%. Portanto os estudos por FT-IR e *H RMN sdo concordantes. Relacionar PD (mais
metoxilada) com menor solubilidade — retido na didlise.

De acordo com os dados da literatura, a pectina possui um valor de pKa de
aproximadamente 3,40, podendo apresentar variagbes nesse valor de acordo com suas
caracteristicas moleculares e estruturais (PLACHINA, 1978; VORAGEN, 1995).

Pelo ajuste da curva de pH em funcdo do volume de base adicionado (FIGURA 12), com
auxilio do programa BEST?7, foi encontrado para PND o valor de pKa= 3,61 + 0,04 e para a
PD pKa= 3,46 £ 0,05, evidenciando um carater mais 4cido para a PD. Portanto, a perda de
moléculas menores no processo de dialise interfere no valor de pKa da pectina. Considerando
que a PD tem maior grau de metoxilacdo, o maior distanciamento dos grupos carboxilicos
nesta amostra favorece a ionizacdo em menores pHSs.

Os valores de pKa relacionam-se diretamente a formacg&o do hidrogel. Pectinas com
alto grau de metoxilagdo requerem pHs abaixo do pKa para a formacdo de hidrogéis, para
gue os grupos carboxilicos ndo se encontrem ionizados, favorecendo a associagdo das
cadeias por meio de ligacdes de hidrogénio (TSOGA, 2004). Os valores encontrados pela

caracterizacao quimica da pectina estdo condensados na Tabela 4.

8 8
= Experimental = Experimental| J
(A) Calculado (B) Calculado
6 6-
4 T
JQZ_ e 4
2- pKa= 3,61 + 0,04 pKa= 3,46 £ 0,05
24
01—~ : - i ' '
0 5 10 15 0 5 10 15
Volume de KOH (mL) Volume de KOH (mL)

FIGURA 12: TITULAGAO POTENCIOMETRICA (KOH a 0,1 mol.LY) PARA (A) PND E (B) PD O VALOR
DO pKa EXPERIMENTAL FOI CALCULADO PELO PROGRAMA BEST7.

TABELA 4: PROPRIEDADES DAS AMOSTRAS PND E PD: PERCENTUAL PROTEICO, DE ACIDOS
URONICOS, GRAU DE METOXILACAO, ROTACAO OPTICA E pKa

Amostra | % proteico % acidos %metoxilacao a (°) pKa
(m/m) (m/m) (FT-IR e *H
RMN)
PND 1,30 £ 0,05 43,0 0,8 43 e 43 11,6 3,61+ 0,04
+0,005
PD 3,90 £ 0,08 73,0 £0,6 73e79 26,8 3,46 £ 0,05
+0,008



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861799001915#BIB18
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13000179#bib27
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5.1.3 Viscosimetria capilar das pectinas

Uma caracteristica importante a ser estudada em solucdes poliméricas é a viscosidade
intrinseca [n] que corresponde ao volume hidrodindmico (em mL ou dL) por um miligrama ou
grama de amostra (volume hidrodindmico), em uma condicdo muito diluida. Visto que a [n]
relaciona-se com a massa molar, diferentes modelos matematicos sdo propostos para o
calculo da massa molar viscosimétrica. Empregando a equacao de Huggins € possivel obter

o valor da [n] conforme equacao abaixo:

Nrea = [M] + KH[U]ZC 3)

Onde 1,4 € a viscosidade reduzida, [n] é a viscosidade intrinseca, Ky € a constante de
Huggins e ¢ é a concentracdo (HUGGINS, 1942; MALKIN, 2006).
Uma vez encontrado o valor da viscosidade intrinseca, a massa molar viscosimétrica

média, M,, pode ser calculada através da equacao de Mark-Houwink-Sakurada:
1] = K.My 4

Onde K e a sao constantes para um determinado par polimero-solvente, a uma
determinada temperatura (ROSS-MURPHY, 1994).
A concentracgdo critica das solugdes (c*), onde pode ser verificada a transi¢cao do regime

de concentragéo diluido para o semi-diluido, € estimada pela relacéo:
=) ®)

E através da equacgdo de Flory-Fox, é possivel relacionar a viscosidade intrinseca ao

raio de giro (Rg) das cadeias poliméricas:

63/2 R’
] =——

(6)

Onde ® é a constante de Flory igual a 2,1.10% mol*, para [n] obtida em unidades mL.g"
1 e M é a massa molar (ROSS- MURPHY, 1994).
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A viscosimetria capilar das amostras PND e PD foi realizada em meio salino em duas
concentracdes diferentes de NaCl 1,0 e 2,0 molL?. A partir do modelo de Huggins e das
equacdes apresentadas na Secao 2.3 foram obtidos os valores de viscosidade intrinseca,
concentracdo critica, massa molar e raio de giro (TABELA 5):

TABELA 5: VALORES OBTIDOS PELO MODELO DE HUGGINS, COEFICIENTES DE CORRELAGAO
(R2), VISCOSIDADE INTRINSECA [n], CONCENTRAGAO CRITICA (c*) E MASSA MOLAR(Mv) PARA
AS AMOSTRAS DE PND E PD EM NaCl 1,0 E 2,0 MOL.L™2.

[NaCl] [n] c* Mv Kn

Amostras | 51 1 R | (mLig) | (mg/mL) (10(39/nzo|) Ry (NM)
PND 1,0 0,995 | 176,0 0,006 194,0 22,4 6,6
PND 2.0 0,933 | 229.0 0,004 260,0 26,8 2.9
PD 1,0 0,992 | 2240 0,004 260,0 26.6 5,4
PD 2,0 0,929 | 216,0 0,005 245,0 25,8 3,9

O modelo de Huggins mede as interagdes hidrodindmicas das moléculas e nos da
informagfes importantes sobre a interagdo polimero-solvente. Quando as amostras estdo
solubilizadas em solvente 6, o Ky adquire valores entre 0,5 e 0,7. Quanto menor seu valor,
mais solvatada estara a molécula e melhor devera ser o solvente (SAKAI, 1968; LAI, 2000).
Para as amostras PND e PD, em ambas as concentracoes, os valores de Ky estdo acima do
estabelecido para solventes 8. Esse comportamento é caracteristico de polissacarideos que
sdo altamente carregados (polieletrélitos) e, portanto estdo sujeitos a sofrer interacdes
eletrostéticas. Logo, infere-se que a concentracao de sal utilizada nao foi suficiente para
minimizar as interacdes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias de pectina.

Os valores de [n] estdao diretamente relacionados ao volume hidrodindmico das
particulas e este, por sua vez, esta relacionado com o tamanho e a conformacao das cadeias
em solucdo. Observa-se pelos resultados da Tabela 5, que a amostra PND foi mais afetada
pela concentracdo de sal do que a PD.

A massa molar para as amostras foi calculada a partir da equacdo de Mark Houwink
Sakurada (K= 1,15 e a = -2,667). Podemos observar que valores encontrados por
viscosimetria capilar para [n], Rq, c* € (Mv), estdo condizentes com os encontrados por SEC,
sendo esta Ultima uma técnica mais refinada em relacdo a viscosimetria.

A amostra PND contem maior concentracdo de moléculas menores, com maior
percentual m/m de grupos carboxilicos (ionizados no pH de estudo) e possivelmente com
maior concentracdo de outros eletrélitos de menor massa, naturalmente presentes em

amostras de pectina bruta. Justificando-se, portanto, os resultados encontrados na Tabela 5.
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5.1.4 Comportamento reoldgico das solu¢des

As propriedades reoldgicas de polimeros dependem da massa molar e de sua
distribuicdo, da possibilidade de formacdo de ligacbes intra e intermoleculares, da
conformacdo adotada pela molécula quando em solucédo e das varidveis experimentais. A
conformacdo das cadeias em solucdo, por sua vez, depende da concentracdo, da
temperatura, do pH e da forca idnica do meio.

O estudo reoldgico das solucbes pécticas foi realizado em agua variando o pH para 1
e 12 e em solucdo aquosa salina (NaCl 2,00 mg.mL™?) variando o pH para 1 e 12, em banho
fechado com temperatura fixada em 20°C, visando elucidar os resultados encontrados no
estudo por viscosimetria capilar. De acordo com os valores de pKa encontrados, em pH 1 os
grupos &cidos de ambas as amostras encontram-se protonados, enquanto que em pH 12
encontram-se ionizados.

Comparando o comportamento das amostras PND e PD, em 4gua, em pH 1 e em pH
12 (FIGURA 13), pode-se observar que para ambas as amostras, nas duas condi¢cdes de pH
ha um aumento acentuado da viscosidade em torno de 300 s™. O valor exato da taxa de
cisalhamento em que a viscosidade aumenta é denominado limite de elasticidade do material
e relaciona-se principalmente com a natureza e intensidade das interagdes intermoleculares
(ENDRESS et al. 1996). Para a PND, ndo € possivel observar diferencas significativas na
viscosidade nos diferentes pHs. No entanto, para a amostra PD, observa-se que em pH 1 a
viscosidade é maior em relacdo ao pH 12.

4 4
(A) PND - H,O (B) PD- HyO
—— pH 1 —— pH 1
3 —— pH 12 3] ——pH 12
0 = N
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FIGURA 13: COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS AMOSTRAS (A) PND E (B) PD EM AGUA
ULTRAPURA EM pH 1 E 12 (2,00 mg.mL"%).

Ao comparar as amostras PND e PD (FIGURA 14) em pH 1 verifica-se que a amostra
PD tem maior viscosidade. J& em pH 12, os valores de viscosidade de ambas amostras estdo
proximos. Isto pode ser atribuido a néo existéncia de interacdes de hidrogénio entre as

cadeias, visto que acima do pKa, os grupos &cidos estdo predominantemente na forma de
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carboxilato. Portanto, em pH 1, as intera¢des de hidrogénio sédo favorecidas e a populagao
com maior massa molar interfere diferentemente na resposta reoldgica, justificando-se, desta
forma, a maior viscosidade da PD em relacéo a PND neste pH.
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FIGURA 14: COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS AMOSTRAS PND E PD EM AGUA ULTRAPURA
EMpH (A) 1 E (B) 12 (2,00 mg.mL™1).

O mesmo estudo foi realizado para as amostras PND e PD em solucdo aquosa salina
(NacCl, 0,1 mol.L'Y) em pH 1 e pH 12 (FIGURA 15). Para a PND pode-se verificar um aumento
na viscosidade variando o pH de 1 para 12. Para a PD a variacdo da viscosidade é bem mais
significativa devido & sua maior massa molar e, portanto, a maior quantidade de grupos acidos
possiveis de fazer ligagéo de hidrogénio.
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FIGURA 15: COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS AMOSTRAS (A) PND E (B) PD EM SOLUCAO
AQUOSA SALINA EM pH 1 E 12 (2,00 mg.mL).

Um estudo comparativo entre as amostras em solu¢gdo aquosa salina também foi
realizado (FIGURA 16), mostrando novamente que a PD apresenta maior viscosidade em
relacdo a PND. Em condi¢bes acima do pKa (pH 12) o comportamento de ambas as amostras
sdo semelhantes, analogamente ao que ocorreu em 4gua pura. Em pH 1, e na presenca de

sal, o aumento da viscosidade da PD em relacdo a PND é mais significativa do que em 4gua
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pura. Este fato pode estar relacionado a maior repulsdo entre as cadeias em pH 12, ou seja,
maior interacdo repulsiva entre os grupos carboxilatos que nessa faixa de pH encontram — se
carregados negativamente. Vale ressaltar que em pH 1 a presenca de sal perturba o estado
neutro das cargas enquanto que em pH 12 o sistema néo é perturbado.

4 4
(A) (B)
NaCl - pH 12
——PD
3 //N——’_J 3 ——PND
0 - @
© @
o R o
£ E
] 24
=2 NaCl- pH 1 i
——PD
—— PND —
1 i i i i 1 T T T T
100 200 300 200 500 100 200 300 400 500

. -1
Taxa de cisalhamento (3.1) Taxa de cisalhamento (s™)

FIGURA 16: COMPORTAMENTO REOLOGICO COMPARATIVO DAS AMOSTRAS PND E PD EM
SOLUCAO AQUOSA SALINA EM pH (A) 1 E (B) 12(2,00 mg.mL).

Nas TABELAS 6 e 7 sado apresentados os valores de viscosidade no limite de
elasticidade das pectinas, nos ciclos de aumento de taxa de cisalhamento (ida) e no
decréscimo (volta).

TABELA 6: VALORES DO LIMITE DE ELASTICIDADE (s'Y) DA AMOSTRA DE PND COM O AUMENTO
DA TAXA DE CISALHAMENTO (IDA) E COM A DIMINUICAO DA TAXA DE CISALHAMENTO (VOLTA)
EM AGUA E NacCl.

PND- H,O PND- NaCl
Amostras(mg/mL) Ida Volta Ida Volta
pH 1 334,4 329,0 323,9 314,4
pH 12 308,8 299,3 278,3 269,2

TABELA 7: VALORES DO LIMITE DE ELASTICIDADE (sY) DA AMOSTRA DE PD COM O AUMENTO
DA TAXA DE CISALHAMENTO (IDA) E COM A DIMINUICAO DA TAXA DE CISALHAMENTO (VOLTA)
EM AGUA E NacCl.

PD- H,O PD- NacCl
Amostras(mg/mL) Ida Volta Ida Volta
pH1 359,4 349,5 - -
pH 12 318,9 294,2 303,6 279,2

Pelos valores do limite de elasticidade apresentados nas tabelas acima, observa-se a
reversibilidade dos processos de deformacéo por cisalhamento, visto que estes valores ndo
sofrem deslocamentos significativos ao compararem-se as curvas de ida e volta.

Além disso, a reducdo nos valores do limite de elasticidade para a PND na presenca de

sal e em ambos os pHSs, indica a redugédo na intensidade das interacdes intermoleculares
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nesta condicdo. Comportamento semelhante ocorreu para a PD apenas em pH 12. Ao
contrario, em pH 1 sugere-se que o limite de elasticidade tenha se deslocado para valores
maiores, acima do intervalo experimental (500 s?).

Dentre as amostras analisadas, maiores viscosidades foram observadas empregando a

amostra PD, em NaCl 0,1 mol.L* e em pH 1.

5.2 SINTESE DO POLIPIRROL

O esquema da FIGURA 17 mostra uma ilustracdo de uma proposta de como a pode
ocorrer a sintese quimica do polipirrol em presenca de pectina. As cadeias de pectina atuam
como um estabilizador, visto que mondmeros e oligdmeros de polipirrol adsorvem no
polissacarideo, produzindo um nucleo de crescimento. Pelo mecanismo de reacdo em cadeia
ocorre a formacao de novos oligdbmeros no meio reacional permitindo que todo o sistema se
polimerize. Ocasionalmente, outras cadeias de estabilizador atraem particulas em
crescimento, que impedem a agregacao. Este crescimento pode ser observado pela mudanca

da cor da sintese que passa de incolor a preta conforme o pirrol € polimerizado.

Monémeros/

adsorcdo Nucleagado/
oligbmeros crescimento do poli(pirrol)
de poli(pirrcol)
. ; '
» '
@) ®) , (©
Particulas em
Cadeia do crescimento

estabilizador

FIGURA 17: MODELO DE FORMACAO DE PARTICULA COLOIDAL: (A) OLIGOMEROS DE PIRROL
ADSORVIDOS A CADEIA DE ESTABILIZADOR, (B) CRESCIMENTO DE UMA CADEIA DE PPy
PRODUZINDO UM NUCLEO; (C) OUTROS OLIGOMEROS E NOVAS CADEIAS DE PPy PERTO DO
NUCLEO, AUMENTO DO TAMANHO DA PARTICULA COLOIDAL. ADAPTADO DE IROH E SU, 2000.

5.2.1 Espectroscopia por UV-Vis para PD/PPy e PND/PPy

A sintese do PPy foi realizada da mesma maneira empregando PND e PD como agente
estabilizante, a 45°C, e foi acompanhada por espectroscopia no UV-Vis, por 85 minutos
(FIGURA 17A e B). O espectro mostra um crescimento das bandas com absor¢do maxima
(Amax) €M ~ 450 nm e ~800 nm (FIGURA 18). A primeira é de mais alta energia e a segunda
costuma ser atribuida a forma totalmente oxidada do polipirrol (BREDAS, 1985; ARJOMANDI,
2011).
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FIGURA 18: ACOMPANHAMENTO DA POLIMERIZACAO DO PIRROL POR UV-VIS, EMPREGANDO
(A) PND E (B) PD COMO ESTABILIZANTE.

As dispersdes de polipirrol empregando tanto a PD quanto a PND permaneceram estaveis
por meses quando armazenadas em geladeira.

Medidas de potencial zeta () das amostras PND-PPy e PD-PPy foram feitas para
relacionar a presenca de PND ou PD com a carga superficial das particulas. Como observado
na FIGURA 19, as amostras apresentam carga superficial liquida negativa variando de -40 a
-15 mV, com valores maximos de {max = -30,4 mV e {max = -24,8 mV, para PD-PPy e PND-
PPy, respectivamente. A origem da carga superficial negativa é provavelmente devido a
adsorcao na superficie das moléculas de pectina, que no pH em estudo apresentam grupos
carboxilicos ionizados. Os valores mais negativos na presenca de PD deve-se, possivelmente,

a maior quantidade de acidos ur6nicos nesta amostra em relacdo a PND (cf. Tabela 4).
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FIGURA 19: CURVAS DE POTENCIAL ZETA E OS CORRESPONDENTES AJUSTES GAUSSIANOS
DAS AMOSTRAS PND-PPy E PD-PPy.

5.3 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Hidrogéis foram obtidos através da reticulagcao da pectina com CacCl,. Foram preparadas
amostras com PND e PD, na auséncia e presenca de polipirrol. Neste ultimo caso, foram
empregadas as dispersfes logo apos a sintese, conforme descrito na secdo anterior. A
FIGURA 20 apresenta dois hidrogéis de pectina na auséncia e presenca de polipirrol, PD e
PD-PPy, respectivamente. Além de apresentarem diferencas visuais, ao serem pressionados
entre os dedos, nota-se uma maior resisténcia a deformacao do hidrogel sem PPy em relacéo
ao hidrogel com PPy. Os hidrogéis preparados na presenca de PPy possuem uma coloragéo
escura, caracteristica da dispersdo obtida apos a sintese de polimerizagdo do pirrol. Essas
diferencas nas propriedades mecénicas foram comprovadas através de estudos reolégicos

gue serdo apresentados mais adiante nesta sec¢éo.

FIGURA 20: IMAGENS DOS HIDROGEIS FORMADOS EM 1) PECTINA DIALISADA E 2) PECTINA
DIALISADA COM POLIMERO CONDUTOR.
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5.3.1 Espectroscopia Raman

Espectroscopia Raman € uma técnica que permite a identificacdo quimica e estrutural
de diferentes materiais organicos ou inorgénicos. As técnicas de espectroscopia no
infravermelho e a Raman sdo complementares para caracterizar de maneira mais efetiva as
propriedades vibracionais dos materiais (PRASAD, 2003).

Em um estudo desenvolvido por Crowley (2003), filmes de PPy foram
eletroquimicamente sintetizados na superficie de um eletrodo de platina e técnicas
espectroscopicas in situ foram empregadas para o estudo eletrénico e estrutural das
alteracBes apresentadas pelo PPy mediante diferentes potenciais aplicados. Os autores, por
meio da técnica de UV-Vis por reflectancia identificaram os estados neutro, cation e dication
e atribuiram que estas espécies apresentariam um maior efeito de ressonancia nos espectros
Raman se excitadas com lasers nos comprimentos de onda 457 nm (azul), 514 nm (verde) e
633 nm (vermelho), respectivamente. Na TABELA 8, a seguir, estéo identificadas as principais
bandas encontradas e suas respectivas atribuicdes. Estes resultados decorreram da andlise
dos espectros obtidos em diferentes excita¢des e aplicando diferentes potenciais ao eletrodo
modificado por PPy.

TABELA 8. PRINCIPAIS PICOS ENCONTRADOS NO PPy, COM SEUS RESPECTIVOS ESTADOS
DE OXIDACAO E ATRIBUICOES, EXTRAIDO DA REFERENCIA (CROWLEY, 2003).

Bandas / cm? Espécie Atribuicéo
predominante

1619-1622 Dication C=C, estiramento, curta extensdo de conjugacao

1570-1590 Cétion C-C, estiramento no polimero

1555-1560 Neutro C=C, estiramento no polimero

1312-1315 Neutro C-C, estiramento

1057-1060 Cétion CH deformacéo angular no plano

1042-1045 Neutro CH, deformacéo angular no plano
993-995 Neutro Deformacéo no anel
968-970 Cétion Deformacéo no anel
922-925 Dication CH deformacao angular fora do plano

Foram analisadas por espectroscopia Raman as amostras dos géis macerados e
liofilizados, gPND-PPy e gPD-PPy, utilizando radiagéo laser de comprimento de onda 632,8
nm. Assim, a forma dication seria melhor identificada, que como mencionado, esta
diretamente relacionada com o nivel de dopagem do polimero. Os espectros Raman dos pés
dos géis gPND-PPy e gPD-PPy estdo apresentados na FIGURA 21. Os espectros
correspondentes aos géis sem PPy (gPND e gPD) foram omitidos por ndo ser possivel

observar nenhum pico Raman, devido & fluorescéncia proveniente desse tipo de material.
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FIGURA 21: ESPECTROS RAMAN OBTIDOS DAS AMOSTRAS ¢gPND-PPY E gPD-PPY,
LIOFILIZADAS E MACERADAS. RADIACAO UTILIZADA: 632,8 NM.

Os espectros indicam que ambas as amostras possuem um padrdo de bandas
concordantes com o descrito em literatura para o PPy e que ndo sdo encontrados sinais
referentes a pectina. Este é um fato esperado, devido ao intenso sinal do polimero condutor,
gue possui um efeito forte de ressonancia, encobrindo qualquer sinal referente a pectina.
Ainda, comparando-se as amostras, ndo se observa nenhum deslocamento drastico,
indicando que n&o ocorre a quebra da conjugacéo do PPy pela utilizacdo da pectina, dialisada
ou nao.

Entre as amostras, as principais diferencas estdo nas regides entre 920-980 cm™ e
1550-1610 cm™. As bandas em 927 cm™ e 978 cm™ podem ser atribuidas respectivamente a
deformacéao fora do plano da ligacéo C-H e a deformagé&o do anel. A intensidade relativa dessa
Ultima esta diretamente relacionada ao estado de oxidacdo e dopagem do polimero
(CROWLEY, 2003; LIU 2000; LIU, 2002). Quanto mais oxidado, maior a relagdo lgo7/lg7s.
Comportamento analogo é observado em relacédo as bandas em 1572 e 1608 cm, sendo que
ocorre o aumento de intensidade desta Ultima, de acordo com o0 aumento do grau de oxidacdo
do PPy. As bandas discutidas, portanto, indicam que ao empregar a PND como agente
estabilizante, o PPy encontra-se em um estado mais oxidado (ou maior dopagem),
possivelmente devido a participacdo das espécies de menor massa molar (PND) no processo

de dopagem do PPy. Na FIGURA 21 sdo encontradas bandas caracteristicas do estado
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reduzido bem como do estado oxidado para as duas amostras indicando que diferentes

estruturas na formacao do PPy sao obtidas por meio da sintese com PND ou PD.

5.3.2 Medidas de perda de agua para os géis com e sem PPy (sinerese)

Devida a importancia para a adequada aplicagdo de hidrogéis € o conhecimento do
comportamento de perda de 4gua. A porcentagem de perda de agua foi calculada pela
equacgao (GANN, 2009):

Perda de agua (%) = [(Meq — M) X (Meg)™] X 100 (7)

Onde, M¢q € a massa do hidrogel no equilibrio (intumescido), e M; a massa do hidrogel
em determinado tempo t de secagem.

A quantidade de &gua liberada pelo hidrogel foi um parametro estudado em duas
temperaturas diferentes, 1°C e a 25°C, para avaliar o potencial de aplicacdo e a capacidade
de permeabilidade de géis. Na FIGURA 22 encontram-se os graficos de perda de agua para
0s géis da PND e PND com e sem polipirrol.
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FIGURA 22: MEDIDAS DE PERDA DE AGUA DOS HIDROGEIS DE PECTINA COM E SEM PPy EM
DUAS TEMPERATURAS DISTINTAS, (A) 1°C E (B) 25°C.

O processo de expulsédo de agua devido a contracdo do gel decorrente da temperatura
€ também conhecido como sinerese. O comportamento dos géis com e sem PPy seguem a
mesma tendéncia a 1°C sendo a maior porcentagem de perda de dgua para o gel PND-PPy
(~14%). Ja em condi¢cbes de temperatura mais elevada o comportamento difere, sendo a
maior porcentagem de perda de agua em ~7% também para o PND-PPy. Assim, a
temperatura e a presenca de PPy tem influéncia na sinerese dos géis e as amostras nao
dialisadas e com PPy, devido ao seu carater hidrofébico, as mais susceptiveis a perda de
agua nas duas temperaturas.

5.3.3 Grau de intumescimento dos hidrogéis com e sem PPy em FGS e FIS

O fendmeno de intumescimento é controlado por fatores entrépicos e entalpicos
relacionados a conformacdo macromolecular e suas interacdes com o meio (FLORY &
REHNER, 1943).

Os valores de 1% dos hidrogéis pécticos com e sem polimero condutor foram calculados
de acordo com a equacao abaixo (SPINKYS, 2006):

L M= M,
I/o=M—0x100 (8)
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Onde M; é a massa do hidrogel intumescido em um tempo t e M, é a massa do mesmo

hidrogel ap6s secagem.

O grau de intumescimento dos hidrogéis na presenca e na auséncia de PPy em FGS e
FIS (FIGURA 23) mostraram diferentes comportamentos em relacdo ao meio e suas
composicoes.
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FIGURA 23: GRAU DE INTUMESCIMENTO DOS HIDROGEIS PELO TEMPO EM FGS E FIS SENDO
(A) SEM PPy E (B) COM PPy.

Pela FIGURA 23 pode-se observar que os geéis gPND e gPD, em FGS, apresentam um
maior grau de intumescimento em relacédo aos géis gPND-PPy e gPD-PPy, no mesmo meio.
O menor grau de intumescimento dos hidrogéis pode ser atribuido as fortes interacdes
na matriz do hidrogel entre o polimero condutor e o polissacarideo através de ligacdes de

hidrogénio corroborando assim com os resultados obtidos pela FIGURA 22 (medidas de perda



34

de 4gua) devido ao PPy ter um carater hidrofobico era de se esperar que a matriz contendo o
polimero condutor perderia agua com mais facilidade.

Os hidrogéis gPND-PPy e gPD-PPy em FIS n&o foram possiveis de serem comparados,
uma vez que, no tempo de 300 minutos eles perderam sua integridade fisica. Enquanto que
os géis gPND e gPD mantiveram-se integros apresentando perda de massa somente por volta
de 4000 minutos.

Essa diferenca de comportamento em diferentes meios pode ser atribuida aos grupos
carboxilicos da pectina estarem nao ionizados abaixo do pKa e ionizados acima do pKa.
Quando os valores de pH sao superiores ao pKa da pectina (~3,5), os grupos carboxilicos
estdo na forma de carboxilatos, favorecendo 0 aumento do intumescimento do gel. O aumento
da quantidade dos grupos carregados negativamente favorece a repulsdo anion-anion entre
as cadeias de pectina, permitindo que haja um aumento no tamanho e niamero de poros, e
em consequéncia, a quantidade de agua absorvida € significantemente maior, levando a
desintegracdo da matriz do hidrogel (GANZA-GONZALEZ, 1999; SUI, 2008; LOPES, 2013).

Com o hidrogel mantendo um menor grau de intumescimento no meio gastrico, o
material pode ser utilizado para liberacdo controlada de farmacos, uma vez que esse tipo de
dispositivo busca uma absorcdo minima na mucosa gastrica e uma maxima no colon
(FREIRE, 2006).

5.3.4 Medidas reoldgicas dos hidrogéis produzidos com e sem PPy

O comportamento reoldgico dos materiais pode ser classificado em sélidos perfeitos
(Hookeanos) e fluidos perfeitos (Newtonianos). Os soélidos ideais se deformam elasticamente
e a energia de deformacdo € completamente recuperada, quando cessa o estado de tenséo
enquanto que os fluidos ideais se deformam de forma irreversivel e a energia de deformacéo
é dissipada na forma de calor (PASQUEL, 1999).

O termo viscoelastico é utilizado para descrever o comportamento intermediario entre
sélido e liquido. Alguns fluidos sdo, no entanto, essencialmente ndo elasticos, mas tem uma
viscosidade que varia com o estado de deformacgéo, eles sdo chamados de fluidos néo
newtonianos. A viscoelasticidade é um fenbmeno dependente do tempo que, ao contrario dos
demais fendmenos, sé ocorre em sistemas poliméricos (MACOSKO ET AL., 1993).

No caso da aplicacdo de uma deformagéo conhecida, a componente elastica da tensao
gerada (resposta) esta em fase com a deformacao, e quando relacionada com a deformacéo
fornece o médulo de armazenamento (G’). Ao contrario, a componente viscosa da tenséo esta
fora de fase com a deformacéo, de um valor 5 (delta) e, neste caso, ao relacionar-se com a

deformacéo fornece o modulo de perda (G”). Dispersdes coloidais e polimeros sao exemplos
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de fluidos complexos com comportamento viscoelastico devido a sua natureza
macromolecular (MASON E WEITZ, 1995).

Ap6s um intervalo de 30 minutos da purificacdo dos géis, foi iniciado o estudo reoldgico
dos sistemas. Para a determinagdo do comportamento dos sistemas pécticos, foi realizada
uma varredura de tenséo para se determinar a regido viscoelastica, ou seja, a regido onde a
estrutura do gel é preservada (pequenas deformacdes). A regido de viscoelasticidade linear
usada foi de 10 Pa, porgue acima desse valor os modulos elastico e viscoso comecaram a
apresentar dependéncia da tenséao.

Pode-se observar pela FIGURA 24 que os médulos G’ e G” sdo maiores para o hidrogel
gPD em relacdo ao gel gPND. Esta diferenca pode ser atribuida ao processo de dialise, onde
ocorre a perda de oligbmeros, que por infravermelho, mostrou tratar-se das moléculas mais
metoxiladas. Portanto, os géis gPD sao favorecidos pelas intera¢des entre moléculas de maior
massa molar (carboxiladas) com os ions divalentes Outra causa do melhor desempenho dos
géis gPD relaciona-se a maior concentracdo de moléculas de maior massa molar. Assim,
pode-se atribuir que a forga dos géis pécticos pode estar relacionada aos valores do grau de
metoxilacdo e massa molar média (HAMINIUK 2009).
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FIGURA 24: VARREDURA DE FREQUENCIA A 20°C PARA OS HIDROGEIS (A) gPND E (B) gPD

Porém, ao analisar a FIGURA 25 observa-se que a presenca do PPy interfere nas
propriedades mecéanicas dos géis. Foi obtido um menor moédulo de armazenamento para a
pectina dialisada e um maior médulo para a pectina ndo dialisada, resposta contraria
encontrada para os géis sem o polimero condutor. Este resultado pode ser atribuido a maior
interagdo do polipirrol com a matriz do polissacarideo, através das moléculas de menor massa
molar perdidas durante a dialise, que possivelmente apresentam interacdes estéricas com as
cadeias de PPy. Pode-se observar nas figuras que na faixa de frequéncia empregada os
modulos G’ e G” ndo se interceptam (crossover), o que reflete a existéncia de uma rede

tridimensional.
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FIGURA 25: VARREDURA DE FREQUENCIA A 20°C PARA OS HIDROGEIS (A) gPND-PPy E (B)
gPD-PPy.

5.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

Na FIGURA 26 sdo apresentadas micrografias dos hidrogéis gPND, gPD, gPND-PPy e
gPD-PPy apos serem liofilizados e fraturados. Nota-se uma similaridade morfologica entre os
hidrogéis A, B, C e D que correspondem a gPND (500x), gPND (10000x), gPD (500x) e gPD
(10000x), respectivamente, em que apresentam superficie irregular aproximando 500 ou
10000x. As imagens nomeadas E, F, G e H correspondem aos hidrogéis preparados na
presenca de PPy. E possivel observar uma maior homogeneidade na superficie para ambos
0s géis, mostrando que ao adicionar o polimero condutor a superficie fica mais uniforme,

principalmente para o gel g°PND-PPy.
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FIGURA 26: IMAGENS DE MEV PARA OS HIDROGEIS A) gPND(500x), B) gPND(10000x), C)
gPD(500x), D) gPD(10000x), E) gPND-PPy(500x), F) gPND-PPy(10000x), G) gPD-PPy(500x) E H)
gPD-PPy(10000x), APOS LIOFILIZADOS, MACERADOS E RECOBERTOS COM UMA FINA CAMADA

DE OURO.
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5.3.6 Caracterizacao eletroquimica

Para averiguar o comportamento eletroativo dos materiais sintetizados, as amostras
foram submetidas a experimentos voltamétricos. Dois eletrodos de platina foram modificados
a partir dos materiais sintetizados utilizando as amostras gPND-PPy e gPD-PPy. A técnica de
voltametria ciclica € a mais utilizada para a verificacdo exploratéria da eletroatividade de
materiais. Para tanto, € aplicado potencial na superficie do eletrodo, cujo valor varia em funcéo
do tempo, através de um parédmetro experimental denominado velocidade de varredura. A
varredura pode ser tanto catodica, quanto anddica e através desta € possivel analisar a
reversibilidade eletroquimica da reacdo que ocorre na superficie do eletrodo, bem como obter
outros parametros como 0s picos de oxidagdo e reducdo, que estdo relacionados com
processos difusionais que ocorrem na superficie do eletrodo (BARD, 2001).

No caso de eletrodos modificados, os processos difusionais sao efetuados de forma
ligeiramente diferentes, dos relacionados com conceitos de eletroquimica em estado soélido.
Nesta situacdo, a espécie eletroativa ja se encontra imediatamente na superficie do eletrodo,
ndo necessitando difundir do seio da solugdo para a reagdo redox. No caso dos polimeros
condutores, quando estes apresentam uma perda de elétrons, devido a oxidagdo provocada
pelo eletrodo, cargas positivas se acumulam ao longo da cadeia polimérica, fato que nao é
termodinamicamente estavel, desta forma € necesséario uma compensacao de cargas para o
equilibrio do sistema. Levando em considera¢do um processo de oxidacdo, a compensacao
de cargas pode ocorrer de duas formas: (i) pela expulsdo de cargas positivas (cations) da
matriz polimérica para o eletrélito, ou (ii) pela incorporacdo de cargas negativas (anions), do
eletrélito para o interior do polimero condutor. Estes processos sao largamente reportados em
literatura e estudados por meio de diferentes técnicas, porém a mais empregada € a
microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (FOSCHINI, 2009). Na Figura 27 sdo
mostradas as voltametrias ciclicas dos eletrodos modificados gPND-PPy e gPD-PPy,
efetuadas em tampé&o fosfato (pH = 6,8).
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FIGURA 27: VOLTAMETRIA CICLICA DAS AMOSTRAS gPND-PPy e gPD-PPy COM VELOCIDADE
DE VARREDURA A 10 mVs* EM ELETROLITO PBS.

E possivel verificar que ambas as amostras possuem eletroatividade com processo
redox bem definidos referentes aos dois processos reversiveis de oxidacao/reducéo (FIGURA
1), em potenciais ligeiramente diferentes ao encontrado em literatura (cerca de 200 mV
deslocados para potenciais mais anddicos), se comparados com filmes eletrossintetizados
(SOARES et al., 2012; CROWLEY, 2003). Podemos dizer que este fato ndo é inesperado,
uma vez que o PPy esta na forma de um compésito, intimamente ligado a pectina. Desta
forma, o processo de transferéncia de carga entre o eletrodo e o material eletroativo é
dificultado, explicando a necessidade de um maior valor de potencial para ocorrer 0 processo
redox. O fato dos picos serem indefinidos € indicativo de uma compensacdo de cargas
(eletrélito/material eletroativo) lenta, o que também pode ser explicado pela presenca da
pectina.

Nao é possivel apenas com este experimento determinar se o processo de troca idnica
€ mediante aos mecanismos acima descritos (i), (i) ou simultaneos, porém, é reportado em
literatura que o PPy quando polimerizado na presenca de outra estrutura volumosa e com
carga negativa (como mencionado anteriormente, a pectina possui cargas negativas devido

aos acidos carboxilicos desprotonados), esta pode se ancorar de forma intensa a matriz do
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PPy, fazendo com que desta forma a carga negativa permanega no composto sem participar
da difusdo idnica. Porém, leva a uma troca idnica basicamente efetuada por cétions
(DALL’ANTONIA et al., 2002). Esta caracteristica leva a uma melhor definicdo dos picos e
também aumenta a eletroatividade e durabilidade do PPy (WANG e YU, 2012).

Comparando as duas amostras, had uma ligeira diferenca nos processos de oxidacao,
para o composto gPND-PPy apresentando valores mais positivos e uma maior intensidade no
pico da primeira reducéo do PPy. E muito dificil atribuir essa diferenca baseando somente na
presenca, ou ndo, de espécies de menor massa molecular ou de contra-ions da pectina, uma
vez que ndo temos como averiguar qual a proporcdo destes que permanecem quando O
eletrodo modificado € inserido no eletrdlito. Mais estudos devem ser realizados no sistema
para a elucidacao deste fato. Porém, é possivel afirmar que ambos compostos possuem boa
eletroatividade.

As amostras gPND-PPy e gPD-PPy também foram avaliadas por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS). A EIS nos permite estudar através de uma caracterizacao
elétrica, o comportamento geral de um sistema quando ocorrem processos
intercorrelacionados em diferentes frequéncias, nos fornecendo uma visdo completa e
detalhada das caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solugéo, como por exemplo, a
resisténcia de transferéncia de carga (Rc), a capacitancia da dupla camada elétrica (Ca) € a
resisténcia da solugcédo (Rs). Em sistemas mais complexos, como eletrodos porosos, por
exemplo, a medida de EIS nos permite obter valores da difus&o idbnica nos poros e até mesmo
a difusdo eletrdnica no filme em quest&o. E por isso que a EIS se tornou uma técnica muito
poderosa para uma detalhada investigacdo eletroquimica do sistema em questao
(CARVALHO ET AL., 2006).

A impedancia é uma grandeza vetorial, e por isso ela € comumente representada por
suas componentes real (Z’) e imaginaria (Z”). No entanto, existem diferentes modos de
representacdo do comportamento da impedancia eletroquimica de um sistema. Porém, como
ja mencionado acima, a maneira mais usual é através do “plano complexo” (Z' versus Z",
como mostrado na Figura 28B (representacdo de Nyquist). A desvantagem desse tipo de
representacao é que ndo ha uma leitura direta da frequéncia, ou seja, o autor tem que indica-
las nos processos de interesse. Ja no gréafico de Bode, cuja representacéo se da pelo modulo
da impedancia em funcao da frequéncia, a leitura da frequéncia € direta, porém, a definicdo
dos processos néo fica bem clara como na representacéo de Nyquist.

A maneira mais simples de interpretar os dados de EIS é através da proposi¢cao de um
circuito elétrico equivalente, onde resistores, capacitores e indutores sao ligados em série
e/ou paralelamente de forma a representar os dados de EIS obtidos experimentalmente.
Nesse aspecto, tem que se ter um grande cuidado, isso porque varios circuitos elétricos

podem reproduzir os dados experimentais. Com isso, um aspecto muito importante é garantir
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gue o circuito equivalente proposto tenha significado fisico. Caso dois ou mais circuitos
equivalentes tenham significado fisico para o sistema, o mais simples deve ser adotado
(MACDONALD, 2006).

A1 B .,

'ZI o* ‘e 3

=
~ . \
~N Py .

A

Z’ 7’

FIGURA 28: A) VETOR IMPEDANCIA NO PLANO COMPLEXO E B) DIAGRAMA DE NYQUIST OU
ARGAND.

A partir das voltametrias ciclicas foi possivel observar que o pico de oxidacdo na amostra
gPND-PPy requer maior energia (0,1V) em relacido a amostra gPD-PPy (0,0V). Esses valores
foram os mesmos nos trés experimentos realizados, verificando assim sua reprodutibilidade.

Os dados de EIS obtidos para as amostras em seus respectivos picos de oxida¢do nao
apresentaram diferencas significativas no diagrama de Nyquist (FIGURA 29). Com isso,
podemos admitir que os dois filmes se comportam da mesma maneira em seus respectivos
estados mais condutores, ou seja, apresentando processos faradaicos semelhantes (R¢ e
Ca). Em uma andlise qualitativa, podemos observar através dos pontos em baixa frequéncia
(principio de um semicirculo), que R é alto para ambos os filmes (na ordem de kQ). Porém,
se hd uma R, embora que alta, demonstra também que o filme é condutor, uma vez que

pode-se observar um processo de transferéncia de carga.
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FIGURA 29: ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA PARA AS AMOSTRAS
gPND-PPy e gPD-PPy.
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Sera necessaria a realizacdo de mais experimentos para conhecer o sistema e propor

um circuito equivalente.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o objetivo de preparar géis eletroativos a partir de pectina e polipirrol (PPy) o
presente trabalho teve como ponto de partida a purificagdo da pectina citrica, por didlise,
durante 24 horas. Quando os materiais, bruto (PND) e dialisado (PD), foram caracterizados,
foi observada uma diferenca muito rica entre suas propriedades. Os teores de acido urdnico
e proteinas aumentaram apos a dialise, bem como o grau de metoxilacéo e a rotagao optica.
Por meio do SEC foi possivel verificar para a amostra PD que had uma diminuicdo de
compostos de menor massa apos a dialise, compostos estes que séo perdidos ao longo das
24 horas de dialise. A partir da reologia em meio aquoso e salino das solucdes pécticas, em
pH 1 e 12, observou-se um comportamento atipico. Foi observado um crescimento
significativo da viscosidade por volta de 300 s, o qual foi denominado limite de elasticidade.
O limite de elasticidade variou de acordo com a amostra (PND ou PD), nos diferentes meios
e pHs. Em todas as amostras pdde-se verificar a reversibilidade dos processos de deformagéo
por cisalhamento. Portanto, através de um processo simples e barato, foi obtido de forma
eficiente materiais com diferentes propriedades, ampliando a faixa de aplicagéo.

As amostras PND e PD foram utilizadas como estabilizante na sintese de polipirrol, um
polimero condutor que apresenta uma boa eletroatividade. A polimerizacao foi efetiva para
ambas as amostras pécticas, sendo confirmada pelo crescimento das bandas caracteristicas
do PPy (A= 450nm e 800 nm) por UV-VIS. As dispersdes de polipirrol empregando tanto a PD
quanto a PND permaneceram estaveis por no minimo um més quando armazenadas em
geladeira. Foram realizadas medidas de potencial zeta ({) das amostras PND-PPy e PD-PPy,
obtendo valores maximos de {max = -30,4 mV € {max = -24,8 mV, para PD-PPy e PND-PPy,
respectivamente. O valor mais negativo da amostra PD p6de ser atribuido a maior quantidade
de &cidos urénicos.

A partir das dispersbes PND-PPy e PD-PPy e PND e PD, foram preparados hidrogéis
reticulados com CacCl,, posteriormente denominados gPND-PPy, gPD-PPy, gPND e gPD. Os
hidrogéis foram caracterizados por diversos métodos e mostraram diferentes comportamentos
frente a presenca ou ndo do polimero condutor. PGs dos géis liofilizados e macerados foram
submetidos a espectroscopia Raman a qual nos forneceu informacdes importantes em relacéo
ao estado de oxidagcdo do PPy. Quando se usou a PND como agente estabilizante, o PPy
encontrou-se em um estado mais oxidado (ou maior dopagem). Por FT-IR e difratometria de
raios-X nao foi possivel obter resultados conclusivos (Anexo 1). As micrografias se mostraram
mais uniformes para os géis com PPy, principalmente o formado a partir da PND.

Os hidrogéis foram submetidos a estudos de perda de agua (sinerese) a 1°C e 25°C e
mostraram que os géis formados a partir de gPND-PPy perderam mais agua nas duas

temperaturas estudadas. Para os estudos de grau de intumescimento os hidrogéis foram
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analisados em dois fluidos FGS (pH 1,2) e FIS (pH 6,8) a 37°C. Foi possivel verificar que tanto
0s géis com e sem PPy sdo considerados pH responsivos, ou seja, apresentaram diferentes
respostas frente as variagdes de pH. Os géis intumesceram menos em condi¢ées de menor
pH e intumesceram mais em pH 6,8. Os hidrogéis formados a partir de g°PND-PPy e gPD-PPy
por sua vez, em pH 6,8, se desintegraram em pouco tempo de imersédo, enquanto que as
matrizes sem PPy levaram mais de 4000 minutos para se desintegrarem.

A reologia mostrou que a presenca do PPy interfere nas propriedades mecanicas dos
géis. Para a amostra gPND-PPy o gel apresentou um maior médulo de armazenamento em
relacdo a gPD-PPy. Para os géis sem o polimero condutor ocorreu o contrario. Os estudos
eletroquimicos dos géis mostraram a boa eletroatividade do material, bem como sua
reprodutibilidade, no entanto houve um deslocamento do pico para maiores potenciais para a
amostra gPND-PPy.

Podemos verificar em todas as analises realizadas para os géis a influéncia das
interagBes entre a pectina e o polipirrol nas propriedades finais dos hidrogéis, explicada,
principalmente, pelo estado de protonagdo dos grupos carboxilicos presentes na pectina e
também pela presenca de espécies de menor massa molar presentes na pectina antes de
serem dialisadas.

A preparagdo de um hidrogel eletroativo a partir da pectina com o polirrol foi efetivo
podendo ser aplicado em diferentes areas, entre elas na liberacdo controlada de drogas
através da aplicacdo de um potencial e na elaboragdo de musculos artificiais. No entanto, a
continuidade nos estudos eletroquimicos € de suma importéancia a fim de se obter uma melhor

caracterizacao do dispositivo para sua posterior aplicacao.
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7CONCLUSAO

O processo de didlise mostrou ser eficiente para a obtencéo de fracGes de pectina com
diferentes propriedades quimicas e moleculares. Assim, pode-se concluir que as propriedades
das amostras de pectina dependem do processo de purificacao.

Tanto a pectina bruta quanto a dialisada podem ser empregadas com sucesso como
estabilizantes na sintese de polipirrol em meio aquoso, resultando em dispersfes estaveis por
no minimo um més.

Foram preparados hidrogéis eletroativos e condutores empregando ambas as amostras
pécticas e polipirrol. Os hidrogéis apresentaram diferentes respostas frente ao pH e condi¢des
do meio.

As propriedades dos hidrogéis variam de acordo com a fragcdo péctica empregada visto
gue as interagbes pectina-polipirrol sdo mediadas pelo estado de protonacdo dos grupos
acidos da pectina e pela presenca de moléculas de menor massa.

Foi demonstrado que os materiais preparados apresentam propriedades interessantes
para futuras aplicacdes, por exemplo, na area biomédica, pois os géis empregam um polimero

natural, séo eletroativos, responsivos ao meio (pH e presenca de sais) e condutores.
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ANEXO 1- RESULTADOS ADICIONAIS

FT-IR dos Géis

Os hidrogéis (secos e macerados) e as pectinas (PD e PND) foram estudados por meio
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) em
espectrofotdmetro BioRad modelo Excalibur. Os espectros foram coletados entre 4000-400
cm™® no modo de absorbancia, em resolugdo de 4 cm?, com 32 scans, empregando as
amostras preparadas em pastilhas de KBr.

A espectroscopia na regiao do infravermelho tem extensa aplicacéo na identificacdo da
composi¢do de compostos.

Os espectros de infravermelho foram obtidos para PND, PD, PPy e para o p6 dos géis
liofilizados e macerados conforme estdo mostrados na FIGURA Al. As principais bandas no
espectro da pectina séo relacionadas com o estiramento assimétrico e simétrico do grupo
carboxilato em 1624 cm™ e 1423 cm?, respectivamente. As bandas entre 1760-1730 cm™ séo
correspondentes ao estiramento vibracional dos grupos carboxilicos metoxilados (carbonila
de éster). A banda em 1151 cm™ é atribuida ao estiramento da ligacdo —C-O-C- devido a
presenca de ligacdo glicosidica e a banda em 830 cm™ esta relacionada aos hidrogénios
anomeéricos equatoriais (SYNYTSYA et al., 2003).

As bandas em 3600-3200 cm?, 2935 cm? e em aproximadamente 1745 cm™ sdo
atribuidas respectivamente ao estiramento —OH (SILVERSTEIN, 1991).

Para o PPy as principais bandas encontradas estdo relacionadas as vibracdes do anel
de pirrol em 1540-1454 cm?, 1319 cm?® a deformagcdo =CH no plano, 1170 cm?, ao
estiramento C-N, 1095 cm™ deformacdo N-H* no plano, 1047 cm? deformacdo NH e CH no
plano, 966 cm™ deformacéo C-H fora do plano e 796 cm™ deformagédo C-H fora do plano do
anel.

Nos espectros ndo foi possivel observar diferencas entre as amostras, evidenciadas

pelo deslocamento de bandas ou pela formacao de novas ligagdes.
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FIGURA Al: ESPECTRO DE FT-IR DAS AMOSTRAS DOS POLIMEROS PUROS (PND, PD E PPy) E
DOS GEIS PND-PPy PD-PPy APOS SEREM LIOFILIZADOS E MACERADOS.

DRX dos Géis

Os hidrogéis liofilizados e macerados foram caracterizados por meio de difracdo de
raios-X. Os experimentos foram conduzidos em um equipamento Shimadzu XRD-6000,
operando na regido de 5 °a 70 ° com resolucéo 0,02 ° e velocidade de varredura 26 = 2 ° min-
1. A radiagéo foi gerada em linha de Cu Ka (A = 0,15418 nm), tensdo 40,0 kV e corrente de
30,0 mA. As medidas foram realizadas a partir do posicionamento das amostras em suportes
vazados de aluminio. Os experimentos de raios-x medem a intensidade da dispersdao em
funcdo do angulo de espalhamento. O angulo de dispersdo 6 fornece informacgdes
relacionadas a cristalinidade, empacotamento de cadeias e comprimentos de ligacdo (Kofinas

e Cohen, 1997). A técnica emprega para andlise a lei de Bragg:

nl = 2dsenf

Onde n corresponde a ordem de difragdo, A ao comprimento de onda da radiagao
incidente, d corresponde ao espago interplanar do cristal e 8 ao angulo de difracao.
Os digratogramas das amostras dos géis gPND, gPD, gPND-PPy e gPD-PPy liofilizados

e macerados estdo mostrados na FIGURA A2. Nao foi possivel observar mudancas
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significativas entre as amostras, concluindo-se apenas que sao predominantemente amorfas.

Qualquer indicio de cristalinidade pode ser atribuido a presenga de sais.
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FIGURA A2: DIFRATOGRAMAS DE RAIO-X DOS POS DOS GEIS LIOFILIZADOS E MACERADOS
DAS AMOSTRAS gPND, gPD, gPND-PPy E gPD-PPy.
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