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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a sulfatagdo e caracterizagdo da pectina do maracuja
(PCM), bem como o desenvolvimento de hidrogéis baseados nas pectinas, sulfatadas e ndo
sulfatada, interagindo com o polimero sintético poli(etilenoimina) (PEI). As amostras de
pectina foram inicialmente modificadas e em seguida caracterizadas por diversas técnicas.
Suas andlises incluem cromatografia de exclusdao por tamanho de alta eficiéncia (HPSEC), a
partir da qual foi possivel observar dispersao heterogénea das amostras de pectina. A partir
da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e mapa de correla¢io 2D do tipo
HSQC-DEPT, bem como espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier,
observaram-se os sinais e bandas caracteristicas da estrutura de acidos galacturdnicos
presentes na pectina e a presenca de sinais da modificacdo. Analises de potencial zeta
mostraram que todas as amostras estudadas apresentaram valores negativos conforme o
esperado para um polieletrolito anidnico. Os dados de viscosidade e espalhamento de luz
dindmico apresentaram dados importantes para a compreensao da conformacao apresentada
pelas amostras em agua e tampao PBS, demonstrando seu comportamento caracteristico de
formacdo de agregados. Ainda, os valores de raio hidrodinamico demonstraram que a
amostra de pectina ndo sulfatada apresenta valores independentes do solvente (H2O ou PBS),
enquanto que as amostras sulfatadas apresentaram dependéncia. A partir das andlises de
fluido concluiu-se que as amostras de pectina apresentaram perfil de fluidos pseudoplasticos
em altas concentragdes enquanto que o PEI e poli (etilenoglicol) (PEG) apresentaram perfil
de fluidos dilatantes. Em um segundo momento hidrogéis de pectina ndo sulfatada, poli
(etileno imina) e poli(etilenoglicol) foram produzidos. Estas amostras apresentaram, nas
analises de infravermelho, ligagdes de hidrogénio como as principais formas de ligagdes
entre cadeias. O hidrogel de composi¢cao PCM 1% PEI 1,3 0,4% PEG 0,4% apresentou os
melhores resultados reologicos. Por fim, os resultados aqui apresentados contribuem para o

uso das pectinas sulfatadas e dos géis com PEI em aplicagdes de interesse biomédico.

Palavras-chave: Hidrogel. Reologia. Sulfatagdo. Pectina. Maracuja. Poli(etilenoimina).

Poli(etilenoglicol).



ABSTRACT

The objective of this work was the sulphation and characterization of passion fruit
pectin, as well as the development of hydrogels based on sulphated and non-sulphated
pectins, interacting with the synthetic polymer poly(ethyleneimine). The pectin samples
were initially modified and then characterized by different techniques. Them analyzes
include high performance size exclusion chromatography (HPSEC), from which it was
possible to observe heterogeneous dispersion of pectin samples. From the hydrogen nuclear
magnetic resonance ('"H NMR) and 2D correlation map of the HSQC-DEPT type, as well as
Fourier transform infrared spectroscopy, the characteristic signals and bands of the structure
of galacturonic acids present in pectin and a were observed. presence of signs of
modification. Zeta potential analysis showed that all samples studied showed negative values
as expected for an anionic polyelectrolyte. Viscosity and dynamic light scattering data
presented important data for understanding the conformation presented by the samples in
water and PBS buffer, demonstrating their characteristic behavior of aggregate formation.
Furthermore, the hydrodynamic radius values showed that the non-sulfated pectin sample
presents values independent of the solvent (H>O or PBS), while the sulfate samples showed
dependence. From the fluid analysis it was concluded that the pectin samples showed a
pseudoplastic fluid profile at high concentrations while the PEIs and PEG showed a dilating
fluid profile. In a second moment, hydrogels of unsulfated pectin, poly(ethylene imine) and
poly(ethylene glycol) were produced. These samples showed, in infrared analysis, hydrogen
bonds as the main forms of bonds between chains. The hydrogel with composition PCM 1%
PEI 1.3 0.4% PEG 0.4% presented the best rheological results. Finally, the results presented
here contribute to the use of sulphate pectins and gels with PEI in applications of biomedical

interest.

Keywords: Hydrogel. Rheology. Sulphation. Pectin. Passion fruit. Poly(ethyleneimine).
Poly(ethylene glycol).
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o pais nativo bem como o maior produtor de maracuja (Passiflora spp.)
do mundo, fornecendo aproximadamente 64% da produgdo mundial no triénio de 2015 a
2017 (FAO, 2018). A colheita de maracuja no pais atingiu 593.429 toneladas em 2019 e
prevé-se o crescimento de 3% da producdo ao ano (FAO, 2018; IBGE, 2019). Grande parte
desta producdo ¢ destinada a industria de sucos e geleias, que durante o processamento do
maracuja realiza a extra¢do da polpa, e descarta a casca, as sementes € 0 mesocarpo, que
geram em torno de 60 a 75% de residuos (CANTERI et al., 2010; MUNHOZ et al., 2018).
Buscam-se alternativas para o desenvolvimento de produtos uteis e de alto interesse
econdmico baseados nestes residuos industriais (CANTERI et al., 2010; MUNHOZ et al.,
2018). Dentre as estratégias de reutilizagdo dos residuos encontram-se a extracao (DE
SOUZA et al., 2018; DI DONATO et al., 2020) e aplica¢do da pectina (PCM), proveniente
da polpa e casca do maracuja.

As substancias pécticas apresentam diversas propriedades benéficas a saude
(MARENDA et al., 2019), como efeitos antimicrobianos, antitumorais, anti-inflamatérios
(LECLERE et al., 2016), analgésicos (MZOUGHI et al., 2018), gastroprotetores (CORREA-
FERREIRA et al., 2018; ABBOUD et al., 2019) e atividade hipolipidémica (ZAID et al.,
2019), além de atuarem como agentes emulsificantes (JIANG et al., 2020; LIU; GUO;
MENG, 2020), estabilizantes e antioxidantes (DOS REIS et al.,, 2018). Devido as
propriedades supracitadas, biocompatibilidade, baixo custo e principalmente, abundancia de
matéria prima em nosso pais, a pectina, mais especificamente a pectina extraida do maracuja,
¢ particularmente interessante ao mercado mundial e a nossa economia.

Dentre as possiveis aplicagdes a pectina apresenta destaque como matéria prima para
a producao de hidrogéis, visto que apresenta propriedade de gelificagao (KATO et al., 2019;
KOCAAGA et al., 2019; MEHRALI et al., 2019; SHAHZAD et al., 2019; THAKUR et al.,
2019). Investiga-se a utilizacdo de hidrogéis de pectina para encapsulamento tridimensional
e entrega direcionada de células-tronco (MEHRALLI et al., 2019), hidrogéis injetaveis para
engenharia de tecidos (GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI; MAHMOODZADEH,
2021). Mais especificamente, os modelos tridimensionais de crescimento celular vem sendo
estudados nos ultimos anos e sao de grande interesse, visto que estes materiais apresentam a
funcdo de mimetizar o organismo vivo, promovendo maior confiabilidade aos resultados
obtidos nestes sistemas (GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI; MAHMOODZADEH,
2021).



Os hidrogéis utilizados como modelos tridimensionais de crescimento celular devem
oferecer resisténcia e um ambiente mecanico adequado para apoiar a migragao,
diferenciagdo e proliferacdo celular, boa porosidade, baixa imunogenicidade e adesdo.
(GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI; MAHMOODZADEH, 2021). A pectina, por ser
nao imunogénica ¢ interessante a esta aplicagdo, porém seu uso ¢ limitado por conta de suas
propriedades reologicas ruins (GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI;
MAHMOODZADEH, 2021). Na area de produ¢ao de hidrogéis ¢ comum a combinacao de
um ou mais polimeros com o intuito de aprimorar a gelificacao e obter géis mais resistentes.
Estudos demonstram a associagdo da pectina a outros polimeros, como a quitosana
(BOMBALDI DE SOUZA et al., 2019; LONG et al., 2019), nanogéis de quitosana
(SHITRIT; DAVIDOVICH-PINHAS; BIANCO-PELED, 2019), nanocristais de celulose
(ABITBOL et al., 2021), nanocelulose (CERNENCU et al., 2019), gelatina e carboximetil
celulose (JANTRAWUT et al., 2019), metacrilato (PETTINELLI et al., 2019), colageno e
glucomanana (GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI; MAHMOODZADEH, 2021), dentre
outros.

A poli(etilenoimina) (PEI) é um polimero sintético, hidrossoluvel, que possui alta
densidade de grupos amino, os quais podem ser protonados em solucdo aquosa, e a tornam
um polieletrolito catidnico (HOBEL et al., 2011; WEN et al., 2013) A PEI, por apresentar
boa interacao de seus grupos amino com os grupamentos fosfato do DNA e altas taxas de
transfeccdo génica, tem sido amplamente utilizada em estudos nos campos da biologia e da
medicina (HOBEL et al., 2011; RICHTER et al., 2010; WEN et al., 2013). Seu uso nas areas
anteriormente citadas muitas vezes ¢ na forma modificada, reticulada ou entdo complexada
com outras moléculas, visto que diminui a citotoxicidade ocasionada pela alta quantidade de
grupos amino protonados (APPELHANS et al., 2009; GAO et al., 2010; HOBEL et al., 2011;
WEN et al., 2013; ZHANG, Ying et al., 2018; ZHAO et al., 2019).

Espera-se observar boa intera¢dao dos grupamentos amino da PEI com os carboxilato
na pectina, por consequéncia, a formacao de géis com boas caracteristicas mecanicas para a
aplicagdo proposta e também a redu¢do da citotoxicidade da PEI.

Por conta da baixa resisténcia mecanica apresentada pela pectina, optou-se por
adicionar o poli(etilenoglicol). O poli(etilenoglicol) (PEG) ¢ um polimero sintético,
biocompativel e ndo toxico, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
administracdo (DIMITROV; TSVETANOV, 2012; ZALIPSKY; HARRIS, 1997). Os

poli(etilenoglicois) de baixa massa molar sdo cristalinos, assumindo uma conformagao



helicoidal, e apresentam propriedades termoplasticas, atuando como plastificante nos

hidrogéis em questdo (DIMITROV; TSVETANOV, 2012; ZALIPSKY; HARRIS, 1997).

Além da combinagdo com outros polimeros, técnicas de modificacdo da pectina,
como a sulfatagdo, tem o intuito de aumentar a resisténcia do gel e melhorar a interagdo com
outras cadeias, além de melhorar as propriedades biologicas referenciadas e proporcionar a
incorporacdo da propriedade de agente anticoagulante (CHEN, Jun et al., 2015; CHEN,
Ling; HUANG, 2019; KASTNER; EINHORN-STOLL; DRUSCH, 2019; WANG, Xiaomei
et al., 2013). A sulfatagdo ¢ uma estratégia de modificagdo dos grupos hidroxila presentes
nas cadeias poliméricas por grupos sulfato (CHEN, Jun et al., 2015; CHEN, Ling; HUANG,
2019; WANG, Xiaomei et al., 2013).

Esta pesquisa propde a sulfatacdo e caracterizagdo da pectina extraida do maracuja
amarelo e derivados, a fim de desenvolver e caracterizar hidrogéis compostos de pectina
(modificada e ndo modificada), poli (etilenoimina) e poli (etilenoglicol), com a hipotese de

preparar hidrogéis de boas propriedades reoldgicas para futuras aplicacgoes.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Compreender a influéncia de pectinas sulfatadas e nao sulfatada no comportamento

de gelificacao de hidrogéis com poli (etilenoimina) e poli(etileno glicol).

1.1.2. Objetivos especificos

e Modificar a pectina do maracuja por sulfatacdo, buscando a melhoria de suas
propriedades de gelificacao;

e Caracterizar quimicamente a pectina, ndo sulfatada e sulfatada, a fim de confirmar e
determinar sua composi¢do, respectivamente, estrutura quimica e grau de metil
esterificagao;

e Estudar as pectinas, sulfatadas e ndo sulfatada, em dispersdao, avaliando a sua
conformagao, exposi¢ao dos grupamentos ionizaveis € comportamento de fluxo;

e Produzir hidrogéis a partir de pectina (sulfatada e ndo sulfatada) e poli (etilenoimina),

variando-se a proporc¢ao dos polimeros e a massa molar da poli (etilenoimina);



e Investigar a utilizagdo do poli(etileno glicol) nos hidrogéis como plastificante;
e Analisar as propriedades viscoelasticas e morfologicas dos hidrogéis;
e Compreender as interagdes que proporcionam a formagao das redes tridimensionais dos

hidrogéis em questao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.POLIELETROLITOS
Os polieletrolitos sdo uma classe de polimeros que apresentam cargas em suas

cadeias, as quais sao derivadas de grupos ionizaveis, € por isso apresentam ampla variedade
de estruturas e boas propriedades fisico-quimicas (DOBRYNIN, 2020; KRONBERG;
HOLMBERG; LINDMAN, 2014). Os grupos ionizaveis podem apresentar carater negativo,
como a carboxila (COO") ou sulfonato (SOj3°), ou carater positivo como 0s grupos amonio
(NH3") e, dependendo do grupo que o polieletrolito possui pode ser classificado como
anidnico ou catidnico, respectivamente, ou ainda como anfoétero, caso apresente ambos os
tipos de grupos (KRONBERG; HOLMBERG; LINDMAN, 2014).

Os polieletrolitos atraem grande atencao por conta de sua densidade de carga
ajustavel conforme o pH, forca i0nica, temperatura e reticulagio, o que os torna interessantes
para o desenvolvimento de materiais estimulo responsivos (YUAN et al., 2020). Além disso,
por conta de suas cargas a sua conformacdo também se torna ajustavel, o que afeta
diretamente a sua viscosidade e a forma como esses polimeros podem interagir com outros
materiais (YUAN et al., 2020).

Os polieletrolitos se apresentam em ampla variedade e exibem, de maneira geral,
aplicagdes nas diversas industrias (cosmética, alimenticia e tintureira) como espessantes,
auxiliares de floculacao (SHAIKH et al., 2017, VAN HAVER; NAYAR, 2017), aditivos
para controle reoldégico (KRONBERG; HOLMBERG; LINDMAN, 2014; SHAIKH et al.,
2017), além de serem empregados como materiais na inddstria médica para entrega
controlada de farmacos (WU et al.,, 2020), peptideos antimicrobianos (BORRO;
MALMSTEN, 2019), materiais injetaveis (SHITRIT; DAVIDOVICH-PINHAS; BIANCO-
PELED, 2019) dentre muitas outras aplicagoes.

1.2.PECTINAS
A pectina (PC) ¢ um heteropolissacarideo anidnico presente nas paredes celulares

primarias das plantas, principalmente em frutos e plantas fibrosas (KLINCHONGKON;
KHUWUITJARU; ADACHI, 2018; MARENDA et al., 2019). Dependendo da origem da



pectina, do estagio de desenvolvimento do fruto ou da planta ¢ do método de extracao
utilizado, pode apresentar diferengas em suas caracteristicas e propriedades quimicas como
a massa molar, a configuragdo quimica e a presenca de diferentes agucares neutros
(FLUTTO, 2003; KASTNER; EINHORN-STOLL; DRUSCH, 2019).

Os polissacarideos pécticos apresentam alto teor de acido galacturdnico (GalA) e
podem ser distintos em cinco classes: homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas do
tipo I (RGI) e do tipo II (RGII), xilogalacturonanas (XGA) e apiogalacturonanas (AP)
(BREJNHOLT, 2009; FLUTTO, 2003; MARENDA et al., 2019; WOLF; MOUILLE;
PELLOUX, 2009).

As pectinas do tipo homogalacturonanas (FIGURA 1), aqui enfatizadas, apresentam
cadeias nas quais os grupos de 4cidos D-galacturonicos encontram-se ligados
covalentemente por ligacdes 1,4 glicosidicas (BREJNHOLT, 2009; FLUTTO, 2003). Estas
cadeias sdo parcialmente esterificadas e sdo classificadas quanto ao seu grau de metil
esterificacdo, sendo divididas em dois grupos, alto grau de metil-esterificagdo (HM) e baixo
grau de metil-esterificagdo (LM), em que apresentam porcentagem superior a 50% e inferior

a 50%, respectivamente (BREJNHOLT, 2009; EINHORN-STOLL, 2018; FLUTTO, 2003).

FIGURA 1. REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DE PECTINAS HOMOGALACTURONANAS
CONSTITUIDAS DE GRUPOS DE ACIDO GALACTURONICO METIL ESTERIFICADO
(VERMELHO) OU NAO (AZUL).
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FONTE: O AUTOR, 2021.

As hidroxilas e carboxilas presentes na estrutura molecular da pectina a tornam um

composto altamente hidrofilico, o que propicia a pectina alta absor¢do de agua (GUO;



KALETUNC, 2016). Dessa maneira, os pos de pectina comerciais sdao altamente
higroscopicos e adsorvem o vapor da agua presente no ambiente, o que leva a aglomeragdes
e endurecimento e afetam a capacidade de umedecimento, dispersdo e solubilizacio
(EINHORN-STOLL, 2018). Ainda, o armazenamento da pectina em temperaturas acima de
50°C e em ambiente com a umidade do ar superior a 60%, pode resultar em degradacao
quimica (EINHORN-STOLL, 2018).

A origem da palavra "pectina" vem do grego pektos, que significa firme e dura,
representando sua capacidade de formar géis (BARBOSA et al., 2019; FLUTTO, 2003).
Antes da gelificagdo, quando as carboxilas se encontram desprotonadas suas cargas
negativas contribuem para uma conformacdo estendida, visto que ha alta repulsao
intramolecular, entdo, nesta condi¢do a formacdo de redes de hidrogéis sdo favorecidas
(GUO; KALETUNC, 2016).

A gelificagdo da pectina e a resisténcia do gel aumentam, normalmente, com o
aumento da massa molar do polimero (BREJNHOLT, 2009). Além disso, o grau de metil-
esterificagdo interfere no mecanismo de gelificagdo. Além da sua utilizagao para produgao
de géis, ¢ bastante utilizada nas industrias alimenticia, farmacéutica, nutracéutica e
cosmética como estabilizante e emulsionante (BREJNHOLT, 2009; MARENDA et al.,
2019).

A pectina ¢ um polieletrolito fraco que apresenta sua ionizagdo dependente do pH
em solucdo. Quando o pH se encontra acima do pKa, os grupos carboxilas tendem a se
ionizar, aumentando a concentragdo de COO™ e decrescendo a concentragdo de COOH
(BARBOSA et al., 2019). Estes grupos ionizados geram uma carga na pectina que pode ser
descrita pelo potencial zeta, uma vez que sua superficie representa o potencial elétrico no
plano de cisalhamento, e conforme ocorre o aumento da ionizagdo ocorre também um
aumento proporcional no potencial zeta (BARBOSA et al., 2019). De acordo com a equagao
de Henderson-Hasselbalch (Equagao 1), o pKa de um écido fraco corresponde ao pH no qual
a concentracdo do acido fraco ([HA]) ¢ igual a concentracdo da base conjugada ([A7]). A
ionizacdo maxima da pectina ¢ atingida no valor mais negativo de potencial zeta, quando
[COO] ¢ maximo, assim, uma concentragdo igual do COO™ a concentracdo de COOH ¢
atribuida a metade do valor mais negativo de potencial zeta, e o pH correspondente do meio
corresponderd ao pKa da pectina (BARBOSA et al., 2019).

[A7] Equacio
[HA] 1

pH = pKa —log
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1.3.POLI (ETILENOIMINA)
A poli (etilenoimina) (PEI) € um polimero sintético, soluvel em agua, que apresenta

alta densidade de aminas em suas cadeias, o que a torna um polieletrélito catidnico (HOBEL
et al., 2011; WEN et al., 2013). Sua capacidade de formac¢do de complexos com DNA, por
conta da atragdo eletrostitica com os grupos fosfato (PO3~) presentes no DNA, alta
eficiéncia de transfeccdo génica e protecdo do DNA contra nucleases em meio celular a
tornou foco de muitos estudos nos campos da biologia e da medicina, principalmente na
produc¢do de nanocarreadores e agentes de diagndstico por imagem (RICHTER et al., 2010;
HOBEL et al., 2011; WEN et al., 2013; JIANG, Xinguo; GAO, 2016).

A PEI pode apresentar cadeias lineares ou ramificadas, as quais sdo obtidas com base
em diferentes sinteses (JIANG, Xinguo; GAO, 2016). A diferenga entre as cadeias lineares
e ramificadas ¢ dada pelos diferentes grupos amino, visto que a PEI linear apresenta somente
aminas primarias e secunddrias, enquanto a PEI ramificada apresenta também aminas
terciarias (JIANG, Xinguo; GAO, 2016). A PEI ramificada (FIGURA 2) vem sendo
amplamente utilizada, em relagdo a PEI linear, visto que apresenta maior biocompatibilidade

(JIANG, Xinguo; GAO, 2016).

FIGURA 2. ESTRUTURA DE UMA CADEIA DE POLI(ETILENOIMINA) RAMIFICADA EM PH
ACIDO, COM SUA UNIDADE DE REPETICAO REPRESENTADA ENTRE COLCHETES, NO QUAL
0S GRUPOS AMINA NAO SE ENCONTRAM PROTONADOS.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

1.4. HIDROGEIS
Os hidrogéis sdo uma classe de materiais que apresenta um arranjo molecular

tridimensional, comumente produzidos com polimeros hidrofilicos que se encontram
reticulados, o que permite ampla hidratagdo e absor¢ao de fluidos bioldgicos sem ocorrer

dissolucdao (GUO; KALETUNC, 2016; WANG, Li et al., 2018; MEHRALI et al., 2019).



11

Durante a absorcao de agua, os grupos hidrofilicos dos polimeros assumem um
estado hidratado, o que provoca um distanciamento entre as cadeias poliméricas, € assim o
aumento do volume ocupado pelo hidrogel (PEPPAS et al., 2000; HOFFMAN, 2002). O
hidrogel incha até o equilibrio e caracteriza o equilibrio de intumescimento (PEPPAS et al.,
2000).

A reticulagdo das cadeias poliméricas pode ocorrer por agentes quimicos ou fisicos.
A reticulagdo quimica consiste na formacdo de ligacdes covalentes ou iOnicas entre as
cadeias poliméricas, formando hidrogéis denominados de permanentes ou quimicos
(HOFFMAN, 2002). Ja a reticulag@o fisica consiste em unir as cadeias poliméricas a partir
de emaranhamento e/ou forgas secundarias, ligagdes de hidrogénio ou de van der Waals,
assim, estes hidrogéis sdo denominados de reversiveis ou fisicos (HOFFMAN, 2002). os
ions Ca’" sdo comumente utilizados como agentes de reticulagio (HOFFMAN, 2002;
WOLF; MOUILLE; PELLOUX, 2009; WANG, Li et al., 2018; KATO et al., 2019). Este
agente interage com os grupos carboxilato presente nas unidades de acido galacturonico ndo
metil-esterificado, promovendo a formacao da chamada estrutura modelo 'caixa de ovos',
que induz e fortalece a formagao do gel (WOLF; MOUILLE; PELLOUX, 2009; KATO et
al., 2019).

Por conta de sua alta biocompatibilidade, os hidrogéis vem sendo largamente
utilizados na engenharia de tecidos. Uma aplicacao que vem ganhando grande visibilidade
nos ultimos estudos ¢ a produgao de hidrogéis que mimetizem os tecidos humanos em termos
de estrutura, fun¢do e desempenho (WANG, Li et al., 2018; MEHRALI et al., 2019; YE;
CHANG; ZHANG, 2019). Sua similaridade com a matriz extracelular os torna modelos
tridimensionais adequados para confinar e sustentar células, possibilitando o crescimento de

diferentes tipos de células (TURETTA et al., 2018; WANG, Li et al., 2018).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS
A pectina utilizada foi extraida da casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis f.

flavicarpa) (PCM), fornecida e previamente caracterizada pelo grupo da Profa. Dra.
Lucimara Mach Cortes Cordeiro, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFPR (ABBOUD et al., 2019, 2020).

As poli (etilenoiminas) (PEI) com diferentes massas molares (1.300 g mol™ e 25.000
g mol™!) foram adquiridos da Sigma Aldrich® e o poli (etilenoglicol) (PEG) de massa molar

4.000 g mol™!, foi adquirido da Biotec. Os hidrogéis foram preparados em 4gua ultrapura
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com resistividade controlada em 18,2 MQ cm, purificada pelo sistema PURELAB Flex 3
(ELGA LabWater).

Os demais reagentes utilizados foram: N, N-dimetilformamida (Nuclear), acido
sulfurico (Biotec), acido cloridrico (Nuclear), agua deuterada 99,9% (Sigma Aldrich),
carbonato de calcio PA (Neon), hidroxido de sodio (Biotec), complexo SOs-piridina (Sigma

Aldrich), biftalato de potassio (Exodo Cientifica).

3.2. METODOS DE MODIFICACAO DA PECTINA DO MARACUJA
Na sulfatagdo, parte dos grupos hidroxila, presentes na pectina sao substituidos por

grupos sulfato em solvente aprotico formando um sulfonato de pectina (FIGURA 3)
(CHAOUCH et al.,, 2018; CHEN, Jun et al.,, 2015; CHEN, Ling; HUANG, 2019;
KASTNER; EINHORN-STOLL; DRUSCH, 2019; WANG, Xiaomei et al., 2013). Esta
estratégia tem o intuito de melhorar as caracteristicas de formacao de géis, visto que

proporcionam grupos capazes de formar reticulagdes com outras estruturas.

FIGURA 3. REACAO DE SULFATACAO QUIMICA NOS GRUPAMENTOS HIDROXILA PRESENTES

NA PECTINA.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

Realizou-se uma adaptacdo do procedimento descrito por Larm et al.
(1979)(ROMAN et al., 2017). Preparou-se o agente de sulfatagio (SO3.DMF) pela adigio de
2 mL de &acido sulfarico (H2SO4) a 12 mL de N, N-dimetilformamida (DMF) sob
resfriamento em banho de gelo. Misturou-se 0,2 g de pectina do maracuja (PCM) a 16 mL
de N,N-dimetilformamida a 45°C, sob agitagcdo. Apds 30 min, adicionaram-se 2 mL, 2,5 mL
ou 3 mL do agente de sulfatacao as diferentes misturas e as manteve-se sob agitacao durante
23 horas a 45°C. Em seguida, neutralizou-se a reagdo para pH proximo de 7, utilizando papel

universal para conferéncia, com solu¢dao de carbonato de célcio 5% (m/V). Dialisou-se o
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produto contra agua Milli-Q, até que a agua de dialise atingisse condutividade similar a da
4dgua ultrapura, com membrana de dialise Spectra/Por® 6, MWCO = 12.000 a 14.000 g mol™
I, Por fim, liofilizou-se o produto.

Realizou-se também a modificacdo proposta por Larm et al. (1979) nas condigdes
Otimas de reacdo descritas por Roman et al. (2016), no qual se utiliza o complexo SO3-
piridina como agente de sulfatagdo. Uma quantidade de pectina do maracuja foi dispersa em
N, N- dimetilformamida por 16 horas com agitagdo vigorosa. Em seguida, preparou-se uma
solugdo de complexo SOs-piridina em N, N- dimetilformamida e adicionou-se a dispersao
de polissacarideo. Utilizou-se uma razao molar do agente de sulfatagdo para o grupo
hidroxila no polissacarideo (nSOz-piridina / OH) de 18 e uma razdo do volume total da
reagio para o peso da amostra (Vr / p; uL mg') de 100. A reagio foi mantida em agitagio
durante 6 horas a 25°C. Posteriormente, a reagdo foi interrompida e neutralizada, a pH 7,0,
com uma solucao aquosa de carbonato de célcio 10 % (m/V) e o produto dialisado contra
agua deionizada, até que a agua de didlise atingisse condutividade similar a da agua
ultrapura, com membrana de dialise Spectra/Por® 6, MWCO = 12.000 a 14.000 g mol!. O
material foi entdo concentrado e liofilizado.

As amostras produzidas e suas propor¢des estdo expressas na TABELA 1. As
amostras PCS1.1, PCS1.2, PCS2 e PCS3 foram produzidas inicialmente em menor escala
com intuito de avaliar a efetividade da reagdao. Em seguida, modificou-se a pectina e obteve-
se a amostra PCS1.3 em maior escala e por conta disso esta amostra foi utilizada para
analises que requeriam maior massa. Além disto a modificacdo desta amostra foi realizada
em atmosfera inerte, com intuito de avaliar se haveria maior grau de modifica¢do nas
amostras. Por fim, realizou-se a modificagao proposta por Larm et al. (1979) e obteve-se a
amostra PCS4.

A nomenclatura das amostras ¢ compreendida da seguinte forma: as letras PC sao
referentes a pectina, M a maracuja e S a sulfatada. Os nimeros estdo relacionados a relagao
de massa de pectina e volume de agente de sulfata¢do, sendo que 1 para relagdo 1:10, 2 para
relagdo 1:12,5 e 3 para a relagdo 1:15. Por fim, o niumero 4 estd relacionado a amostra

modificada pela proposta de Larm et al. (1979).

TABELA 1. AMOSTRAS DE PECTINA DO MARACUJA SULFATADAS E SUAS CONDICOES DE
REACAO.

Parametros Massa de Volume de SO DMF Relacao
Amostra PCM (g) (mL) Massa: Volume
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PCS1.1 0,201 2,0 1:10

PCS1.2 0,403 4,0 1:10

PCS1.3 3,002 30,0 1:10

PCS2 0,200 2,5 1:12,5

PCS3 0,205 3,0 1:15
Massa de Massa de SOs3-py (g) Razao molar
PCM (g) SOs-piridina:OH

PCS4 3,0153 0,0888 18

FONTE: O AUTOR, 2021.

3.3. METODOS DE CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS
3.3.1. Cromatografia de exclusiao por tamanho de alta performance

As analises pela técnica de cromatografia de exclusdo por tamanho de alta
performance (HPSEC) foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, em cromatografo equipado com detector de indice de refragdo
diferencial (RI), modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de luz laser com
multidangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais
acoplados em série. Utilizaram-se quatro colunas de gel permeacao ultrahidrogel WATERS
em série, com limites de exclusdo de 7x10% g mol™!, 4x10° g mol™!, 8x10* g mol™! e 5x10° g
mol™!,

Para as anélises de homogeneidade preparam-se as amostras de pectina (1 mg mL™)
no eluente composto de uma solugio aquosa de nitrito de sédio (NaNO2) (0,1 mol L)
contendo azida de sodio (NaN3) (8x10 g mol!"). Em seguida filtrou-se em filtro Millipore
de porosidade 0,22 um e se eluiu 0,1 mL de cada amostra a taxa de fluxo de 0,6 mL min".

Para a determinacdo do incremento do indice de refragcdo (dn/dc) preparam-se cinco
dispersdes de diferentes concentracdes (0,2 mg mL'; 0,4 mg mL'; 0,6 mg mL; 0,8 mg mL"
e 1,0 mg mL™") no eluente supracitado.

Para a interpretacdo dos dados e obtencdo do incremento do indice de refragdo
(dn/dc), dispersdo (P), massas molares média numérica (Mn) ¢ média ponderal (Mw),

utilizou-se o software ASTRA versao 4.70.07 (WYATT, 1993).
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3.3.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As analises foram realizadas no Departamento de Ciéncias Exatas e Educagao da
UFSC - Campus Blumenau em Espectrofotdometro FT-IR Perkin Elmer Frontier por
Refletancia Total Atenuada (ATR). As leituras foram realizadas a 25°C em uma janela de
ntmero de onda de 450 a 4000 cm’!, a um total de 16 acumulacdes e resolucdo de 1 cm™'.
Utilizou-se o software OriginPro 9.2 para normalizagdo, suaviza¢ao para remog¢ao de ruidos

e ajuste de linhas de base.

3.3.3. Analise de componentes principais

Realizou-se a andlise multivariada de componentes principais com intuito de
confirmar a modificacdo da pectina, considerando a desigualdade quimica entre as amostras.
O processamento quimiométrico foi realizado usando o software MATLAB (R2018a) pelo

Prof. Dr. Frederico Luis Felipe Soares do Departamento de Quimica — UFPR.

3.3.4. Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para as amostras de pectinas
(modificada e nao modificadas) foram adquiridos no Centro de Ressonancia Magnética
Nuclear da UFPR, no Departamento de Bioquimica e Biologia Celular e no Departamento
de Quimica em espectrofotometros Bruker, modelo AVANCE DRX-400MHz. As amostras
foram dispersas em D>0O, em tubos de 5 mm, a concentra¢do de 40 mg mL™!. Os espectros
de 'H, 13C e mapa de correlacio 2D de 'H e '*C - HSQC foram adquiridos a 60°C, 4 scans,
com 4cido trimetilsilil propidnico (TMSP) como padrdo e com pré-saturacdo do sinal da
agua dos espectros de hidrogénio.

Para o calculo de grau de metil esterificagao (GM) da pectina do maracuja utilizou-
se a metodologia descrita por Grasdalen, Einar Bakoy e Larsen (1988), conforme Equagao
2.

la—1Ip

GM = ( ) X 100 Equagao 2

I+ Ip

Em que I, equivale a integral dos sinais dos hidrogénios Hi ¢ Hs e Iz equivale a
integral dos sinais de Hs’ (FIGURA 1). Os hidrogénios Hi e Hs, adjacentes a carbono

carboxilico metil esterificado, apresentam dois sinais em torno de 5 ppm que sao proximos
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e podem se sobrepor, portanto, realiza-se a integral combinada de ambos para que seja

possivel a quantificagao do GM.

3.3.5. Potencial zeta

O potencial zeta ({) para as pectinas (sulfatadas e ndo sulfatada) foi determinado no
Laboratorio de Biopolimeros — Departamento de Quimica - UFPR em um equipamento
Stabino® Particle Metrix GmbH Corporation.

Inicialmente preparou-se uma solucio aquosa de cloreto de sédio (1 mmol L), com
intuito de manter um meio com forga i0nica estavel, na qual as pectinas foram dispersas em
uma concentragao 0,1% (m/m) (GUSTAFSSON et al., 2000). As medidas para determinar
um unico ponto (medidas pontuais) foram realizadas sem ajuste de pH, em temperatura
ambiente e duraram 5 minutos. Apds essas medidas, novas medidas pontuais de dispersoes
0,1% (m/m) em tampao PBS das amostras PCM, PCS1.3 e PCS4 foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nano Series — Malvern, no mesmo laboratério, com temperatura
controlada de 25°C.

Para a varredura de pH 3 a pH 8, preparou-se uma solugao aquosa de cloreto de so6dio
(0,5 mmol L) que foi utilizada posteriormente para o preparo de uma solugio de hidréxido
de sodio (1,475x10° mol L. A solugio foi utilizada para o preparo da dispersio de pectinas
0,1% (m/m) que alcangcaram pH préximo a 7, entdo adicionou-se 3 gotas de solugdo de
carbonato de sédio (5% m/m) atingindo pH préximo de 10. A titulacdo foi realizada com
4cido cloridrico (1,378x1072 mol L"), padronizado com o padrio secundario hidroxido de
sodio (9,352x107 mol L), o qual foi previamente padronizado com padrio primério
biftalato de potassio (Exodo Cientifica, MM: 204,22 g mol™!). As titulagdes foram realizadas
com adicao de 300 pL de solugdo de acido ou base com tempo de estabilizagao de 40
segundos.

A partir das curvas de varredura de pH por potencial zeta, da equagao de Henderson-
Hasselbalch (Equacdo 1) e da metodologia proposta por Barbosa et al. (2019) determinou-
se a constante de dissociagdo acida (pKa) das amostras.

E importante salientar que todas as medidas supracitadas foram realizadas em

triplicata, com um pistdo de 400 um e temperatura ambiente.

3.3.6. Titulacido para determinacido da constante de ionizacio acida
As constantes de ionizagdo acida (pKa) das amostras de pectina do maracuja nao

sulfatada e sulfatada, foram determinadas a partir da técnica de titulagdo. Inicialmente
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preparou-se uma solucdo de NaCl 0,001mol L' em 4gua ultrapura previamente fervida para
remog¢ao de qualquer residuo de dioxido de carbono, a partir dessa solugdo prepararam-se
dispersdes aquosas das amostras de pectina, na concentragdo de 0,25% (m/v). Cada titulagao
foi realizada utilizando-se 20 mL da dispersdo supracitada como titulada, sendo o pH
ajustado com aproximadamente 1,0 mL de solucio padrio de HCI 1,6956 mol L', atingindo
pH proximo de 2,5. Como titulante utilizou-se uma solu¢io de NaOH 0,0912 mol L
previamente padronizada com biftalato de potassio. O processo de titulagdo foi realizado em
triplicata para cada amostra a temperatura de 25°C controlada com banho termostatizado,

sendo que as adi¢des foram realizadas com 60 segundos de tempo de estabilizagao.

3.3.7. Espalhamento de luz dinAmico

As anadlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) para as pectinas (sulfatadas e
ndo sulfatada) foram realizadas no Laboratério de Biopolimeros — Departamento de Quimica
- UFPR em um equipamento Zetasizer NanoZS — Malvern Instruments and PANalytical.
Preparam-se dispersdes das pectinas com concentragio de 0,1 mol L', em 4gua ou em
tampdo fosfato salino (0,05 mol L' / NaCl 0,04 mol L! - pH 7,4). As medidas foram
realizadas a temperatura controlada de 25°C e 37°C em uma cubeta de poliestireno. O laser
utilizado apresenta comprimento de onda de 638,8 nm e a medida foi realizada em angulo
de 173°. Para a aquisicdo e tratamento dos dados utilizou-se o software proprio do

equipamento (Zeta Sizer Nano v. 3.30.) e a equacdo de Stokes-Einsten (Equagdo 3).

kT

= — E ao 3
6 Ry quagao

Dy

Em que D ¢ o coeficiente de difusdo, k ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura,
n ¢ a viscosidade do solvente e Ry ¢ o raio hidrodindmico (ROSS-MURPHY, 1994; SUN,
2004).

3.3.8. Viscosimetria capilar

As medidas de tempo de escoamento foram realizadas em um viscosimetro Cannon-
Fenske de namero 75, com 0,54 mm de diametro do capilar. Controlou-se a temperatura de
25°C a partir de um sistema de banho termostatico acoplado a um reator encamisado de
vidro. Inicialmente preparou-se dispersdes estoque das pectinas, em dgua ou em tampao
fosfato salino (50 mmol L' / NaCl 40 mmol L' - pH 7,4), com concentragio aproximada de
5,00 mg mL'. Entdo diluiu-se, com 4gua ou tampdo, até chegar nas concentra¢des de 4,00

mg mL™!, 3,00 mg mL™!, 2,00 mg mL"!, 1,00 mg mL"!, 0,80 mg mL"!, 0,60 mg mL"!, 0,40 mg
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mL™, 0,20 mg mL!, 0,10 mg mL"!, 0,08 mg mL", 0,06 mg mL"!, 0,04 mg mL, 0,02 mg
mL"' ¢ 0,01 mg mL"". E importante ressaltar que estas medidas foram realizadas somente
para as amostras de PCM e PCS1.3, por conta da quantidade necessaria de amostra para a
analise.

A partir dos valores de tempo de escoamento obtidos nas andlises com solugdo
tampao calcularam-se os valores de viscosidade relativa para cada uma das solugdes, a partir
da Equagao 4.

Psolucio X tsolucio Equagao 4

Nret =
Psolvente X tsolvente

Em que 7, € a viscosidade relativa, Pgopqc50 € @ densidade da solugdo, tsopycio ©

tempo de escoamento da solugdo, Pspivente @ densidade do solvente e tgyipente © tempo

de escoamento do solvente. Para as dispersdes com regime concentrado as densidades foram
medidas a partir de um baldao volumétrico de 5 mL previamente calibrado. Ao trabalhar com
dispersdes em regime diluido leva-se em consideragdo que a densidade da dispersao ¢ igual
a densidade do solvente, dessa maneira, desconsidera-se a densidade e utiliza-se a Equagao
5 (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

_ Tsotucao Equagéo 5
Nrelt =
tsolvente

Com os valores de viscosidade relativa € possivel determinar a viscosidade especifica
do polimero (Equagdo 6).
Nesp = Mrer — 1 Equagéo 6

Por fim, determina-se a viscosidade reduzida a partir da razdo entre a viscosidade
especifica e a concentracao das solucdes (Equagdo 7)

U] E ao 7
Trod = Z‘SP quagao

Utiliza-se a equacao de Huggins (Equagdo 8) e os valores de viscosidade especifica
e concentragdo para tracar um grafico para cada polimero. Dessa maneira, o valor da
viscosidade intrinseca ¢ equivalente ao coeficiente linear e o coeficiente angular equivale a

coeficiente de Huggins da reta.

ne% = [n] + Ky[n]*C Equagao 8
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Determinou-se ainda a concentracao de overlap (sobreposicao) (Equacao 9), que ¢
equivalente ao inverso da viscosidade intrinseca. A concentracdo de critica indica a
concentragdo na qual o regime de concentragdo da dispersdo ¢ semi-diluido, ou seja, em que
ha o inicio da sobreposicao das moléculas de polimeros na dispersdo (KULICKE; CLASEN,
2004).

1 Equagio 9

3.3.9. Reometria rotacional e oscilatoria das dispersoes

Os estudos reoldgicos foram realizados em dois equipamentos distintos. Inicialmente
as andlises foram realizadas no Laboratorio de Catélise e Termodinamica Aplicada
(LACTA) no Departamento de Engenharia Quimica da UFPR, usando um viscosimetro
programavel Brookfield Modelo DV-III (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., EUA).
Nestas andlises dispersdes dos polimeros poli (etilenoimina) 25.000 g mol!, poli
(etilenoimina) 1.300 g mol™! e poli (etileno glicol) 4.000 g mol™!, na concentragio de 0,8%,
foram submetidas a analises de curva de viscosidade utilizando uma geometria de cilindro
concéntrico (ULA) a uma janela taxa de cisalhamento de 40 a 200 s™.

As analises das amostras de pectinas, ndo-sulfatada e sulfatadas, foram realizadas no
Laboratorio de Biopolimeros (BIOPOL) — Departamento de Quimica — UFPR utilizando-se
de um Reometro HAAKE™, RheoStress™1, marca (Thermo Fischer) com uma geometria
cone placa de titdnio com 60 mm de didmetro e 2° de angulatura (CP60/2) com um gap de
0,105 mm. A temperatura foi controlada por banho acoplado e mantida a 25°C. O software
RheoWin 4 Data Manager foi utilizado para obter os pardmetros reoldgicos e estatisticos.

As varreduras de tensdo foram realizadas com tensdo de cisalhamento variando de
0,01 Pa a 100 Pa, sendo 20 pontos coletados durante esta variagdo. As varreduras de taxa de
cisalhamento foram realizadas com taxa de cisalhamento aumentando de 0,1 s a 100 s e

em seguida diminuindo, sendo 100 pontos coletados durante 300 segundos.

3.4. METODOS DE PRODUCAO DOS HIDROGEIS

Preparam-se dispersdes poliméricas de pectina do maracuja (PCM) ou pectina do
maracuja sulfatada (PCS), de aproximadamente 2% (m/m) cada, e de poli (etilenoimina)
(PEI), para as duas massas molares (PEI 1,3 e PEI 25), e poli(etilenoglicol) (PEG) de
aproximadamente 0,8% (m/m). As dispersdes foram preparadas em dgua ultrapura, mantidas
sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente. Em sequéncia, misturaram-se as

dispersdes em diferentes combinagdes e obtiveram-se novas misturas com diferentes
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porcentagens (m/m), as quais foram agitadas por 30 minutos a 25°C. As misturas foram
alocadas em tubos de ensaio, eppendorfs ou placas de petri e levadas a geladeira por 14 horas

a 4°C. As porcentagens obtidas serdo apresentadas nos resultados.

3.5. METODOS DE CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Os hidrogéis foram selecionados para as caracterizagdes com base em suas
propriedades mecanicas. A avaliacdo foi feita a partir do teste de inclinagdo de tubo e os
hidrogéis que apresentaram maiores viscosidades sob acdo da gravidade foram estudados. A
partir dos estudos fisico-quimicos avaliou-se o impacto das mudangas nas variaveis:
propor¢ao entre os polimeros, porcentagem de sulfatacdo, massa molar da PEI, quantidade

e tipo de agente reticulante.

3.5.1. Teste de inclinacdo do tubo

Os testes de inclinacdo do tubo foram realizados com intuito de identificar
visualmente quais amostras apresentavam formagdo de géis, homogeneidade e resisténcia
mecanica, e assim, escolher os géis para continuar o estudo. Para o teste, os tubos de ensaio
contendo as amostras foram inclinadas a aproximadamente 45°, 90° e 180° e foram

fotografados.

3.5.2. Microscopia eletronica de varredura

As amostras de pectinas e hidrogéis foram analisadas por um microscopio eletronico
de varredura modelo TESCAN VEJA 3 LMU, operando em 10 kV no Centro de Microscopia
Eletronica (CME da UFPR). Para isso, as pectinas e¢ os hidrogéis foram secos por
liofilizagdo, formando solidos e xerogéis. Em seguida, foram fraturados a temperatura
ambiente, colados nos suportes com esmalte de carbono e cobertos com ouro em sua

superficie por deposicao metalica, visto que ndo sdo condutores elétricos.

3.5.3. Reometria dos hidrogéis

As andlises dos hidrogéis foram realizadas no Laboratorio de Biopolimeros
(BIOPOL) — Departamento de Quimica — UFPR utilizando-se de um Redmetro HAAKE™,
RheoStress™1, marca (Thermo Fischer) com uma geometria cone placa de titanio com 60
mm de didmetro e com angulo de 2° (CP60/2) com um gap de 0,105 mm. A temperatura foi
controlada por banho acoplado e mantida a 25°C. O software RheoWin 4 Data Manager foi

utilizado para obter os parametros reoldgicos e estatisticos.
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As varreduras de tensdo foram realizadas em frequéncia constante de 1 Hz e com
tensao de cisalhamento variando de 0,01 Pa a 100 Pa, sendo 20 pontos retirados durante a
analise. As varreduras de creep and recovery foram realizadas durante 60 segundos, para
cada uma das curvas, e durante este tempo foram realizadas 100 medidas. A taxa de
cisalhamento para curva de creep foi de 0,05 Pa, ja a analise de recovery foi de 0 Pa, ambas

com gap de 0,105 mm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ESTUDO DAS PROPRIEDADES MOLECULARES, QUIMICAS E FiSICO-
QUIMICAS DAS PECTINAS

A andlise de dispersdao em relagdo as massas molares das amostras de pectina do
maracujd e pectinas modificadas ocorreu através da técnica de cromatografia de exclusdo
por tamanho de alta performance (HPSEC). Na técnica foram utilizados dois detectores a
fim de avaliar as amostras, um detector de indice de refragdo diferencial (RI), que permite
avaliar a homogeneidade da amostra, e um detector de espalhamento de luz laser com
multiangulos (LS), que além da homogeneidade traz informagdes acerca da conformagao e
massa molar. O detector de indice de refragdo diferencial se trata de um refratometro
diferencial que registra a variagdo no indice de refracao entre as duas correntes de eluente,
com e sem a dispersao de polimero (WILLIAMS, 1970). Ja o detector de espalhamento de
luz incide uma luz laser na amostra, que estd dispersa no eluente. Parte desta radiacao
incidida ¢ espalhada pela amostra e a intensidade deste espalhamento varia com o tamanho
das particulas, possibilitando assim a determinagdo das massas molares média numérica e
média ponderal, além de prever sua conformagao (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Para as analises de homogeneidade ambos os detectores, RI e LS, foram utilizados.
Observa-se que todos os perfis cromatograficos (FIGURA 4) apresentam um tnico pico de
acordo com o detector de espalhamento de luz (tracejado) e o detector de indice de refragao
(linha solida). A populag@o apresenta heterogeneidade, visto que cada ponto de tempo de
eluicdo ¢ atrelado a uma diferente massa molar e o pico apresentar a base do pico larga.

Avaliou-se o perfil cromatografico da pectina do maracuja (Anexo FIGURA 4 - A)
quantitativamente e obteve-se o valor de massa molar de 1,095 x 10° g mol™!, veiculado a
6% de erro de andlise. O valor estd de acordo com dados ostentados em trabalhos do grupo
(1,14 x 10° g mol ™), apresentando um desvio padrio de £ 2,3x10° g mol™! (JASKI; SIMAS;
RIEGEL-VIDOTTI, 2019).
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Conforme descrito na literatura, os picos eluidos em baixos tempos de eluicao sao
atribuidos a compostos de massa molar alta, enquanto que em maiores tempos de elui¢ao
menores as massas molares da amostra (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001;
WILLIAMS, 1970). Observa-se nos graficos da FIGURA 4 que todas as pectinas sulfatadas,
comparadas em relagdo a PCM, apresentaram deslocamento do pico de 45,4 minutos do
detector RI para tempos maiores de elui¢do, indicando a diminui¢do da massa molar desta
populacgao.

Além dos deslocamentos no tempo de elui¢do, estes picos também apresentaram uma
pequena diminui¢do de indice de refragdo em relagdo a PCM (0,03534 volts), sendo que
PCS1.1 e PCS1.2 apresentaram 0,03012 volts e PCS2 e PCS3 apresentaram 0,03495 volts,
corroborando com a variagao de massa molar observada acima. As amostras PCS1.3 e PCS4

ndo foram analisadas a partir desta técnica.

FIGURA 4. PERFIL CROMATOGRAFICO (HPSEC) PARA A (A) PCM, (B) PCS1.1 E PCS1.2, (C) PCS2
E PCS3. A LINHA SOLIDA E REFERENTE AO DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (RI) E A
LINHA TRACEJADA AO DETECTOR DE ESPALHAMENTO DE LUZ (LS).
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FONTE: O AUTOR, 2021.

Para melhor elucidar as propriedades das amostras de pectina do maracujé, foram
obtidos espectro de FTIR-ATR. Os espectros de todas as pectinas estio mostrados na
FIGURA 5, no qual observa-se que todas as amostras exibiram bandas caracteristicas de
polissacarideos. Inicialmente, uma banda larga caracteristica referente as vibragdes de
estiramento dos grupos hidroxila, proximo a 3360 cm™, indicando a liga¢des de hidrogénio

intra e intermoleculares (JIANG, Yang et al., 2020; LIN et al., 2021a; RODSAMRAN;
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SOTHORNVIT, 2019). A banda de baixa intensidade presente em torno 2945 cm™ estd
relacionada aos estiramentos vibracionais das ligagdes C-H, C-H> e C-H3 presentes no anel
da pectina (JIANG, Yang et al., 2020; LIN et al., 2021a; RODSAMRAN; SOTHORNVIT,
2019).

A banda intensa em 1736 cm™! corresponde a vibragdo de estiramento simétrico de
C=0 dos grupos carboxilatos esterificados, enquanto que a banda intensa em 1612 cm™ ¢é
atribuida a vibracao de estiramento assimétrico de COO™ de carboxilas livres (JIANG, Yang
et al., 2020; LIN et al., 2021a; RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019). A banda fraca em
1441 cm™ ¢ atribuida a vibragio de alongamento simétrico de COO" de grupos carboxilato
livres (JIANG, Yanget al., 2020; LIN et al., 2021a; RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019).

Ainda, a amostra apresentou uma banda em 1508 cm, proveniente de
ligagcdes C-N e N-H, o que indica residuos do agente de reticulagdo (SO3DMF) (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2001).

A banda em 1330 cm™ ¢ atribuida & vibragdo angular C — H de anéis tipicamente
piranose, o que indica que a pectina da casca de maracuja amarelo apresenta este tipo de anel
em sua estrutura.

FIGURA 5. ESPECTRO DE TRANSMITANCIA POR NUMERO DE ONDA DA ANALISE DE

INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURRIER POR REFLETANCIA TOTAL
ATENUADA PARA A PECTINA DO MARACUJA E PECTINAS SULFATADAS.

= Kal o — O =0 O =~ <+ [ -
o = o I S I= oo oA <t = =~
N (= o~ o v <t N [S e — O S =«
o N — —_— — —— — —— —— —

1638
1605

Transmitancia

4000 3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Namero de Onda (cm™)
FONTE: O AUTOR, 2021.

A regido entre 1200 cm™ e 950 cm™! é a impressdo digital dos carboidratos em que
ha a sobreposicao das vibragdes das ligacdoes C-C e C-O-C presentes no anel (CHAOUCH

et al., 2018). As bandas de interesse estdo presentes em 1227 cm’!, 1144 cm™, 1097 cm,
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1012 cm™ €971 ecm™, atribuidos aos estiramento de O-CHs, estiramento de C-O, estiramento
de C-C, estiramento de C e o dobramento de C-O, respectivamente (CHAOUCH et al., 2018;
LIN et al., 2021a; WANG, Wenjun et al., 2015).

Nas pectinas modificadas, as bandas correspondentes aos deslocamentos assimétrico
(S = 0) e simétrico (C — O — S) deveriam estar presentes em torno de 1260 cm™ e 850 cm™,
mas nao estdo claras (CAPUTO; STRAUB; GRINSTAFF, 2019; FAN et al., 2012).

Observa-se que as bandas correspondentes aos grupos carboxilicos metil
esterificados nas amostras de pectinas sulfatadas sofreram alteracdo em sua intensidade,
quando comparadas a pectina do maracuj4, indicando a alteragcdo no modo de vibracao dos
grupos metilicos (ZHANG, Kai et al., 2011).

Com o intuito de melhor compreender os resultados obtidos a partir da técnica de
infravermelho realizou-se o processamento de dados de Anélise de Componentes Principais
(PCA). A amostra nao foi avaliada a partir desta técnica visto que seu espectro foi
analisado com menores valores de resolucao.

No grafico de scores das amostras de pectina (FIGURA 6), do maracujé e sulfatadas,
observa-se a projecao dos dados referente a inter-relacdo das amostras, assim, sdo gerados
componentes principais pela combinagao das varidveis originais das 6 amostras (FERREIRA
et al., 1999). A primeira componente principal (PC1) explica 70,8% dos dados, enquanto a
segunda componente principal (PC2) explica 14,6%, somando 85,4%. Os demais 14,6%
normalmente correspondem a valores muito pequenos e ruidos experimentais. Avaliando-se
a PC1, ¢ possivel dizer que as amostras PCS1.2, PCS1.3, PCS2 E PCS3 sao diferentes da
PCM, visto que essas amostras apresentam scores positivos enquanto que a amostra sem
modificagdo apresenta score negativo. Ainda a PC1 descreve a maior variancia do conjunto
de dados, logo apresenta alta confiabilidade. A amostra PCS4 apresenta score negativo,
assim, a partir deste eixo nao ¢ possivel confirmar que houve modificacdo. Ao avaliar o eixo
PC2 observa-se que PCM, PCS1.2 e PCS1.3 apresentam valores negativos enquanto que as
amostras PCS2, PCS3 e PCS4 apresentam valores positivos, assim, apresentando diferencas

em relagdo a PCM.
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FIGURA 6. SCORES DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS COMPARANDO AS
AMOSTRAS DE PECTINA, DO MARACUJA E SULFATADAS.

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

[\
[\

o

Yoy ePCS2

= e PCS3

~ PCS4 @ |
SO T @PCSI T 0
Ay |

§ PCM @ ® PCS1.3

5 |

2-2 )

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
Scores PC1 (70,79%)
FONTE: O AUTOR, 2021.

Os graficos de loadings mostram a projecao dos dados referente ao peso com que
cada uma das varidveis originais contribuiu para as novas componentes principais (PCI e
PC2) (FERREIRA et al., 1999). No grafico de loadings do eixo PC1 (FIGURA 7), os valores
positivos apresentam-se mais intensos nas amostras PCS1.2, PCS1.3, PCS2 e PCS3,
enquanto que valores negativos apresentam-se com mais intensidade nas amostras PCM e
PCS4. Comparando as amostras observa-se que os quadrantes positivos apresentam os sinais
com maior intensidade para o estiramento dos grupos hidroxila, apresentado em 3280 cm™!,
vibracdo de alongamento simétrico de COO™ de grupos carboxila livres, em 1603 cm™,
indicando a prevaléncia de grupos carboxilicos nas amostras PCS1.2, PCS1.3, PCS2 e PCS3.
No lado negativo dos loadings as amostras apresentaram maior intensidade para o
estiramento simétrico de C=0O dos grupos carboxila esterificados, em 1708 cm’!, indicando
a prevaléncia de grupos carboxilicos metil esterificados nas amostras PCM e PCS4.

FIGURA 7. LOADINGS DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS COMPARANDO AS
AMOSTRAS DE PECTINA, DO MARACUJA E SULFATADAS, EM RELACAO AO EIXO PCI.
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No grafico de loadings da PC2 (FIGURA 8), os valores positivos apresentam-se mais
intensos nas amostras PCS2 e PCS3, enquanto que valores negativos apresentam-se com
maior intensidade nas amostras PCM, PCS1.2 e PCS1.3. O lado positivo possui os sinais
com maior intensidade para as bandas referentes aos grupos carboxilicos metil esterificados
em 1713 cm’, indicando a prevaléncia nas amostras PCS2 e PCS3. O lado negativo
apresenta em maior intensidade a banda de vibragdo de alongamento simétrico de COO" de
grupos carboxila livres, em 1593 cm™, indicando a prevaléncia dos grupos nas amostras
PCM, PCS1.2 e PCS1.3, demonstrados na FIGURA 8.

FIGURA 8. LOADINGS DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS COMPARANDO AS
AMOSTRAS DE PECTINA, DO MARACUJA E SULFATADAS, EM RELACAO AO EIXO PC2.
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Além de analises pela técnica de FTIR-ATR também foram realizadas aquisi¢des de
RMN para cada amostra. O espectro de RMN 'H para a pectina do maracuja (Anexo
FIGURA A 1) e o seu respectivo mapa de correlagio 2D de 'H e *C — HSQC (

FIGURA 9) demonstram sinais tipicos de unidades de 4cido galacturdnico metil
esterificado, compativeis com trabalhos anteriores do grupo e de parcerias que utilizaram do
mesmo lote de material (ABBOUD et al., 2019; JASKI; SIMAS; RIEGEL-VIDOTTI, 2019).

Os deslocamentos quimicos correspondentes a regido anomérica do acido a-D-GalA
estdo presentes em ¢ 101,46/5,12 ppm, derivado de Ci/ Hi de a-D-GalpA nao-esterificado,
e em o 103,4/496 e ¢ 110,01/5,09 ppm, correspondentes a C;’/H;” de a-D-GalpA
esterificados. Os sinais assinalados em ¢ 73,06/5,07 ppm sao respectivos a Cs’/Hs’ de a-D-
GalpA metil esterificados (ABBOUD et al., 2019; ASGARI et al., 2019; LIN et al., 2021a;
ROMAN et al., 2017). A partir da integral destes sinais e da Equagdo 2 determinou-se o grau
de metil esterificagdo (GM) equivalente a 77,84%, caracterizando esta pectina como
altamente metoxilada (HM).

O singleto intenso em ¢ 55,52/3,82 ppm ¢ caracteristico da correlagdo de carbonos ¢

hidrogénios de COOCH3 das unidades de a-D-GalpA. Os sinais em ¢ 81,65/4,56, o
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70,91/4,00 e 6 70,8/3,74 ppm sdo respectivos a C4/Ha, C3/Hz e Co/H> das unidades de a-D-
GalpA (ASGARI et al., 2019; LIN et al., 2021a; ROMAN et al., 2017).

FIGURA 9. MAPA DE CORRELACAO 2D DE 'HE *C — HSQC EM D,0O A 60°C PARA A PECTINA
DO MARACUJA.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 10) compara as aquisi¢des das amostras de pectina
ndo modificadas e amostras modificadas. O sinal em J 4,13 ppm respectivo a C4/Hs de
residuos arabinose, também observado na anélise de correlagdo 2D, estd presente na amostra
de pectina do nao modificada como um tripleto, corroborando com os resultados de
composicdo do monossacarideo encontrados por Abboud et al. (2019). O sinal ndo se
encontra presente nos demais espectros, visto que a reacdo de modificagdo, bem como o
processo de purificacdo, podem ter ocasionado a remog¢do de cadeias laterais de acucares
neutros, como a arabinose (EINHORN-STOLL et al., 2019; KASTNER; EINHORN-
STOLL; DRUSCH, 2019; LIN et al., 2021b; ZHANG, Lifen et al., 2013).

Observa-se a sobreposi¢ao ¢ diminui¢dao significativa da intensidade dos sinais
presentes em torno de J 5,16 ppm relativos aos C1/H; nao-esterificados, quando comparado

ao sinal 0 3,99 ppm de Cs/H3, das amostras PCS1.1, PCS2 e PCS3. Esta diminuicao pode
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indicar a eliminagdo de cadeias com grupamentos COOH e, por consequéncia, 0 aumento
do grau de metil esterificacdo, através do processo de purificagdo apods a reacao de
modifica¢do. Ainda, pode salientar a interacdo dos grupamentos COOH com o residuo de
DMEF, o qual estd exposto por um singleto intenso em J 2,75 ppm nas respectivas amostras,
mesmo apos a purificagao.

Os dois sinais em o0 2,18 e 2,07 ppm sao deslocamentos ocasionados pela interacao
dos grupos acetil com as hidroxilas presentes em Cz e Cs3 (LIN et al., 2021a; ZHANG, Lifen
et al., 2013). Estes sinais se encontram com maior intensidade na amostra PCM e em menor
intensidade nas amostras modificadas, o que ¢ um indicativo do sucesso da reacdo de
modificagdo. Ainda, o sinal em ¢ 3,75 ppm e os deslocamentos presentes em torno de ¢ 3,50
ppm, relativos ao H, diminuem a intensidade nas amostras modificadas enaltecendo
novamente a substituicdo das hidroxilas em questao.

Os mapas de correlagio de 'H e °C — HSQC das amostras de pectina modificadas
estdo mostradas no Anexo (FIGURA A 2, FIGURA A 3, FIGURA A 4 ¢ FIGURA A 5) ¢
apresentam num geral sinais caracteristicos de pectina. E importante salientar que os
espectros foram adquiridos somente com 4 scans o que afeta diretamente a qualidade dos
resultados e consequentes analises.

O espectro da amostra PCS1.3 (Anexo FIGURA A 2) apresenta evidenciados os
sinais caracteristicos da pectina ndo esterificada, indicando a desesterificagao da amostra em
questao, sendo um reflexo da utilizagdo de ambiente inerte na modificagao da amostra, ou

ainda a eliminacdo de cadeias menores contendo os grupamentos metil esterificados.
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FIGURA 10. ESPECTRO DE RMN 'H PARA PCM, , PSC1.3, PSC2, PCS3 E PCS4 EM D,O A
60°C.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

O potencial zeta das pectinas PCM e PCS1.3 foi acompanhado em fungao da variagao

do pH. A FIGURA 11 mostra as varreduras de pH 3 a 8. O intuito deste experimento foi
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avaliar o comportamento do potencial zeta da pectina com a variagao do pH e, em sequéncia,

determinar o valor da constante de ionizagao acida das amostras.

FIGURA 11. VARREDURA DE pH (3 A 8) POR POTENCIAL ZETA PARA AS AMOSTRAS DE PCM E
PCS1.3.
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As analises foram realizadas a temperatura ambiente sendo as analises para PCM
realizadas em torno de 27°C e para PCS1.3 em torno de 29°C. E importante destacar a
variagdo de temperatura entre os experimentos, visto que a conformagdo das cadeias e os
valores de potencial zeta das amostras podem variar. Para evitar essas variagdes novas
medidas podem ser realizadas com temperatura controlada na continuagao da pesquisa.

Para a amostra de PCM, a partir da titulagdo com hidroxido de sddio, obteve-se o
potencial zeta minimo de -27,99 mV e um pKa de 3,37, ja para a varredura com adi¢ao de
acido cloridrico obteve-se o potencial zeta minimo de -22,58 mV e pKa de 3,03. A amostra
PCS1.3 apresentou potencial zeta minimo de -20,54 mV para ambas as curvas e pKa de 3,43
e 3,18 para a titulagdo com base e com 4acido, respectivamente.

Com intuito de comparar os valores obtidos anteriormente, realizaram-se titulagdes

acido-base. A
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FIGURA 12 apresenta as curvas de titulagdo obtidas para as amostras PCM e PCS1.3
a 25°C. Realizaram-se as derivadas segundas das curvas ( Anexo - FIGURA A 6) com intuito
de determinar com maior precisdo os pontos de equivaléncia e pKas das amostras. Para a
amostra PCM obteve-se o valor de ponto de equivaléncia de 7,09, enquanto que o valor de
pKa equivalente a 3,54, ja para a amostra PCS1.3 obtiveram-se os valores de 7,28 e 3,64,
respectivamente.

O valor de pKa para os grupos acido carboxilicos, presentes na pectina, ¢ 3,50, assim
os valores apresentaram desvios da idealidade, os quais estdo presentes na TABELA 2 (SILA
et al., 2009). Estes desvios ocorrem por conta da técnica utilizada que € relativa somente aos
grupamentos presentes no plano de cisalhamento e ndo representa necessariamente todos os
grupos carboxila na amostra, dependendo da conformagdo e exposi¢do dos grupamentos

carboxila (GREIN-IANKOVSKI et al., 2018).

TABELA 2. VALORES DE PKA PARA AS AMOSTRAS PCM E PCS1.3 PERANTE AS TECNICAS DE

TITULACAO EMPREGADAS.
pKa (desvio)
Titulacdo basica fluxo Titulacao acida fluxo Titulagdo comum
PCM 3,37 (3,71%) 3,03 (13,43%) 3,54 (1,14%)

PCS1.3 3,43 (2,00%) 3,18 (9,14%) 3,64 (4,00%)
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FIGURA 12. CURVA DE TITULACAO ACIDO-BASE DE PH EM FUNCAO DE VOLUME DE ADICAO
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Analises de potencial zeta e pH das amostras de pectina, nao-sulfatada e sulfatadas,
na concentracdo 0,1% (m/m), se encontram na TABELA 3, assim como as respectivas

temperaturas de analise e solvente utilizado.

TABELA 3. VALORES DE POTENCIAL ZETA, PH E TEMPERATURA PARA MEDIDAS PONTUAIS
DAS AMOSTRAS DE PECTINA DO MARACUJA E PECTINAS SULFATADAS.

Amostra Potencial Zeta (mV) pH Temperatura (°C)

Amostra/so
PCM (H20) -71,7+£0,2 3,7+0,1 20,4+ 0,1
PCM (PBS) -15,5+ 1,2 7,4+0,1 25,0+0,1
(H20) -41,0£0,6 5,1+0,2 25,6 +0,4
PCS1.2 (H20) -28,3+0,5 3,5+0,1 26,7+0,3
PCS1.3 (H20) -0,03 +£0,01 3,3+0,1 244 +0,1
PCS1.3 (PBS) -11,8 £0,7 7,4+0,1 25,0+0,1
PCS2 (H20) -37,4£0,1 39+0,1 27,1+0,1
PCS3(H20) -19,9+0,5 4,0+0,1 273+0,1
PCS4 (PBS) -21,7+0,7 7,4+0,1 250+0,1

FONTE: O AUTOR, 2021.

Observa-se na TABELA 3 que todas as pectinas apresentam valores de potencial zeta
negativo, o que confirma seu carater anionico. O valor de potencial zeta ¢ respectivo ao
potencial elétrico no plano de cisalhamento e ndo representa necessariamente todos os
grupos carregados na amostra (GREIN-IANKOVSKI et al., 2018). Além disso, o valor de
potencial zeta depende da conformacdo em que a pectina se encontra e da exposi¢cao dos
grupos carregados, que podem estar no interior de agregados, ndo contribuindo
completamente para a magnitude do potencial zeta (GREIN-IANKOVSKI et al., 2018).

Coloides com valores de potencial zeta maiores do que +30 mV ou menores do que
-30 mV sdo estabilizados eletricamente, visto que as forgas repulsivas excedem as forgas
atrativas, impossibilitando fenomenos de agregacao (JOSEPH; SINGHVI, 2019; KUMAR;
DIXIT, 2017; LU; GAO, 2010). Nas amostras analisadas observa-se que somente as
amostras PCM (H20), e PCS2 apresentaram densidades de carga menores que -30
mV, em seus pHs naturais, o que demonstra que os grupamentos se apresentam expostos e
que ha pouca agregacao nesta temperatura e solventes. A amostra PCM (PBS) apresentou

maior valor de potencial zeta, indicando maior enovelamento da amostra neste solvente e
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temperatura. A amostra PCS1.3 (H20) apresentou o valor de potencial zeta préximo a zero
o que demonstra que a amostra se encontra menos expandida e que os grupamentos estao
poucos expostos. Ja a amostra PCS1.3 (PBS) apresentou os grupamentos mais expostos € o
valor de potencial zeta igual a -11,8 mV.

Em relagdo aos valores de pH sem ajuste, as amostras PCS1.1, PCS2 e PCS3
apresentam seus valores de pH acima do esperado, em torno de 3,5, o que ¢ explicado pela
presenca de DMF observada nas andlises de RMN.

Para compreender a conformagdo na qual as amostras se encontram em solucao
analises de viscosimetria e espalhamento de luz dindmico foram realizadas. A viscosimetria
capilar apresentou resultados acerca da conformacdo da pectina. O grafico de Huggins
(FIGURA 13) relaciona os dados de viscosidade especifica em fungdo da concentragdo das

amostras de PCM e PCS1.3 dispersas em agua.

FIGURA 13. GRAFICO DE HUGGINS, DE VISCOSIDADE ESPECIFICA POR CONCENTRACAO (mL
mg ') EM FUNCAO DA CONCENTRACAO (mg mL'), PARA PCM E PCS1.3 DISPERSAS EM AGUA A
25°C.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

O gréafico demonstra que com baixas concentracdes de pectina na dispersdo os
valores de viscosidade reduzida diminuem com o aumento da concentracdo, enquanto que a
partir de uma certa concentragdo, os valores de mesp/C dessas pectinas permanecem

constantes com o aumento da concentragdo. Este comportamento ¢ amplamente
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demonstrado na literatura (DOBRYNIN, 2020; KLINCHONGKON; KHUWIJITJARU;
ADACH]I, 2018; LIMA; SOLDI; BORSALI, 2009; YOO et al., 2006). Polieletrélitos, como
a pectina, comumente apresentam valores anormais de viscosidade, que sdo explicadas pelas
mudangas conformacionais (KLINCHONGKON; KHUWIJITJARU; ADACHI, 2018;
WINNING et al., 2007). Estas mudancas sao proporcionadas pelas forg¢as de repulsdo entre
as cadeias, em regime concentrado a quantidade de agua disponivel para solvatagdo do
polimero ¢ menor, o que implica em menor ionizagao e, por consequéncia, menor repulsdo,
gerando uma conformacdo aleatoriamente ordenada. Em regime diluido as forgas
eletrostaticas aumentam, visto que a dgua esta presente em maior quantidade para quantidade
de polimero, levando a expansdo da cadeia e um aumento na viscosidade, este efeito ¢
denominado de “efeito polieletrélito” (FUOSS; STRAUSS, 1948; KLINCHONGKON;
KHUWIITJARU; ADACHI, 2018; WINNING et al., 2007).

Analises viscosimétricas em tampao e com adi¢do de sal ao meio foram realizadas
com o intuito de avaliar o comportamento conformacional da pectina do maracuja nao-
sulfatada ao reduzir as forgas repulsivas do meio. A FIGURA 14 mostra os graficos de
Huggins (Equagao 8) para as amostras de pectina nao-sulfatada e sulfatada a 25°C (A) e 37°C
(B). Avaliando os graficos e estimando o limite do grafico em concentracao igual a zero, ¢
possivel determinar o valor da viscosidade intrinseca e da constante de Huggins. Os dados
obtidos seguindo o modelo e equagao de Huggins estdao apresentados na TABELA 4.

Observa-se que a pectina se adequou ao modelo de Huggins e apresentou valores de
coeficiente de determinacao da reta adequados, embora tenha apresentado levemente o efeito
polieletrélito nas mais baixas concentragdes. Com o aumento da concentra¢do observa-se o
aumento da viscosidade reduzida (Equagao 6), conforme o esperado para este modelo e ja
observado para outros trabalhados relacionados a pectina (LIN et al., 2021a; ZHANG, Lifen
et al, 2013); (FUOSS; STRAUSS, 1948; KLINCHONGKON; KHUWIUITJARU;
ADACHLI, 2018; WINNING et al., 2007)). Ainda, com a variacdo da temperatura a pectina
manteve os valores de viscosidade intrinseca préximos, com um leve aumento com o
aumento da temperatura. A concentragdo de critica demonstra que a janela de concentragao
trabalhada é adequada ao experimento, que requer dispersdes no regime diluido.

A constante de Huggins ¢ um pardmetro fisico-quimico que prediz a conformacao de
uma determinada amostra polimérica a partir do estudo das forcas de interagdes entre
polimero-polimero (p-p), polimero-solvente (p-s) e solvente-solvente (s-s) (KULICKE;
CLASEN, 2004; LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). Quando o valor da constante esta

entre 0,3 e 0,4 had uma forte tendéncia de as cadeias poliméricas apresentarem conformagao
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random coil, suas cadeias se entrelagam de maneira aleatoria, e ha um equilibrio entre as
forgas atrativas e repulsivas nas possiveis interacdes. Quando o valor da constante de
Huggins ¢ superior a 0,4, neste caso 0,77 e 1,92, a tendéncia ¢ de que o solvente seja
classificado como um mau solvente para o sistema, assim, as interagdes s-s e p-p apresentam-
se preferenciais e por consequéncia as cadeias poliméricas tendem a formar muitos

agregados. (KULICKE; CLASEN, 2004; LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

TABELA 4. VISCOSIDADE INTRINSECA [n], COEFICIENTE DE DETERMINACAO DA RETA (R?),

CONSTANTE DE HUGGINGS (K1) E CONCENTRACAO DE CRITICA (C*) PARA PCM A 25°C E

37°C.
[n] (mL mg™) R? Kn C* (mg mL™")
PCM 25° C 0,15 0,97 1,92 6,60
PCM 37°C 0,18 0,99 0,77 5,71

FONTE: O AUTOR, 2021.
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FIGURA 14. GRAFICOS DE HUGGINS, DE VISCOSIDADE ESPECIFICA POR CONCENTRACAO
(mL mg'") EM FUNCAO DA CONCENTRACAO (mg mL'), PARA PCM DISPERSA EM TAMPAO PBS
A 25°C (A) E 37°C (B).
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As analises de espalhamento de luz dindmico possibilitaram a determinagao do raio
hidrodinamico (Ru), indice de polidispersao (PDI) e também dos valores de coeficiente de
difusdo (D) para as amostras, os quais estdo presentes na TABELA 5. As FIGURA A 7,
FIGURA A 8 e FIGURA A 9 (Anexo) mostram as curvas de correlagdo para a PCM, PCS1.3
e PCS4, respectivamente, em agua e tampao PBS salino.

Para compreender o raio hidrodindmico ¢ preciso salientar que nesta analise
considera-se que os polimeros dispersos apresentam conformagao similar a uma esfera, visto
que o raio hidrodindmico ¢ o raio de uma esfera impenetravel ao solvente (SUN, 2004). A
amostra de PCM apresentou diminui¢ao no raio hidrodindmico em PBS, em relagao a H»>O,
o que demonstra melhor interacdo da amostra com a agua do que com o tampao. Os dados
reforcam o observado nas andlises de potencial zeta, em que h4a maior exposicdo dos
grupamentos carregados em agua do que em PBS, logo, uma conformagdo mais estendida.
A presenca do sal no tampao PBS possibilita a neutralizacao de grupos carregados e, assim,
a blindagem das interagdes eletrostaticas e por consequéncia uma conformagdo compacta.

O coeficiente de difusdo ¢, neste caso, a medida da massa polimérica transportada
em um determinado periodo de tempo sob a influéncia do gradiente de concentragao (SUN,
2004). A partir da Equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 3) o coeficiente de difusdo ¢
inversamente proporcional ao raio hidrodindmico, assim, com a diminui¢do do raio do
hidrodinamico, observa-se o aumento do coeficiente de difusao (ROSS-MURPHY, 1994;
SUN, 2004). O comportamento relatado ¢ observado para as amostras estudadas, nas quais
observam-se valores na mesma ordem de grandeza.

Ainda, observa-se a difusdo incompleta e presenca de duas populagdes na amostra
PCM em tampdo (FIGURA A 7-B) as quais explicam o maior valor de indice de
polidispersdo entre as demais amostras. A populacdo de PCM com maior raio hidrodinamico
e, por consequéncia, maior intensidade, se encontra em menor quantidade, enquanto a
populacdo de menor tamanho e menor intensidade se encontra em maior quantidade, as quais
se tratam de agregados poliméricos proporcionados pela ma interagdo polimero-solvente
entre o polimero e tampao, corroborando com os dados de raio hidrodindmico supracitados.

As amostras de pectina modificadas (PCS1.3 e PCS4) apresentaram um pequeno
aumento do raio hidrodindmico em tampao em rela¢do a dgua, indicando melhor interagdo
com o tampao do que com a dgua. Desta maneira, reafirma o comportamento observado na
analise de potencial zeta citada anteriormente, em que observamos a maior exposi¢ao de

grupamentos negativamente carregados para as amostras modificadas em tampao.
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A amostra PCS1.3, embora ndo tenha apresentado mais de uma populagao,
apresentou difusdo incompleta, ndo alcangando o valor de coeficiente de difusao igual a zero
no tempo de analise, conforme observado no Anexo FIGURA A 8 — A, o que ¢ um indicativo

da presenca de agregados na amostra.

TABELA 5. VALORES DE INDICE DE POLIDISPERSAO (PDI), RAIO HIDRODINAMICO (Rn) E
COEFICIENTE DE DIFUSAO (D) PARA AS AMOSTRAS PCM, PCS1.3 E PCS4 EM AGUA E EM PBS

A 25°C.
Amostra PCM PCS1.3 PCS4

Solvente H,O PBS H»>O PBS H»O PBS
PDI 028 049+ 037 0,32 0,27 0,26
£0,03 0,06 £0,01 £0,03 +0,01 £0,01

Ru (nm) 189,4  180,4 119,8 124,8 123,1 127,3
+2,5 +1,9 +2,1 +1,9 +5,3 +0,2

D (x 1012 mz/s) 1,30 1,36 2,08 1,97 1,48 1,93

+0,02 +0,01 + 0,02 +0,03 + 0,44 + 0,01
FONTE: O AUTOR, 2021.

As curvas de viscosidade e de fluxo para as dispersdes 0,8% de PEI 25.000 g mol™,
PEI 1.300 g mol™! e PEG 4.000 g mol™! estiio presentes nas FIGURA A 10, FIGURA A 11 e
FIGURA A 12 (Anexo), respectivamente. Observa-se que as amostras apresentam uma
regido inicial de comportamento newtoniano (ideal), em que a viscosidade se matem
constante e a tensdo de cisalhamento aumenta linearmente com a taxa de cisalhamento
(BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Apo6és a taxa de cisalhamento de,
aproximadamente, 110 s, ha o aumento exponencial da inclinagdo das curvas de
viscosidade e tensdo de cisalhamento com o aumento da taxa de cisalhamento (BRUMMER,
2006; MALVERN, 2016). Este comportamento caracteriza fluidos ndo newtonianos,
inelasticos, independentes do tempo que seguem um padrdo de fluidos dilatantes
(BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). O aumento da viscosidade ¢ mais lento do que o
aumento da tensao de cisalhamento, visto que ha interacdes intermoleculares em partes das
moléculas que dificultam o processo de solvatagdo (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016).
Além disso, ap6s a taxa de cisalhamento de 110 s™! o coeficiente angular (BRUMMER, 2006;
MALVERN, 2016).

As curvas de viscosidade para trés diferentes concentragdes da amostra de pectina do
maracuja nao modificada (PCM) estdo presentes na FIGURA 15. O comportamento das

curvas mostra propriedades de fluxo pseudoplasticas, em que se observa a diminui¢ao linear
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da viscosidade em baixas taxas de cisalhamento (abaixo de 0,45 s™'), porém, com o
subsequente aumento da taxa de cisalhamento ocorre também a diminuicao desproporcional
da viscosidade (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Esta diminuic¢ao pode ser explicada
por mudangas conformacionais nas cadeias poliméricas, em estado de repouso a entropia ¢
alta e a conformacao polimérica ¢ aleatoriamente organizada. Ao aplicar o cisalhamento o
sistema mantém esta conformagdo, porém, a partir de um determinado aumento do
cisalhamento as moléculas tendem a se organizar na dire¢do da forga aplicada (BRUMMER,
2006). A nova conformag¢do passa a ser menos emaranhada, o que faz com que o sistema
flua mais facilmente e diminua consideravelmente o valor da viscosidade. Este
comportamento ¢ observado nas amostras de concentracao 0,4% e 0,6%, que apresentam
regimes de concentragdo diluido e em torno da concentragdo critica, respectivamente
(BRUMMER, 2006). No entanto, para solu¢des poliméricas semidiluidas, que ¢ o caso da
amostra 2,0%, observa-se que a mudanga conformacional é menos pronunciada
(BRUMMER, 2006; SCHRAMM, 2006). Assim, os dados corroboram com os valores de

viscosidade intrinseca e concentragao critica obtidos nas analises de viscosimetria.

FIGURA 15. CURVAS DE VISCOSIDADE PARA A PECTINA DO MARACUJA NAO MODIFICADA
(PCM) DISPERSAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES A 25°C.
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A FIGURA A 13, FIGURA A 14, FIGURA A 15, FIGURA A 16 e FIGURA A 17,
mostradas no Anexo, apresentam as varreduras de tensdo para as dispersdes de PCM nas
concentragdes de 0,1%, 0,6%, 1,0%, 1,4% e 2,0%, respectivamente. Nas concentra¢des mais
diluidas observa-se a tendéncia de os valores do moédulo elastico (médulo de
armazenamento) serem maiores do que os valores do médulo viscoso (mddulo de perda).
Conforme h4 o aumento da concentragdo o mddulo viscoso aumenta e ha a presenca de
intersecgdes entre as curvas, tornando o modulo viscoso maior do que o médulo elastico. O
observado corrobora com os comportamentos da viscosidade observados nas curvas de

viscosidade.

4.2. CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS DE PECTINA E POLI(ETILENOIMINA)

Inicialmente avaliou-se os hidrogéis produzidos a partir do teste de inclinagdo do
tubo com intuito de selecionar as combinagdes que apresentassem visualmente a formagao
de gel, resisténcia mecanica e homogeneidade. Os primeiros hidrogéis produzidos foram
associagoes entre dispersoes aquosas de PCM (2%) ou PCS1.1 (2%) com PEI 25.000 g mol
1 (0,8%) ou PEI 1.300 g mol! (0,8%), que geraram novas dispersdes com diferentes
concentragdes, conforme a FIGURA A 18 (Anexo). Comparando os hidrogéis de PCM
observa-se que a associacdo com PEI 25 (1 e 5) favorece a formagao de agregados e
separacao de fase, enquanto que os hidrogéis com PEI 1,3 (2 e 6) apresentam maior
homogeneidade. A cadeia de menor massa molar se torna um melhor reticulante

Em relacdo a PCS1.1 com PEI 25, observa-se que o hidrogel de composi¢ao ntimero
3 apresentou homogeneidade, enquanto que o de composi¢do 7 apresentou um liquido
tarbido. Os hidrogéis de PCS1.1 com PEI 1,3 (4 e 8) apresentaram homogeneidade, porém
sinérese. Realizaram-se também testes de redug¢do na porcentagem de PEI 25, adi¢dao de
CaCl, para formacdo de reticulagdo i6nica e alteracio do pH do meio, os quais foram

malsucedidos.
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FIGURA 16. GEIS SECOS DE PCM OU PCS2, PEI 25 OU PEI 1,3 E PEG.
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FONTE: O AUTOR, 2020.

Os hidrogéis supracitados (1 a 8) foram secos em estufa ou por liofilizagdo, e
apresentaram fragilidade na manipulagdo, portanto, buscou-se como alternativa a adi¢do de
outros polimeros. Inicialmente testou-se poli (alcool vinilico) (PVA), porém os testes foram
malsucedidos. Entdo, realizaram-se testes com a utilizagao de poli(etileno glicol) os quais
foram bem sucedidos e estdo apresentados na FIGURA A 19 (Anexo) apresenta hidrogéis
de PCM (9 a 12) ou PCS2 (13 e 14) e PEG com PEI 25 ou PEI 1,3. Os testes para PCM, com
PEI 25 e PEI 1,3, foram bem-sucedidos enquanto para PCS2 somente as amostras com PEI
25 formaram hidrogéis. Estes hidrogéis foram secos em estufa e as imagens dos filmes
formados se encontram na FIGURA 16. Os géis com PEI 1,3 revelaram-se quebradigos,
enquanto que os hidrogéis com PEI 25 apresentaram certa plasticidade. Os hidrogéis com
PEG foram reproduzidos e secos por liofilizagdo, as imagens dos géis hidratados e secos se
encontram na FIGURA 17. Por fim, observa-se que os aerogéis com PEI 1,3 apresentam-se
menos quebradicos. A FIGURA A 20 apresenta os nimeros de identificagdo dos hidrogéis
com suas respectivas composi¢des com intuito de facilitar a assimilacdo durante o

desenvolvimento seguinte.
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FIGURA 17. GEIS HIRATADOS E SECOS DE PCM, PEI 25 OU PEI 1,3, COM PEG.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

A fim de compreender as interagdes formadas nos hidrogéis, realizaram-se espectros
de infravermelho para as amostras 1 a 8, os quais estio presentes na FIGURA 18 e amostras
15 a 18, presentes na FIGURA 19. Observa-se a diminui¢do da banda de 1735 cm™ em
ambos o0s espectros, em relacdo a banda presente em 3360 cm™!, os quais s3o respectivos aos
grupamentos carboxila metil esterificado. Ainda, banda presente em 1622 cm™!' apresenta
deslocamento para 1589 cm™!. Essas variagdes nas bandas indicam interagdes com esses
grupamentos, mais especificamente do tipo ligacao de hidrogénio, sugerindo a formacao de
hidrogéis reversiveis.

Na FIGURA 18 observa-se os espectros no infravermelho para as amostras de
hidrogéis com poli(etileno glicol) em sua composi¢do. A banda presente em 1343 cm’!

confirma a presenca de poli (etileno glicol).
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FIGURA 18. INFRAVERMELHO PARA AS AMOSTRAS DE HIDROGEIS 1 A 8.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

Legenda: PCM; PCM (0,98%) PEI 25 (0,41%); PCM (0,79%) PEI 25 (0,48%); PCM (0,80%) PEI
1.3(0,48%); PCS1.1; PCS1.1 (1,00%) PEI 25 (0,40%); PCS1.1 (0,80%) PEI 25 (0,48%); PCS1.1 (0,98%)
PEI 1,3 (0,41%);

FIGURA 19. INFRAVERMELHO PARA AS AMOSTRAS DE HIDROGEIS 15 A 18.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

Legenda: PCM; PCM (1,03%) PEI 25 (0,41%) PEG (0,44%); PCM (0,96%) PEI 1,3 (0,44%) PEG (0,42%);
PCM (0,78%) PEI 25 (0,42%) PEG (0,47%);
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Realizaram-se analises reoldgicas dos hidrogéis 15 e 16, de composicdo PCM 1%PEI 25
0,4% PEG 0,4% e PCM 1% PEI 1,3 0,4% PEG 0,4%, respectivamente. As curvas de
amplitude para os géis estdo presentes nas FIGURA 20 e FIGURA 21. Ambos os hidrogéis
apresentam uma faixa viscoelastica linear (LVR), em que os mddulos de armazenamento
(G) e de perda (G”) apresentam uma faixa linear entre si. A partir de uma determinada
tensao de cisalhamento a resposta ndo ¢ mais linear e a tensdo em que ocorre a intersec¢ao
das retas ¢ chamado de ponto de ruptura. Observa-se que o gel contendo PEI 1,3 apresenta
maior resisténcia ao cisalhamento, visto que seu ponto de ruptura se encontra acima de 100
Pa, enquanto que o ponto de ruptura do hidrogel com PEI 25 ¢é cerca de 1,60 Pa. Esta
diferenca ¢ ocasionada pela diferenca de massa molar entre as poli(etilenoiminas) utilizadas.
A PEI de menor massa molar apresenta maior mobilidade e comporta-se como um melhor
agente reticulante entre as cadeias de pectina. Dessa maneira o hidrogel 16 de composicao
PCM 1% PEI 1,3 0,4% PEG 0,4%, apresenta melhor propriedade reoldgica e indica a

formagdo de uma forte estrutura tridimensional.

FIGURA 20. CURVA DE AMPLITUDE PARA A AMOSTRA DE HIDROGEL PCM 1,0% PEI 25 0,4%

PEG 0,4% A 25°C.
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FIGURA 21. CURVA DE AMPLITUDE PARA A AMOSTRA DE HIDROGEL PCM 1,0% PEI 1,3 0,4%

PEG 0.4% A 25°C.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

A FIGURA 22 apresenta a curva de creep and recovery para a amostra de hidrogel
PCM 1,0% PEI 25 0,4% PEG 0,4% a 25°C. Inicialmente (A) observamos que com o aumento
da taxa de cisalhamento ha a deformacao instantanea da amostra até a tensao de cisalhamento
de 0,01, ocasionada pelo componente elastico da amostra, mantendo a conformacgao original
e a entropia alta (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Em um segundo momento
observa-se a uma curvatura no grafico (B), representado pelo componente viscoso, que
permite a deformacgao através do rearranjo conformacional das cadeias, e pelo componente
elastico, que atua no retardo da deformagdo pelas cadeias que ainda ndo rearranjaram sua
conformacdo (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Apds algum tempo de aplicacdo da
taxa de cisalhamento, as cadeias apresentaram maior rearranjo conformacional e com isso o
modulo viscoso se sobressai e o sistema apresenta comportamento linear, conforme a regiao
C do grafico (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Com a queda abrupta da taxa de
cisalhamento ha também a queda na tensdao de cisalhamento ¢ diminui¢cdo da deformacgao
ocasionada pelo modulo viscoso (D) (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Entdo, o
modulo elastico atua concomitantemente com o modulo viscoso e proporciona uma queda
polinomial da deformacgdo, por conta do retorno parcial da conformagdo das cadeias ao
estado inicial e de maior entropia (E) (BRUMMER, 2006; MALVERN, 2016). Por fim,

observa-se as forgas elasticas atuando sozinhas no sistema e permitindo o fluxo do material,



49

porém, recuperando uma pequena parte da deformacao ocorrida (F) (BRUMMER, 2006;
MALVERN, 2016).

O hidrogel analisado apresenta um comportamento reoldgico que o classifica em uma
regido entre os liquidos e so6lidos e, portanto, ¢ um material viscoelastico (BRUMMER,
2006; MALVERN, 2016). Uma forma de representar pictoricamente e descrever o fenomeno
ocorrido ¢ por modelos em que o mddulo viscoso ¢ representado por um amortecedor € o
modulo elédstico por uma mola. A sequéncia de acontecimentos citados acima € caracteristica
do Modelo de Burguer, o qual estd representado juntamente com a curva de creep and

recovery (MALVERN, 2016).

FIGURA 22. CURVA DE CREEP AND RECOVERY PARA A AMOSTRA DE HIDROGEL PCM 1,0% PEI
25 0,4% PEG 0,4% A 25°C.
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FONTE: O AUTOR, 2021.
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A morfologia das pectinas e dos hidrogéis foi investigada por microscopia eletronica
de varredura (MEV). As imagens para as pectinas (FIGURA 23) demonstraram que a pectina
do maracujé apresenta estrutura lisa, lamelar e com poucos filamentos enquanto que as
pectinas modificadas apresentam estrutura altamente filamentosa.

Os hidrogéis de PCM ou PCS1.1 com PEI 25 ou PEI 1,3, apresentados na sec¢do
anterior (FIGURA A 18), foram secos por liofilizacao e observa-se que os aerogéis formados
(FIGURA 24 e FIGURA 25) apresentam estruturas porosas similares a folhas. Ao comparar
os hidrogéis produzidos com PCM, variando entre PEI 1,3 e PEI 25, observa-se a presenca
de estruturas filamentosas sobrepostas por estas esferas coalescidas nos hidrogéis com PEI
25 em sua superficie, indicando a producdo de uma emulsdo que apos a liofilizagao
demonstrou-se com separacdo de fases, a qual ja foi observada nas imagens do teste de
inclinagdo do tubo. As estruturas dos hidrogéis com PEI 1,3 apresentaram homogeneidade e
estruturas folhosas de menores tamanhos.

Os hidrogéis produzidos com PCS1.1 e PEI 25 apresentaram sinais de separagdo de
fases (esferas) em suas estruturas, corroborando com as imagens macroscopicas que
apresentaram menor homogeneidade. As estruturas das amostras produzidas com PCS1.1 e
PEI 1,3 apresentaram circulos em sua superficie e estruturas folhosas maiores do que os
hidrogéis com PEI 25.

Ao avaliar os hidrogéis contendo PCM e PEG, tanto com PEI 25 quanto com PEI
1,3 na composi¢ao (FIGURA 26), observam-se estruturas extremamente lisas, lamelares e
homogéneas, indicando que a adi¢do de PEG impediu a separacdo de fases e formou

melhores rede tridimensionais.
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FIGURA 23. IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA, COM 200 VEZES DE
AUMENTO, DA PECTINA DO MARACUIJA (A) PCM E AS PECTINAS SULFATADAS (B) PCS1.1, (C)
PCS1.2, (D) PCS1.3, (E) PCS2 E (F) PCS3.

FONTE: O AUTOR, 2020.
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FIGURA 24. MICROSCOPIAS ELETRONICAS DE VARREDURA PARA HIDROGEIS DE (A;B) PCM
(0,98%) PEI 25 (0,41%); (C;D) PCM (0,79%) PEI 25 (0,48%); (E;F) PCM (0,98%) PEI 1,3 (0,40%); (G;H)
PCM (0,80%) PEI 1,3 (0,48%). AUMENTO DE 200 VEZES A ESQUERDA E 2000 VEZES A DIREITA.

FONTE: O AUTOR, 2020.
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FIGURA 25. IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DOS HIDROGEIS DE

(A; B) (1,00%) PEI 25 (0,40%); (C; D) (0,80%) PEI 25 (0,48%); (E; F) (0,98%) PEI
1,3 (0,41%); (G; H) (0,80%) PEI 1,3 (0,48%). AUMENTO DE 200 VEZES A ESQUERDA E 2000
VEZES A DIREITA.

FONTE: O AUTOR, 2020.
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FIGURA 26. MICROSCOPIAS ELETRONICAS DE VARREDURA PARA HIDROGEIS DE (A; B) PCM
(1,03%) PEI 25 (0,41%) PEG (0,44%); (C; D) PCM (0,96%) PEI 1,3 (0,44%) PEG (0,42%); (E; F) PCM
(0,78%) PEI 25 (0,42%) PEG (0,47%) E (G; H) PCM (0,81%) PEI 1,3 (0,42%) PEG (0,44%). AUMENTO
DE 200 VEZES A ESQUERDA E 2000 A DIREITA.

FONTE: O AUTOR, 2020.
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5. CONCLUSOES
Esta pesquisa propos a sulfatagdo e caracterizacao da pectina extraida do maracuja

amarelo e derivados, a fim de desenvolver e caracterizar hidrogéis compostos de pectina
(modificada e ndo modificada), poli (etilenoimina) e poli (etilenoglicol), com a hipotese de
preparar hidrogéis de boas propriedades reologicas para futuras aplicagoes.

Os estudos fisico-quimicos de caracterizagao das amostras de pectina do maracuja,
ndo sulfatadas e sulfatadas, foram realizados com o intuito de caracterizar as amostras em
termos de massas molares e dispersdo, estrutura quimica, morfologia das amostras,
conformacao e estabilidade coloidal das dispersoes.

Com as analises de HPSEC observou-se que as amostras estudadas sao dispersas em
termos de massa molar. Com os resultados obtidos de RMN, FTIR e PCA conclui-se que a
pectina ¢ uma homogalacturonana composta de 4cidos urénicos com 77,84% dos seus grupos
metil esterificados. Com a modificagdo, observou-se que as amostras apresentaram variagao
nos grupamentos metil esterificados, pela purificacdo em didlise, e diminuicao significativa
dos grupamentos hidroxilas dos carbonos 2 e 3, o que ¢ um indicativo da modifica¢cdo com
grupos sulfato.

As medidas de potencial zeta indicaram que as amostras PCM, e PCS2
apresentaram valores inferiores a -30 mV, ou seja, estabilidade coloidal em seu pH natural.
A determinacdo do pKa para as amostras com base no potencial zeta maximo alcangou
valores de 3,37 e 3,03 para PCM e 3,43 e 3,18 para PCS1.3. Ainda, determinou-se o pKa
com base em titulacdo potenciométrica em que se obtiveram os valores de 3,54 para PCM e
3,64 para PCS1.3. Dessa maneira, os valores de pKa ficaram proximos do valor de pKa dos
grupamentos carboxila (3,5), apresentaram baixos desvios e validaram a técnica realizada
no equipamento de potenzial zeta.

As analises de viscosidade com dispersdes aquosas de PCM e PCS1.3 demonstraram
comportamentos caracteristicos de polieletrolitos para as amostras a baixas concentragdes.
As mesmas andlises para PCM em tampao PBS reduziram o efeito polieletrolito e
forneceram valores de viscosidade intrinseca e constante de Huggins que indicam a presenca
de agregados nas dispersdes estudadas. Analises de espalhamento de luz dindmico das
mesmas amostras indicaram valores de raio hidrodinamico, indice de polidispersao e
coeficiente de difusdo e confirmaram a presenca de agregados nos sistemas.

Quanto a morfologia, a amostra de PCM apresenta superficie lisa e lamelar, e as
amostras modificadas apresentaram filamentos. Os hidrogéis produzidos apresentaram

morfologias porosas e estruturas similares a folhas. Os hidrogéis com PEI 25 apresentaram
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separacao de fases, a qual foi reduzida com a adicdo de PEG aos sistemas. Além disso, a
adicao de PEG tornou os sistemas mais homogéneas, lisos e lamelares. As analises por
infravermelho indicam que as redes tridimensionais estdo reticuladas a partir de ligagdes de
hidrogénio, fazendo com que estes géis sejam caracterizados como hidrogéis

Os hidrogéis com PEI 1,3 e PEG apresentaram as melhores propriedades
macroscopicas € microscopicas, assim, foram estudadas a partir de reometria. Os estudos
reologicos demonstraram que, dentre as amostras estudadas, o hidrogel de composi¢ao PCM
1% PEI 1,3 0,4% PEG 0,4% apresentou os melhores resultados reologicos.

Estudos complementares podem ser desenvolvidos a fim de concluir com clareza a
caracterizacdo das amostras, como por exemplo por analise elementar, titulacao
turbidimétrica, TGA, dicroismo circular e espectroscopia de massas. Os estudos devem
ainda dar continuidade no sentido de compreender a aplicabilidade das amostras, tanto das
pectinas quanto dos hidrogéis, como possiveis materiais heparinéides, géis para modelos de

crescimento celular tridimensional, dentre outros.
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ANEXO - Material Complementar

FIGURA A 1. ESPECTRO DE RMN 1H PARA A PECTINA DO MARACUJA EM D20 A 60°C.
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'H E 3C — HSQC EM D,0 A 60°C PARA A PECTINA

MODIFICADA PCS1.3.

FIGURA A 2. MAPA DE CORRELACAO 2D DE
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'H E '3C — HSQC EM D,0 A 60°C PARA A PECTINA

MODIFICADA PCS2.

FIGURA A 3. MAPA DE CORRELACAO 2D DE
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'H E 3C — HSQC EM D,0 A 60°C PARA A PECTINA

MODIFICADA PCS3.

FIGURA A 4. MAPA DE CORRELACAO 2D DE
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'H E 3C — HSQC EM D,0 A 60°C PARA A PECTINA

MODIFICADA PCS4.

FIGURA A 5. MAPA DE CORRELACAO 2D DE
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FIGURA A 6. GRAFICO DA DERIVADA SEGUNDA DE PH POR FUNCAO DE VOLUME EM
FUNCAO DE VOLUME DE BASE ADICIONADA PARA PCM (A) E PCS1.3 (B) A 25°C.
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FIGURA A 7. GRAFICO DE COEFICIENTE DE CORRELACAO E INTENSIDADE EM FUNCAO DO
TEMPO E DIAMETRO HIDRODINAMICO, RESPECTIVAMENTE, PARA PCM DISPERSA AGUA (A)
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FIGURA A 8. GRAFICO DE COEFICIENTE DE CORRELACAO E INTENSIDADE EM FUNCAO DO
TEMPO E DIAMETRO HIDRODINAMICO, RESPECTIVAMENTE, PARA PCS1.3 DISPERSA AGUA
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FIGURA A 9. GRAFICO DE COEFICIENTE DE CORRELACAO E INTENSIDADE EM F UNQAO DO
TEMPO E DIAMETRO HIDRODINAMICO, RESPECTIVAMENTE, PARA PCS4 DISPERSA AGUA (A)

E EM TAMPAO PBS (B) A 25°C.
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FIGURA A 10. GRAFICO CURVA DE FLUXO (VISCOSIDADE EM FUNCAO DA TAXA DE
CISALHAMENTO) PARA PEI 25.000 g mol"' (0,8%) EM TAMPAO PBS A 25°C.
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FONTE: O AUTOR, 2021.

FIGURA A 11. GRAFICO DE CURVA DE FLUXO (VISCOSIDADE EM FUNCAO DA TAXA DE
CISALHAMENTO) PARA PEI 1.300 g mol™' (0,8%) EM TAMPAO PBS A 25°C.
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FIGURA A 12. GRAFICO DE CURVA DE FLUXO (VISCOSIDADE EM FUNCAO DA TAXA DE

G', G", n*| (Pa)

CISALHAMENTO) PARA PEG 4.000 g mol™! 0,8% EM TAMPAO PBS A 25°C.

Taxa de Cisalhamento (s™)
FONTE: O AUTOR, 2021.

FIGURA A 13. VARREDURA DE TENSAO PARA PCM 0,1% A 25°C.
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G', G", [n*| (Pa)

G', G", [n*| (Pa)

FIGURA A 14. VARREDURA DE TENSAO PARA PCM 0,6% A 25°C.
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FIGURA A 15. VARREDURA DE TENSAO PARA PCM 1,0% A 25°C.
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FIGURA A 16. VARREDURA DE TENSAO PARA PCM 1,4% A 25°C.
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FIGURA A 17. VARREDURA DE TENSAO PARA PCM 2,0% A 25°C.
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FIGURA A 18. HIDROGEIS DE PCM OU PCS1.1 ASSOCIADOS A PEI 25 OU PEI 1,3 E PEG
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FIGURA A 19. HIDROGEIS DE PCM, PEI 25 OU PEI 1,3 E PEG.
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FONTE: O AUTOR, 2021.
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FIGURA A 20. NUMERO DE IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE HIDROGEIS E RESPECTIVAS

COMPOSICOES

AMOSTRA COMPOSICAO AMOSTRA COMPOSICAO

1 PCM (0,98%) 10 PCM (0,78%)
PEI 25 (0,41%) PEI 1,3 (0,21%)

PEG (0,37%)

2 PCM (0,98%) 11 PCM (0,67%)
PEI 1,3 (0,40%) PEI 25 (0,41%)

PEG (0,28%)

3 PCS1.1(1,00%) 12 PCM (0,67%)
PEI 25 (0,40%) PEI 1,3 (0,26%)

PEG (0,29%)

4 PCS1.1(0,98%) 13 PCS2 (0,81%)

PEI 1,3 (0,41%) P25 (0,34%)

PEG (0,33%)

5 PCM (0,79%) 14 PCS2 (0,70%)
PEI 25 (0,48%) PEI 25 (0,40%)

PEG (0,29%)

6 PCM (0,80%) 15 PCM (1,03%)
PEI 1,3 (0,48%) PEI 25 (0,41%)

PEG (0,44%)

7 PCS1.1(0,80%) 16 PCM (0,96%)
PEI 25 (0,48%) PEI 1,3 (0,44%)

PEG (0,42%)

8 PCST.1(0,80%) 17 PCM (0,78%)
PEI 1,3 (0,48%) PEI 25 (0,42%)

PEG (0,47%)

9 PCM (0,77%) 18 PCM (0,81%)
PEI 25 (0,34%) PEI 25 (0,42%)

PEG (0,34%) PEG (0,44%)

FONTE: O AUTOR, 2022.



