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Resumo

A celulose e o0 quitosano, este ultimo resultante da desacetilacdo da quitina, séo
biopolimeros vastamente disponiveis com propriedades Unicas tais como
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Ambos os biopolimeros sdo polissacarideos
anfifilicos utilizados na sintese de hidrogéis e sdo capazes de reter ou libertar compostos
na sua matriz, consoante as caracteristicas do meio onde se encontram. Estes
biopolimeros tém caracteristicas gerais muito apelativas para serem usados como
invélucros bioldgicos de ides, moléculas e micro-organismos.

Neste trabalho desenvolveram-se estudos laboratoriais em duas etapas. A primeira
é relativa a criacdo de um intermediario soltvel de celulose, o carbamato de celulose,
capaz de substituir o método tradicional da viscose, através do processo “CarbaCell”. Este
processo é potencialmente mais amigo do ambiente comparativamente a viscose, sem
requerer a utilizagdo de equipamentos muito especializados. Este intermediario soltvel
da celulose foi obtido com sucesso, apds adaptacGes e alteragdes ao protocolo, sendo
analisado e caracterizado com recurso a técnicas de reologia e de FTIR. A segunda etapa
teve como objetivo a obtencdo de géis fisicos e quimicos através do uso de cross-linkers
(agentes reticulantes) naturais tais como a genipina. Esta molécula é um agente natural
reticulante menos citotdxico que os agentes reticulantes mais comuns. A formacéo de géis
fisicos e quimicos com celulose e quitosano foram avaliados e caracterizados fisico-
quimicamente através de microscopia eletronica, termo gravimetria, FTIR, testes de
swelling (turgescéncia) e comportamento reoldgico. O efeito da temperatura, da
concentracdo de genipina e quitosano na cinética de gelificacdo do hidrogel foi
determinada, sendo também avaliado o efeito da adicdo de ciclodextrinas na cinética de
formacéo dos hidrogéis quimicos.

O aumento das concentracdes de quitosano e genipina resultou num incremento
da cinética de gelificagdo bem como da reticulagdo. A adi¢ao de B-ciclodextrina traduziu-
se num aumento do tempo de gelificagdo. Quanto a turgescéncia, o aumento de volume

foi mais rapido quando o pH do meio era mais acido.

Palavras-chave: hidrogéis, biopolimeros, celulose, quitosano, agentes reticulantes
naturais.



Abstract

Cellulose and chitosan (deacetylated product of chitin) are abundantly available
biopolymers with unique properties such as biocompatibility and biodegradability. Both
biopolymers are amphiphilic polysaccharides which form hydrogels and undergo
swelling depending on the environment characteristics. Therefore, these biopolymers
present global appealing characteristics to be used, for instance, as a bio-carrier of ions,
molecules or microorganisms.

In this work, studies were developed in two stages. The first concerns the synthesis
of a soluble cellulose intermediate, the cellulose carbamate, which is expected to replace
the traditional method of viscose, through the the so called "CarbaCell" process. This
process is potentially environmentally friendly without requiring the use of highly
specialized equipment. The soluble cellulose intermediate formed was successfully
obtained, after adaptations and modifications to the protocol, being analyzed and
characterized using rheology techniques and FTIR. In the second stage physical and
chemical gels (cross-linked) were proposed to be obtained through the use of natural
cross-linkers such as genipin. This molecule is a natural cross-linking agent less cytotoxic
than common cross-linking agents and thought to give a semi-interpenetrating polymeric
network (semi-IPN) within the developed hydrogel system. The formation of physical
and chemical gels with modified cellulose and chitosan were evaluated and characterized
physicochemically by, electron microscopy, termal gravimetry, FTIR and rheology. The
effect of temperature and genipin and chitosan concentrations on the kinetics of gelation
of the hydrogels was evaluated. Moreover, the effect of cyclodextrins on the kinetics of
gelation of chemical hydrogels was studied.

Increasing concentrations of genipin and chitosan resulted in increased gelation
kinetics and crosslink. The addition of B-cyclodextrin resulted into an increased gelation
time. Regarding the swelling, the volume increase was faster when the pH of the medium

was more acidic.

Keywords: hidrogels, biopolymers, cellulose, chitosan, natural cross-linkers.
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1. Introducéo

1.1. Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas criadas pela aglomeracdo de pequenas
subunidades. O nome advém das palavras gregas “poli”, que significa muitos ¢ “meros”,
que significa partes. Estas pequenas subunidades sdo conhecidas como mondmeros, que
derivam de estruturas com massa molecular relativa baixa. Para a formacdo de
determinado polimero é necessario ocorrer uma reacdo de polimerizacao, que ndo é mais
que a juncdo das varias subunidades estruturais (monomeros). Existem dois tipos de
polimeros; os naturais e os sintéticos. A utilizacdo de polimeros naturais ja ocorre desde
0s tempos mais remotos, enquanto o uso de polimeros sintéticos € mais recente: o
primeiro polimero a ser sintetizado foi a baquelite, em 1909 [1, 2].

Estes compostos tém caracteristicas Unicas que lhes conferem propriedades muito
interessantes para o uso em industria, tais como massa molecular relativamente elevada,
resisténcia e viscoelasticidade, e uma tendéncia para formagdo de estruturas
semicristalinas e cristalinas.

Na atualidade, o uso de polimeros naturais esta mais associado a processos
bioldgicos, enquanto que os polimeros sintetizados dominam a indUstria quimica. Muitos
dos compostos que nos rodeiam s&o constituidos por polimeros tais como fibras, plasticos,
borrachas, vidros, material genético como o 4&cido desoxirribonucleico e éacido
ribonucleico, compostos de revestimento como a celulose, no caso das plantas superiores
e a quitina no caso do exosqueleto dos crustaceos [3, 4].

Quanto a estrutura, estes podem ser constituidos por um sé tipo de monémero,
sendo denominados por homopolimeros, ou por diferentes tipos de monémeros colocados

de forma aleatoria ou alternados, os chamados copolimeros (figura 1).
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Figura 1 - Disposigdo espacial de mondémeros em homopolimeros e copolimeros.

Os copolimeros podem ser divididos em varias classes consoante a distribuicéo
dos diferentes mondémeros na cadeia. Os copolimeros, que apresentam uma distribuicdo
dos seus mondmeros regulada pela reatividade e quantidade relativa de cada um usado na
sintese do polimero, sdo designados de estatisticos. Por sua vez podem ser subdivididos
em: aleatdrios, ou seja, sem padrdo definido dos monémeros ao longo da cadeia
polimérica ou em bloco, formados por grandes aglomerados continuos do mesmo
mondmero. Por Gltimo existem também os enxertados em que um tipo de monémero é
usado na cadeia principal e outros em cadeias ramificadas. A introducgéo de diferentes
unidades num polimero pode alterar as suas propriedades e o seu comportamento, no que
toca a sensibilidade térmica, interacdo com solventes, etc.

A estrutura final do polimero pode adquirir uma conformacdo linear ou
tridimensional (figura 2). No caso da estrutura linear, esta é simplesmente formada por
monomeros bifuncionais. No caso da estrutura tridimensional, esta é organizada em rede
por mondmeros tri e tetrafuncionais, expandindo-se em todas as dire¢bes possibilitando
ligacGes entre cadeias adjacentes. Este tipo de polimeros é conhecido por ter uma elevada
estabilidade térmica e podem ser usados na producdo de compostos termo-endureciveis

[2]. Devido as grandes dimensGes dos polimeros, as interacBes intermoleculares que



proporcionam este tipo de estruturas sdo maioritariamente de Van der Walls e pontes de

hidrogénio, com possibilidade de algumas ligacGes idnicas [3, 5].
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Polimero
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cruzadas

%

Figura 2 - Estruturas poliméricas de conformag&o linear e tridimensional.

Quanto a morfologia dos polimeros, dois tipos predominam: os polimeros amorfos
e os semi-cristalinos. Os polimeros amorfos sdo molecularmente desordenados néo
havendo qualquer tipo de propriedade cristalina. No caso dos polimeros semi-cristalinos
estes contém partes cristalinas, com cadeias completamente ordenadas, dando origem a
empacotamentos regulares, coexistindo com as regides amorfas [2] (figura 3).

amorfo

semicristalino

cadeia polimérica

Figura 3 - Representacdo de um polimero semicristalino com regides amorfas e cristalinas.



Os polimeros podem ser elastomeros, plasticos (rigidos ou flexiveis) ou fibrosos
no que as suas propriedades mecanicas diz respeito:

- Os elastomeros contém caracteristicas semelhantes as borrachas, tais como as
suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas, destacando-se a capacidade destes
materiais poderem sofrer deformacGes reversiveis sobre tensao. Contém, no entanto, uma
flexibilidade similar aos polimeros termo rigidos devido a sua estrutura molecular.
Existem ainda alguns elastomeros termoplésticos que sdo extremamente flexiveis
permitindo moldarem-se e serem reciclados [2]. Sdo extremamente frageis a temperaturas
elevadas, ocorrendo degradacdo da sua estrutura molecular, mas quando sujeitos a baixas
temperaturas tornam-se rigidos;

- A componente principal dos plésticos é constituida por polimeros orgéanicos
sintéticos em que, estando sélidos a temperatura ambiente no seu estado final, passam por
fases durante o seu processo de fabrico em que se tornam fluidos devido a variacGes de
pressdo e temperatura, permitindo que sejam moldados, contrariamente aos elastomeros
que sofrem muita deformacdo antes de se romperem. Por outro lado, os plasticos flexiveis
sd0 menos resistentes a deformacdes, mas mais resistentes a rutura;

- Os corpos fibrosos, ou fibras, ttm um comprimento muito maior em relacao as
suas cadeias laterais, fazendo parte maioritariamente da sua constituicdo macromoléculas
lineares orientadas de forma longitudinal. Elas s&o pouco resistentes quando sao

amassadas ou comprimidas [3, 5].

1.1.1. Polimeros naturais

A polimerizacgdo utilizando moléculas simples é o processo mais comum para a
obtencdo de polimeros sintéticos, podendo estes ser agrupados em polimeros de
condensacdo ou polimeros de adi¢cdo. Os polimeros de adi¢do sdo resultado da juncdo de
varios mondmeros iguais, contendo em cada um deles pelo menos uma ligagédo dupla, que
é perdida quando se ligam covalentemente. No caso dos polimeros de condensacéo, estes
sdo formados atraves da adigdo de monomeros, podendo estes ser iguais ou diferentes,
havendo libertacdo de pequenas moléculas no decorrer da reagdo, como a dgua. Produtos
como os pléasticos, colas e tintas, sdo exemplos das enumeras aplicacdes dos polimeros

sintéticos [2, 3].



O presente trabalho enquadra-se no ambito dos polimeros naturais ou
biopolimeros. Na natureza existe uma quantidade enorme de polimeros, que supera
vastamente os polimeros criados pelo homem, como os acidos nucleicos, o amido,
proteinas, celulose, entre outros.

Os biopolimeros séo polimeros produzidos por organismos vivos. Existem trés
classes principais de biopolimeros, classificadas de acordo com as unidades monomeéricas
usadas e com a estrutura do biopolimero formado:

- Polinucleotidos; acido desoxirribonucleico e acido ribonucleico, que séo
compostos por polimeros longos com treze ou mais mondmeros de nucle6tidos;

- Polipéptidos; que sdo polimeros de aminoécidos;

- Polissacéridos; que sdo estruturas poliméricas de hidratos de carbono ligados
[6-9].

Em relacdo ao impacto ambiental, os polissacarideos sdo sustentaveis, ndo
reativos e renovaveis, visto que sdo extraidos principalmente de materiais vegetais que
podem crescer indefinidamente. Contrariamente, 0 processo que ocorre nas industrias de
polimeros sintéticos, que usam derivados de produtos petroquimicos que eventualmente
acabardo por se esgotar com o fim das reservas petroliferas, apresenta caracteristicas que
poderdo ser nefastas ao meio ambiente. O uso de biopolimeros em detrimento de
polimeros sintéticos reduz substancialmente as emissdes de didxido de carbono (CO3),
pois quando este é libertado para a atmosfera pode ser reabsorvido por outras culturas, o
gue ndo acontece com as industrias de polimeros sintéticos. Alguns destes biopolimeros
sdo biodegradaveis por microrganismos, transformando-os em agua e didxido de carbono,
sendo que grande parte dos ndo biodegradaveis podem ser sujeitos a compostagem,
restando somente uma infima quantidade de biopolimeros que tém que ser destruidos com
recurso a incineragdo e outros processos utilizados para a degradacdo de polimeros
sintéticos [10, 11]. A consciencializacdo dos problemas ambientais, a preservacdo e
preocupacdo pela sustentabilidade do planeta, faz com que os biopolimeros atraiam
bastante atencdo como materiais verdes e biocompativeis que eventualmente irdo

substituir gradualmente os polimeros sintéticos em muitas aplicacGes.



1.2. Polissacarideos

Os hidratos de carbono sdo as biomoléculas em maior quantidade no nosso
planeta. Por ano € convertido, por meio de fotossintese, mais de cem mil milhGes de
toneladas métricas de dioxido de carbono e agua em celulose e outros produtos vegetais
[12]. Os hidratos de carbono sdo, quimicamente, polihidroxialdeidos, cetonas ou
substancias que produzem estes compostos por hidrdlise. A maioria dos hidratos de
carbono apresentam a sua forma empirica sob (CH20)n, sendo que alguns podem conter
grupos azotados, fosforosos ou sulfuricos. Os hidratos de carbono podem ser divididos
em trés grandes grupos: 0s monossacarideos, os oligossacaridos e os polissacarideos. Os
monossacarideos, ou acucares simples, consistem simplesmente numa unica unidade de
hidrato de carbono, sendo que o mais abundante na natureza é a D-glucose, também
referida por dextrose ou glucose (figura 4) [13]. Os monossacarideos com mais de quatro
carbonos tendem a formar estruturas ciclicas. Os oligossacaridos sdo pequenas cadeias de
residuos de monossacarideos, unidos por ligacbes glicosidicas. Dentro dos
oligossacaridos os mais abundantes sdo os que contém dois ou mais residuos de

monossacarideos [12].
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Figura 4 - Representacdo da D-glucose (adaptado da referéncia [13]).

Os polissacarideos sdo polimeros de média ou elevada massa molecular. Podem
também ser designados por glicanos, e diferem entre si nos tipos mondmeros
constituintes, no comprimento das cadeias, no tipo de ligacdes entre as unidades e no grau
de ramificagéo [12].

Os homopolissacarideos contém apenas um tipo de mondmeros enguanto 0s
heteropolissacarideos contém dois ou mais tipos diferentes de polissacarideos (figura 5).

Alguns homopolissacarideos servem como reservas de monossacarideos que Ssao



utilizados como energia, caso do amido e do glicogénio, sendo que outros servem de
elementos de estrutura em células vegetais e exosqueletos em animais, caso da celulose e
da quitina [12].

Os heteropolissacarideos servem de suporte extracelular para organismos em
todos os reinos. Por exemplo, a camada rigida do envelope das células bacterianas (o
peptidoglicano) é composto em parte por um heteropolissacarideo, construido por duas
unidades monossacaridicas alternadas. Nos tecidos dos animais, o espaco extracelular é
ocupado por varios tipos de heteropolissacarideos que formam uma matriz que suporta o
conjunto das células e confere protecdo, forma e suporte as células, tecidos e 6rgdos. Ao
contrério das proteinas, a maior parte dos polissacarideos ndao tém peso molecular
definido, sendo que esta diferenca € uma consequéncia da juncdo dos dois tipos de
polimeros. As proteinas sao sintetizadas com base num modelo de mMRNA de sequéncias
de comprimento definido, por enzimas que seguem exatamente este modelo [12].No caso
dos polissacarideos ndo existe nenhum modelo, a ndo ser o programa de sintese intrinseco
a enzima que catalisa a polimerizagdo das unidades monomeéricas, programa este que nao

inclui um ponto especifico de término do processo de sintese.
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Figura 5 - Homopolissacarideos e heteropolissacarideos (adaptado da referéncia [12]).



1.3. Celulose

A celulose € um recurso natural quase inesgotavel, estando presente em plantas
superiores, algas, fungos, tunicados e como produto extracelular de algumas bactérias.
Esta foi identificada em 1838 por Anselme Payen, um quimico-fisico francés, que a isolou
a partir de matéria vegetal determinando por este meio a sua formula quimica (CeH10Os)n.
Todavia ja hd muito tempo que este biopolimero era utilizado sob a forma de madeira,
algoddo e outras fibras naturais. Tem aplicacdes nas mais variadas areas, quer na sua
forma nativa, quer nos seus derivados, quer num ambito mais tradicional na inddstria
farmacéutica e de materiais. Mais recentemente, no sector energético e de combustiveis,
comecou-se a utilizar produtos agroflorestais como a celulose, a hemicelulose e a lenhina,
como fontes alternativas na producdo de biocombustiveis e bioetanol, gracas as suas
propriedades de biomaterial renovavel, biodegradavel e de baixo impacto ambiental [14].

Os compostos presentes na parede celular das plantas sdo celulose, hemicelulose
e lenhina variando a sua quantidade de acordo com a espécie entre 40-50%, 15-30% e 20-
30%, respetivamente [15]. A sua estrutura apresenta ainda diversas camadas, estando
estes organizadas do exterior para o interior em lamela média que permite a coeséo entre
as varias fibras, parede priméria , parede secundaria externa , parede secundaria media ,
parede secundaria interna , parede terciaria e a cavidade central, o limen (Figura 6) [10].
A lamela média é constituida por lenhina e pectina, a parede primaria contém
hemicelulose e celulose, enquanto o conjunto da parede secundaria engloba grande parte
da celulose. As propriedades mecénicas sdo consequéncia da densidade da madeira e da
forma das suas fibras e variam consoante a espécie. As madeiras das latifoliadas, caso do
carvalho, sdo designadas de “madeiras duras” (A) e apresentam fibras curtas e
empacotadas (C), enquanto as madeiras de coniferas, caso dos pinheiros e abetos, sdo

designadas de “madeiras macias” (B) apresentando fibras longas (D), (figura 7) [15].



Figura 6 - Estrutura da parede celular de uma fibra de madeira. L representa o lumen, rodeado
pela parede celular terciaria (PT), PSI, PSM e PS dizem respeito a parede celular secundaria
interna, a sua camada média e externa, respetivamente, P1 representa a parede celular priméria e
LM refere-se a lamela média. (adaptada da referéncia [16]).

Figura 7 - Esquema de uma madeira latifoliada (A) e conifera (B). Micrografia de uma sec¢éao
transversal de um tronco de uma madeira latifoliada (C) e conifera (D). Barras de escala com
comprimento de 300 um (adaptado da referéncia [15]).



No processo de fotossintese, as moléculas de clorofila convertem a energia
luminosa, a 4gua e o dioxido de carbono em glucose. Uma parte da glucose produzida é
processada nas mitocondrias para producdo de energia, enquanto outra é armazenada na
parede celular em macromoléculas, hemicelulose, pectinas e celulose [17, 18]. As células
vegetais (figura 8) sofrem um processo de diferenciacdo a medida que estas envelhecem
segregando novos materiais, formando a parede celular secundéria. A natureza desta
parede depende somente do tipo de célula e do tecido a que esta pertence. As células
completamente diferenciadas acabam, na maioria dos casos, por ndo se expandirem mais.
[19].

Membrana Celular

Citoplasma

Parede Celular
Nicleo

Mitocondria

Cloroplasto .
Ribossoma

Figura 8 - Representacdo esquematica simplificada de uma célula vegetal (adaptado da referéncia

[20]).

As células jovens tém uma estrutura rigida, necessaria para contrariar a pressao
da entrada de agua na membrana plasmatica (efeito turgescéncia) e ao mesmo tempo uma
estrutura dindmica o que permite que esta se deforme e expanda. Durante as fases finais
de diferenciacdo das celulas sdo integrados outros tipos de polimeros como as ja
referenciadas lenhinas, contribuindo para o0 aumento da resisténcia mecanica e patogénica

da parede celular[19].
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Os genes CESA, responsaveis pela sintese da celulose foram identificados gracgas
a investigagdes no campo da genética e biologia molecular, constituindo um grupo
genomico com diferentes funcdes. No caso dos CESA 1, 3 e 6 estes sdo responsaveis pela
sintese da parede celular primaria, enquanto os CESA 4, 7 e 8 sdo responsaveis pela
criacdo da parede celular secundaria. As proteinas que estes genes codificam aglomeram-
se em hexameros, denominando-se particulas Rosette, que se encontram na membrana
plasmaética, sendo cada uma das proteinas que sdo codificadas pelos genes CESA capaz

de sintetizar uma Unica cadeia glicosidica [21] (figura 9).

Rosette Subunidade Rosette | CESA

Figura 9 - Representacdo das proteinas CESA (adaptado da referéncia [21]).

Um polimero de celulose é constituido por moléculas de B-D-glucopiranose
(AGU) ligadas covalentemente entre si atraves dos carbonos C1 e C4 da AGU que o
antecede, sendo que a este tipo de ligagdes se da o nome de B-1,4-glicosidicas. As AGU’s
estdo alternadas com uma rotacdo glicosidica de 180° em relacdo a anterior, sendo que a

duas destas unidades AGU interligadas se da o nome de celobiose (figural0).
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Figura 10 - Representagdo da estrutura molecular da celulose, subunidade de celobiose e AGU

(adaptado da referéncia [17]).

As AGU presentes na cadeia de celulose obtém uma conformagio em cadeira “C,
no qual os grupos hidroxilo (OH) se encontram no plano equatorial enquanto o0s
hidrogénios se encontram no plano axial, como mostra a figura 11 (com os atomos de

oxigenio a vermelho, os a&tomos de carbono a cinzento escuro e 0s hidrogénios a cinzento

claro) [22].

Vista de topo

Vista lateral

Figura 11 - Arranjo da cadeia de celulose, vista de topo e lateral (adaptado da referéncia [18]).
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A celulose €, portanto, uma molécula anfifilica sendo que a sua estabilidade
advém tanto das suas propriedades hidrofébicas como hidrofilidas [23, 24]. Os grupos
OH que se encontram nos extremos de uma molécula de celulose ostentam
comportamentos inversos, sendo que na extremidade C1 o comportamento é redutor,
fornecendo eletrdes, na extremidade C4 o seu comportamento € oxidante tendendo a
captar eletrdes (figuras 10 e 11) [22]. Os grupos OH nos carbonos C2, C3 e C6, de cada
AGU permitem que se estabeleca uma vasta teia de pontes de hidrogénio quer
intramoleculares, que conferem rigidez a cadeia, quer intermoleculares facilitando a
organizacdo por camadas da celulose (figura 12). Estes grupos OH sdo também
responsaveis por permitir modificar a celulose de varias maneiras, através de reacdes
vulgarmente utilizadas em 4alcoois primarios e secundarios como as reacdes de

esterificacao [22].
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Figura 12 - Esquema das pontes de hidrogénio inter e intramoleculares na celulose (adaptado da
referéncia [22]).

Quanto & estrutura supramolecular, as cadeias de celulose, devido ao balanco das
interacbes moleculares, tém naturalmente uma grande tendéncia para formar agregados
com diferentes niveis de organizacdo e complexidade. Os agregados de maior ordem sé&o
as regides cristalinas podendo estes arranjarem-se particularmente em diferentes formas:
os cristais tipo I (la. € IB), 11, 11 (Il e 1) e IV (IVy e IVy) [25, 26]. A organizagéo

cristalina tipo | é constituida pelas duas variantes lo e 1B, em que a sua quantidade varia
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consoante a fonte de onde € extraida a matéria-prima, estando a primeira presente
maioritariamente em organismos primitivos como bactérias e a segunda em organismos
mais desenvolvidos como plantas superiores, sendo que a segunda apresenta maior
estabilidade termodindmica. A organizacdo cristalina tipo Il, apresenta uma estrutura
antiparalela, e é obtida a partir da primeira por regeneracdo ou por mercerizacdo, um
processo normalmente usado em fibras de algodao para conferir maior resisténcia e um
aspeto mais lustroso. Comparativamente com a primeira é mais densa e estavel devido a
um maior numero de pontes de hidrogénio quer inter como intramoleculares. O cristal
tipo 11 resulta de um tratamento com amdnia das estruturas I e 11, sendo que a organizagéo

tipo IV é obtida por aquecimento da estrutura I11 (figura 13) [25].

Regeneracgao
Mercerizagao
Celulose | » Celulose Il
NHsu) NHau)
-NH,, “NH,,
Celulose Il Celulose Il
calor calor
Celulose IV, Celulose IV

Figura 13 - Interconversdo dos diferentes polimorfos de celulose (adaptado da referéncia [25]).

Como referido, o arranjo macromolecular nas fibras celulésicas ndo € uniforme
apresentando zonas cristalinas e zonas amorfas. O modelo que € tipicamente aceite para
descrever os arranjos supramoleculares da celulose é o chamado fringed fibril model [27].
A figura 14 ilustra este modelo em que os quadrados representam as regides cristalinas e

as linhas curvas, as zonas amorfas, de menor ordem estrutural [22].
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Figura 14 - Modelos da estrutura supramolecular das microfibrilas de celulose (adaptado da
referéncia [17]).

A celulose molecular pode agrupar-se em microfibrilas com um diametro que
varia entre 3 e 20 nm. As microfibrilas podem organizar-se em aglomerados, as
macrofibrilas, através das interacdes anteriormente referidas formando fibrilas de maior
dimensdo, nunca ultrapassando um diametro com alguns micrometros [22]. O conjunto
das micro e macrofibrilas sdo as unidades estruturais da celulose utilizadas para a
construcdo da parede celular, formando fibras de grandes dimensdes atraves do sucessivo
empacotamento das fibrilas. A celulose tem, portanto, uma estrutura altamente complexa
e bem definida (figura 15) organizando-se hierarquicamente desde a unidade mais
simples, a AGU, até a parede celular. Adicionalmente ainda temos outras moléculas como
a lenhina e hemicelulose que tornam tal organizacdo ainda mais complexa. Tal
organizacéo dificulta necessariamente a sua manipulacdo, nomeadamente 0 seu processo

de dissolucdo, especialmente devido ao dificil acesso do solvente [28].
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Figura 15 - Diferentes niveis hierarquicos da celulose, desde a cadeia polimérica até a arvore
(adaptado da referéncia [28]).

1.3.1. Dissolucéao

A polpa ou pasta de celulose tem um elevado grau de pureza, entre 90 e 98%,
complementada com vestigios de outros polimeros como lenhina e hemicelulose. E
constituida maioritariamente por a-celulose, tendo uma reduzida distribuicdo molecular
[29]. Esta matéria-prima é extremamente versétil, sendo usada também na producéo de
fibras téxteis (utilizando a tecnologia viscose, rayon), fibras para filtros, celulose
microcristalina, utilizada nas industrias farmacéuticas e de aditivos alimentares e
nitrocelulose para tintas e explosivos [29].

Existem dois processos para a obtencéo da polpa de celulose, o de kraft e o de sulfito
acido, sendo o primeiro 0 mais comum. Este divide-se em duas etapas distintas; uma pré-
hidrolise para diminuir a hemicelulose e a cozedura de kraft para reduzir a lenhina [29].
Existem alternativas a estes processos, como é o caso do uso de diferentes tipos de
solventes organicos, embora ndo sejam ainda utilizados a escala industrial.

A agua é um liquido em que existem fortes ligacGes por pontes de hidrogénio.

Quando estas ligacGes sdo quebradas a energia do sistema aumenta. Este é o caso dos
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solutos incapazes de formar este tipo de ligacGes e que naturalmente também diminuem
este tipo de interacGes na dgua, o que tem como consequéncia uma solubilidade baixa.
De um modo geral, devido a constatacdo anterior, 0s solutos capazes de criar pontes de
hidrogénio séo sollveis em agua. Como exemplo disso temos o caso da glicose, com uma
solubilidade elevada de aproximadamente 2kg/L [30]. Quando a glicose é polimerizada
as interacOes (entalpia) ndo € particularmente afetada, mas sim a entropia.

A causa da insolubilidade da celulose é atribuida pela maior parte da literatura as
fortes pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares, sendo negligenciadas, de forma
geral, todas as outras interacdes. As caracteristicas estruturais claramente anfifilicas da
celulose sugerem claramente que as interagdes hidrofébicas sdo determinantes para
racionalizar a (in)solubilidade da celulose. Estas interacGes hidrofébicas contribuem para
a estrutura cristalina da celulose e para a sua estabilidade. Com base em simulacdes
moleculares, a energia livre de pequenos oligdmeros no estado cristalino foi estimada e
verificou-se que existe uma contribuicdo de cerca de 2 kcal/mol/residuo para o
emparelhamento hidrofébico. Por outro lado, a estimativa da contribui¢do das pontes de
hidrogénio para um hipotético estado cristalino foi aproximadamente oito vezes menor.
Acresce ainda que a solubilidade também podera ser afetada significativamente, mesmo
em funcdo de um ligeiro carater anfifilico, nos polimeros com grande peso molecular
[24].

O balanco entre as diferentes interacbes moleculares tem que ser considerado na
solubilidade da celulose, tendo em conta ndo apenas as interacGes agua-hidrato de
carbono, mas também as interacdes dgua-agua e hidrato de carbono-hidrato de carbono.
Para analisar as interacdes interatdbmicas recorre-se a mecanica quantica, pois 0S seus
calculos apresentam uma forma fidedigna de estimar a magnitude das interacdes.
Considerando apenas um mecanismo assente em pontes de hidrogénio verifica-se que
todas as interacOes tém aproximadamente 5 kcal/mol. O esperado seria que as interagdes
celulose-celulose fossem maiores que as demais caso as pontes de hidrogénio fosse a
Unica causa para explicar o padrao de solubilidade, o que ndo se verifica [31].

As ciclodextrinas sdo um exemplo de um homopolimero de glicose (como a
celulose) cujo caracter anfifilico estd bem patente. As ciclodextrinas tém uma elevada
solubilidade em agua podendo ao mesmo tempo incorporar no seu interior moléculas
menos polares. Isto demonstra que uma cadeia de anéis de glicose pode conter regides
com polaridade distinta. As caracteristicas anfifilicas da celulose sdo evidenciadas

também por estudos de cristalografia e simulagbes computacionais [23]. Como ja
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referido, as glucopiranoses contém trés grupos hidroxilo localizados nas posicoes
equatoriais do anel conferindo caracteristicas hidrofilicas, sendo opostas pelo carater
hidrofébico conferido pelas ligagdes carbono-hidrogénio no plano axial (ver figura 11)
[32-34].

A celulose pode ser convertida em formas derivadas (acetais, éteres e esteres), em
materiais regenerados (fibras, filmes, membranas e esponjas, entre outros). Contudo, a
celulose ainda ndo atingiu o seu potencial total em aplica¢Ges, porque esta ndo pode ser
fundida para obter uma forma desejada nem pode ser dissolvida num solvente comum
como a agua. Para ser possivel dissolver a celulose € necessario um solvente capaz de
quebrar as pontes de hidrogénio bem como enfraquecer as interagdes hidrofobicas
intermoleculares e destruir a estrutura supramolecular. De modo a que a dissolucéo seja
total a celulose tem de estar dispersa ao nivel molecular, no entanto, na maioria dos casos,
isto ndo ocorre podendo encontrar-se varios agregados de moléculas estaveis em solucao.
De um modo geral o passo inicial da dissolucdo da celulose envolve a penetracdo do
solvente na estrutura da celulose, resultando em alteracGes substanciais do volume e das
propriedades fisicas, permanecendo no entanto no estado sélido ou semi-sélido [35]. O
processo de dissolucdo da celulose pode ser considerado uma reacdo acido-base, para
processos que ndo envolvam modificagdes quimicas, sendo que a celulose pode adotar o
papel de &cido ou de base. No caso da dissolucdo ocorrer em meio acido, a celulose
assume o papel de base e fica protonada, conferindo-lhe maior carater hidrofilico. Quando
a dissolucdo é em meio bésico, a celulose assume o papel de acido e ocorre a
desprotonacao, resultando no acréscimo do carater hidrofébico [35]. Os solventes podem
ser agrupados em derivatizantes e ndo derivatizantes. No caso dos solventes
derivatizantes a dissolucao da celulose é feita através da formacdo de um intermediario
soltvel, originado por modificagbes covalentes, sendo depois possivel tratar o produto,
apos dissolucdo, e regenerar a celulose. Neste tipo de solventes podem, por vezes, ocorrer
reacOes paralelas durante o processo de dissolucdo e formacdo de compostos
desconhecidos e indesejados. Tipicos exemplos de sistemas derivatizantes sdo o caso dos
formatos de celulose, sintetizados a partir da reacdo de acido formico com celulose,
recorrendo também ao uso do &cido sulfurico para catalisar a reagdo. Consoante o destino
final os formatos (soluveis) podem, a posteriori, ser transformados noutros derivados de
celulose. Dada a elevada solubilidade dos formatos em inimeros solventes e reduzida
ocorréncia de reacOes paralelas com outros solventes, estes sistemas sao atrativos como

ponto de partida de producdo de outros derivados de celulose. [36-38]. Contudo, a
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abordagem que envolve solventes ndo derivatizantes é vantajosa nao so pelo seu menor
namero de passos intermédios, mas também porque normalmente sdo processos mais
rapido, simples e econémicos, o que é desejavel na maioria das aplica¢fes. De um modo
geral, o desafio na dissolucdo da celulose encontra-se na procura de um solvente que seja
ndo derivatizante, ndo altere o grau de polimerizacéo (DP) da celulose e que a0 mesmo
tempo ndo reaja com a celulose. [17, 37, 39].

Nas industrias de celulose regenerada e de celofane, o processo de viscose tem
desde hd muito tempo ocupado a posicao de lideranca, embora este processo gere Varios
subprodutos perigosos para 0 meio ambiente. Ao longo dos anos, novos solventes para
celulose e métodos inovadores foram desenvolvidos para reduzir os passos do processo,
assim como para minimizar os subprodutos perigosos. O processo “CarbaCell” (figura
16), que mais adiante se detalha neste trabalho aquando da sintese e caracterizacdo do
intermediario carbamato de celulose (CC), é um método alternativo e mais amigo do
ambiente sendo por isso um promissor para a substituicdo da viscose. Por outro lado, a
maioria dos equipamentos convencionais utilizados numa féabrica de viscose podem ser

adaptados para a sintese de carbamato [40].
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Figura 16 - Esquema da reagdo de sintese do carbamato de celulose, pelo método “CarbaCell”.
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1.4. Quitina e quitosano

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, apés a celulose,
constituindo também o principal material dos exoesqueletos dos crustaceos e insetos,
encontrando-se também na parede celular de certos fungos e microrganismos. Foi isolada
pela primeira vez por Henri Braconnot em 1811 quando estudava as substancias derivadas
de fungos. Em 1823 Odier encontrou, em trabalhos com insetos, um tipo de substancia
semelhante a um componente estrutural das plantas (celulose). A essa nova substancia
identificada nos insetos, Odier deu o0 nome de quitina que significa, do grego, cobertura
ou tlnica [41-43].

A taxa de regeneracio natural da quitina, é de cerca de 2,3 x 10° toneladas/ano,
considerando apenas crustaceos [42]. Em todo o mundo séo produzidos todos os anos
milhares de toneladas de residuos ricos em quitina, provenientes da inddstria da pesca,
aquicultura e industria alimentar de processamento de crustdceos e moluscos. Estes
residuos contém ainda proteinas, sais de calcio e pigmentos. Em consequéncia disso, a
extracdo da quitina envolve operacBes de desproteinizacdo, desmineralizacdo e de
despigmentacdo. Para a desproteinizacdo geralmente usam-se solucdes alcalinas com
temperaturas entre 65 a 100 °C. Para a desmineralizacéo, faz-se a remocéo do carbonato
de calcio e do fosfato de calcio por tratamento com varios acidos a diferentes
concentracOes. Para a despigmentacdo o tratamento faz-se normalmente com etanol ou
acetona. Depois de isolada a quitina, definem-se parametros importantes como o grau de
acetilacdo (GA) ou de desacetilacdo (GD = 1- GA) [41, 44, 45].

A quitina € constituida por varias subunidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glucopiranose, também referida por N-acetil-D-glucosamina (GIcNHAC), interligadas
por ligacdes (B(1— 4) glicosidicas. Esta estrutura € muito parecida com a da celulose,
diferindo apenas no grupo hidroxilo do carbono 2 do anel de glucopiranose, estando
substituido por um grupo acetamida. A quitina ndo tem uma composicdo uniforme,
atendendo a que é um produto natural, apresentando nas cadeias polissacaridicas
diferencas no que respeita ao tamanho, percentagem de grupos acetamida e respetiva
posicao destes grupos ao longo das cadeias polimericas. A Unica excecao conhecida € a
quitina obtida a partir de algas diatomaceas, na qual todos 0s mondémeros contém o grupo
acetil [41, 46].

Atendendo a sua origem e, de acordo com a disposicao das cadeias que constituem
o polimero, a quitina pode existir sob trés formas diferentes (a, B e y). Na a-quitina, a
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disposicao das cadeias poliméricas € antiparalela, na B-quitina a disposicéo € paralela e
na y-quitina a disposi¢do é mista. A figura 17 esquematiza as estruturas da quitina (a, e
) representando as setas as cadeias poliméricas, no sentido do terminal ndo-redutor para
o terminal redutor. A a-quitina é a mais estavel e abundante, existente nos exosqueletos
dos artropodes com maior rigidez, enquanto que a B-quitina ¢ a y-quitina apresentam
maior flexibilidade (encontradas, por exemplo, nas lulas). Consegue-se converter, de

forma irreversivel, as formas 3 ou y na forma a, recorrendo a tratamento quimico [41, 47].
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Figura 17 - Representacdo esquematica das cadeias poliméricas das diferentes estruturas da
quitina.

A quitina é usada na agricultura, medicina, em areas ligadas a sistemas biolégicos,
sendo que as suas aplicacdes passam por indutores de mecanismos defensivos de plantas,
fertilizantes, espessantes e estabilizantes de alimentos [48, 49]. Mesmo assim, a sua gama
de aplicacdes € reduzida, contribuindo para isso 0 complexo tratamento de purificacdo e
a sua baixa solubilidade, devido as fortes ligacdes de hidrogénio entre as suas cadeias
poliméricas. Este problema é parcialmente contornado recorrendo ao processo de
desacetilacdo, obtendo-se o quitosano. Na figura 18 apresentam-se as estruturas da quitina
e do quitosano e respetiva reacdo de desacetilacdo que ocorre em meio alcalino forte e a
temperaturas superiores a 60 °C [50-52].
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Figura 18 - Reacdo de desacetilacdo da quitina em quitosano (adaptado da referéncia [53]).

O quitosano foi descoberto por C. Rouget ap6s um tratamento onde mergulhou
quitina numa solucdo quente e concentrada de hidréxido de potassio (KOH),
denominando este novo produto por "quitina modificada” que, ao contrério da quitina
inicial, era solivel em 4&cidos organicos. Posteriormente, em 1894, Hoppe-Seyler,
ignorando o trabalho de Rouget, apresentou-o também com o nome "quitosano”. Para
transformacdo da quitina em quitosano, podem ser usados dois tipos de tratamento
distintos, um recorrendo ao uso de &cidos e outro utilizando substancias alcalinas. Apesar
de ser possivel o tratamento com &cidos este ndo é muito utilizado pois as ligacBes
glicosidicas sofrem hidrolise &cida, resultando em fragmentos de quitosano com
diferentes tamanhos. Mesmo recorrendo ao tratamento alcalino, a desacitilacdo nao é
completa, ndo constituindo um problema na maioria dos casos, pois é possivel dissolver
quitosano em solugdes acidas diluidas com um grau de desacitilacdo de 60%. Recorre-se
entdo ao parametro de solubilidade para fazer a distingdo entre quitina e quitosano [54,
55].

Apesar do quitosano ser insolivel em &gua, pode-se dissolver em solucdes
aquosas de acidos organicos (como por exemplo o &cido acetico, férmico e citrico),
podendo também usar-se acidos inorganicos diluidos (tais como o &cido cloridrico, nitrico

e perclorico).
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O valor de pKa situa-se normalmente entre 6.3 e 7, dependendo do grau de
acetilagdo. A quantidade de grupos amino protonados (-NHs") afetam a solubilidade do
quitosano, na medida em que quanto maior for a sua quantidade, maior serd o nimero de
interacdes eletrostaticas repulsivas nas cadeias e, por consequéncia, maior serd a
solvatacdo em agua [41, 56]. Esta é também a razdo porque os polieletrélitos sdo mais
sollveis em meio aquoso que os polimeros neutros. H& também, para além da repulséo
eletroestatica, uma contribuigdo entropica resultante da libertacéo dos contraiGes para o

meio.

1.5. Hidrogeéis

Os hidrogeis sdo extremamente hidrofilicos, absorvendo elevadas quantidades de
agua ou fluidos bioldgicos. Sdo estruturas poliméricas tridimensionais, podendo ter
alguma estabilidade quimica ou degradarem-se ao longo do tempo [57, 58]. Podemos
agrupar os hidrogéis em duas classes (fisicos ou quimicos), consoante o seu método de
formagdo e de manutengdo da sua estrutura polimeérica tridimensional. Assim, temos a
classe dos hidrogéis fisicos ou reversiveis, composta por estruturas que se mantém como
resultado de interac@es (intra ou intermoleculares) tais como liga¢6es idnicas ou ligacdes
de hidrogénio. Quanto aos hidrogéis quimicos ou permanentes, estes resultam de ligacdes
covalentes, podendo ser obtidos por reticulacdo de polimeros sollveis em agua com
outros materiais ou por conversdo de polimeros hidrofébicos em polimeros hidrofilicos
(reacdo de reticulacdo para originar uma rede polimérica) [59, 60]. Na figura 19

esquematizam-se 0os métodos de preparacdo de hidrogéis de origem fisica ou quimica.
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Figura 19 - Métodos de preparagdo de hidrogéis (adaptado da referéncia [58]).

A absorcdo de agua num hidrogel seco, apos liofilizacdo, inicia-se por um
processo em que as primeiras moléculas absorvidas vdo hidratar as moléculas mais
polares da estrutura polimérica, criando um conjunto inicial de ligacdes entre a 4gua e o
hidrogel. Com o decorrer da hidratacdo, verifica-se uma expansdo fisica da estrutura
polimérica e consequente exposicdo das regides hidrofébicas, que anteriormente se
localizavam na regido mais interior do polimero. Da sua interacdo com as moléculas de
agua resulta um segundo tipo de ligacGes entre a agua e as moléculas mais hidrofébicas.
Para além disso ocorre, em terceiro lugar, a difusdo osmética entre as cadeias do polimero,
em gue se opdem as forcas covalentes e as reticulages fisicas, permitindo manter a sua
estrutura e conferindo elasticidade. Devido ao balango entre essas trés interacdes €
possivel o equilibrio relativamente a quantidade méaxima de dgua absorvida pelo hidrogel
[59, 61].

As capacidades de absor¢do dos hidrogéis proporcionam a possibilidade de serem
aplicados em multiplas &reas. Como biomateriais podem ser usados na libertacdo
controlada de farmacos, na regeneracdo e reparacdo de orgaos e em tecidos. Na area
agricola podem contribuir na libertagdo controlada de agua e integrarem a estrutura de
solos. Existem ainda muitas outras aplicacbes como materiais absorventes, membranas,
microcapsulas, suporte para catalisadores, lentes de contacto, implantes mamarios, etc.
[61].
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Atualmente, de entre os varios polimeros de origem natural existentes, verifica-
se um interesse crescente em hidrogéis preparados a partir de polissacarideos devido a
sua elevada hidrofilicidade, ao seu baixo custo que reduz os gastos na producéo final do
hidrogel e a biocompatibilidade. Estes materiais tém sido um objeto de estudo muito
utilizado na preparacdo de hidrogéis biomedicos [59]. O presente trabalho incidiu no
estudo de polissacarideos que podem ser utilizados na preparacdo destes biomateriais, tais

como o quitosano e a celulose.

1.6. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento e caracterizacdo de
hidrogéis fisicos e quimicos, a partir de polissacarideos naturais, usando diferentes
protocolos. Podemos dividi-lo em trés objetivos especificos:

- Sintetizar carbamato de celulose e respetiva caraterizacdo reoldgica;

- Avaliar a concentracdo de quitosano e genipina nas cinéticas de formac&o de géis
e caraterizacao;

- Avaliar o efeito da ciclodextrina na cinética de gelificacdo. Andlises de

turgescéncia em hidrogéis.
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2. Materiais e métodos

No decorrer deste trabalho foi sintetizado carbamato de celulose e foram
preparados hidrogéis. Neste capitulo apresentam-se 0s reagentes usados, 0s

procedimentos experimentais e as técnicas de caracterizacao utilizadas.

2.1. Reagentes

Foram usados varios materiais, adquiridos a diferentes fornecedores, que se
mencionam de seguida.

A celulose microcristalina avicell, foi adquirida & empresa Sigma Aldrich,
apresentando um grau de polimerizacdo (DP) entre 200 e 300.

Foram usados trés tipos de quitosano de diferentes pesos moleculares (o heavy
molecular weight, o medium molecular weight e o cross ground flakes and powder)
adquiridos a empresa Sigma Aldrich.

Como sistemas de dissolugdo usou-se o hidroxido de tetrabutilaménio (TBAOH)
obtido também na empresa Sigma Aldrich, como solucdo aquosa de 40% e qualidade
cromatografica.

Para a sintese de carbamato de celulose foi necessario dissolver celulose,
utilizando-se vérias concentragdes de ureia obtida da Fluka Analytical.

Para medicdo da viscosidade intrinseca do carbamato de celulose foi utilizada uma
solucdo comercial de hidréxido de cuproetilenodiamina (CED) (1,0 M em H:0) obtida
através da Sigma Aldrich.

Utilizou-se ainda etanol absoluto (99,99%) da Fischer, acetona (99,6%) da JIMGS
e agua destilada.

Durante o processo de sintese de hidrogéis fez-se a dissolucdo do quitosano,
recorrendo-se a acido acético da empresa Merck, sendo este também usado na medicao

da turgescéncia dos hidrogeis em pH acido.
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2.2. Procedimento experimental

Seguidamente encontram-se descritos 0s procedimentos experimentais para as

preparacOes de carbamato de celulose e dos hidrogéis.

2.2.1. Sintese de carbamato de celulose

O trabalho, para transformacédo de celulose em carbamato de celulose, iniciou-se
com a adaptacdo de uma metodologia baseada nos processos descritos por Guo et al. [40].

Comecou-se por moer a polpa de celulose até se obter um material menos
compacto em quantidade suficiente para a realizacdo da experiéncia, com recurso a um
moinho de café convencional. Depois de obtida a polpa de celulose, esta foi depositada
(1,5 g) em diferentes frascos de vidro (de 20 ml). O conjunto dos frascos foi dividido em
trés lotes, para se aplicar a cada um uma solugdo aquosa, com diferentes percentagens de
ureia (20, 30 e 40%) sendo imersa a polpa de celulose de cada frasco em 15 g de solucéo
de ureia. Esta mistura ficou sobre agitacdo durante 12 h a temperatura ambiente. De
seguida, as amostras foram retiradas dos tubos, lavadas e filtradas com recurso a uma
bomba de véacuo. As amostras foram moidas novamente, para melhor dispersdao do
material, e colocadas em placas de Petri. Cada lote de amostras foi dividido noutros trés
para, a cada um, ser aplicada radiagdo micro-ondas. As poténcias de irradiagéo, aplicadas
as amostras, foram diferentes (247, 285 e 362 W), bem como os tempos de exposi¢éo (3,
5 e 10 minutos). Por ultimo, estes materiais foram colocados numa estufa de secagem a
uma temperatura de 40 °C, durante pelo menos 12 horas.

Na figura 20 apresenta-se, num diagrama de fluxo, uma visdo generalizada dos
diferentes passos envolvidos na sintese do carbamato de celulose. A figura 21 mostra, a
titulo de exemplo, o aspeto do carbamato de celulose, sujeito a 5 minutos de irradiacdo a
250 W.
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Figura 20 — Diagrama de fluxo da sintese de carbamato de celulose.

Figura 21 - Carbamato de celulose (obtido com 5 minutos de irradiacdo a 250 W).
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2.2.2. Sintese de hidrogéis

Para a sintese e caraterizacdo de hidroggis, o trabalho iniciou-se com a adaptacéo de
um método baseado nos processos descritos por Moura et al. [62].

Foram preparadas oito solugdes, cada uma com 4 g, com agua destilada (99,5%) e
acido acético (0,5%). Seguidamente foi adicionado, a cada uma delas, quitosano em
diferentes quantidades (1, 1,5, 1,8 e 2%). As solucdes resultantes foram agitadas até se
dissolverem completamente. Depois disso foram centrifugadas e, de seguida, foi
adicionado a cada par duplicado de solucGes, duas quantidades diferentes de genipina
(0,05 e 0,2%), sendo registado 0 momento dessa adi¢do como o inicio da reacdo de
gelificacdo. Entretanto as amostras foram sendo agitadas, até o material adicionado se
dissolver, e foram centrifugadas de seguida. Na figura 22 apresenta-se, num diagrama de
fluxo, uma visdo generalizada dos passos dados na sintese dos hidrogéis a base de

quitosano.

! | Adig¢ao de acido acético (0,5%)
- = P e —
Cea) Ca) ) ) ) ()
0.5% 0.5% 0.5% 0,5% | 0,5% 0,5% 0,5% @

! | Adigdo de quitosano (1%, 1,5%, 1,8% e 2%)

! | Adicao de genipina (0,05% e 0,2%)

0,05% 0.2% 10,05% 0,2% 0,05% 0,05%

Figura 22 - Diagrama de fluxo da sintese de hidrogeis a base de quitosano (adig&o de acido acético,
de quitosano e de genipina).

[ 1% 1% 1,5% 1,5%
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Do resultado final da figura 21 metade do conteudo de cada amostra foi utilizado na
andlise reoldgica, sendo a outra metade utilizada na andlise espetroscopica, conforme
descricdo posterior.

Para avaliar a influéncia das ciclodextrinas, todo estre processo foi repetido em mais
seis ensaios, diferentes na parte final. Em trés ensaios adicionou-se a-ciclodextrina a
genipina, nas proporgdes de 1:1, 2:1 e 1:2. Nos outros trés ensaios adicionou-se -
ciclodextrina, nas mesmas proporcoes.

Além destes processos, foram testadas outras alternativas que ndo foram totalmente
bem sucedidas. Estas envolveram a dissolucdo simultanea de celulose e quitosano, assim
como a dissolucdo de carbamato de celulose e quitosano. Fizeram-se ainda outras
tentativas com solventes alternativos a mistura de acido acético com agua destilada, como
€ 0 caso do cloreto de zinco e do acido fosforico, com posterior adi¢do de genipina. Em
todos estes casos, a formacdo de hidrogéis foi minima e, portanto, estes processos nao

tiveram seguimento.

2.3. Técnicas de caraterizacao

2.3.1. Reologia: conceitos

Apresentam-se, introdutoriamente, alguns conceitos base de reologia, ramo da
mecanica dos fluidos que estuda as propriedades fisicas que influenciam o transporte e
quantidade de movimento num fluido. A viscosidade é a propriedade reoldgica que
melhor caracteriza os fluidos, relativamente a sua friccdo inerente [63]. Tomemos como
exemplo a figura 23, em que um fluido sob tensdo de corte” se encontra confinado entre
duas placas paralelas, de area A. Consideramos que a placa superior se move
relativamente a inferior, com uma viscosidade U, sendo que as setas apresentadas entre
as placas, sdo proporcionais em comprimento a velocidade que o fluido toma e a forca F
que ¢ aplicada. No decorrer deste processo o fluido toma a velocidade da placa superior,

fazendo com que esta se distancie da inferior [64].
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Figura 23 - Representacdo do comportamento de um fluido entre 2 planos, quando aplicada uma
tenséo de corte (adaptado referencia [64]).

As seguintes equacdes [64] definem a tensdo de corte T (equacdo 1), a velocidade

de fluxo v (equacdo 2) e a velocidade de corte D (equacéo 3):

= (1)
V=g @
D=3 (3)

No caso de duas placas paralelas, em que a distancia entre ambas ndo se altera, a
variacdo da velocidade de fluxo no eixo dos y é linear, o que implica que D é constante
em todo o fluido.

Para um fluido Newtoniano, no caso mais simplificado, a tensdo de corte é
proporcional a velocidade de corte, com uma constante de proporcionalidade n, como
apresentado na seguinte equacao:

dv
d

F
A Mg, ou =nD 4)

Para um sistema coloidal Newtoniano, o aumento de viscosidade devido a

presenca de particulas aumenta com a concentracao destas.
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Para solucbes constituidas por polimeros, a viscosidade intrinseca, [n], estd
relacionada com a massa molecular, M, do mesmo, através da equacao 5, de Staudinger-
Mark-Houwink:

[n]=kM* (5)

nos polimeros, os valores de k e a sdo determinados experimentalmente [64].
A viscosidade pode aumentar ou diminuir ao longo do tempo, de forma reversivel
ou irreversivel. Designa-se por reoplexia quando aumenta e por tixotropia no caso em que

diminui.

2.3.2. ReOmetro

Os testes reoldgicos foram realizados num Redmetro MARS da Thermo Scientific
(figura 24), usando preferencialmente uma geometria de medida de cone-e-prato (2°, 35

mm de didmetro).

Figura 24 - Redmetro (sistema de cone-e-prato).

A temperatura a qual o aparelho opera é controlada por um sistema Peltier
garantindo que a temperatura ndo varia 0.01 °C do valor estipulado.
A viscosidade das amostras foi determinada por medidas de reometria ndo linear

em que uma rampa de velocidades de corte foi aplicada de forma crescente (0.5-100 s2).
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Uma medicéo reoldgica normalmente consiste numa deformacdo ou analise de
tensdo a uma frequéncia constante (normalmente 1 Hz) combinada com uma analise de
frequéncia, por exemplo entre 0.1 e 100 Hz. A varredura de tenséo fornece informagoes
acerca do modulo elastico G, do moddulo viscoso G’” e do angulo de fase 6. Um valor
elevado de G’ em comparagdo com G’ indica propriedades elasticas (solidas)
pronunciadas (gel) relativamente ao produto que esté a ser analisado. Um angulo de fase
de 0° significa um material perfeitamente elastico e um angulo de fase de 90°, significa
um material perfeitamente viscoso. O varrimento de frequéncia fornece informacdes
sobre a forca do gel, onde um grande declive da curva do G' indica baixa resisténcia e um
pequeno declive indica alta resisténcia.

A analise reoldgica foi realizada com o préprio software do redmetro utilizado e

com recurso a ferramentas do Microsoft Office - Excel.

2.3.3. Viscosimetro capilar

Para o calculo da viscosidade intrinseca, da celulose e do carbamato de celulose,

foi utilizado o viscosimetro capilar Ubbelohde (figura 25).

| —

1
I
.

2
I
Il 4
=

ey
L
o

9— J]_ 10

Figura 25 - Representacdo do viscosimetro capilar: tubo de ventilagdo (1), tubo com capilar (2),
tubo de enchimento (3), esfera de entrada (4), marca temporal superior (5), esfera de medicéo (6),
marca temporal inferior (7), capilar (8), esfera de nivel (9) e reservatério (10).
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Para estimar o DP de uma amostra, procedeu-se inicialmente & sua dissolugéo,
seguida de uma etapa de medicgéo do tempo de escorrimento.

Para preparar a solugdo, segundo a norma ISO5351 denominada “Pulps -
Determination of limiting viscosity number in cupri-ethylenediamine (CED) solution,”
[65], dissolve-se uma certa quantidade de amostra (aproximada 0,003 g/mL de carbamato
de celulose ou de celulose nativa), num tubo Falcon, com 7,5 mL de &gua destilada e 7,5
mL de solucéo de hidroxido de CED (1,00 + 0,02 mol/L), e adicionam-se algumas pecgas
de cobre. A amostra € vigorosamente agitada de modo a que ndo restem vestigios de
material por dissolver, ndo devendo este processo demorar mais de 30 minutos, pois
podera haver degradacdo da amostra. N&o devera haver contato direto da solu¢do com o
ar (oxidag&o).

Na etapa seguinte, de medicao do tempo de escorrimento, a amostra é vertida pelo
tubo 3 (figura 24) até atingir sensivelmente metade da cavidade 9. De seguida, a amostra
é sugada até ao reservatorio 4, até este estar completamente cheio. Posteriormente liberta-
Se 0 vacuo e regista-se o tempo que a solugdo demora a percorrer do ponto 5 até ao ponto
7. Cada medicéo foi realizada em triplicado.

No que diz respeito aos calculos, o valor da viscosidade (nratio) é obtido através
da equacdo 6, em que t é o tempo do fluxo da solugdo em segundos e h é a constante do

viscosimetro em s,

Nratio= h.t (6)

A partir do valor de nratio, obtém-se o valor de [n].p com o auxilio da tabela
constante no anexo B da norma ISO5351 [65], 0 que permite calcular o nimero limitante
de viscosidade a partir da equacdo de Martin (equacdo 7), onde n ¢é a viscosidade da
solucdo, n0 ¢ a viscosidade do solvente e p ¢ a concentragao do polimero, expressa em
g/mL.

-no
lognl=55 (7

Como uma forma de aplicagdo mais direta a equagdo 8, resultante do rearranjo da

equacéo 9, foi aplicada neste trabalho.
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_n-no
M=o, (8)

Por ultimo, o grau de polimerizacao foi estimado, com a equacéo 9, através da sua

relacdo com a viscosidade intrinseca [n] [66].

DP,29%=0,75% 1] (9)

2.3.4. Espectrometria UV/visivel: conceitos

A anélise espectrométrica permite quantificar, de uma maneira simplificada, as
propriedades de absorcdo, reflexdo ou transmitancia de uma dada amostra, que pode ser
uma solugdo, um sélido transparente ou um solido opaco. Para se obter informacao sobre
a absorcdo da amostra, ela € inserida no caminho ético de um espectrémetro, onde a luz
ultravioleta (UV) e/ou visivel, numa certa gama de comprimentos de ondas, passa pela
amostra. O espectrometro mede a quantidade de luz que foi absorvida pela amostra. A
transmitancia da amostra é definida pela razéo /1o, expressa em percentagem (T%), onde
lo é a intensidade da luz antes de passar pela amostra e | depois de passar pela amostra. A
absorvéncia € determinada para esse certo comprimento de onda ou como uma funcéo de
uma faixa de comprimentos de onda [67].

De modo geral existem espectrémetros de feixe duplo e de feixe simples, tendo
sido utilizado o ultimo. A constituicdo do espectrometro assenta em cinco componentes
principais [68]: as fontes de radiacdo, 0 monocromador, o porta-amostras, 0s detetores e

o indicador de sinal, como ilustrado no esquema da figura 26.
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Figura 26 - Componentes de um espectrometro UV/Visivel (adaptado da referencia [68]).

Usou-se um intervalo de comprimentos de onda entre 350 e 750nm,
correspondendo aproximadamente a gama do espectro da radiacdo visivel, tendo-se
optado por esta faixa devido a ocorréncia de alteragdes de cor nos hidrogéis apés a adicao
da genipina (componente responsavel pela gelificacdo). A calibracédo do aparelho foi feita
com 4agua destilada. O espectrometro, PG Instruments, foi operado a temperatura
ambiente. As medi¢Bes foram efetuadas em intervalos de quinze minutos, durante varias

horas.

2.3.5. Taxa de turgescéncia: conceitos

Para melhor entendimento das propriedades dos hidrogéis sintetizados, estes
foram sujeitos a testes de turgescéncia. Os hidrogéis de porosidade elevada sdo capazes
de absorver uma grande quantidade de agua tornando-se mais volumosos. Os hidrogéis
de polimeros reticulados ndo se dissolvem, por outro lado, incham quando entram em
contacto com a agua ou outro solvente. As propriedades de turgescéncia, que geralmente
sdo usadas para a caraterizacao dos hidrogéis, dependem de fatores tais como a densidade
da rede polimérica, a natureza dos solventes e a interacdo entre o polimero e o solvente
[69].
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Na determinacdo da capacidade de absorcdo de agua, foram escolhidas amostras
dos hidrogéis sintetizados com adi¢ao de B-CD, tendo sido registada a sua massa inicial
(W0). Seguidamente, cada amostra foi colocada num recipiente fechado, contendo no seu
interior agua destilada (H20). Foi avaliada a evolucdo das amostras, com determinacfes
das massas, em intervalos regulares, até o atingir de um equilibrio.

A caraterizacdo da capacidade de absorcdo de dgua dos hidrogéis de quitosano,
foi calculada com o indice de turgescéncia (S), o qual relaciona a massa do hidrogel
inchado (Wi) e a massa do hidrogel inicial (WO). Para calcular o grau de inchamento,
recorreu-se a seguinte equacao [70]:

_ Wi—Wp

s =%iWe » 100 (10)

Wo

2.3.6. Outros métodos de analise

Foram utilizados métodos de analise adicionais, que envolveram a colaboracéo de
outros investigadores. As analises de espectroscopia de infravermelhos por transformadas
de Fourier (FTIR) e de microscopia eletrénica de varrimento (SEM) foram realizadas e
cedidas pelo Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, descrevendo-se de

seguida um resumo dessas metodologias.

2.3.6.1. Espectroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica analitica que mede a
intensidade IV versus o nimero de onda da radiacdo, correspondendo a radiacdo IV a
parte do espectro eletromagnético situada entre as regides do visivel e das micro-ondas
[71]. O facto de cada grupo funcional absorver uma dada frequéncia caracteristica permite
que, por meio da transformada de Fourier, seja possivel tracar um grafico de intensidade
de radiacdo versus frequéncia, tornando-se assim possivel caracterizar 0s grupos
funcionais de um padrdo ou de um material desconhecido [72] .

A figura 27 apresenta as componentes envolvidas num sistema de FTIR,
envolvendo inicialmente o interferdbmetro, posterior aquisicdo e digitalizacdo de dados,

aplicacdo da funcédo FT e apresentacdo do espectro [73].
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Figura 27 - Componentes de um sistema FTIR (adaptado da referencia [73]).

A espectroscopia no infravermelho permitiu identificar algumas substituicdes ou
alteracdes importantes na composicdo do carbamato de celulose e dos hidrogéis,
particularmente nos grupos amina e hidroxilo.

A técnica de FTIR foi utilizada recorrendo a um espectrometro FTIR Nicolet 6700
- Thermo Electron Corporation (CENIMAT/I3N).

Os espectros de FTIR foram adquiridos na regido entre 3500 e 500 cmapds

secagem dos hidrogeis.

2.3.6.2. Microscopia eletrdnica de varrimento (SEM)

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) permite a avaliacdo da
microestrutura de varios tipos de amostras [74]. Os testes efetuados com esta técnica
baseiam-se na irradiacdo de um feixe de eletrGes por um capilar de tungsténio (anodo). O
elétrodo positivo atrai as cargas negativas intensamente, deslocando-se na direcdo deste.
O percurso dos feixes € corrigido com recurso ao uso de lentes condensadoras, alinhando-
os em direcdo a abertura da objetiva que, por sua vez, ajustam o feixe de eletrfes antes de
atingirem a amostra [75].

A figura 28 apresenta, de forma simplificada, as componentes chave de um
microscopio SEM [76].
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Figura 28 - Componentes de um microscopio SEM (adaptado da referencia [76]).

A interacdo do feixe de cargas negativas com a superficie da amostra resulta na
producdo de eletrbes secundarios, eletrbes retro espalhados, raios-X, fotdes, entre outros
[76]. Estas emissGes sdo depois captadas permitindo recolher informacdes vérias sobra a
amostra, como é o caso da topografia da superficie, da composicdo, da cristalografia,
entre outros. As imagens obtidas com elevada resolugdo da topografia da superficie séo
obtidas gracas aos eletrbes secundarios, sendo que as imagens carateristicas da variacdo
de composicao do material sdo fornecidas gracas aos eletrdes retro espalhados [77].

As amostras solidas ndo condutivas, como as do caso em estudo, tém de ser
cobertas com uma camada fina de um material eletricamente condutor (por exemplo ouro,
platina ou tungsténio) depositada para prevenir a criacdo de campos elétricos estaticos na
amostra, que se formariam devido a irradiacdo elétrica durante a producdo da imagem
[75].

Esta técnica requer liofilizacdo prévia dos hidrogéis para ser observada a sua
morfologia. Para observar a microestrutura e porosidade é necessario visualizar o interior
da amostra, como tal os hidrogéis liofilizados foram congelados em azoto liquido e
quebrados longitudinalmente, como forma de visualizar o seu interior de diferentes
perspetivas. Os testes de SEM foram realizados em Coimbra e analisados por um
microscopio eletronico da marca ZEISS DSM 962, operando a 5kV (a figura 29 mostra

um exemplo de uma micrografia de SEM).
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Figura 29 - Exemplo de uma micrografia de SEM (foto cedida pelo Dr. Luis Alves).
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3. Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados e discussdo do trabalho. O tema da
sintese de CC tem duas adaptacgdes (protocolo inicial e final). A segunda parte do trabalho
inicia-se pela sintese de hidrogéis de CC, centrando-se depois nos hidrogéis de quitosano.

3.1. Carbamato de celulose

A partir da analise da literatura sabemos que existem pelo menos trés métodos
para a producdo de CC: um mais “tradicional”, outro que utiliza dioxido de carbono
supercritico e, por Gltimo, o método supostamente mais amigo do ambiente que utiliza
radiacdo micro-ondas para a transformacao [40]. Este terceiro método foi aplicado devido
a maior facilidade de ser replicado em laboratério, sem requerer o uso de instrumentagédo
e etapas mais complexas.

Foram inicialmente feitas duas etapas, uma anterior a fase de micro-ondas e uma
posterior. Mais tarde, com o refinar do processo, foram usados diferentes tipos de
poténcias e diferentes tempos de irradiacdo das amostras, com o intuito de confirmar quais
seriam as condicOes que poderiam causar uma maior transformacéo da celulose nativa
(CN) em CC. Foi usada também uma etapa de filtracdo a vacuo, de modo a retirar a maior
guantidade de solvente possivel das amostras.

Todas as amostras produzidas foram posteriormente dissolvidas em CED com o
intuito de analisar o DP. As amostras foram também analisadas por FTIR, para verificar
a formacéo do CC.

Para clarificar melhor as diferentes abordagens ao processo de transformacéo de
CN em CC, apresentam-se de seguida analises aos resultados do DP, da viscosidade, bem
como do FTIR.
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3.1.1. Fase inicial: protocolo “CarbaCell”

Na abordagem inicial utilizamos o protocolo base (seccdo 2.2.1), mas com

alteracdes no tipo de secagem e nas poténcias de micro-ondas usadas.

3.1.1.1. Grau de polimerizacéao: fase inicial

Ap0s executarmos o protocolo, procedemos & medigdo do grau de polimerizagdo
de modo a verificar como se comportava o material que transformamos, segundo o tempo
de exposicdo e a poténcia de irradiacdo usada (170, 285 e 362 W), como esta abaixo

apresentado, na figura 30.
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Figura 30 - Medicdo do DP para amostras sujeitas a solu¢éo de 30% de ureia, com poténcias de
irradiagdo micro-ondas de 170 W, 285 W e 362 W. Amostras sujeitas a 1 minuto (circulo), a 3
minutos (tridngulo) e a 5 minutos (quadrado), de irradiacdo. CN (losango).

Como podemos verificar a variagdo no DP é minima. O grau de polimerizagdo
parece ndo sofrer alteracdo significativa com o tempo de exposicdo e concentracdo de
ureia. A excecao serd a amostra sujeita a radiacdo mais intensa durante 3 minutos, mas

ndo é possivel concluir a razdo desta excegéo.
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3.1.1.2. Andlise FTIR: fase inicial

Efetuou-se também uma analise comparativa das amostras por FTIR, para
verificar se teria havido alguma transformacdo significativa relativamente & amostra
inicial de celulose nativa. A figura seguinte mostra uma comparacdo entre 0s varios

controlos e também uma amostra que foi irradiada durante 3 minutos a poténcia de 285W.
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Figura 31 - Imagem de FTIR, comparacdo entre CN (azul), celulose embebida em solucdo de
ureia com agitagdo por 12 horas (cinzento), celulose embebida em solugdo de ureia durante a
preparacdo das restantes amostras sendo a solucdo depois retirada (laranja), amostra sujeita a 3
minutos de irradiacdo micro-ondas a poténcia de 285 W (amarelo).

Como a figura 31 ilustra, ndo sdo observadas alteracGes significativas nos espetros
de FTIR. Isto é, todas as amostras apresentaram um comportamento qualitativamente
semelhante, o que sugere a ndo formacéo do CC.

Tendo em conta que a variacdo do DP ndo é significativa e que os espetros de
FTIR do material tratado por micro-ondas sdo qualitativamente iguais ao material ndo

tratado, concluimos que o protocolo usado nao era adequado para a sintese do CC.
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3.1.2. Fase final: protocolo “CarbaCell” adaptado

3.1.2.1. Grau de polimerizacgao: fase final

Noutro protocolo foram utilizadas poténcias de 247, 285 e 362 W, sendo as
amostras expostas durante 3, 5 e 10 minutos (figura 32). Foi utilizado um tratamento
mecanico de moagem, com o intuito de desagregar os aglomerados de celulose apos estes
terem estados embebidos em solucéo de ureia e sujeitos a agitacdo por 12 horas. Foi
também reduzida uma etapa de secagem, em vez das duas adotadas anteriormente, sendo

esta efetuada ap6s o processo de irradiacdo da amostra por micro-ondas.
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Figura 32 - Medicdo do DP para amostras sujeitas a solucdo de 20% de ureia, para poténcias de
irradiacdo de 247, 285 e 362 W. Amostras sujeitas a 3 minutos (circulo), a 5 minutos (tridngulo)
e a 10 minutos (quadrado) de irradiacdo micro-ondas e CN (losango).

Como podemos verificar o comportamento das amostras, de 3 e 5 minutos, revela
uma diminuicéo do DP significativa com o aumento da poténcia e uma alteragdo minima
da segunda para a terceira poténcia. Neste caso, 0 DP diminui com o aumento do tempo
de exposicdo das amostras a radiacao.

No caso da amostra sujeita a 10 minutos de tratamento a poténcia menor o seu DP
ndo decresce tanto como na amostra sujeita a 5 minutos de irradiagdo. Existe depois um
decréscimo acentuado da primeira poténcia para a segunda. No caso da poténcia maior,

existe um aumento muito significativo do DP, possivelmente devido a formacdo da
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ligacdo quimica entre os agregados de celulose, o0 que se manifesta por um aumento do
DP.

3.1.2.2. Anélise FTIR: fase final

Apresentam-se agora dois graficos onde é feita a comparagdo entre uma amostra
de CN, uma amostra que ficou embebida em solugéo de ureia com agitacao por 12 horas,
e uma amostra que, além do tratamento com ureia, sofreu irradiacdo micro-ondas durante
5 minutos a uma poténcia de 248 W. O gréfico da figura 33 refere-se a uma solugdo com
20% de ureia, enquanto o da figura 34 representa a mesma situa¢ao, mas com uma solugéo
de ureia de 40%. Foi somente ilustrado o exemplo de 5 minutos, mas os resultados para

0s restantes tempos sao qualitativamente semelhantes.
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Figura 33 - Imagem de FTIR, comparacédo entre CN (cinzento), celulose embebida em solucéo de
ureia de “20%” com agitacdo por 12 horas (azul) e amostra embebida em solucdo de ureia de
“20%” com agitagdo por 12 horas sujeita a 5 minutos de irradiacdo micro-ondas a poténcia de
248 W (laranja).

Da andlise do grafico da figura 33 verifica-se o aparecimento dos seguintes picos:

-a790 cm™:
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- a 1490 cm™ correspondente a uma ligagdo simples entre carbono e oxigénio (C-O)

(1250-1300 cm™);
-a 1678 cm™ correspondente a ligacdo dupla carbono oxigénio (C=0) 1650 cm™ (amidas

associadas);

-a3340 cm™;

- a 3436 cm! pode ser atribuido a0 modo vibracional resultante da elongagdo da ligagéo
N-H [78, 79].

Como podemos verificar pela comparagdo das amostras na figura 33, a adicao de
ureia neste novo protocolo provoca o aparecimento dos picos referidos anteriormente,
sendo que a sua intensificagdo ocorre quando a amostra € sujeita a radiagdo micro-ondas,
com a excecéo do pico registado a 3436 cm™ que somente aparece na amostra irradiada.
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Figura 34 - Imagem de FTIR, comparag&o entre CN (cinzento), celulose embebida em solugdo de
ureia de “40%” com agitagdo por 12 horas (azul) e amostra embebida em solucdo de ureia de
“40%” com agitagdo por 12 horas sujeita a 5 minutos de irradiacdo micro-ondas a poténcia de
248 W (laranja).

Como podemos verificar, pela analise da figura 34, os picos assinalados na figura

33 estdo igualmente presentes para uma concentracdo de ureia superior.
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Para melhor se compreender qual o efeito da concentracdo de ureia, quando a
amostra € irradiada por micro-ondas, fez-se uma comparacdo entre uma amostra de

celulose nativa e as duas amostras irradiadas (figura 35).
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Figura 35 - Imagem de FTIR, comparacao entre CN (cinzento), amostra embebida em solucéo de
ureia de “20%” com agitagao por 12 horas e sujeita a 5 minutos de irradiacdo micro-ondas a
poténcia de 248 W (laranja) e amostra embebida em solugdo de ureia de “40%” com agitagdo por
12 horas e sujeita a 5 minutos de irradiacdo micro-ondas a poténcia de 248 W (vermelho).

De uma forma global, verifica-se que o0s picos, atras referidos, sdo mais intensos no
caso da amostra de 40% de ureia do que na amostra de 20%. Assim, a transformacao das
amostras de celulose em carbamato de celulose sera mais eficiente com uma maior

quantidade de ureia disponivel no meio.
A diminuicdo do DP e o surgir de novos modos vibracionais sdo fortes indicadores

que sugerem que a formagéo do CC foi atingida.
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3.1.2.3. Analise reologica

Estudos anteriores [31] revelam a viabilidade da dissolucdo de CN em TBAOH
em concentraces de até 10%. Tentamos também dissolver CC em TBAOH, nas
concentracgdes de 0,5, 2 e 4%, tendo cada amostra uma massa total de 1 g.

Na maioria dos casos a dissolucdo foi total, procedendo-se de seguida a alguns
testes reoldgicos com vista a caraterizagdo das amostras.

Seguindo a mesma abordagem da anélise de FTIR, onde as amostras com maior
transformacéo foram as de 5 minutos, apresentam-se apenas as analises destas.
Nos testes rotacionais, a temperatura foi variada entre 20 até 50 °C (com 13
intervalos). A viscosidade foi determinada a cada temperatura ap6s 30 s de equilibrio.
Como é possivel verificar na figura 36, a viscosidade diminui com o aumento da
temperatura. De um modo geral, a temperatura inicial a viscosidade ¢ maior para as

amostras que foram irradiadas com menor poténcia, observando-se o inverso para a
temperatura final.
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Figura 36 - Teste rotacional com variacdo de temperatura para amostra com 0,5% de CC
dissolvido em TBAOH, utilizando uma solucdo de 20% de ureia no processo de transformacéo
de CN em CC. Amostra sem exposicao a radiacdo micro-ondas (azul), amostra sujeita a 247 W
(laranja), amostra sujeita a 285 W (cinzento),amostra sujeita a 360 W (amarelo).
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Esta constatacdo da diminuicdo da viscosidade com o aumento da temperatura
deve-se essencialmente a um aumento da energia cinética das particulas, sendo que estas
quando em movimento passam menos tempo em contacto entre si, 0 que provoca uma
diminuicdo das interacdes intermoleculares resultando na diminuicdo da viscosidade.

O gréafico da figura 37 mostra uma diminuicdo semelhante, para uma concentracao
de ureia maior (40%) verificando-se, no entanto que esta diminui¢do da viscosidade com
a temperatura é mais acentuada.
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Figura 37 - Teste rotacional com variacdo de temperatura para amostra com 0,5% de CC
dissolvido em TBAOH, utilizando uma solucéo de 40% de ureia no processo de transformagao
de CN em CC. Amostra sem exposicao a radiacdo micro-ondas (azul), amostra sujeita a 247 W
(laranja), amostra sujeita a 285 W (cinzento),amostra sujeita a 360 W (amarelo).

Comparando as figuras 36 e 37 verificamos que quanto maior a concentracao de
ureia na amostra menor sera a viscosidade a medida que se aumenta a temperatura. Esta
diminuig&o deve-se em parte a diminuigdo do DP com o tratamento por micro-ondas. Isto
¢, quanto menor o DP, menor a viscosidade.
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3.1.2.4. Energia de ativacéo

Como visto anteriormente, a celulose é dificil de solubilizar, formando
frequentemente agregados, as solugdes ndo sdo estaveis com o decorrer do tempo e com
as variacOes de temperatura. Isto pode ser destacado pelo calculo da energia de ativagédo
de viscosidade dinamica, um parametro que é muito sensivel a qualquer variacdo do
estado da solucdo durante as experiéncias de tensdo de corte realizadas no reémetro. As
alteracdes na organizacdo da solucéo, tais como a gelificagéo, a degradacdo da celulose
ou do solvente, sdo fendmenos que influenciam fortemente os valores da energia de
ativacdo [80].

A energia de ativacéo do processo de fluxo das solugdes de CC pode ser extraida
através dos graficos 36 e 37.

Representando o In () em funcdo de 1/T (equacdo 11) é possivel obter Ea pelo
declive da reta da equacdo (y= m x + b) (ver graficos 38 e 39).

Com estes valores obtidos tragaram-se retas com o aspeto linear (y=m x + b), com
0 intuito de obter o valor do declive (m) para obtencédo da energia de ativagéo (Ea), com

base na equacdo de Arrhenius:

lnnzlnA*i—CTl (11)

Em que n ¢ a viscosidade, T ¢ a temperatura, A ¢ o fator pré-exponencial e R a constante

dos gases perfeitos tendo neste caso sido usado o valor R= 8,314462 Pa m*® KX mol .
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Figura 38 - Logaritmo de base natural da viscosidade em funcdo do inverso da temperatura. Teste
rotacional com variagdo de temperatura para amostra com 0,5% de CC dissolvido em TBAOH,
utilizando uma solugdo de 20% de ureia no processo de transformacdo de CN em CC. Amostra
sem exposicao a radiacdo micro-ondas (azul), amostra sujeita a 247 W (laranja), amostra sujeita
a 285 W (cinzento), amostra sujeita a 360 W (amarelo).
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Figura 39 - Logaritmo de base natural da viscosidade em funcdo do inverso da temperatura. Teste
rotacional com variagdo de temperatura para amostra com 0,5% de CC dissolvido em TBAOH,
utilizando uma solugdo de 40% de ureia no processo de transformacdo de CN em CC. Amostra
sem exposicao a radiacdo micro-ondas (azul), amostra sujeita a 247 W (laranja), amostra sujeita
a 285 W (cinzento), amostra sujeita a 360 W (amarelo).

A energia de ativacdo expressa a dificuldade que a cadeia polimérica tem em
mover-se de uma posicao para outra. Pela analise da figura 40, podemos depreender que

a energia de ativacdo diminui com o0 aumento da poténcia de irradiacdo das amostras.
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Figura 40 - Variacdo da energia de ativacdo em funcdo da poténcia de irradiacdo das amostras
durante 5 minutos, para amostras dissolvidas em TBAOH com 0,5% de CC dissolvido. Amostra
transformada com 40% de Ureia
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3.2. Hidrogéis
3.2.1. Hidrogeis de carbamato de celulose

Para elaboracdo dos hidrogéis foram dissolvidas amostras de carbamato de
celulose (irradiadas durante 5 minutos a poténcia de 247 W) e de celulose nativa, com
diferentes concentracgdes (8 e 10%), em TBAOH. Apos dissolucdo do material a mistura
foi depositada, na superficie de placas de Petri, de modo a obter um filme, que depois foi
mergulhado numa tina com um solvente. Para este ensaio de gelificagdo foram utilizadas
quatro abordagens distintas: na primeira depositou-se a amostra numa tina com uma
mistura de etanol com 0,2% de genipina; na segunda depositou-se somente em etanol; na
terceira somente em agua destilada; na quarta foi utilizado um banho de etanol, posterior
lavagem em agua destilada, seguido de deposi¢do numa tina com uma mistura de etanol
com 0,2% de genipina.

Em todos os casos se formaram filmes que foram retiradas do banho, passadas 24
horas. Foi recortada uma parte e enviada para anlise de espectroscopia de FTIR. O
espectro obtido da anélise, para as diferentes concentracGes de CC e CN, € globalmente
semelhante ao do representado pela figura 41, sendo apenas este apresentado para uma

concentracao.
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Figura 41 - Andlise por FTIR de amostras com 10% de CC, dissolvido em TBAOH, utilizando
diferentes meios de gelificacdo: abordagem 1 (azul); abordagem 2 (cinzento); abordagem 3
(amarelo); abordagem 4 (laranja).
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A amostra de controlo, que foi mergulha em agua destilada apos a dissolucéo de
carbamato de celulose em TBAOH, encontra-se representada a amarelo. Apesar dos
diferentes banhos onde foram imersas, todas as outras amostras revelam um
comportamento semelhante. Destaca-se 0 aumento do pico a 880 cm™ que podera ser
devido ao aumento de ligac6es duplas entre cadeias carbonadas R2C=CH2. Também se
nota a diminuicéo de intensidade do pico entre 1550 e 1750 cm™ e 0 aparecimento de um
novo pico a 2970 cm™, que podera ser devido a presenca de C-H alifaticos, ou seja, a
quebra de compostos ciclicos e ao aparecimento de cadeias aciclicas [80, 81].

Qualitativamente ndo se observaram variacfes significativas nos espectros de

FTIR para os diferentes anti solventes usados. Todos os filmes sdo muito semelhantes.

3.2.2. Hidrogeis de quitosano

Os géis de CC, apesar de interessantes, ndo foram posteriormente estudados. A
estratégia passou pela utilizacdo do quitosano uma vez que este pode formar géis
quimicos com genipina ao passo que o CC aparentemente nao forma.

Na figura 42 estdo hidrogéis de quitosano preparados com diferentes
concentracdes de genipina e de quitosano.

A tonalidade azul € indicadora da reacdo quimica entre genipina e quitosano [81].

gdito'sano

Genipina
0,2%

0,1%

Figura 42 - Hidrogéis elaborados com quitosano (2, 1,8, 1,5 e 1%) e genipina (0,1, 0,2 e 0,5%).
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3.2.2.1. Analise reologica dos hidrogéis de quitosano

Nesta parte do trabalho tentou-se inferir da cinética de formagcao dos hidrogéis por
reologia e UV.

Foi realizado um teste oscilatorio com frequéncia e tensdo constante,
respetivamente 1 Hz e 1Pa, sendo adquirido um ponto a cada 30 segundos, a temperatura
ambiente (25°C). Este teste permite avaliar a evolucdo dos G’ ¢ G”’ de modo a saber
quando a amostra gelifica. Em termos reoldgicos a gelificagdo ocorre quando o G’ ¢ o
G’ se intersectam. No grafico estd também representada uma curva 6 que corresponde a
divisdo do G”’ pelo G’, sendo este valor representado em graus, entre 90° (comportamento
puramente sélido) e 0° (comportamento puramente liquido), (figura 43).

Como se pode ver na figura 43, a amostra ¢ inicialmente liquida (G* > G’) ¢ ao
fim de cerca de 8400s os dois modulos intersetam-se atribuindo-se a este ponto o tempo

necessario para gelificar a amostra.
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Figura 43 - Teste oscilatério de uma amostra com 2% de quitosano e 0,2% de genipina. G’ em Pa
(azul) G”’ em Pa (laranja), 6 em graus (cinzento).
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Foram efetuados testes com varias fontes de quitosano (diferentes pesos
moleculares) para verificar qual o efeito do peso molecular na cinética de gelificacdo. As
fontes utilizadas foram quitosano de baixo peso molecular (figura 44), quitosano de peso
molecular médio (figura 45), e quitosano designado como “Coarse ground flakes and

powder” (figura 46).
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Figura 44 - Teste oscilatério de uma amostra com 2% de quitosano de baixo peso molecular e
0,2% de genipina. G’ em Pa (azul) G’” em Pa (laranja),  em graus (cinzento).
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Figura 45 - Teste oscilatério de uma amostra com 2% de quitosano de peso molecular médio e
0,2% de genipina. G’ em Pa (azul) G’’ em Pa (laranja), 3 em graus (cinzento).

57



100 + - 90

- 80

- 70

10 - 60

- 50

6 (@

- 40

G’ e G”’(Pa)

1 - - 30

- 20

- 10

0,1 T T T T T T T T T 0
0 3200 6400 9600 12800 16000 19200 22400 25600 28800 32000

Tempo(s)

Figura 46 - Teste oscilatorio de uma amostra com 2% de quitosano “Coarse ground flakes and
powder” e 0,2% de genipina. G’ em Pa (azul) G’” em Pa (laranja), 6 em graus (cinzento).

Em todos os exemplos se observa a gelificagdo da amostra. Surpreendentemente,
quanto menor o peso molecular mais rapido se da a gelificacdo, como se pode ver na
tabela 1.

Tabela 1 - Comparagéo entre as amostras de quitosano e respetivos tempos de gelificacdo

Tempo de
Amostras com 2% de quitosano | gelificacédo
e 0,2% de genipi
Original 8700
Baixo peso molecular 7590
Peso molecular médio 29700

Coarse ground flakes and powder 21840

A amostra de “Coarse ground flakes and powder” tem um peso molecular

intermédio, entre a amostra de baixo e médio peso molecular. A amostra, utilizada para

58



elaboracdo dos varios ensaios de comparacao da influéncia da concentracdo de genipina
e quitosano para a formagao de hidrogéis, tem um peso molecular aproximado da amostra
de baixo peso molecular.

De acordo com a analise da figura 47 existe, de um modo geral, uma diminuicao
do tempo de gelificacdo com o aumento da concentracdo de quitosano. O menor tempo

de gelificacdo ocorre para a concentracdo de 1,8% de quitosano.
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Figura 47 - Analise comparativa do tempo de gelificacdo em funcéo da concentracdo de quitosano
utilizado na preparacdo da amostra. Amostra com 0,2% de genipina (azul), amostra com 0,1% de
genipina (cinzento), amostra com 0,05% de genipina (laranja).

Na figura 48 verifica-se, de forma analoga, que existe uma diminuigdo do tempo
de gelificagdo com o aumento da concentragdo de genipina. Pode-se verificar que,
também neste caso, a amostra onde foi utilizado 1,8% de quitosano obtém um ponto de
gelificacdo mais rapido que a amostra onde foi utilizado 2%, como ja se tinha constatado

na figura 47.
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Figura 48 - Analise comparativa do tempo de gelificagdo em fungdo da concentragdo de genipina
utilizado na preparacdo da amostra. Amostra com 2% de quitosano (azul), amostra com 1,8% de
quitosano (laranja), amostra com 1,5% de quitosano (cinzento) e amostra com 1% de quitosano
(amarelo).

3.2.2.2. Anédlise de espectrometria UV/visivel

A gelificacdo pode também ser seguida por espectroscopia de UV/visivel uma vez
que as amostras ficam azuladas (ver figura 42). Portanto, ao mesmo tempo que a analise
reoldgica decorria foi também feita uma analise espectroscopica das mesmas amostras.

Todas as amostras apresentam um comportamento semelhante ao da figura 49,

tendo sido esta escolhida como exemplo representativo.
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Figura 49 - Variacdo do espectro de absor¢do de uma amostra 1,8% de quitosano e 0,1% de
genipina, ao longo de 4 horas e 15 minutos, para um espectro compreendido ente 510 e 750 nm.
Cada curva representa uma medigdo efetuada a cada 15 minutos, desde o inicio da reacao.

Como é possivel na sua analise depreender com o decorrer da reacdo, existe um
aumento da absorvéncia para o comprimento de onda de 600 nm. Para melhor se analisar
a variacao da intensidade da absorvéncia a 600 nm foram representados num gréfico,
como ilustra a figura 50, todos os valores obtidos ao longo do tempo a que as medicdes
foram efetuadas. Estes pontos foram depois adaptados a uma linha de tendéncia para
extrair o ponto de inflexdo da curva, ponto este obtido através das derivadas da equacdo
associada a curva [82]. O ponto de inflexdo obtido corresponde ao ponto de gelificacdo

de cada hidrogel.
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Figura 50 - Variacdo do espectro de absor¢do de uma amostra 1,8% de quitosano e 0,1% de
genipina, ao longo de 4 horas e 15 minutos, para um pico de 600 nm. Os pontos obtidos foram
ajustados a uma equacéo polinomial de grau 4 (y = -5%101% x* — 2*1077 x3 + 8*10%7 x? - 0,0006x
- 0,101) e respetivo R? de 0,9998, tendendo para um méaximo de absorcéo de 0,4.

Apresentam-se de forma anéaloga, nas figuras 51 e 52, mais dois graficos

correspondentes as amostras de 2,0% de quitosano e de 1,5% de quitosano.
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Figura 51 - Variagdo do espectro de absorcdo de uma amostra 2,0% de quitosano e 0,1% de
genipina, ao longo de 4 horas e 45 minutos, para um pico de 600 nm. Os pontos obtidos foram
ajustados a uma equacéo polinomial de grau 4 (y = 1*101x° — 9*10°%x* + 3*10°%x® - 0,0003x? +
0,011x - 0,2215) e respetivo R? de 0,9981, tendendo para um méaximo de absorcéo de 0,7.
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Figura 52 - Variacdo do espectro de absorcdo de uma amostra 1,5% de quitosano e 0,1% de
genipina, ao longo de 6 horas e 15 minutos, para um pico de 600 nm. Os pontos obtidos foram
ajustados a uma equacéo polinomial de grau 4 (y = 1*10"1%* — 9*10%x3 + 3*10%x? - 0,0002x -
0,1513) e respetivo R? de 0,9978, tendendo para um maximo de absorgéo de 0,6.
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A gelificacdo seguida por UV confirma de forma geral os resultados por reologia.
A tabela 2 mostra uma compilagéo dos tempos de gelificagdo de todas as amostras, tanto
analisadas por espectroscopia de UV/ visivel como por reologia.

Tabela 2 - Comparacao entre a medicao dos tempos de gelificagdo por técnicas de espectroscopia
de UV/visivel e Reologia.

Quitosano Genipina UV/visivel Redmetro
(%) (%) (min) (min)
0.20 145 147
20 0.10 165 167
0.05 285 289.5
0.20 120 124
18 0.10 180 190.5
0.05 270 275
0.20 150 158.5
15 0.10 280 293
0.05 435 442
0.20 315 3155
10 0.10 465 468
0.05 675 680.5

Os dados da tabela 2 estdo ilustrados no gréafico da figura 53, tendo este um aspeto

semelhante ao da andlise reoldgica (figura 48).
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Figura 53 - Analise comparativa do tempo de gelificacdo em fungdo da concentragdo de genipina
utilizado na preparacdo da amostra. Amostra com 2% de quitosano (azul), amostra com 1,8% de
quitosano (laranja), amostra com 1,5% de quitosano (cinzento) e amostra com 1% de quitosano
(amarelo).

3.2.2.3. Adicéao de a ou B-ciclodextrina

Tendo em conta que a genipina € uma molécula anfifilica, foi testada a utilizacdo
de a-ciclodextrina (a-CD) e B-ciclodextrina (B-CD) para ver se a cinética de gelificacdo
era alterada. Para simplificar as medicGes foi somente utilizada a concentracdo mais
elevada de quitosano, ou seja, aquela cuja cinética de gelificacdo era mais rapida.

Na anélise do tempo de gelificagdo (figura 54) vemos que, de um modo geral, a
adicdo de B-CD aumenta o tempo de gelificacdo. Este aumento deve-se provavelmente a
insercdo de genipina na cavidade da 3-CD (complexo “host-guest”), o que diminui a sua
concentracdo disponivel para formar o gel e consequentemente diminuir a cinética de

gelificacéo.
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Figura 54 - Teste oscilatério de amostras com 2% de quitosano, 0,2% de Genipina e diferentes
concentracdes de B-CD, estando representada a variagdo de 6 em graus em func¢do do tempo de
gelificagdo em segundos. Amostra sem -CD (azul), amostra com 0,1% de B-CD (laranja),
amostra com 0,2% de B-CD (verde), amostra com 0,4% de B-CD (cinzento), amostra com 1% de
B-CD (amarelo).

Quando se utiliza a-CD em vez de B-CD o tempo de gelificagdo néo se altera.
Como a cavidade da a-CD é menor que a 3-CD é provavel que a interacdo com a genipina
seja menos favoravel e ndao se forme o complexo de inclusdo “host-guest”.
Consequentemente nao se observam alteracdes significativas na cinética de gelificacdo
(figura 55).
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Figura 55 - Teste oscilatério de amostras com 2% de quitosano, 0,2% de genipina e diferentes
concentragdes de a-CD, estando representada a variacdo de & em graus em fungdo do tempo de
gelificacdo em segundos. Amostra sem a-CD (amarelo), amostra com 0,1% de a-CD (laranja),
amostra com 0,2% de o -CD (azul), amostra com 0,4% de o -CD (cinzento).

3.2.2.4. Analise SEM

Os hidrogéis formados foram também analisados relativamente a sua morfologia
por microscopia eletrénica de varrimento no Laborato6rio de Coloides da Universidade de
Coimbra pelo Dr. Luis Alves e por Claudia Duarte, no ambito de um projeto de
investigacdo em curso entre a Universidade do Algarve e a Universidade de Coimbra
(figuras 56, 57 e 58).
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Figura 56 - Imagem ampliada 500X da estrutura de um hidrogel com concentragdo de 1% de
quitosano e 0,2% de genipina (foto cedida pelo Dr. Luis Alves).
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Figura 57 - Imagem ampliada 500X da estrutura de um hidrogel com concentracédo de 2% de
quitosano e 0,2% de genipina (foto cedida pelo Dr. Luis Alves).
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Figura 58 - Imagem ampliada 500X da estrutura de um hidrogel com concentragdo de 2% de
quitosano e 0,05% de genipina (foto cedida pelo Dr. Luis Alves).

Apesar de ndo ser completamente visivel nas figuras, quanto maior a percentagem
de genipina maior a reticulacdo do gel e menor o tamanho dos poros do mesmo. O efeito
parece ser menos acentuado com a concentracdo de quitosano. Este estudo morfoldgico

inicial carece ainda de mais testes.

3.2.2.5. Analise da turgescéncia das amostras

No estudo da turgescéncia das amostras, ou seja, a capacidade de absorver agua e
como é que esta varia num meio em que o pH € neutro ou em que o pH é &cido (5), foram
usados suportes metalicos (recipientes de filtros de cha adaptados) para conter fracdes das

amostras (figura 59).
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Figura 59 - Suporte improvisado, constituido por goblé e filtro metalico de cha, para medicéo da
turgescéncia dos hidrogéis.

Foram usadas amostras com 2% de quitosano e 0,2% de genipina, variando 3-CD
em 0,1% e 0,2%, com um tempo de gelificacdo de 47 e 65 horas antes da medicdo. Para
cada medicdo usaram-se sempre duas amostras, de forma a que enquanto que uma estava
a ser pesada, a outra permanecia dentro do suporte mergulhada em &gua destilada, para
se minimizar o efeito de perda de agua absorvida enquanto se fazia a medicdo. O uso
destes suportes metalicos poderd, de algum modo, influenciar a precisdo da pesagem para
a medicdo da turgescéncia, mas permite, pelo menos, avaliar a evolucdo qualitativa do
comportamento com determinado solvente.

Os graficos seguintes (figuras 60 a 63) foram elaborados recorrendo ao software
Kaleida Ghraph, representando os dados da analise da turgescéncia de algumas amostras
que se fizeram. Foram feitos ajustes aos dados experimentais recorrendo a dois modelos

matematicos [83, 84]:

m = Smaxx*t (12)

k+t

representado nas figuras seguintes com uma linha a cheio;

m = Smax-e Kt (13)

representado nas figuras seguintes com uma linha a tracejado.
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Figura 60 - Andlise da turgescéncia de uma amostra com 2% de quitosano, 0,2% de genipina e
0,1% de B-CD, passado 47 horas da adicao de genipina, em meio com pH neutro.
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Figura 61 - Analise da turgescéncia de uma amostra com 2% de quitosano, 0,2% de genipina e
0,1% de B-CD, passado 47 horas da adi¢do de genipina, em meio com pH 5.
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Figura 62 - Analise da turgescéncia de uma amostra com 2% de quitosano, 0,2% de genipina e
0,1% de B-CD, passado 65 horas da adi¢éo de genipina, em meio com pH neutro.
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Figura 63 - Analise da turgescéncia de uma amostra com 2% de quitosano, 0,2% de genipina e
0,1% de B-CD, passado 65 horas da adi¢do de genipina, em meio com pH 5.

Os parametros de ajuste das curvas dao-nos o tempo necessario para atingir
metade da turgescéncia total e o valor da turgescéncia total. Estes valores encontram-se

sumariados na tabela 3.
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Tabela 3 — Pardmetros obtidos dos modelos de ajuste dos pontos do swelling (turgescéncia) de
hidrogéis.

B-CD 0,1 0,2
(%)
tempo Modelo pH 7 5 7 5
s matematico
_ Smax xt Smax 0,64 0,80 0,67 0,79
2l k 2,05 0,31 1,93 0,29
a7 m = Smax-e *¢  Smax 0,63 0,82 0,60 0,84
k 0,37 0,56 0,42 0,59
_ Smax * t Smax 1,21 1,37 1,26 1,34
ktt k 0,58 1,17 0,54 115
65 m = Smax-e *¢  Smax 1,18 1,31 1,21 1,32
k 0,47 0,30 0,46 0,32

A variavel Smax, representa o valor de swelling maximo atingido em gramas,
enquanto k representa o tempo necessario para atingir metade do swelling maximo em
minutos (m é o valor da massa adquirida em gramas sendo t o valor do tempo em
minutos).

Para o caso do Smax, obtiveram-se valores semelhantes, independentemente do
uso de um ou do outro modelo. Os valores de Smax sdo superiores para os hidrogéis com
pH 5. Também se verificam maiores valores para os hidrogéis sujeitos ao maior tempo de
gelificacdo. No que diz respeito aos valores de k, estes ndo apresentam um padréo, como
no caso dos de Smax, decorrendo do facto da absorgéo de agua pelo hidrogel se dar quase
instantaneamente, nunca passando dos 2 minutos.

Em termos gerais, constata-se que todos os graficos representativos deste teste
apresentaram a configuracdo de uma curva cinética, havendo inicialmente um grande
aumento de massa e estabilizando de seguida. Este efeito é mais rapido no caso das
amostras sujeitas a pH &cido (5). As amostras com 0,2% de B-CD sdo qualitativamente

idénticas as de 0,1%, sugerindo que a B-CD ndo tem nenhum efeito relevante.
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4. Conclusodes

No decurso deste trabalho conseguiu-se com sucesso concretizar dois desideratos
principais decorrentes dos objetivos tragados. O primeiro foi sintetizar carbamato de
celulose, por dissolugédo de celulose natural. O segundo foi o desenvolvimento e a
caraterizacdo de hidrogéis obtidos a partir de quitosano. No entanto, a introducdo do
carbamato de celulose em solugdes de polimero, com o intuito de formar hidrogéis, ndo
se revelou frutifera.

Com base nos metodos que foram utilizados para identificar e caraterizar o CC,
qguimicamente sintetizado, pode considerar-se que o método reproduzido da literatura
(CarbaCell), mas com adaptacdes importantes, é eficaz na producdo deste. A
transformacéo das amostras de celulose em carbamato de celulose foi mais eficiente com
uma maior quantidade de ureia disponivel no meio. De uma forma global verificou-se
gue 0s picos sao mais intensos no caso da amostra de 40% de ureia do que na amostra de
20%. Apds analises aos resultados do DP, da viscosidade, bem como do FTIR verificou-
se que a criacéo de CC foi bem sucedida.

Com o uso do quitosano conseguiram-se obter hidrogéis. Foram efetuados testes
com varias fontes de quitosano para verificar qual seria a fonte que nas mesmas condicdes
consegue tempos mais reduzidos de gelificacdo, ou seja, qual o tipo de quitosano que
proporciona uma cinética de gelificacdo mais rapida.

Constata-se uma diminuicdo do tempo de gelificacdo com o aumento da
concentracdo de quitosano. Existe também uma diminuicdo do tempo de gelificacdo com
0 aumento da concentracdo de genipina. O menor tempo de gelificacdo ocorre para a
concentracédo de 1,8% de quitosano.

A adigdo de a-CD e B-CD foi testada de modo a competir com o quitosano para
as ligacbes com a genipina, resultando num aumento do tempo de gelificacdo. Este
aumento € mais visivel no caso da adi¢do de B-CD, pois a sua cavidade € maior que a da
a-CD, melhorando a sua inser¢do (complexo “host-guest”). A concentracdo de genipina
disponivel para fazer as ligacGes com o quitosano, para a formacéo do gel, torna-se menor,
resultando num aumento do tempo de gelificacéo.

Atraveés do estudo dos géis por SEM, constata-se que a reticulagéo é tanto maior
guanto maior a taxa de genipina adicionada, diminuindo o nimero de poros e 0 seu
tamanho nos géis. O mesmo efeito é visivel quanto maior a concentracdo de quitosano

disponivel no meio, no entanto de uma maneira menos acentuada que no caso da genipina.
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No que diz respeito a turgescéncia dos hidrogéis € visivel que a absorcao de agua,
adota 0 comportamento tipico de uma curva cinética, resultando num grande aumento de
massa por parte do gel. A diminui¢cdo do pH diminui o tempo necessario até que a
turgescéncia seja maxima.

Relacionando as conclusdes retiradas, considero que seria interessante completar
0s estudos realizados com as seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

- Testar outras concentragdes de quitosano e genipina, assim como outras
ciclodextrinas como a beta-CD modificada ou a gamma-CD;

- Realizar mais testes morfologicos de SEM;

- Testar a criacdo de hidrogéis baseados numa mistura de quitosano e celulose;

- Estudar hidrogéis que contenham farmacos, como potenciais materiais aplicados
a liberacdo controlada de drogas;

- Estudar a cinética de libertacdo de um determinado farmaco pelos hidrogéis de
quitosano, com recurso a um modelo matematico de equac@es de difusdo, variacbes de

pH e temperatura do meio exterior.
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