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RESUMO

Hidrogéis podem ser definidos como redes tridimensionalmente reticulados, que absorvem e
rettm agua e/ou fluidos bioldgicos sem se dissolver. Essa classe de materiais apresenta
diversas caracteristicas, tais como: semelhanca com a matriz extracelular dos tecidos (MEC) e
suporte para o crescimento celular e meio de transporte de nutrientes, aumentando a
viabilidade e proliferacdo celular. Essas propriedades permitem seu uso em diversas
aplicacBes biomédicas, incluindo engenharia de tecidos, curativos e administracdo de
medicamentos. Hidrogéis obtidos via reticulacdo por reacdo de base de Schiff, preparados a
partir de polimeros naturais, ttm ganhado especial atencdo, visto que estes possuem
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi
sintetizar hidrogéis a base de goma guar oxidada (GGOX) e gelatina (GELP) via reticulacdo
por reacdo de base de Schiff, visando a aplicagdo como curativos no tratamento de feridas. A
goma guar (GG) foi degradada a fim de aumentar a solubilidade, oxidada com periodato de
sodio em trés diferentes graus de oxidacgéo (20, 50 e 80%) e caracterizada por FTIR, RMN (*H
e 18C), GPC, TG e reologia. A modificacdo foi confirmada por FTIR e RMN !H. Os
cromatogramas de GPC para GG e os derivados oxidados mostram que a massa molar de pico
(Mpk) diminuiu com o aumento do grau de oxidacdo de GG. Os hidrogéis foram preparados
pela mistura de seus precursores (GGOX e GELP), em diferentes razdes volume/volume (v/v)
de GGOX/GELP (20:80, 30:70 e 40:60). Os hidrogeis foram caracterizados por tempo de
gelificacdo, FTIR, reologia, TG, MEV, intumescimento e degradacdo. A reacao de reticulagdo
dos hidrogeis foi confirmada por FTIR.O tempo de gelificacdo (Tgel) mostrou ser dependente
do grau de oxidacéo e da razdo GGOX/GELP. A gelificacdo se mostrou eficiente, uma vez que
melhorou as propriedades mecanicas e morfologica desses materiais. Os hidrogéis
GGOXB80/GELP apresentaram boas propriedades mecanicas, taxa de intumescimento e tempo
de degradacdo adequados para atuarem como candidatos para futuras aplicagdes biomédicas

no campo de curativos e/ou engenharia de tecidos.

Palavras-chave: hidrogéis; base de Schiff; oxidacéo.



ABSTRACT

Hydrogels can be defined as three-dimensionally reticulated networks, which absorb and
retain water and/or biological fluids without dissolving. This class of materials has several
characteristics such as: similarity to the extracellular tissue matrix (ECM) and support for cell
growth and nutrient transport, increasing cell viability and proliferation. These properties
allow its use in several biomedical applications, including tissue engineering, wound
dressings and drug administration. Hydrogels obtained via cross-linking by Schiff's base
reaction prepared from natural polymers have gained special attention, since they have
biodegradability and biocompatibility. In this sense, the objective of this work was to
synthesize hydrogels based on oxidized guar gum (GGOX) and gelatin (GELP) via cross-
linking by Schiff's base reaction, aiming at the application as wounds dressings. Guar gum
(GG) was depolymerized in order to increase solubility, oxidized with sodium periodate in
different degrees of oxidation (20, 50 and 80%) and characterized by FTIR, NMR, GPC, TG
and rheology. The change was confirmed by FTIR and NMR. The GPC chromatograms of
GG and oxidized derivatives show that the peak molar mass (Mpk) decreases with increasing
GG oxidation. Hydrogels were prepared by mixing their precursors (GGOX and GELP), in
different volume/volume (v/v) ratios of GGOX/GELP (20:80, 30:70 and 40:60). The
hydrogels were characterized by gelation time, FTIR, rheology, TG, SEM, swelling and
degradation. The crosslinking reaction of the hydrogels was confirmed by FTIR. The gelation
time (Tgel) was dependent on the degree of oxidation and on the GGOX/GELP ratio. The
gelation was efficient, since it improved the mechanical and morphological properties of these
materials. The GGOX80/GELP hydrogels showed good mechanical properties, swelling rate
and adequate degradation time to act as candidates for future biomedical applications in the

field of dressings and/or tissue engineering.

Keywords: hydrogels; Schiff base; oxidation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidrogéis e aplicacdes biomédicas

De acordo com a Sociedade Brasileira de Queimaduras, s6 no Brasil, cerca de um
milhdo de pessoas sofrem de queimaduras por ano, sendo que 200 mil procuram assisténcia
hospitalar, 40 mil demandam hospitalizacdo e cerca de 2.500 pacientes vao a 6bito direta ou
indiretamente em funcdo de suas lesbes. Dentre as lesdes cutdneas mais comuns, queimaduras
e Ulceras séo as que aparecem mais frequentemente (ARRUDA et al., 2018).

Existe uma diversidade de materiais destinados ao tratamento de regeneracao de
pele custeado pelo governo, porém, o custo dos curativos e a necessidade de sua frequente
troca torna o tratamento caro. Segundo Bagher et al., 2020, mais de 6,5 milhdes de pessoas
apresentaram feridas cronicas e ndo cicatrizantes, cujo custo anual de tratamento excede 25
bilhdes de ddlares nos Estados Unidos. Um dos grandes desafios da pesquisa nessa area,
consiste no desenvolvimento de biomateriais que apresentem um conjunto de requisitos de
forma a tornar a sua utilizagdo viavel, a partir de matérias-primas de baixo custo, facil acesso
e com caracteristicas adequadas para a funcédo destinada.

Nos ultimos anos, a engenharia de tecidos estd em progresso constante na
preparacdo de scaffolds para aplicacdo biomédica. Uma variedade de curativos vem sendo
desenvolvido na forma de membranas, nanofibras, filmes, espuma, hidrogel, entre outros (Zhu
et al., 2019). Hidrogéis sdo definidos como materiais poliméricos tridimensionalmente
reticulados, que absorvem e retém &gua e/ou fluidos bioldgicos sem se dissolver. A
semelhanca com a matriz extracelular dos tecidos (MEC), suporte para o crescimento celular
e meio de transporte de nutrientes proporciona o aumento da viabilidade e proliferacéo
celular, permitindo seu uso em diversas aplicacbes biomédicas, incluindo engenharia de
tecidos, curativos e administracdo de medicamentos (PAN et al., 2015).

Os hidrogéis como curativos vém se destacando devido as suas caracteristicas, tais
como: (a) mantém um ambiente Umido ao redor da ferida, (b) permitem a passagem de
oxigénio e nutrientes ao tecido em desenvolvimento, (c) atuam como um substituto da pele e
tendem a resistir a infeccdes de microrganismos, (d) possuem capacidade de absorver e reter
os exsudatos da ferida e, ao mesmo tempo, promover a proliferacdo de fibroblastos e a
formagdo do epitélio e (e) sdo facilmente removiveis sem causar dano ao ferimento
(SAGHAZADEH et al., 2018).

O fato dos hidrogéis apresentarem propriedades mecanicas e taxa de
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intumescimento ajustaveis para atender a demanda de diferentes tecidos tornou esses
materiais promissores no processo de cicatrizacdo de feridas. Quando comparados a maioria
dos curativos comerciais, a alta capacidade de retencdo de agua os tornam particularmente
suaves para as feridas e sua natureza ndo pegajosa causam menos desconforto ao paciente e
podem diminuir a dor durante o processo de cicatrizacdo (SAGHAZADEH et al., 2018).

Hidrogéis podem ser obtidos por meio de reticulagbes quimicas (formacdo de
ligacdo covalente entre os grupos funcionais das cadeias poliméricas) ou fisicas. As ligacdes
covalentes podem ser formadas por reagdes de Michael, reacdes de Click, reagdes via base de
Schiff, entre outras. Os hidrogéis reticulados fisicamente sdo estabilizados por associa¢ées ndo
covalentes tais como: forcas eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e/ou interacdes
hidrofobicas (RADHAKRISHNAN et al., 2017). Dentre os exemplos de reticulacdo quimica,
a reticulacdo via base de Schiff apresenta a vantagem de ser uma reacao rapida e processada
em condigdes suaves (Li et al., 2020).

As bases de Schiff sdo compostos provenientes da condensacdo de aminas (amina
primaria) com compostos carbonilicos (aldeidos e algumas cetonas) que dao origem ao grupo
imina (-R-C=N-), em que o0 grupo substituinte € o H, alquil ou aril. Esta classe de substancias
foi primeiramente sintetizada por Hugo Schiff em 1864, e por essa razdo recebeu seu nome.
Elas sdo estaveis em condi¢Oes basicas e neutras, poréem susceptiveis & hidrélise em meio

acido. AFigura 1 apresenta o mecanismo para formacéo da base de Schiff.
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Figura 1 - Mecanismo de formacdo de imina (base de Schiff) entre um aldeido e uma amina
primaria

Fonte: Adaptado de Klein, Vol. 2, 2016.

A reacgdo se processa em condic¢des brandas, podendo ser processadas em pH do
meio fisiologico e tem somente &gua como subproduto (JIA; LI, 2015). Outra caracteristica
importante é a reversibilidade com a mudanca de pH, podendo se degradar em ambientes
acidos. Portanto, os hidrogeis preparados a partir dessa reacdo tém excelentes perspectivas no
campo biomédico, incluindo administracdo de medicamento, regeneracdo de tecidos,
cicatrizagdo de feridas, curativos, bioprinting e biossensores devido a sua simplicidade,
reversibilidade, sensibilidade ao pH e biocompatibilidade (XIN; YUAN, 2012; XU; LIU;
HSU, 2019).

Varios polimeros naturais e sintéticos, bem como suas combinagdes, tém sido
utilizados na preparacdo de hidrogéis (CHEN et al., 2017). Em particular, os polimeros
naturais de diferentes fontes, como acido hialurdnico, pectina, alginato, gelatina, colageno,
dextrana e quitosana, apresentam algumas vantagens em relacdo aos polimeros sintéticos. Sdo
elas: alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxidade, semelhanca com a matriz
extracelular tecidual, e capacidade de direcionar o crescimento celular durante o processo de
regeneracdo tecidual (MUZZARELLI et al., 2012; YU et al., 2013). Além disso, os polimeros
naturais apresentam grupos funcionais em sua estrutura tais como: hidroxila, amino e/ou acido
carboxilico), o que os torna susceptiveis a varios tipos de modificacdes quimicas, que séo
propicias para introducdo de grupos reticulaveis ou bioativos nos polissacarideos precursores
(PARK; WOO; LEE, 2014).
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Geralmente, sdo necessarias modificagdes quimicas para a introducdo dos grupos
aldeidicos nos polimeros naturais para a sintese de hidrogéis via reacdo base de Schiff. Os
polimeros podem ser modificados através da oxidacdo com periodato de sodio, na qual ocorre
a conversdao de diois vicinais em grupos aldeido. A introdugdo desses grupos permite que
esses biopolimeros possam atuar como um agente macroreticulante para outros polimeros que

contenham em sua estrutura grupos amino (como quitosana, gelatina e colageno).

1.2 Galactomananas

Galactomananas sdo heteropolissacarideos neutros encontrados no endosperma de
sementes da familia Leguminosae, que desempenham o papel de reserva. Sdo compostas por
uma cadeia principal formada por unidades monossacaridicas de [-D-manopiranose unidas
por ligacdes glicosidicas (1—4), substituidas em O-6, por unidades monossacaridicas de o-D-
galactopiranose (CERQUEIRA et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2014).

Embora as galactomananas sejam extraidas de diferentes espécies e apresentem a
mesma estrutura basica, elas variam em relacdo a razdo manose/galactose (M/G), massa molar
e distribuicdo de unidades de galactose ao longo da cadeia principal. Geralmente, as
galactomananas com maior teor de galactose sdo sollveis em &gua, e apresentam a menor
capacidade de formagio de gel. As que tém o maior teor de manose apresentam tendéncia de
interagir com outros polissacarideos (VEDRUSCOLO et al., 2009; PRAJATI et al., 2013).

As galactomananas se destacam devido a sua capacidade de formar solugdes
altamente viscosas, mesmo em concentracdes baixas, que sdo afetadas pelo pH, forca idnica e
temperatura. Devido as propriedades fisico-quimicas e reoldgicas, essas gomas tém sido alvo
de intensas pesquisas, principalmente na area industrial e académica, sendo amplamente
usadas na industria farmacéutica, téxtil, de cosméticos e alimentos, entre outras
(SHAHBUDDIN et al., 2013; SHARMA et al., 2018).

As principais fontes de galactomananas comerciais sdo: a goma guar (Cyamopsis
tetragonolobus, razdo M/G 2:1), goma alfarroba (Ceratonia siliqua, razdo M/G 3,5:1) e goma
tara (Caesalpinia spinose, razdo M/G 3:1) (FRANCO et al., 2013), com um consumo
estimado de 70 a 80 e 12 a 14 mil toneladas por ano para as duas primeiras gomas. Dentre
essas fontes de galactomanana, a goma guar se destaca pela facilidade de obtencéo e baixo

custo.
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1.3 Goma Guar (GG)

A goma guar é obtida a partir do endosperma das sementes de Cyamopsis
tetragonolobus, pertencente a familia Leguminosae. Ele é composto por cerca de 80% de
galactomanana, 12% de agua, 5% de proteinas, 2% de cinzas e 0,7% de gordura (GEORGE;
SHAH; SHRIVASTAYV, 2019).

Geralmente, a planta guar é cultivada nos subcontinentes indianos e no hemisfério
sul, como nas regides semiaridas do Brasil, Africa do Sul e Australia. Ela ainda pode ser
encontrada no sul dos Estados Unidos (Texas e Arizona). india e Paquistdo sdo responsaveis
por 90% da producdo mundial de goma guar, sendo 80% fabricados apenas pela India.
Estima-se que nos anos de 2013 — 2014, cerca de 650 mil toneladas de goma guar foram
produzidas pela India, das quais 601 mil toneladas foram comercializadas e mais de 50%
exportada para os Estados Unidos. Atualmente, a goma guar apresenta um mercado mundial
anual estimado de 150 mil toneladas (THOMBARE et al., 2016; SHARMA et al., 2018).
Alguns autores relataram a relagdo M/G para a goma guar de 1,6:1 a 1,8:1, mas a relacdo de
aproximadamente 2:1 também é relatada (Figura 2) (THOMBARE et al., 2016; DRESSLER
et al., 2003).

Figura 2 - Estrutura da goma guar com razdo M/G de 2:1
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Fonte: elaborada pela autora.
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A goma guar € um produto extensivamente usado em varios setores da industria,
especialmente por formar solucBes altamente viscosas, mesmo em baixas concentracdes,
devido a sua alta massa molar. Apresenta, também, capacidade de hidratar-se em agua fria,
carater ndo-idnico e interagbes intermoleculares, através de ligacBes de hidrogénio. Além
disso, a goma guar é um material ndo toxico, adequada ao consumo humano e aplicacoes
biomédicas (SHAHBUDDIN et al., 2013).

A galactomanana pode ser quimicamente modificada por apresentar grupos
hidroxila disponiveis ao longo da sua cadeia, o que amplia suas perspectivas de aplicacéo,
como em alimentos, tintas e pigmentos, campo petrolifero, papel, tratamento de agua e
industrias farmacéuticas (SHARMA et al., 2018). Alguns dos derivados da GG reportados na
literatura sdo: carboximetil (DODI et al., 2011), hidroximetil (LAPASIN et al., 1991),
hidroxipropil (LAPASIN et al., 1995), O-carboximetil O-hidroxipropil (SHI; ZHANG, 2007),
goma guar oxidada com TEMPO (CASTRO et al., 2016), oxidada com periodato de sodio (
LIMA et al., 2020; VARMA et al., 1997), goma guar sulfatada (VISMARA et al., 2012), entre

outros.

1.4 Oxidagao com periodato de sodio

A oxidagdo com periodato de sodio é considerada como um método simples e
classico, bastante utilizado na caracterizacdo e elucidacdo estrutural de carboidratos
complexos (BRUNEEL; SCHACHT, 1993). A reacdo com 0 periodato permite a introducdo
de grupos dialdeidos em polissacarideos ou glicoproteinas (KRISTIANSEN, K.; POTTHAST;
CHRISTENSEN, 2010).

A oxidacéo de polissacarideos com periodato € seletiva e envolve a conversao de
hidroxilas vicinais em grupos dialdeidos. A Figura 3 mostra a seletividade do ion periodato
em relagdo a unidade de galactose e os produtos dialdeidicos obtidos a partir de diferentes
padrdes de ligacdo. A Unica situacdo em que a unidade monossacaridica ndo é oxidada pelo
fon periodato é a representada pela Figura 3b. Nessa situacdo, a unidade de galactose

apresenta padréo de ligacdo 1->3, ndo contendo assim hidroxilas vicinais.
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Figura 3 - Seletividade da reacdo do periodato com unidades de agucar com diferentes
padrdes de ligacdo: residuos ligados 1->2 (a), 1->3 (b) e 1>4 (c)
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Fonte: Adaptado de Kristiansen et al. (2010).

No caso de unidades glicosidicas contendo trés hidroxilas vicinais, uma dupla
oxidagéo podera ocorrer tendo 1 mol de &cido férmico como subproduto, mediante consumo
de dois mols de periodato (BRUNEEL; SCHACHT, 1993; KRISTIANSEN; POTTHAST;
CHRISTENSEN, 2010). O mecanismo de oxidagdo de uma unidade de galactose pelo ion
periodato € mostrado na Figura 4. Esse mecanismo envolve a formacdo de um intermediario
de 5 membros chamado de éster iodato ciclico (etapa 4), seguido da clivagem de ligacédo
concertada para gerar os derivados dialdeidos (etapa 5). Para que a reacdo se processe, 0S
grupos hidroxila adjacentes devem estar orientados na posi¢ao equatorial-equatorial ou axial-
equatorial. Didis vicinais quando orientados na posicdo rigida trans axial-axial impedem a
reacao, pois ndo é possivel a formacéo do intermedirio reacional ciclico (éster iodato ciclico)
(WANG et al., 2013; KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010).
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Figura 4 - Mecanismo proposto para oxidacdo de uma unidade de galactose pelo ion periodato
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Fonte: elaborada pela autora.

Nos ultimos anos, a modificacdo de polissacarideos usando periodato de sodio
tem sido amplamente relatada na literatura Alguns polissacarideos estudados sdo:
galactomanana de Delonix regia (LIMA et al., 2020), goma do cajueiro (Maciel et al., 2019),
alginato (BALAKRISHNAN; JAYAKRISHNAN, 2005; JEJURIKAR et al., 2012), celulose
(DASH et al., 2013; KIM et al., 2017), dextrana (WEI et al., 2018), carboximetilcelulose
(JIANG et al., 2016; LI et al.,, 2016), goma xantana (GUO, et al., 2014), pululana
(BRUNNEEL; SCHACHT, 1993; ZHANG et al., 2019), escleroglucana (CHRISTENSEN;
AASPRONG; STOKKE, 2001), entre outros.

1.5 Gelatina

A gelatina é uma proteina natural obtida a partir da hidrélise parcial do colageno,

que é um constituinte da matriz extracelular dos animais vertebrados, como pele, 0ssos e
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cartilagens. As fontes mais abundantes de gelatina séo: pele de porco (46%), pele bovina
(29,4%), carne suina e bovina (23,1%) e peixes (1,5%) (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011;
HASAN et al., 2018).

A obtencdo da gelatina depende da matéria-prima do coladgeno utilizada (como a
fonte e idade do animal), processo de desnaturacdo e tipo de coldgeno, composicdo e
propriedades (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A gelatina origina-se da dissociacdo térmica
das cadeias polipeptidicas do colageno. O colageno insoluvel é convertido em gelatina soluvel
através de hidrdélise acida ou béasica. Esse processo pode resultar em dois diferentes tipos de
gelatina: Tipo A e Tipo B, obtidas a partir de um pré-tratamento &cido e bésico,
respectivamente (DUCONSEILLE et al., 2015).

Como todas as proteinas, a gelatina é composta de L-aminoacidos unidos por
ligacGes peptidicas e é constituida por uma sequéncia de tripeptideos, glicina —X-Y, onde X e
Y podem ser qualquer um dos aminoacidos que compdem a gelatina. A prolina tem
preferéncia pela posi¢do X e a hidroxiprolina pela posicdo Y (DUCONSEILLE et al., 2015).

A gelatina é uma biopolimero extremamente versatil, produzida em larga escala a
baixo custo. Suas principais caracteristicas sdo: solubilidade em agua e capacidade de
formacdo de gel termo-reversivel, além da capacidade de formar filmes e membranas. Por
essas razdes é muito utilizada nas industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica, entre outras
(GHOSH et al., 2018).

Na area biomédica, tem sido reportada sua utilizagdo como biomaterial em
engenharia de tecidos, curativos e liberacdo de farmacos, principalmente devido a sua
excelente biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxidade, propriedades de adeséo e
proliferacéo celular (PINTILIESCU-GASPAR; STANCIUC; CRACIUNESCU, 2019). Apesar
dessas vantagens, a aplicacdo da gelatina € limitada em temperatura fisiologica, pois a mesma
se torna liquida, degrada-se rapidamente e apresenta propriedades mecanicas muito baixas,
limitando assim seu uso em aplicagdes clinicas (HASAN et al., 2018; PAN et al., 2015). Essa
limitacdo pode ser superada pela reticulagdo quimica usando diferentes agentes reticulantes,
como o formaldeido, glutaraldeido, 1-etil-3- (3-dimetilaminopropilo) -carbodiimida (EDC) e
genipina. No entanto, alguns deles apresentam citotoxidade e baixa compatibilidade (ZHANG
etal., 2019).

Uma alternativa vidvel para contornar tal problematica é a reticulacdo quimica da
gelatina com polissacarideos oxidados, obtendo, assim, materiais biocompativeis e
biodegradaveis, sem o uso de agentes reticulantes toxicos. Varias combinacdes de gelatina e

derivados dialdeidos sdo reportados na literatura, como pode ser visto na Tabela 1.



Tabela 1 — Materiais a base de gelatina e derivados dialdeidicos de polissacarideos via reticulacdo base de Schiff

Polissacarideo

Nome % (MIV)? GOP [GEL]® % OX:GEL" Aplicagéo Referéncia
Goma do 0 . Engenharia de Maciel et al.,
Cajueiro > 17,45e 70% > 11 tecidos 2019

Salecan 5 10,6% 5 4:1; 3:1;. 2:1; .1:1; 1:2; lelera(;ao de Fan et al.. 2020
1:3el:4 farmacos
Dextrana 10 41% 20 37. 46,55 6:407:3  Cnoennanade ol 2015
tecidos
Pululana 1,2,3,4e5 - 10 1:1 Apllc,ag_oes Zhang et al., 2019
biomédicas
. L 70:30; 60:40; 50:50; Engenharia de
0
Alginato de sédio 5 33% 5 40:60 & 30:70 tecidos Sarker et al., 2014
Sulfato de 20,40,60¢€ , . Dawlee et al.,
condroitina 10 80% 20 11 Curativos 2008
Nanocristal de 1,2,3¢4 49,39% 8 2:8; 3:8 ¢ 4:8 Engenhariade g etal., 2018
celulose tecidos
7,88; 22,52; Engenharia de
1% 1 11 . l., 2014
Xantana ° 32,75 € 45,03% 0 Alimentos Guoetal., 20
Succinoglicana 1,2e3 85% 10 1:1 Aplicagoes Kim et al., 2020
biomédicas

Fonte: elaborada pela autora.

aConcentracao % (m/v)

®Grau de oxidagio experimental

‘Concentracdo da Gelatina % (m/v)

dProporgaoderivado dialdeidico:gelatina (v/v)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar hidrogéis a base de goma guar oxidada e gelatina com

potencial aplica¢do em curativos.

2.2 Objetivos Especificos

e Reduzir a massa molar da goma guar.

e Caracterizar a goma guar degradada por Analise Elementar, Espectroscopia de
Absorcao na Regido do infravermelho (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
de H), Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), Reologia de Fluxo e Analise
Termogravimétrica (TGA).

e Modificar a goma guar degradada por oxidacdo com periodato de sddio (NalOs) em
diferentes graus de oxidagéo.

e Caracterizar os derivados oxidados obtidos por meio de FTIR, RMN de H e 13C,
GPC, Reologia de Fluxo e TGA.

e Preparar hidrogeis a partir da goma guar oxidada e da gelatina (GELP) por reticulacdo
via formacéo de base de Schiff.

e Avaliar a influéncia do grau de oxidacdo e da razdo dos hidrogeis de GGOX/GELP
quanto a estrutura e propriedades reoldgicas.

e Caracterizar os hidrogéis obtidos por tempo de gelificacdo, FTIR, reologia, analise
termogravimétrica  (TGA), microscopia eletrbnica de varredura (MEV),

intumescimento e degradacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os solventes e reagentes utilizados foram: Gelatina tipo A (obtida de pele de
porco, 300 bloom) e Goma Guar (Sigma), alcool etilico (Synth), cloridrato de hidroxilamina
(NH20H.HCI) e periodato de sodio (NalO4) (Dinamica). Etileno glicol (CH2OHCH:0H),
biftalato de potassio (KHCgH4O4), fosfato de sddio monobasico (NaH2POa), fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO.), hidroxido de sédio (NaOH) e acetona foram oriundos da Vetec.

3.2 Purificacdo da goma guar

A goma guar passou por uma etapa de reprecipitacdo para retirada das eventuais
impurezas ou contaminantes. O procedimento foi realizado como descrito a seguir: pesou-se
cerca de 20 g da goma e dissolveu-se em 2 L de agua destilada sob agitacdo mecanica (250
rpm) por 48 horas na temperatura ambiente (~28°C). Logo apds, a solucgéo foi centrifugada a
6000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi recolhido e, em seguida, lentamente precipitado em
alcool etilico comercial 96% na proporcdo de 1:3 (volume de solugdo de goma/volume de
alcool) por 1 h. O precipitado de goma guar obtido foi coletado em funil de placa sinterizada
(G2), lavado com etanol P.A (3x) e acetona P.A (2x) e seco com jato de ar quente. O material
obtido foi denominado como GG. O processo de purificagdo da goma guar obteve um

rendimento que variou entre 75 — 85%.

3.3 Degradacao da Goma Guar em ultrassom

Inicialmente, foi realizado um processo de degradacdo da goma guar por
irradiacdo ulltrassénica para aumentar a solubilidade dos derivados oxidados. O processo de
degradacdo da goma guar na concentracdo de 0,5% (m/v) foi realizado utilizando um reator
ultrassénico VCX — 750 operando com poténcia media 20 W a 15 °C por 30 minutos. O

material obtido foi seco por liofilizagdo e denominado como GGD.

3.4 Oxidacéao da Goma Guar
A reacdo de oxidacdo da goma guar degradada foi baseada na metodologia

desenvolvida por Maciel et al., (2019), com algumas modificagdes. Foram adicionadas a
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solucdo de goma guar degradada (0,5% m/v) quantidades distintas de periodato de sodio
(NalOs) de modo a obter teoricamente graus de oxidagdo de 20, 50 e 80% (Tabela 2). A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética por 6 horas protegida da luz. Em
seguida, foi adicionado etilenoglicol em uma razao molar de 1:1 em relagcdo ao NalO4 para
interromper a reacdo. A mistura reacional foi dialisada contra agua destilada durante 4-5 dias
em membrana de celulose com limite de exclusdo de 12.400 g.mol™?, filtrada em funil de placa
sinterizada (G2) e entdo, liofilizada. Os derivados oxidados obtidos foram chamados de
GGOX20, GGOX50 e GGOX80, no qual os nimeros 20, 50 e 80 fazem referéncia ao grau de

oxidagéo teorico.

Tabela 2 - Relacdo entre o grau de oxidacdo tedrico e quantidade de periodato de sodio

Derivado Grau de oxidagéo tedrico N° de m_o_ls de NalOq
(%) adicionado
GGOX20 20 2,46 x 1073
GGOX50 50 6,16 x 103
GGOX80 80 9,84 x 107

Fonte: dados da pesquisa.

3.5 Caracterizacdo da goma guar, goma guar degradada e derivados oxidados

3.5.1 Anédlise Elementar — Teor de proteinas

As amostras de goma guar (GG), goma guar purificada (GGP) e goma guar
degradada (GGD), foram analisadas por microanalise elementar utilizando o equipamento
Analisador Elementar - Perkin Elmer 2400 Series ii no modo CHN.

O teor de proteinas foi calculado pelo teor de nitrogénio, usando-se um fator de
conversdo de 5,85 (Azero e Andrade, 2002).

3.5.2 Espectroscopia de absorbancia na regido do infravermelho (FTIR)
Os espectros de FTIR da GGP, GGD e dos derivados oxidados foram obtidos em

pastilhas de brometo de potassio (KBr) em equipamento da Shimadzu modelo IRTracer - 100,

operando numa faixa de 4000 a 400 cm™.
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3.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e (3C) da
GGP, GGD e dos derivados oxidados foram realizadas no equipamento Bruker Modelo
Avance DRX500 a 70 °C, utilizando DSS como padrdo interno. Aa amostras foram

dissolvidas em DO na concentragéo de 0,025 g/mL.

3.5.4 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A massa molar de pico (M) da GGP, GGD e dos derivados oxidados foi
estimada por cromatografia de permeacéo em gel utilizando um cromatégrafo Shimadzu LC-
20AD com detector de indice de refracdo RID-10A em temperatura ambiente. As analises
foram realizadas com coluna linear PolySep (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 1,0 mL.min",
solucdo da amostra na concentracdo de 0,1% (m/v), tendo agua como solvente e NaNOs 0,1
mol.L* como eluente. O volume injetado de amostra foi de 50 uL. Como padrio foi utilizada
uma curva de pululanas (Shodex Denko®) com massa molar na faixa de 5,9 x 10° a 7,88 x

10° g. mol ™.

3.5.5 Reologia de Fluxo

As propriedades reoldgicas de GGP, GGD e dos derivados oxidados na
concentracdo de 5% m/v foram determinadas por reologia de fluxo em rebmetro TA
instruments modelo AR-550, com geometria do tipo cone-placa de didmetro de 60 mm na

faixa da taxa de cisalhamento de 0,1 a 1000 s* a uma temperatura de 25 °C.

3.5.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico da GGP, GGD e dos derivados oxidados foi analisado
em equipamento X DTG-60H sob atmosfera de ar sintético, utilizando-se um fluxo de 40
mL/min. Foram utilizadas 5 mg de amostra em cadinho de alumina em uma faixa de 25 a 800

°C a uma razao de aquecimento de 10 °C/min.
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3.5.7 Determinacdo do grau de oxidagao por titulagdo potenciométrica

O grau de oxidacdo dos derivados oxidados, isto é, a percentagem de unidades
monossacarideas oxidadas de GG, foi determinado pelo método de titulagdo potenciométrica
usando o cloridrato de hidroxilamina (ZHAO; HENDEL, 1991). Foram dissolvidos 50 mg de
GGOX em 25 mL de cloridrato de hidroxilamina 0,25 mol.L™, sob agitacdo magnética por 24
horas a temperatura ambiente. A conversdo de aldeidos em oximas (C=N-OH) foi seguida de
titulagdo potenciométrica com NaOH 0,096 mol.L™, previamente padronizado com biftalato
de potéssio (KHCgH404). A mudanga de pH com a adi¢do de volumes de NaOH foi registrada.
O volume de equivaléncia foi determinado através da derivada segunda da curva titulométrica

e o0 grau de oxidacdo (GO) pela Equacéo 1.

162xV xcx10°°
2m

GO =

%1000 (1)

No qual V é volume da solucdo de NaOH consumido no ponto de equivaléncia,emmL; c é a
concentracéo da solugio de NaOH, em mol.L; m é a massa de GGOX, em gramas; e 162 é a
massa molar da unidade de repeticdo monossacaridica (manose ou galactose), em g.mol ™.

As reacdes quimicas ocorridas durante o processo de determinacdo do grau de

oxidacdo estdo representadas pelas Equacdes quimicas 2, 3 e 4.

GGag) +tNalOs — GG-(CHO)x(aq) (2
GG-(CHO)n(ag)+ nNH20OH.HCl(aq) — GG-(CH=N-OH)x(aq) + nHCI (aq) + nH20 3)
HCl(aq) + NaOH(aq) — NaCl(aq) + H20(l) 4)

3.6 Preparacao e caracterizacdo dos hidrogéis de GGOX/GELP

Foram preparadas solugdes de GGOX20, GGOX50, GGOX80 e GELP na
concentracgio de 5% (m/v) usando tamp&o fosfato (PBS) 0,1 mol.L™ pH 7,4 como solvente.
As solucBes de GGOX50 e GGOX80 foram mantidas sob agitacdo magnética por 12 horas e,
em seguida, aquecidas a 50 °C por 2 horas. A solucdo de GELP foi preparada intumescendo-
se primeiramente o sélido por aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, aquecendo-a a 50 °C por 40 minutos. A temperatura das solucdes foi reduzida para

37 °C e, em seguida, as solugdes de GGOX e GELP foram misturadas em diferentes razdes
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volume/volume (20/80, 30/70 e 40/60) perfazendo um volume total de 1 mL. Foram usados
frascos cilindricos com 2,5 cm de diametro e 3,5 cm de altura para armazenar os hidrogéis. Os
hidrogéis foram deixados sob temperatura ambiente por 24 horas (Figura 5) e, em seguida,
armazenados a -80 °C em ultra freezer Nuaire por 24 horas e entdo liofilizados (Figura 6).

Figura 5 - Imagem do hidrogel pré-curado apés 24 horas

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 6 - Imagens dos hidrogeis GGOX80/GELP liofilizados - imagem transversal (1) 20:80,
(11) 30:70 e (I11) 40:60

Fonte: dados da pesquisa.

3.6.1 Tempo de gelificacao

O tempo de gelificacdo foi determinado pelo método da barra magnética como
descrito por Balakrishnan et al., 2017. A andlise foi feita usando um volume total de 300 pL
com o auxilio de uma barra magnética (didametro 3,3 mm, comprimento 10 mm) a 100 rpm a
uma temperatura de 37 °C. O tempo requerido para a formacdo de um globulo foi anotado
como tempo de gelificacdo. As anélises foram realizadas em triplicata.

Os tempos de gelificacdo dos sistemas de GGOX80/GELP foram determinados
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também por reologia, a partir do qual o modulo de armazenamento (G’) e modulo de perda

(G”) foram medidos em fungao do tempo por 4 horas.

3.6.2 Espectroscopia de Absorcéao na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR dos hidrogéis secos foram obtidos em pastilhas de brometo
de potéssio (KBr) em equipamento Shimadzu IRTraccer-100, operando numa faixa de 4000 a
400 cm™.

3.6.3 Reologia

Os sistemas GGOX80/GELP foram preparados de acordo com o procedimento 3.6
e, em seguida, foram deixados em repouso por 24 h para garantir a total gelificacdo. Os
ensaios para determinacdo das propriedades mecénicas foram realizados em reémetro AR 550
TA Instruments com geometria de placa paralela (didmetro, 40 mm), operando no modo
oscilatorio a uma frequéncia de 4Pa e 0,15 Hz (dados previamente escolhidos através de testes
de rampa de tensdo e frequéncia) a 37 °C. G’ foi analisado em fung¢do do tempo por 20

minutos.

3.6.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico de GGOX80, GELP e dos hidrogéis GGOX80/GELP
foi analisado em equipamento X DTG-60H sob atmosfera de ar sintético, utilizando-se um
fluxo de 40 mL/min. Foram utilizados 5 mg de amostra em cadinho de alumina em uma faixa

de 25 a 800 °C a uma razéo de aquecimento de 10 °C/min.

3.6.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A estrutura da superficie dos hidrogéis foi avaliada com o equipamento de
Microscopia Eletronica de Varredura Quanta - FEG FEI 450, operando com uma voltagem de
aceleracédo de feixe de elétrons de 20 kV. Apds liofilizados, os hidrogéis foram congelados em

nitrogénio liquido para serem cortados e, em seguida, foram revestidos com ouro.
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3.6.6 Intumescimento

O comportamento de intumescimento dos hidrogéis GGOX80/GELP foi analisado
em solucdo de tampéo fosfato (PBS pH 7,4) a temperatura ambiente. Os hidrogéis secos (M1)
e pesados foram imersos em 30 mL de solugdo tampéo e retirados em intervalos de 10
minutos. As amostras foram retiradas, a superficie dos géis intumescidos foi seca
cuidadosamente com papel filtro, e a sua massa medida (M.). O grau intumescimento dos géis

foi calculado a partir da Equacdo 5. O ensaio foi realizado em triplicata.
Grau de Intumescimento (W) = Mz = Ml/M2 (5)

3.6.7 Degradacao

Os hidrogéis GGOX80/GELP liofilizados (M1) e pesados foram imersos em 30
mL de tampéo fosfato (PBS pH: 7,4) e colocados em incubadora a 37 °C com rotagédo de 100
rom. A massa dos hidrogéis foi monitorada por 30 dias e em intervalos de tempo
especificados (1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias). Os hidrogéis foram cuidadosamente retirados e
lavados com agua destilada por 3 dias para remover a salinidade. Em seguida, eles foram

liofilizados e pesados (M>). O ensaio foi realizado em triplicata.
A degradacdo das amostras foi medida de acordo com a equacdo 6 ap0s cada periodo de
tempo:
~ _ M,
Degradagio (%) = /M1 x 100

(6)

onde, M1 = peso inicial das amostras e M2 = Peso final das amostras em cada intervalo de

tempo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Degradacao da Goma Guar em ultrassom

4.1.1 Analise Elementar — Teor de Proteina

O teor de proteinas das amostras da goma guar (GG), goma guar purificada (GGP)
e goma guar degradada (GGD) foi calculado utilizando o fator de conversdo de 5,87 a partir
do teor de nitrogénio obtido por analise elementar, segundo Azero e Andrade (2002) (Tabela
3).

Tabela 3 - Teor de nitrogénio e proteinas

Amostra % N % Proteinas
GG 0,59 3,44
GGP 0,29 1,68
GGD 0,25 1,47

Fonte: dados da pesquisa.

A goma guar apresentou uma quantidade razoavel de proteina (3,44%), valor este
semelhante ao obtido por Cunha et al., 2007. Esse teor elevado pode ser devido a presenca de
algumas impurezas ou contaminantes, oriundas do processamento da semente. Por isso, nesse
trabalho realizou-se o processo de purificacdo para retirada desses eventuais residuos. O teor
de proteina de GGP reduziu pela metade, indicando que a etapa de purificacdo foi eficiente,
como pode ser visto pela diferenca de coloragdo das amostras (Figura 7).

O valor de GGD se mostrou semelhante ao obtido de GGP. Resultados préximos a
esses foram encontrados por MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2012c para goma guar € goma
guar hidrolisada parcialmente, cujos valores foram de 4,32 e 1,95 %, respectivamente.

Figura 7 - Goma guar antes e depois do processo de purificacdo

Fonte: elaborada pela autora.
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4.1.2 Espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR da goma guar purificada (GGP) e da goma guar degradada
(GGD) sdo mostrados na Figura 8. O espectro de GGP apresentou bandas caracteristicas, que
estdo em concordancia com as estruturas tipicas de galactomanana encontradas na literatura
(SANTOS et al., 2019; RAJPUT; PANDEY; JOSHI, 2015). A banda larga em
aproximadamente 3407 cm™ corresponde ao estiramento do grupo hidroxila proveniente das
unidades polissacaridicas, enquanto a banda em 2912 cm™ estd associada a vibragoes
simétricas do grupo CH. A banda de absor¢do em 1647 cm™ esta relacionada a ligagdo O-H
das moléculas de agua e a banda em 1025 cm™ a ligagdo C-O-C. Também foram observadas
bandas em 809 e 870 cm™, que sdo atribuidas ao estiramento da ligacdo glicosidica das
unidades de B-D-manopiranose e a-D-galactopiranose, respectivamente.

No espectro de GGD, os picos caracteristicos permaneceram semelhantes aos da
GGP. Essa semelhanca entre os espectros indica que a estrutura quimica de GGD néo foi
modificada pela degradacdo por ultrassom. Resultados semelhantes foram obtidos por Buriti
et al., 2014 e Mudgil et al., 2012c, que ndo encontraram modificacGes estruturais nos
espectros de FTIR da Caessalpinia pulcherrima e goma guar apds a hidrdlise parcial com

celulase de A. niger.

Figura 8 - Espectros na regido do infravermelho de GGP e GGD
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Fonte: dados da pesquisa.
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4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN tH)

A Figura 9 apresenta o espectro de RMN 'H de GGP e GGD. No espectro da
goma guar purificada, os sinais dos protons anoméricos em & 5,02 e 4,75 ppm sdo atribuidos
ao H-1 da a-D-galactose ¢ B-D-manose, respectivamente. Os sinais dos protons relacionados
a0 H-C2 e H-C6 da unidade de manose sdo observados em 6 4,12 e 3,56 ppm,
respectivamente. Observa-se também, os sinais dos prétons relacionados ao H-C4 e H-C6 da
unidade de galactose em & 4,01 e 3,76 ppm, respectivamente. A relacdo Manose/Galactose
(M/G), calculada a partir da integracdo na regido dos sinais anoméricos, foi de 1,69:1, na faixa
determinada por outros autores: 1,8 (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005), 1,67 (CUNHA et al.,
2007), 1,55 (DRESSLER et al., 2003), 1,44 (MIYAZAWA; FUNAZUKURI, 2006) e 1,68
(AZERO; ANDRADE, 1999).

No espectro de GGD, os sinais foram observados em 6 5,02 ¢ 4,75 ppm, valores
semelhantes aos encontrados para GG. A razdo M/G para essa amostra foi de 1,40:1, menor
do que a encontrada para a GG, o que indica que houve guebra entre as unidades de manose
na cadeia principal durante o processo de degradacdo. Esse comportamento também foi
observado por Buriti et al., 2014, que constataram reducdo de 3,65:1 para 3,24:1 para a
galactomanana de Caessalpinia pulcherrima antes e ap6s a hidrolise parcial, respectivamente.

Figura 9 - Espectros de RMN *H de GGP e GGD obtidos a 70 °C em D20

T e, M,
r T T T T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
r T T T T T T T T T 1
75 7.0 6.5 6.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Fonte: dados da pesquisa.
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4.1.4 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A Figura 10 mostra os cromatogramas de GGP e GGD. Eles apresentaram perfis
unimodais. O pico de GGD foi deslocado para um maior volume de eluigéo, indicando
uma reducao na massa molar. A Tabela 4 mostra os volumes de eluigédo e os valores da
massa molar de pico (Mpk). Nota-se que a degradagdo em ultrassom alterou a massa molar
de pico da goma guar de 8,88x10° para 5,25x10° g.mol™, que corresponde a uma reducéo

de 1,7 vezes.

Figura 10 - Cromatogramas para as amostras de GGP e GGD
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 4 - Massa molar de pico (Mpk) de GGP antes e ap0s a degradacao por ultrassom

Amostra Volume de eluicdo (mL) Mpk (g/mol)
GGP 6,55 8,88 x 10°
GGD 6,75 5,25 x 10°

Fonte: dados da pesquisa.
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4.1.5 Reologia

As curvas de viscosidades de GGP e GGD sdo ilustradas na Figura 11. Esse
resultado corroborou com os resultados de GPC de diminuicdo da massa molar durante a
sonicacgdo, consequentemente, a viscosidade deve ser reduzida. Consequentemente, GGD
apresentou viscosidade inferior em todo intervalo de varredura de cisalhamento. As duas
amostras mostraram comportamento pseudoplastico, pois a viscosidade diminuiu com o

aumento da taxa de cisalhamento.

Figura 11 - Curvas de viscosidade para solugdes aquosas (5%) de GGP e GGD a 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

4.1.6 Analise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas da goma guar purificada e da goma guar
degradada encontram-se na Figura 12. Ambas, apresentaram comportamento semelhantes,
com trés eventos de perda de massa. O primeiro evento ocorreu a 40 e a 42 °C para GGP e
GGD, respectivamente, e esta relacionado com a perda de agua. O segundo e terceiro eventos,
préximos a 300 e 500 °C, respectivamente, correspondem a degradacdo do polissacarideo. Os

resultados também revelaram que ndo houve grande alteracfes na estrutura quimica da goma
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guar degradada, corroborando com os resultados de FTIR.

Figura 12 - Curva de TG de GGP e GGD em atmosfera de ar sintético

100- —GGP
— GGD
__ 80-
X
2 60+
-]
E o
< 40-
]
= o
5
& 204
0-

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Fonte: dados da pesquisa.
4.2 Caracterizacao dos derivados oxidados
4.2.1 Determinacédo do grau de oxidacao por titulacdo potenciométrica

O grau de oxidagdo representa a quantidade de unidades oxidadas por 100
unidades monossacaridicas, considerando dois grupos aldeidos por cada unidade. O teor de
aldeido foi obtido pela titulacdo potenciométrica do HCI oriundo da reacdo entre o derivado
oxidado com NH>OH.HCI (Equagdo 1). A reagdo envolve um ataque nucleofilico do
nitrogénio ao carbono carbonilico do residuo da unidade de manose oxidada, levando a
formacdo do derivado polioximico (-C=N-OH) com a liberacdo de 1 mol de 4gua e HCI como
subprodutos (Figura 13). Para cada unidade oxidada sdo requeridos dois mols de
NH20OH.HCI.
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Figura 13 - Reacdo entre uma unidade de manose oxidada e NH.OH.HCI
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Fonte: elaborada pela autora.

Os graus de oxidacdo dos respectivos derivados oxidados e os volumes de NaOH
gastos para neutralizar o HCI liberado, obtidos pelo método da derivada segunda da curva

titulométrica, sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Graus de oxidacao teorico e experimental

Volume de Grau de oxidacdo  Grau de oxidacéo Rendimento
Amostra . . em massa
NaOH (pL) tedrico (%) experimental (%)
(%)
GGOX20 902 20 12,7+0,2 93,9
GGOX50 3125 50 48,3+0,3 81,1
GGOX80 5462 80 61,1+0,6 77,3

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados mostram que, com o0 aumento da quantidade molar de periodato de
sodio, o teor de aldeido aumenta. No entanto, o grau de oxidacdo experimental foi sempre
inferior ao valor tedrico. Isso pode estar relacionado a formacao de estruturas hemiacetalicas,
que sdo obtidas a partir da reacdo de um alcool e um grupo aldeido préximo (GOMEZ;
RINAUDO; VILLAR, 2007).

O rendimento das reacgdes de oxidacdo (93 - 77%) estdo em concordancia com 0s
valores reportados na literatura para polissacarideos oxidados com periodato de sédio, tais
como: alginato (90%) (BANIASADI et al., 2016), goma arabica (80-85%) (SARIKA et al.,
2014) e goma do cajueiro (86-91%) (MACIEL et al, 2019). O rendimento diminuiu a medida
que o grau de oxidacdo aumentou e esse comportamento pode estar relacionado com o grau de
depolimerizacdo, que pode aumentar com o grau de oxidagdo. A perda de massa acontece no

processo de didlise em que ocorre a saida dos compostos com baixa massa molar.
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Figura 14 - Estrutura da goma guar oxidada
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Fonte: elaborada pela autora.

4.2.2 Espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR de GGD e dos derivados oxidados com periodato de sddio
(GGOX) sdo mostrados na Figura 15. Os espectros dos diferentes derivados oxidados
apresentaram bandas caracteristicas do espectro de goma guar e uma nova banda em 1730 cm’
1 que ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 de aldeido, confirmando a modificacéo. Foi
observado que a intensidade relativa dessa banda esta diretamente relacionada ao grau de
oxidacdo, ou seja, quanto maior o grau de oxidacdo maior a intensidade relativa da mesma.
Sua baixa intensidade é devido ao fato dos grupos aldeidos reagirem com os grupos hidroxilas

adjacentes, formando estruturas hemiacetélicas (WU et al., 2010; LIMA et al., 2020).

Figura 15 - Espectros na regido do infravermelho de GG e de seus derivados oxidados (a)
4000-400 cm™ e (b) regido ampliada entre 1800-1600 cm™
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Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN tH e 13C)

A Figura 16 apresenta o espectro de RMN 'H para GGD e seus derivados
oxidados. No espectro da goma guar degradada, os sinais dos protons anémericos em 6 5,02 e
4,75 ppm sdo atribuidos ao H-1 da a-D-galactose ¢ B-D-manose, respectivamente. A relagdo
Manose/Galactose (M/G), calculada a partir da integracéo na regido dos sinais anoméricos, foi
de 1,40:1.

Nos espectros dos derivados oxidados, observa-se o aparecimento de novos sinais
na regido de 6 4,7 a 5,2 ppm que correspondem aos prétons de carbonos anoméricos e estao
relacionados a formacgdo de estruturas hemiacetalicas. Esses sinais (Figura 16) se tornaram
mais evidentes nos espectros dos derivados com grau de oxidacdo mais elevados (GGOX50 e
GGOX80). Eles também foram observados nos espectros da galactomanana de Delonix regia
(LIMA et al., 2020), goma do cajueiro oxidada (MACIEL et al., 2019), alginato oxidado
(GOMEZ; RINAUDO; VILLAR, 2007) e succinoglicana oxidada (Kim et al., 2020).

Observou-se, também, nos espectros de GGOX20 e GGOX50, o aparecimento de
um novo sinal em 5,7 ppm, que também pode ser atribuido a formacdo de hemiacetais.
Adicionalmente, é possivel visualizar sinais de baixa intensidade em 6 8,5, 9,3 ¢ 9,7 ppm para
todos os derivados, atribuidos ao préton dos grupos aldeidico presentes apds a oxidacdo A
baixa intensidade desses sinais pode ser explicada pelo fato dos grupos aldeidicos entrarem
em equilibrio com os hemiacetais (MACIEL et al., 2019, YE et al., 2017).
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Figura 16 - Espectros de RMN *H de GGD e de seus derivados oxidados obtidos a 70°C em
D20
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Fonte: dados da pesquisa.
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Os espectros de RMN C da goma guar e da amostra GGOX50 s&o mostrados na
Figura 17. O espectro de GG é semelhante obtido por de Cunha et al., 2009, com sinais dos
carbonos anoméricos em 6 101,9 e 100,6 ppm, atribuidos ao C-1 da B-D-manose ¢ a-D-
galactose, respectivamente. No espectro de GGOX50, observa-se 0 aparecimento de novos
sinais na regido de 6 80 a 100 ppm, relacionados a formacdo das estruturas hemiacetalicas.
Esses sinais também foram observados nos espectros de alginato oxidado (GOMEZ,
RINAUDO; VILLAR, 2005) e succinoglicana oxidada (Kim et al., 2020).

Figura 17 - Espectro de RMN 3C de GG e GGOX50 obtidos a 70 °C em D,0
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Fonte: dados da pesquisa.

A Figura 18 mostra a formacao dos diferentes tipos de derivados dialdeidicos. A
formacdo destes tipos de estruturas é possivel, devido a susceptibilidade do grupo carbonila
em sofrer reacBes de adigdo nucleofilica. A seletividade do ion periodato em oxidar as
hidroxilas vicinais, orientadas na posi¢do axial-equatorial e/ou equatorial-equatorial, torna a
hidroxila do C6 nédo disponivel ao ataque do ion periodato. Esta pode atuar como nucledfilo,
reagindo com a carbonila (C2 ou C4 da galactose; C2 ou C3 da manose). O produto desta

reacdo sdo estruturas hemiacetalicas de seis membros, estaveis, intra e/ou intermoleculares
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Figura 18 - Estruturas possiveis para derivados dialdeidicos: a) aldeidos livres, b) hemiacetal
intramolecular c) hemiadal e d) aldeidos hidratados
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Fonte: Maciel et al (2019).

4.2.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Figura 19 mostra os cromatogramas de GPC para a GGD e seus derivados
oxidados. Os cromatogramas apresentaram perfis unimodais, com o0s cromatogramas dos
derivados oxidados deslocados para maiores volumes de eluigdo, indicando valores de massa
molares de pico menores.

Durante o processo de oxidagdo, a massa molar de pico (Mpk) dos derivados
oxidados diminuiu com o aumento do grau de oxidacao (Tabela 6). Isso pode ser atribuido a
degradacdo da cadeia principal da goma guar. Como a cadeia principal (manose) de
galactomananas possui padrdo de ligacdo 1->4, a oxidacdo pelo ion periodato pode ocorrer
também nas cadeias laterais (galactose), o que justifica a elevada diminui¢cdo na massa molar
dos derivados oxidados (KRISTIANSEN et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos
para alginato de sodio oxidado (BALAKRISHNAN et al., 2005), goma do cajueiro oxidado
(NETO, 2008) e xilano oxidado (AMER et al., 2016).



45

Figura 19 - Cromatogramas para as amostras de GG e seus derivados oxidados
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 6- Valores de massa molar de pico (Mpk) e volume de eluicdo (\e) obtidos para GGD
e seus derivados oxidados

Amostra Volume de eluigdo (mL) Mok (g.mol™?)
GGD 6,75 5,25 x 10°
GGOX20 8,55 4,68 x 10*
GGOX50 9,12 1,91 x 10*
GGOX80 9,77 1,05 x 10*

Fonte: dados da pesquisa.

4.2.5 Reologia de Fluxo

A Figura 20 apresenta a variagdo da viscosidade em funcdo da taxa de
cisalhamento da GGD e de seus derivados oxidados. Ocorre uma reducgéo da viscosidade com
0 aumento da taxa de cisalhamento para todas as amostras, indicando comportamento tipico
de fluidos ndo-newtonianos, com caracteristicas pseudoplésticas. A viscosidade das solucGes
dos derivados oxidados, em toda taxa de cisalhamento estudada, foi menor em comparacao a
goma guar ndo modificada, como pode ser visto na Tabela 7. Essa reducdo ocorre devido as
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etapas de degradagéo por ultrassom, seguido da oxidagdo com periodato de sodio (ZHANG et
al., 2010). Essa evidéncia esta de acordo com a reducdo das massas molares constatada por
GPC, uma vez que esta grandeza esta diretamente relacionada com a viscosidade do material.

Figura 20 - Curvas de viscosidade para solu¢des em tampéo PBS (pH 7,4) de GGD e seus
derivados oxidados na concentracdo de 5% (m/v) a 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.
A Tabela 7 mostra os valores de viscosidade a 700 s, correspondente ao patamar

Newtoniano dos derivados oxidados. GGD foi incluida, apesar de ainda ndo ter alcancado a

regido Newtoniana.

Tabela 7 - Valor da viscosidade de GG e de seus derivados a 25 °C na taxa de cisalhamento

em 700 s
Amostras Viscosidade (mPa.s)
GGD 35,6
GGOX20 7,41
GGOX50 3,57
GGOX80 3,07

Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas de TG e DTG da goma guar e de seus derivados
oxidados encontram-se nas Figuras 21a e 22b, respectivamente. Para a curva de goma guar,
bem como de seus derivados, observam-se trés eventos de perda de massa residual cujas
temperaturas sdo mostradas na Tabela 9. O primeiro evento esta relacionado com a perda de
agua. O segundo e terceiro eventos, proximos a 300 e 500 °C, respectivamente, estdo
relacionados com a degradacdo dos anéis de hexose, que é confirmada pela DTG.

As curvas termogravimétricas dos derivados oxidados mostraram comportamento
semelhante entre si e com a guar ndo modificada. A diminui¢do da temperatura do inicio de
degradacdo térmica dos derivados oxidados em relacdo a GG, indica uma diminui¢do na
estabilidade térmica das amostras (Tabela 8). Esse comportamento pode ser atribuido a
facilitacdo no processo de decomposicdo em atmosfera oxidativa, visto que 0S grupos
aldeidico sdo mais reativos. As temperaturas de decomposicao referentes ao segundo evento
estdo acima de 200 °C, o que indica que esses materiais podem ser submetidos a esterilizacéo

em autoclave sem que haja degradacao.
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Figura 21 - Curvas de TG (a) e DTG (b) de GGD e seus derivados oxidados em atmosfera de

ar sintético
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Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 8 - Pardmetros obtidos das curvas de TG para a GG e derivados oxidados em
atmosfera de ar sintético

Temperatura de Maxima Decomposi¢cao

Umidade Residuos a
Amostras °C)
(%) 800 °C (%)
| 1 11
GGD 14,8 38,2 298.0 4939 0,4
GGOX20 13,2 39,9 279,9 467,0 0
GGOX50 14,6 37,1 2714 457,0 0,2
GGOX80 13,8 475 286,6 494,0 0,5

Fonte: dados da pesquisa.

4.3 Caracterizacao dos hidrogeis

4.3.1 Tempo de Gelificagdo

O tempo de gelificagcdo (Tge) pode ser determinado por trés métodos. Séo eles:
inversdo de tubo (quando ndo é observada nenhuma fluidez visual, invertendo o tubo em
intervalos de tempos iguais), barra magnética (cronometragem do tempo até a formacéo de
um gldbulo) e reologicamente (crossover entre G” ¢ G”). O Tgel € um pardmetro importante
quando aplicados como sistemas injetaveis, no qual os hidrogéis devem se formar em um
tempo suficiente para que as solucbes precursoras possam se misturar homogeneamente
dentro da seringa e devem permanecer fluidas durante o momento da aplicacdo. Para
hidrogéis pre-formados, garante que a reacdo estard completa quando os geis forem
submetidos ao processo de congelamento.

Inicialmente, 0 Tge foi determinado pelo método da barra magnética para os
hidrogéis preparados a partir dos trés graus de oxidados estudados (GGOX20, GGOX50 e
GGOX80) em diferentes razdes de GGOX/GELP. Os sistemas obtidos pela combinacdo de
GGOX20/GELP nédo se mostraram promissores, pois ndo foi possivel observar a formacéo de
glébulos no periodo de 2 h, provavelmente devido ao baixo teor de aldeido. Sendo assim,
esses sistemas ndo foram utilizados para os testes subsequentes.

O Tgel dos hidrogéis GGOX50/GELP e GGOX80/GELP foram determinados e

s&o mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Tempo de gelificacdo pelo método da barra magnética dos hidrogéis com
diferentes graus de oxidacdo em varias razdes (v/v) de GGOX/GELP na temperatura de 37 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

Pode ser visto que o aumento da razdo GGOX/GELP desloca Tge para maiores
valores. Além disso, Tgel diminuiu com o aumento do grau de oxidagdo. Esse comportamento
esté relacionado a quantidade de grupos aldeidicos, que aumenta com o grau de oxidacgéo, o
que provoca uma aceleracdo na cinética de reticulacdo dos hidrogéis. LUO et al., 2018,
utilizando &cido hialurénico e hidroxietilcelulose oxidada, observaram essa mesma tendéncia
entre o grau de oxidacao e o tempo de gelificagéo.

Os sistemas preparados a partir de GGOX80/GELP foram escolhidos para serem
submetidos a analise reoldgica oscilatéria, por apresentarem menor Tge NO experimento
anterior, no qual o mddulo de armazenamento (G’) e o moddulo de perda (G”) foram
monitorados em fungdo do tempo. Neste ensaio, considera-se o tempo de formacéo do gel
como aquele no qual ocorre o cruzamento entre G’ e¢ G” (crossover), isto é, quando a
componente elastica do comportamento reologico se iguala a componente viscosa (regido de
transi¢do sol — gel) (PAN et al., 2015). Assim como na analise de determinacéo do tempo de
gelificagdo pelo método da barra magnética, nesse ensaio também se observou que a razdo de
massa do derivado dialdeidico/massa gelatina influencia no Tgel, como pode ser visto na

Figura 23.
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Figura 23 — Determinacdo reoldgica do tempo de gelificacdo para os hidrogéis
GGOXB80/GELP em diferentes razdes, na temperatura de 37 °C
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Fonte: dados da pesquisa.
Como mostrado na Figura 23, o moddulo G’ apresenta valores negativos

inicialmente, ndo apresentando comportamento viscoelastico, mas sim de liquido viscoso.
Com o processo de reacdo via base de Schiff, ambos os médulos aumentaram e as solucdes
iniciaram o processo de reticulacdo. Devido a maior taxa de crescimento de G’ do que de G”,
houve o crossover, indicando que os sistemas GGGOX80/GELP passaram de uma fase
liquida para um comportamento elastico preponderante (YAN et al., 2014).

Os valores de Tge para 0 método de barra magnética e reologica dos hidrogéis
GGOXB80/GELP sdo mostrados na Tabela 9. Os tempos obtidos por anélise reoldgica foram
muito maiores do que aqueles obtidos pelo método da barra magnética. No entanto
apresentaram a mesma tendéncia, ou seja, a quantidade de gelatina na razdo GGOX80/GELP
também influencia o Tg e melhora a eficiéncia da reticulagdo via formagdo base de Schiff,
assim apresentando menor valor de Tg. SARKER et al., 2014 relataram que hidrogéis de
alginato oxidado (ADA) e gelatina (GEL) tiveram tempo de formacéao influenciado pelo teor

de gelatina na razdo ADA/GEL, variando de 4 a 19 minutos. Sendo assim, o tempo de
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formacdo dos hidrogéis pode ser ajustado pela razdo de GGOX/GELP.

Tabela 9 - Tempo de gelificacdo para os hidrogéis formulados a partir de GGOX e GELP

Grau de Razo (v/v) Toel® Toel®
oxidagéo (%) GGOX/GELP (min) (min)
20:80 8:36 £ 0,16 -
50 30:70 18:12 +£ 0,56 -
40:60 27 +0,47 -
20:80 25+0,1 60,3
80 30:70 55+05 88,6
40:60 8,7x0,6 119

Fonte: dados da pesquisa.
Tgei? : determinado pelo método da barra magnética.
Tge : determinado reologicamente.
- Néo foram determinados reologicamente.
G’: modulo de armazenamento apés 4 horas.
O processo de reticulagdo das matrizes poliméricas via base de Shiff é resultado da
reacdo dos grupos aldeidicos da goma guar oxidada e grupos g-amino da lisina e hidroxilisina
da gelatina (Figura 26), formando assim a ligacdo imina (C=N). A reagdo entre GGOX e

GELP é mostrada nas Figuras 24 e 25.

Figura 24 — Esquema da reacdo de reticulacdo das matrizes poliméricas GGOX e gelatina
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 25 - Representacdo esquematica da formacao da base de Schiff
Sl
TM Gelatina Base de
Schiff

Goma Guar Hidrogel
Oxidada GGOX/GELP

Fonte: Adaptado de Qu et al., 2017.

Figura 26 - Aminoacidos presentes na gelatina que estdo envolvidos na reticulacdo com a
goma guar oxidada
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Fonte: elaborada pela autora.

Por apresentar os menores tempos de gelificacdo, os hidrogéis de GGOX80/GELP
nas razbes 20/80, 30/70 e 40/60 foram escolhidos para a caracterizacdo mais completa, tais
como: de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR), reologia, analise
termogravimeétrica (TGA), microscopia eletronica de varredura (MEV), intumescimento e

degradacéo.
4.3.2 Espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho (FTIR)

A Figura 27 mostra os espectros de FTIR de GGOX, GELP, bem como, dos
hidrogéis de GGOXB80/GELP. O espectro de gelatina pura mostra as seguintes bandas
caracteristicas: banda em 3409 cm * (amida A, relacionada as vibragdes de estiramento de N-
H); banda em 3075 cm ** (amida B, representa o estiramento de C-H, dos grupos CH); banda
em 1647 cm " (amida |, associada a vibracoes de estiramento de C=0); banda em 1539 cm
(amida 11, atribuida a deformacdo de N-H para fora do plano acoplada com a vibragdo de

estiramento de C-N); banda em 1234 ¢cm ! (amida II1, correspondente ao estiramento C=N)
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(BENJAKUL et al., 2009; MOHAJER; REZAEL ; HOSSEINI, 2017; ZHANG et al., 2019).
A reticulacdo quimica entre GGOX e GELP resulta na formacéo da ligacdo imina
(C=N), mais conhecida como base de Schiff. A banda de absorcdo da ligagdo imina (C=N)
deveria aparecer em 1637 cm™. Entretanto, essa banda ndo aparece nos espectros dos
hidrogéis, pois a mesma estd sobreposta pela banda de amida | da gelatina. A banda de

aldeido em 1730 cm™ esta ausente, indicando o consumo dos grupos aldeido na reacéo.

Figura 27 - Espectros na regido do infravermelho nas razdes de GGOX80/GELP 20/80, 30/70
e 40/60
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Fonte: dados da pesquisa.

4.3.3 Reologia

Inicialmente os hidrogéis foram submetidos a uma rampa de tenséo (0,6-10 Pa a
0,1; 0,5 e 1 Hz) e frequéncia (0,1-10 Hz a 4 Pa), a fim de determinar a regido viscoelastica
linear. Em seguida, foram realizados ensaios de varredura de tempo a uma frequéncia 0,15
Hz e tensdo 4 Pa (valores compreendidos na regido viscoelastica linear) em funcdo dos

moddulos G’ e G”, como mostrado na Figura 28.
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Figura 28 - G’ em fungdo do tempo para os hidrogéis GGOX80/GELP
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Fonte: dados da pesquisa.

Observou-se que os valores de G’ se mantiveram constantes durante os 20
minutos de analise, indicando estruturas firmes e elasticas. Além disso, os valores de G’ foram
maiores que os valores de G” em todo o tempo de ensaio, sugerindo que os hidrogéis exibem
um comportamento predominante elastico em vez de um estado fluido (YAN et al., 2014;
CHEN et al., 2017).

Os valores do modulo G’ foram 849, 817 e 549 Pa para as razGes 20/80, 30/70 e
40/60, respectivamente, como mostrado na Figura 28. Essa tendéncia foi a mesma observada
para 0s Tge € pode estar relacionada com o aumento da densidade de reticulagdo, o que
provoca uma melhoria nas propriedades mecanicas desses materiais (Tabela 10). Os valores
de G’ obtidos sdo semelhantes aos relatados para tecidos moles, incluindo pulmao, figado,
pancreas e pele (G’~ 1000Pa) sugerindo assim seu potencial aplicacdo para a regeneracdo de
tecidos moles (HOZUMI et al., 2018; LI; RODRIGUES; TOMAS, 2012).
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Tabela 10 - Parametros obtidos a partir da analise reoldgica dos hidrogéis em 37 °C

Razdo GGOX80/GELP G’ (Pa) Tgel (min)?
20:80 849 60,3
30:70 817 88,6
40:60 549 119

Fonte: dados da pesquisa.

Tgel (min)?: determinado reologicamente.

4.3.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas de GGOX80, GELP e dos hidrogeis
GGOXB80/GELP sdo mostradas na Figura 29. A curva de GELP mostrou trés eventos de perda
de massa em aproximadamente 103, 329 e 586°C, correspondentes a eliminacdo de agua
absorvida, degradacédo das ligacGes peptidicas das cadeias proteicas e decomposicdo térmica
das estruturas estaveis, respectivamente (HASAN et al., 2018). No caso da curva de
GGOX80, a degradacdo ocorreu em trés etapas, em aproximadamente em 48, 287 e 558 °C,
referentes a perda de &gua e de compostos de baixa massa molar e a degradagdo da cadeia
principal pelo processo de oxidacao, respectivamente.

Pode ser visto na Figura 30, os hidrogéis em geral apresentam uma estabilidade
térmica maior quando comparada com a gelatina. As trés razGes dos hidrogeis de
GGOXB80/GELP também passaram por processos de degradacdo térmica em 3 estagios. O
primeiro estagio de decomposicdo ocorreu em aproximadamente em 75-85°C e atingiu o
méaximo de 79, 75 e 84°C para 20/80, 30,70 e 40/60, respectivamente. A perda de peso dos
hidrogéis se mostrou na faixa de 9-11% e correspondeu a perda de &gua livre ou aguas ligadas
por ligacBes de hidrogénios. O segundo e terceiro eventos de decomposicao exibiu uma rapida
perda de massa na regido de 325, 319 e 320 °C e atingiu 0 maximo em 561, 556 e 540 °C para
20/80, 30,70 e 40/60, respectivamente (Tabela 11).



Figura 29 - Curvas de TGA (a) e DTG (b) de GGOX80, GELP e dos hidrogéis
GGOXB80/GELP nas razdes 20:80, 30:70 e 40:60 em atmosfera de ar sintético
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Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 11 - Pardmetros obtidos das curvas de TGA para GG80, GELP e dos hidrogéis em
diferentes razdes em atmosfera de ar sintético

, . . Residuos a
Umidade Temperatura de Maxima Decomposic¢éo (°C) SIEHOS
Amostras 800 °C
(%)
| I 11 v (%)
GGOX80 13,8 48 287 558 - 0,5
20:80 9,1 79 325 561 816 1,8
30:70 9,5 75 319 556 808 1,7
40:60 10,8 84 320 540 798 1,4
GELP 10,9 103 329 586 - 0,2

Fonte: dados da pesquisa.

4.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia dos hidrogéis tem bastante influéncia nas suas possiveis aplicagdes.
Os hidrogéis GGOX80/GELP foram congelados a -80°C, seguido de liofilizagdo. A Figura 30

mostra as imagens de MEV da seccdo superficial dos hidrogéis GGOX80/GELP nas razdes
20:80, 30:70 e 40:60.

Figura 30 - Micrografias da seccdo superficial dos hidrogéis de GGOX80/GELP nas razdes
20:80 (a), 30:70 (b) e 40:60 (c)

Fonte: Central Analitica (UFC).

Todos 0s géis exibiram estruturas porosas interligadas com diferentes tamanhos de
poros. A morfologia dos poros e a distribuicdo do tamanho foram dependentes da razao
GGOX/GELP. Com o aumento da propor¢do de GGOX (proporcao 40/60), o teor de aldeido
no hidrogel aumenta, a distribuicdo do tamanho dos poros é mais heterogénea, com baixo,

médio e alto didmetro de poros.
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A porosidade dos hidrogéis permite um aumento na proliferacdo e crescimento
celular. Alem disso, a estrutura porosa fornece uma area de superficie maior, facilitando a
passagem de oxigénio e nutrientes, importantes para reter mais medicamentos quando em um
sistema de administracdo ou para absorver o exsudato da ferida. Portanto, os hidrogéis podem
ser adequados para o crescimentocelular na engenharia de tecidos e para curativos (Zhang et
al., 2019).

4.3.6 Intumescimento

Curativos para tratamentos de feridas a base de hidrogéis devem apresentar uma
taxa de intumescimento controlavel para que possam absorver melhor o fluido corporal.
Devem manter, também, um ambiente Umido para ajudar na rapida cicatrizacdo do novo
tecido (LUO et al., 2018).

O intumescimento em PBS (pH=7,4) dos hidrogéis de GGOXB80/GELP em
diferentes razbes em funcdo do tempo é mostrado na Figura 31. Como outros hidrogéis a base
de polimeros naturais, as curvas de intumescimento apresentam um aumento inicial e depois
entram em equilibrio gradualmente.

Observa-se que o grau de intumescimento (W) aumenta a medida que o teor de
derivado oxidado aumenta nas formulacGes. Essa tendéncia estd relacionada com a
diminuicdo na densidade de reticulagdo. O grau de intumescimento varia de forma inversa a
densidade de reticulacdo, ou seja, quanto mais reticulados forem os hidrogéis, menos liquido
eles absorvem. Como confirmado de forma indireta, a partir dos ensaios de reologia (To6pico
4.3.3), 0 aumento de GGOX na razdo GGOX/GELP resultou em um excesso de grupos
aldeidicos, o que influenciou na reticulacdo dos hidrogéis e, consequentemente, nos seus
graus de intumescimento. Esse efeito foi mais acentuado na razdo 40:60, que apresentou um
grau de intumescimento no equilibrio de 5 g/g, valor 1,5 e 2 vezes maior que a taxa de
intumescimento das formulagdes 20:80 e 30:70, respectivamente. Esses resultados indicam
que controlando a razdo GGOX80/GELP, esses hidrogeis podem ser preparados para atender a

requisitos especificos no campo biomedico.
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Figura 31 - Intumescimento dos hidrogéis GGOX80/GELP nas razdes 20:80, 30:70 e 40:60

em tampdo PBS (pH 7,4) na temperatura ambiente
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Fonte: dados da pesquisa.

4.3.7 Degradacao

Para avaliar a degradacdo dos hidrogéis simulando condicbes fisioldgicas
(tampéo PBS, pH 7,4) a 37 °C, foi realizado o teste de degradacéo in vitro (Figura 32). O
hidrogel de gelatina pura comecgou a se degradar apos a imersdo em PBS e foi dissolvido
completamente em poucos minutos, devido a dissociacdo das estruturas helicoidais triplas
presentes na gelatina. Durante o experimento, observou-se que as amostras diminuiram
gradualmente de tamanho, possivelmente devido a interacdo do tampdo PBS com a superficie
do hidrogel, como pode ser visto nas Figuras 32 e 33 (NGUYEN et al., 2019).
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Figura 32 - Imagens do hidrogel GGOX/GELP 40:60 antes e ap6s 30 dias imersos em PBS

Fonte: dados da pesquisa.

Em particular, o hidrogel obtido na razdo 20:80 apresentou uma maior taxa de
degradacéo, pois foi degradou quase que completamente no 3° dia (Figura 33). Por outro lado,
o hidrogel 30:70 apresentou um comportamento moderado de degradacdo, tendo sido
degradado integralmente apds o 14° dia. Além disso, como pode ser visto nas Figuras 33 e 34,
o0 hidrogel 40:60 apresentou uma menor taxa de degradacdo, apresentando 10% do seu peso
inicial no Gltimo dia do processo de incubagdo. Resultados semelhantes para degradacao
foram relatados por PAN et al., (2015) para hidrogéis de alginato oxidado e gelatina. O gel na
proporcao 3/7 apresentou a taxa de degradacdo mais alta, (degradacdo total em 7 dias),
enquanto que o na proporc¢do 4/6 foi quase totalmente degradado somente apds 28 dias.

Devido a gelatina ser mais susceptivel a hidrdlise do que a goma guar oxidada em
ambiente aquoso, a perda de massa aumenta a medida que o teor de gelatina aumenta nas
formulacdes. Quando as ligagcbes reticuladas sdo hidrolisadas, a rede tridimensional do
hidrogel se torna mais livre, absorvendo mais agua e levando a mais hidrélise. Ocorre uma
grande perda de massa ao longo do tempo, levando a dissolu¢do completa dos géis.



62

Figura 33 - Cinética de degradacdo in vitro das diferentes razdes dos géis de GGOX80/GELP
em PBS (pH=7,4) a 37°C
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Fonte: dados da pesquisa.

O tempo de gelificacdo, a resisténcia mecénica e a estrutura porosa dos hidrogéis
desempenham um papel importante no processo de cicatrizagdo de feridas. Um baixo tempo
de gelificacdo é desfavoravel quando necessaria intervencdo cirdrgica, enquanto um longo
periodo de gelificacdo pode comprometer sua adesdo no local de aplicacdo. A resisténcia
mecanica deve ser razoavel para proteger a ferida contra danos externos. A presenca de
estrutura porosa € importante para que haja troca de nutrientes, passagem de oxigénio e a
absorcdo do exsudato da ferida, o que é favoravel a cicatrizacdo. Para os hidrogéis estudados,
essas propriedades podem ser ajustadas variando a razdo GGOX80/GELP. Com o aumento do
teor de gelatina na razdo GGOX80/GELP, o Tgel diminui de 8,7 para 2,5 min e o valor médio
de G’ aumentou de 549 para 849 Pa. O Tgel e os valores de G’ mostraram que que o aumento
de GELP na razdo GGOX80/GELP provoca uma melhoria nas propriedades mecénicas
decorrente da maior eficiéncia da reacdo de reticulacao via base de Schiff.

O gel na razao 40:60 apresentou uma maior taxa de intumescimento em relagédo as
demais, estando na faixa de 5 g de PBS/g de gel seco, e um maior tempo de degradagéo

menor do que 30 dias, caracteristicas ideais para seu uso como curativo. Considerando essas
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caracteristicas, esse hidrogel pode ser um candidato para substituir curativos comerciais. O
curativo comercial DuoDerm GF (composto por hidrocoloides como a carboximetilcelulose
sodica, pectina e gelatina), que é indicado para uso de queimaduras de 1° e 2° graus, feridas
cirurgicas, entre outros, pode permanecer na lesdo por até sete dias. A razdo 40:60, como
revelado no ensaio de degradacdo, apresenta em torno de 45% de sua massa inicial no sétimo
dia de incubacdo. Essa evidéncia reforca mais ainda a possibilidade de uso desse material

como substituto de outros curativos disponiveis no mercado.



64

5 CONCLUSAO

A degradagdo da goma guar em ultrassom provocou uma redugdo da massa molar
de pico de 1,7 vezes e aumentou a solubilidade dos derivados oxidados em tampéo PBS.

A goma guar foi modificada com periodato de sédio em diferentes graus de
oxidacdo. A modificacdo foi confirmada por titulacdo potenciométrica com cloridrato de
hidroxilamina, FTIR e RMN de *H e 13C.

Os hidrogéis GGOX/GELP foram sintetizados por reticulacdo via base de Schiff .
O tgel mostrou ser dependente do grau de oxidacdo e da razdo GGOX/GELP.

A partir do tempo de gelificacdo foi escolhido o grau de oxidacdo 80% e raz0es
20:80, 30:70 e 40:60. O tge foi crescente com o aumento da razdo GGOX80/GELP e a forga
do gel (determinada pelo valor do médulo G’) da formulagdo GGOX80/GELP nas proporgdes
20/80, 30/70 e 40/60, tendo sido 849, 817, e 542 Pa, respectivamente. O aumento de GELP na
razdo GGOXB80/GELP provoca uma melhoria nas propriedades mecanicas decorrente da
maior eficiéncia da reacédo de reticulacao via base de Schiff,

Os hidrogéis GGOX80/GELP apresentaram boas propriedades mecanicas, grau de
intumescimento e tempo de degradagédo adequados para atuarem como candidatos para futuras

aplicacdes biomédicas no campo de curativos e/ou engenharia de tecidos.
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