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RESUMO

O trabalho aqui apresentado teve como proposta o desenvolvimento de um processo
adaptado da técnica de ice-template, utilizando como soluto o alginato de s6dio um polimero
organico de fonte renovavel e atoxico, que forma estruturas devido a sua capacidade reticulacdo
quando em contato com fons divalentes, como o Ca?*. A utilizagao de polimeros renovaveis junto
a processos de baixo custo, para a obtengcdo de materiais porosos, tem grande relevancia para o
desenvolvimento da economia sustentavel. O objetivo foi promover a simplificagdo do processo
ice-template, com menor custo para a técnica a partir de um sistema de congelamento, sem a
utilizacdo da técnica de liofilizagdo e a insercdo do gel em materiais porosos. Os géis formados
foram submetidos a secagem por solventes apolares, caracterizacdo morfoldgica através da
microscopia Gtica e microscopia eletronica de varredura (MEV), e testes de porosidade e
capilaridade. Foi determinado que é possivel produzir materiais porosos através de formulacdes
de alginato de célcio de forma simples, formando materiais de poros multidirecionais e
unidirecionais. A formulacao de 0,15 g/100 g de alginato de sédio com 0,0010 mol/L de CaCl;
foi a melhor até entdo, para ser usada na formacdo de géis porosos, por conta do melhor
rendimento maéssico. A secagem com a utilizagdo de butanol foi a que melhor manteve a
integridade estrutural dos géis e os compositos de café além de auxiliar na estrutura do gel,
possibilitou a prospeccdo para novas aplicagcdes aos géis produzidos. Provamos o conceito de
permear a formulagdo de congelamento em materiais porosos e produzir géis por congelamento

dentro de seus poros

Palavras-chave: Materiais porosos, Congelamento, Ice Template, Biomateriais.



ABSTRACT

The work presented here had as a proposal the development of a process adapted from
the ice-template technique, using as solute sodium alginate an organic polymer of renewable
and non-toxic source, which forms structures due to its crosslinking ability when in contact
with divalent ions, such as Ca2*. The use of renewable polymers together with low cost
processes for obtaining porous materials has great relevance for the development of a
sustainable economy. The objective was to promote the simplification of the ice-template
process, with lower cost for the technique from a freezing system, without the use of the
lyophilization technique and the insertion of the gel into porous materials. The formed gels
were submitted to drying by apolar solvents, morphological characterization by optical
microscopy and scanning electron microscopy (SEM), and porosity and capillary tests. It
has been determined that it is possible to produce porous materials through calcium alginate
formulations in a simple manner, forming multidirectional and unidirectional pore
materials. The formulation of 0,15 g/100g of sodium alginate with 0,0010 mol/L of CaCl;
was the best so far, to be used in the formation of porous gels, because of the best mass
yield. Drying with the use of butanol was the one that best maintained the structural integrity
of the gels and the coffee composites besides helping the gel structure, allowed the
prospection for new applications to the gels produced. We have proven the concept of
permeating the freezing formulation in porous materials and producing freezing gels inside

their pores

Keywords: Porous Materials, Freezing, Ice Template, Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Poros fazem parte do nosso dia-a-dia de indmeras formas e estdo presentes onde menos
esperamos, ainda que ndo possam ser observados. Eles estdo nas paredes de uma casa, na parte
interna de capacetes, na espuma de geladeiras e nas esponjas que usamos para lavar louca. Essa
presenca constante mostra a importancia de conhecer essas estruturas, que podem ser téo

pequenas, mas fazem parte das nossas vidas (SANTOS et al, 2015).

Poros nada mais sdo que cavidades dentro de um material, que apesar de num primeiro
momento parecer que poderiam fragilizar uma estrutura por ser uma descontinuidade, na
verdade podem favorecer diversas aplicacbes. Em um material poroso a por¢do dos poros é
preenchida por ar, que deixa o material mais leve e menos denso, uma vez que a densidade €

definida pela raz&o entre a massa e o volume de um solido (GREGG; SING, 1997).

As aplicacdes para materiais de caracteristica porosa tém relacdo com o tipo de poro que a
estrutura apresenta, ou seja, diferentes porosidades tém diferentes aplicacbes (ISHIZAKI,
KOMARNENI; NANKO, 1998), por exemplo, materiais com porosidade multidirecional e
grande pode ser utilizado para crescimento celular (SADER; FERREIRA; DIAS, 2006),
enguanto porosidades controladas, como a estudada por Silva e Galembeck (2015), tém

caracteristicas que favorecem a remocao de corantes contaminantes de agua.

A diferenca na porosidade dos materiais levou as classificacGes para os tipos de poros em
funcéo do seu tamanho: microporos, sdo poros com tamanho menores de 2nm; mesoporos, tém

tamanhos entre 2 e 50nm e macroporos, tém tamanhos acima de 50nm (SING, 1985).

Quando os poros ndo possuem conexao suficiente entre si, atuam como isolantes térmicos
dificultando a troca de calor e quando possuem boa conexdo entre si, 0 que é chamado de
interconectividade, podem permitir a passagem de fluidos, atuando como elemento filtrante.
No caso de haver funcionalizacdo das paredes de um poro, o elemento filtrante pode ter

seletividade, agregando valor ao material (NUNES et al., 2010)

A formagéo de poros ndo é uma exclusividade tecnologica ou cientifica. A partir de
exemplos simples é notavel que as estruturas naturais tém muitas inspiragdes para producdo e
uso de poros. A ciéncia aproveita as ideias para criar aplicacdes que facilitem nossa vida atraves
das estruturas Unicas que j& estdo presentes no nosso planeta e se inspira para a fabricacdo de
novos materiais porosos artificiais que nos ajudam a entender e imitar a natureza (HOU;
JIANG, 2009).
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Estruturas naturais (Figura 1), como plantas e células, possuem poros com o objetivo de
transportar fluidos (SCHONHERR, 2006), os poros encontrados em 0ssos tem a habilidade de
transportar os nutrientes necessarios para a manutencao e sobrevivéncia dos tecidos (WU et
al., 2011) e a madrepérola, encontrada em muitas conchas, apresenta uma grande quantidade
de poros (HOU, 2016).

Figura 1. Estruturas porosas naturais. A) Imagem microscopica do xilema de uma planta, evidenciando os

poros usados como canais para passagem de seiva; B) Poros de um 0sso observados ap0s corte transversal,

utilizados na irrigacgéo do tecido 6sseo; C) Imagem microscopica do nacar, estrutura porosa encontrada

em conchas marinhas.

Fonte: (a) Reproducdo de MDSAHILIMIO0, 2017, b) Adaptado de KAWAMURA, 2007, c) Reproduc¢éo de
DEVILLE, 2016.

Outro material natural que apresenta grande quantidade de poros é a madeira. Os poros
influenciam significativamente em varias de suas propriedades como fluxo, adsorcéo,
impregnabilidade, condutividade térmica e resisténcia a tracdo e flexdo (PLOTZE; NIEMZ,
2010).
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Uma das tecnicas utilizadas para a producdo de materiais porosos € o ice template, ou
freeze-casting, que utiliza o congelamento para este fim (DEVILLE, 2008). Nesse trabalho
serdo apresentados o0s conceitos relacionados a esta técnica de producdo de materiais porosos,
as aplicacbes para as estruturas produzidas utilizando essa técnica e serd apresentada uma
técnica de producdo de poros através do congelamento do alginato de sddio, um polimero que
tem a capacidade de formacéao de gel. O objetivo desse trabalho foi buscar um método de baixo
custo de producéo de material poroso e formar gel dentro de outras estruturas porosas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O uso do congelamento

O congelamento tem sido usado desde os tempos pré-historicos para preservar alimentos.
Habitantes de locais com baixa temperatura ja conservavam seus alimentos com o
congelamento e notaram ndo havia perda da qualidade da comida (COLLA; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2003). A preservacao de mantimentos se desenvolveu junto com as civilizacdes
e no periodo de descobrimento de novos continentes através das navegacdes, a necessidade de
meios para preservacao foi de grande importancia. Em um diario de bordo de uma das
tripulacGes que procuravam rotas alternativas para o continente asiatico pelo norte do planeta,
foi encontrada uma referéncia sobre 0 armazenamento e conservacao de alimentos através de
baixas temperaturas. Galpdes de estocagem foram espalhados pelos locais frios, para que 0s
marinheiros pudessem reabastecer 0s navios, ja que as viagens eram demasiadamente longas.
(FRANKS; AUFFRET, 2007).

Até entdo, ainda que houvesse o conhecimento sobre a preservacgdo pelo frio, ndo se sabia,
nem haviam métodos de controle do modo como o congelamento acontecia, entdo foi observado
que alguns alimentos tinham seu sabor alterado e barris de cerveja armazenados vazavam apés
serem submetidos a baixas temperaturas (FRANKS; AUFFRET, 2007). Hoje em dia temos
muito mais informacdes sobre o congelamento, sabe-se que existem diferencas entre resfriar e
congelar. O processo de resfriamento se baseia em reducdo da atividade metabdlica proximo a
temperaturas de 0°C, enquanto que no congelamento ha privacdo de Oz e os cristais de gelo
podem romper paredes celulares e provocar o vazamento de liquido intracelular (FRANKS;
AUFRET, 2007). Além da quantidade de informacfes que temos sobre a preservacao através
do frio, equipamentos que permitem o uso facil da técnica e o controle das taxas de temperatura
foram desenvolvidos, como a geladeira de uso doméstico, facilitando muito nosso cotidiano.
(JAMES; ONARINDE; JAMES, 2016).

2.2 Gelo

A agua cobre cerca de 71% do planeta, sendo a substancia mais abundante no mundo
(GUTIERREZ; FERRER; MONTE, 2008). Com as baixas temperaturas acima e abaixo do
Equador, é de se esperar que o gelo seja um dos materiais solidos mais comuns e que
desempenhe papel importante em areas como meteorologia, biologia, ciéncias ambientais,
quimica, entre outras (LIBBRETCH, 2017).
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O gelo é produto do processo de cristalizacdo de moléculas de dgua quando submetidas a
baixas temperaturas (LIBBRETCH, 2017). A cristalizagdo ocorre ap6s uma etapa inicial de
formacao de sitios de nucleagdo do gelo, onde nucleos de gelo sdo formados e logo apds ocorre
a etapa de crescimento dos cristais, que nada mais é do que o enlargamento dos ndcleos de gelo,
onde novas moléculas também sdo influenciadas a se difundir e durante essa transicao de fases
da molécula de agua, ocorre a quebra de ligacbes de hidrogénio que tem como consequéncia o
aumento da energia interna da &gua em difusdo, provocando um processo endotérmico, ou seja,
liberando calor (COLLA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2003; DEVILLE, 2010; ICKES et al,
2014)..

O congelamento sofre influéncia nao apenas dos fatores fisicos em que é submetido, mas
também das propriedades quimicas envolvidas. O tempo de congelamento muda de acordo com
substancias presentes no solvente que esta sendo congelado e tamanho de particulas dispersas
no meio (LIU; BUTTON, 2013). Particulas dispersas na agua durante a formacdo de gelo
alteram a taxa de resfriamento devido a sua diferente capacidade calorifica, por esse motivo a
temperatura sofre oscilagbes quando comparado com o congelamento do solvente puro
(DEVILLE, 2010; BIGLIA et al, 2016).

Com o objetivo de compreender a participacdo de particulas no congelamento, Deville
(2010) estudou os cristais de gelo em uma suspensdo com alumina e notou que a temperatura
de congelamento é alterada pelo tamanho das particulas e que particulas pequenas alteram a
taxa de resfriamento, enquanto as grandes oferecem menores sitios de nucleacdo do gelo por
ocuparem mais espaco. Libbrecht (2017), que também analisou a influéncia de particulas no
gelo, notou que a presenca de solutos em solucgdes aquosas altera o ponto de congelamento, de
acordo com a concentracao da solucao.

2.3 lce template

A técnica de ice template, que utiliza os cristais de gelo para a producdo de materiais
porosos ceramicos € um método fécil e de baixo impacto ambiental que permite produzir
estruturas porosas (MORITZ; RITCHER, 2007; LIU; XU; WANG, 2016). O processo para
formar poros atraves do gelo pela técnica € simples, por isso € usado hd mais de 60 anos e ainda
tem muito a oferecer (DEVILLE, 2008).
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O uso desse método para a preparacdo de materiais ceramicos porosos € composto por
quatro passos (Figura 2): preparo da dispersdo de ceramicos (adicdo de solutos ndo-volateis,
co-solventes, particulados ceramicos); congelamento com condig¢des controladas; sublimagéo
do solvente para a formacéo dos espacos vazios e sinterizacdo dos ceramicos, que aglutina as
particulas do material para manter sua estrutura (YOON et al., 2007).

Figura 2. Esquema do processo de congelamento da técnica de ice template, sendo : A) preparo da
formulacao ceramica usada para a producao dos materiais; B) evolucéo dos cristais de gelo, e precipitacdo

do soluto, com consequentemente aumento da concentracéo; C) sublimacédo do solvente, com a estrutura

mantendo a replica exata dos cristais de gelo que haviam sido formados; D) sinteriza¢cdo para manutencéo
da estrutura formada.

Temperature

Freezing

Suspension

Pressure

Sublimation Sintering

Fonte: Adaptado de DEVILLE, 2016

Para criar diferentes morfologias de poros, usualmente interfere-se no congelamento com
a presenca de solutos nao-volateis ou co-solventes (LIU; XU; WANG, 2016) que interferem
tanto na nucleacdo do gelo, quanto na sua cinética de crescimento (DEVILLE, 2010). Munch
et al (2009) realizou um estudo de producdo de materiais através de ice template utilizando
aditivos que alterassem as taxas de congelamento, como cloreto de sodio e sacarose; outros que
pudessem alterar o pH das formulagbes, como o &cido citrico e ainda fez alteracdo de

viscosidade, adicionando gelatinas.
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O objetivo da insercdo de aditivos as formulagdes foi explorar a manipulacéo dos materiais
congelados através da alteracdo dos processos de congelamento. Foi observado que quando
submetidos a diferentes condi¢des (Figura 3) e aditivos, os poros de uma estrutura também séo
alterados (Figura 4), porque ha a influéncia nos parametros fisicos do congelamento, causando
diferenca na formac&o dos cristais e consequentemente no formato dos poros (MUNCH et al,
2009)

Figura 3. Representacdo da influéncia das condi¢des de congelamento na morfologia dos cristais obtidos.
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Fonte: Elaboragéo propria

Figura 4. Diferentes morfologias em funcéo da formulagédo: A) Sacarose a 4% B) Sacarose a 10% e pH de
2,5, C) Cloreto de sédio a 4%.

Fonte: Reproducéo de DEVILLE, 2016.
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Outro fator que pode influenciar na morfologia de um material poroso, é a direcdo em que
ocorre a troca de calor entre o sistema que sera congelado e 0 ambiente com menor temperatura.
No caso da bandeja de gelo que se costuma colocar em um congelador, a dgua troca calor com
0 meio de menor temperatura (o congelador) por todas as dire¢des, portanto o crescimento do
gelo sera aproximadamente multidirecional (Figura 5-A). Quando o sistema que deve ser
congelado e colocado em um ambiente com isolamento térmico, favorecendo que a troca de
calor aconteca em apenas uma direcéo, o congelamento sera unidirecional (Figura 5-B). (ZHU
etal, 2013)

Figura 5. Esquema de formac&o de materiais porosos por congelamento multidirecional (A) e

unidirecional (B), enfatizando o sentido da troca de calor.
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Para o congelamento unidirecional na técnica de ice template, um equipamento chamado
dedo frio (Figura 6) é utilizado, para facilitar o controle dos cristais de gelo e temperatura do
sistema. O dedo frio é composto por um molde, onde € colocada a formulacéo a ser congelada,
conectado a um cilindro de cobre mantido em banho de nitrogénio liquido. Para ajudar no
controle das taxas de resfriamento ha resisténcias acopladas ao cilindro, permitindo controlar a

troca de calor, e, portanto, a temperatura do sistema (WEGST et al, 2010).
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Figura 6. Esquema do dedo frio utilizado para congelamento na técnica de ice template para produgéo de

géis unidirecionais.
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Fonte: Elaboragdo propria

Entre as razbes para 0 uso da técnica de ice template, estd a possibilidade de utilizacdo de
varios materiais diferentes, como polimeros, biomassa (DUTTA; BHAUMIK; WU, 2014),
ceramicas e metais (DEVILLE; MEILLE; SEUBA, 2015) e ainda o controle das propriedades
fisicas da estrutura criada (WEGST et al, 2010).

2.4 Propriedades dos materiais porosos feitos pela técnica de ice-template

Como j& vimos anteriormente, o material produzido através de ice template pode apresentar
diferentes porosidades, pois sofre influéncia de varios fatores como a taxa de resfriamento,
temperatura, tipo de solventes e solutos (DEVILLE, 2010). Apds conhecer a presenca,
importancia e como ocorre a formacao de poros através do congelamento, é importante entender
as propriedades dos materiais porosos e sua estrutura, pois assim podemos entender para que e
onde esses materiais podem ser utilizados.
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Entre as propriedades de um material poroso esta a densidade, area de superficie, formato
e distribuicdo dos poros, porosidade, interconectividade, capilaridade do material e
propriedades mecanicas (ZUO; ZENG; JIANG, 2008). A resisténcia dos materiais porosos
sofre influéncia do tamanho dos poros, ja tendo sido observado que poros menores conferem
maior resisténcia a compressao (DEVILLE, 2010). A direcdo dos poros também influencia nas
propriedades mecénicas de um material, por exemplo, poros unidirecionais, por apresentarem

uma direcdo definida tem um comportamento resposta anisotrépico (DEVILLE, 2010).

Para entender melhor como isso funciona, imagine que uma estrutura tem poros que seguem
a direcdo vertical e a passagem de fluidos em que é submetido ocorre no sentido horizontal. Os
poros canalizados ndo conseguem cumprir sua funcao de canal de passagem, pois o fluido ndo
consegue fluir por dentro do material, portanto é necessario que o sentido do fluido seja no

mesmo sentido dos poros.

O tamanho e distribuicdo dos poros de um material sdo propriedades importantes e em
algumas situagbes, materiais com poros maiores sdo 0s de maior interesse para novas
tecnologias (DEVILLE, 2010), mas ndo necessariamente isso € uma regra. Pelekani e Snoeyink
(2000) observaram que na adsorcdo de corantes, quanto maior a distribuicdo e tamanho dos
poros, menor foi a taxa de adsor¢do ja que havia menor quantidade de material para adsorver
esses corantes, mostrando a relevancia da area superficial de materiais porosos em fenémenos
de superficie. Interconectividade, que é a quantidade de sobreposicéo entre poros (MOORE et
al., 2004), e a capilaridade, que auxilia o transporte de fluidos pelos poros de um material (BAI
et al, 2015).
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2.5 Aplicagdes

Biomateriais sdo materiais com habilidade de substituir ou reparar fungdes biologicas, ter
compatibilidade com o ambiente bioldgico e serem inertes, ou seja, ndo apresentarem
interferéncias no sistema biolégico de um hospedeiro (DROTLEFF et al, 2004; LEE;
MOONEY, 2012). Os biomateriais podem ser classificados como passivos, que nao possuem
funcdo especifica; interativos, que promovem melhora de processos ou bioativos, que
apresentam farmacos, células ou substancias que sdo liberadas quando utilizados (PAUL,;
SHARMA, 2004). Um dos tipos mais utilizados sdo os bioativos, especialmente para
transplantes 0sseos. Os poros desses materiais simulam os canais existentes nos 0ssos que tem
a funcdo de nutrir e promover a capilaridade e vascularizacdo dos tecidos, ajudando na
regeneracdo dos ossos (BAI et al, 2015). Neste contexto o processo de fabricacdo de
biomateriais porosos objetiva simular o material 6sseo, caracterizado por ser poroso e com

canais direcionados, como os obtidos por processos de congelamento unidirecionais.

H& muito interesse no desenvolvimento de diversos produtos usados como meio de suporte
para a area biomédica. Entre as propriedades para determinar um bom suporte estdo a
porosidade, interconectividade e tamanho dos poros nas estruturas produzidas (MAO et al,
2012). Visto que materiais produzidos por ice template oferecem a capacidade de auxiliar o
crescimento celular por conta das caracteristicas porosas, sao fortes candidatos para a utilizagdo
na producdo desses suportes. Além dos estudos em relacdo a area médica, materiais porosos
também sdo de interesse em processos de retirada de CO, da atmosfera por adsorcao,
membranas para producéo energética em reatores cataliticos, como células combustiveis usados
na producdo de metano através da atividade enzimatica de microrganismos e membranas com
nanotubos de carbono utilizadas no tratamento e dessalinizacdo de 4gua (GAUDILLERE e
SERRA, 2016).

Loo et al (2013) desenvolveu criogeis de polimeros superabsorventes por ice template para
purificacdo de &gua e para remocdo da turbidez, alcancando eficiéncia em remocdo de
particulas. Estes materiais podem ser usados também na remocdo de patdgenos em fontes
contaminadas através da absorcao de agua e retencao dos particulados. Seguindo a mesma ideia
de aplicacdo, Gawryla e Schiraldi (2009) criaram materiais absorventes por ice template
utilizando aerogéis de argila com capacidade de adsor¢do de componentes toxicos de aguas

contaminadas.
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2.6 Alginato

A utilizacdo de polimeros para a produgdo de materiais porosos por ice template é uma area
de estudo. Francis et al. (2013) utilizou alginato para produzir materiais que auxiliassem na
engenharia de tecidos neurais. O alginato € um polissacarideo linear hidrossoltvel, composto
por blocos alternados de acido -D-manurénico (M) unidos por ligagdes tipo (1—4) e acido a-
L-gulurdnico (G). Apesar de ja ser encontrado em sua forma isolada desde 1883, detalhes sobre
a estrutura do polimero s6 comegcaram a ser descobertos em 1929, por Nelson e Cretcher
(HIRST et al., 1939).

A geometria dos blocos M e G diferem entre si (Figura 7), sendo que os blocos G tem uma
estrutura empilhada, enquanto o bloco M tem uma estrutura estendida, o que gera diferenca na
forma como ocorre a reticulacdo do alginato, que é uma caracteristica do polimero para
promover a formacéo de geis (GEORGE e ABRAHAM, 2006).

Figura 7. Estrutura dos blocos G e M que comp@e a estrutura quimica do alginato de sédio.
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Fonte: Adaptado de NGUYEN, 2014.

A reticulagio acontece pelo contato com cétions divalentes, como o Ca?* (Figura 8). O
cation se liga aos blocos do alginato, ocupando o espaco dos ions de sddio, formando uma
estrutura chamada de egg-box, logo ha a formacdo de estruturas do tipo fita, onde ha o inicio
da reticulacdo, mas apresenta menor resisténcia. Conforme as reticulagdes em fitas aumentam,
elas se unem, formando uma estrutura mais forte e de carater irreversivel. (GEORGE;
ABRAHAM, 2006; LEE e MOONEY, 2012).
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Figura 8. Esquema da reticulagdo do alginato de sédio com ions de calcio
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Fonte: Adaptado de Science & Food, 2013.

Ainda que os géis de alginato sejam compostos por 99% de agua a variacdo da quantidade
de célcio interfere na permanéncia do gel. Concentra¢fes muito baixas desses ions geram uma
solucdo viscosa, enquanto que seu induz reticulagcdes permanentes e irreversiveis (GEORGE;
ABRAHAM, 2006).

Os alginatos comerciais, provém de trés espécies diferentes de algas marrons: Laminaria
hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera ou microrganismos das espécies
Pseudomonas e Azobacter vinelandii (GEORGE; ABRAHAM, 2006). De acordo com o local
e espécie de onde é retirado, a ordem de mondmeros difere e tem influéncia nas reticulaces
dos géis. Blocos G, por apresentaram uma cadeia mais extensa que blocos M, quando ligados
entre si, apresentam estruturas mais resistentes e os ions de célcio tem maior afinidade a esses
blocos (PAWAR; EDGAR, 2012; FARRES; NORTON, 2014), enquanto as sequéncias com
maiores quantidades de bloco M formam estruturas mais elasticas (FARRES; NORTON, 2014).
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3 PROPOSTA DE TRABALHO

A proposta desse trabalho foi o desenvolver de um processo similar ao ice template
convencional com menor custo através da substituicdo do equipamento de dedo frio pelo
resfriamento em congelador doméstico e com a substituicdo da etapa de liofilizacdo pela

secagem por troca de solventes com variacdo de polaridade.

Para a execugdo do trabalho foram utilizadas formulacBes de alginato de calcio em
concentragfes abaixo da necessaria para a reticulacdo, que é uma caracteristica que nao foi
observada na literatura até 0 momento. Essa peculiaridade das formulacgdes utilizadas ocorre
com uma solucdo homogénea (ou seja, em situacdo de pré-reticulacdo, onde ndo ha formacéo
de gel) que tem a capacidade de permear por outros materiais, por ser liquida. Supde-se que a
formacgdo de gel (Figura 9) acontece durante o congelamento dessa formulacdo, pois a
cristalizacdo da agua proporciona o aumento da concentracdo do soluto (BIGLIA et al, 2016),
permitindo que haja quantidades suficientes para que se promova a reticulacdo do alginato,

causando a formagéo de gel

Figura 9. Representacéo das diferentes etapas do processo de congelamento proposto neste projeto: sendo
respectivamente: solugao de subgelificacéo de alginato e Ca?*; evolucéo dos cristais de gelo, aumento das
concentragdes de alginato e Ca?*; formac&o de gel de alginato, em funcéo da concentracéo crescente;
cristais de gelo penetrando no gel de alginato, formando poros; descongelamento da 4gua, o gel poroso

permanece estavel.
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Os poros da estrutura, assim como na técnica de ice-template, sdo formados através da
perfuracdo do gel polimérico pelos cristais de gelo que continuam crescendo até a total
solidificacdo do sistema. O gel poroso permanece estavel apds o descongelamento, pois ja
apresenta uma estrutura, devido a caracteristica do alginato de sodio reticulado com ions de
Ca?*, que exibem uma interacdo irreversivel, ao contrario da técnica convencional, que
necessita da etapa de liofilizagdo para manutencdo da estrutura porosa. O congelamento da
formulacdo para a producdo de géis porosos deve ocorrer de forma lenta para permitir a difusdo
dos solutos, garantindo a concentracdo mais homogénea possivel na parte do sistema que ainda

sera congelado, para que seja efetiva a formacdo de gel.
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4  METODOLOGIA/MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e pureza de materiais utilizados

A producéo de géis foi feita utilizando o alginato Protanal SF 120 RB (FMC Health and
Nutrition) extraido das folhas de Laminaria hyperboria. Esse alginato possui em sua
composicdo monomérica 36% de blocos MM, 38% de blocos MG + GM e 26% de blocos GG.

A reticulacdo dos géis foi feita com o uso de solugdo de CaCl,.2H>0 da marca Anidrol.

4.2 Caracterizagao do sistema de congelamento

Esse experimento foi feito para observar a temperaturas do congelador em relacdo a
temperatura ambiente e o registro das temperaturas do freezer durante o congelamento e do
sistema de isolamento usado para o congelamento dos géis.

O registro das temperaturas foi feito através da utilizacdo de indicador de temperatura nas
amostras em teste, na caixa de isopor e congelador. As temperaturas indicadas foram registradas
pelo aplicativo Lapselt, com o registro de uma imagem a cada dois minutos, possibilitando a

posterior analise das temperaturas obtidas.

4.3 Caracterizacdo das etapas de congelamento dos géis

O objetivo do experimento foi observar o tempo em que ocorre 0 congelamento das
amostras das formulacdes de congelamento e da dgua mineral e quais eventos ocorrem no
processo de congelamento, para isso foram determinados tempos e temperaturas para a abertura
das amostras. Amostras da formulacdo e de agua mineral foram colocadas em microtubos e
congeladas, o teste foi feito em duplicata e o registro das temperaturas foi feito do mesmo modo
usado no experimento de caracterizacdo do sistema de congelamento.

O aspecto das amostras em cada abertura foi registrado através de fotogréfica digital.

4.4 Exploracéo de parametros experimentais para formula¢do com formacéo de gel

Determinar quais seriam as melhores concentracdes a serem utilizadas na producdo dos
géis por congelamento foi uma das necessidades do trabalho, para selecionar onde haveria
menor quantidade necessaria de solutos para evitar a reticulacéo e promover a formacéo de gel
apos o congelamento. Para as primeiras condicOes de teste (Figura 10) foram utilizadas agua
destilada e deionizada, para analisar se os diferentes graus de pureza mostravam alterac6es nas

formulagGes testadas.
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Figura 10. Condicdes e concentracgdes dos primeiros testes de analise das melhores formulagfes para

producao de géis por alginato de calcio por congelamento com a utilizacio de agua mineral

Agua Destilada Agua Deionizada Agua Mineral
Condigao 1 Condigdo 2 Condigdo 3
Alginato: 0,15 a Alginato: 0,15 a Alginato: 0,05 a
1,57 (g/100g) 0,75 (g/100g) 0,25 (g/100g)
CaCl,: 7x10* a CaCl,: 5x10*a CaCl,: 5,0x10* a
1,7%102% (mol/L) 1,5%102 (mol/L) 1,5%103(mol/L)

N 4\ 4

Para a determinacdo de nova faixa de concentracdes para teste, foi selecionado os melhores
resultados, feitos através do aspecto visual dos géis em relacdo a tamanho e resisténcia, assim
houve a possibilidade de refinar os resultados, permitindo a utilizacdo de novas concentragdes

e determinar quais as formulacGes exibem géis com melhor aspecto visual.

Devido a problemas na reprodutibilidade dos experimentos, durante o andamento da
pesquisa passou a ser utilizada a dgua mineral Lindoya e Crystal (Composicdo mineral em
Tabela 6 — Apéndice A) como solvente. Nas condi¢des testadas apos o0 uso da agua mineral,
com o objetivo de determinar a melhor formulacédo ndo apenas pelo visual, mas também pelo
rendimento massico da formulacédo e observar a relacdo entre aspecto e rendimento dos géis,
foi realizada a pesagem dos géis molhados e ap6s secagem em estufa a 60°C por 24h e entdo
calculadas as médias de massa molhada e seca. Todas as varreduras foram congeladas em
congelador doméstico dentro de uma caixa de isopor, em microtubos de 2 mL (Eppendorfs),
sendo adicionados 1500 uL de solucdo de alginato de sodio e 500 pL de solucéo de cloreto de

calcio para cada microtubo.
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4.5 Secagem dos géis produzidos por congelamento

45.1 Liofilizacao

A liofilizacdo de algumas amostras dos géis feitos em congelador doméstico foi feita a pelo
equipamento da marca Liotop, modelo Liofilizador K105, nas condic¢Bes de -100°C, a vécuo,
por 24 horas.

4.5.2 Secagem do gel com solventes apolares

Os géis prontos foram secos através da utilizacdo de solventes apolares. O experimento foi
realizado em triplicata e teve como objetivo além de secar, manter a integridade do gel e retirar

a necessidade da etapa de liofilizacdo necessaria na técnica de ice template.

45.2.1 Secagem com solventes de polaridade decrescente

A ideia da retirada de agua por método liquido-liquido é utilizada para extracdo de
solventes. Essa extracao ocorre por efeito idnico, tempo de contato e a polaridade dos solventes
utilizados (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007) e através dessa essa ideia, foram escolhidos
solventes com diferenca de polaridade, sendo adicionados em ordem decrescente de polaridade
em relacdo a agua, permitindo que um solvente fosse retirado pelo outro, até que por fim o
ultimo é removido por volatizacado, evitando assim o colapso dos geis produzidos.

Os géis de alginato de calcio recém-formados foram colocados em contato com etanol,
butanol e acetato de etila, nessa ordem, por conta das diferentes polaridades (Figura 11). As
amostras foram mantidas em cada solvente por aproximadamente 1h e entdo secas em estufa,
temperatura ambiente e dessecador, para determinar qual o melhor método para secagem onde

houvesse a melhor integridade do gel.
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Figura 11. Esquema da secagem dos géis por polaridade decrescente utilizando etanol, butanol e

acetato de etila

D Butano|:|> 1 HORA EM CADA SOLVENTE

4.5.2.2 Secagem com etanol

Devido a dificuldades relacionadas ao butanol, como irritacdes respiratérias causadas pela
exposicdo aos vapores do solvente (KRISTIANSEN; VINGGAARD, NIELSEN, 1988), foi
testada a secagem dos géis pelo método de desidratacdo com etanol, utilizado no protocolo
desenvolvido por Luchetti (2017) do Laboratério de Helmintologia Evolutiva da USP, na

preparacdo de espécimes para microscopia eletrénica de varredura.

O método consiste na desidratacdo progressiva até etanol 100% (10%, 30%, 50%, 70%,
80%,90%, 95% e 100%) por 10 minutos cada (Figura 12), trocando o alcool 100% trés vezes.
A retirada do alcool presente no gel foi feita por volatizacdo em dessecador com silica gel.

Figura 12. Método de secagem utilizado para retirada de &gua dos géis através da utilizacdo de

concentracdes crescentes de etanol

r 4 b |
« Etanol e Etanol « Etanol — e Etanol S
10% e Etanol 50% * Etanol 80% * Etanol 95% ¢ Etanol
30% 70% 90% 100%
- S | = ] X
Sl i i

4.6 Producdo de compdsitos de café com alginato de célcio

Durante os experimentos para manter a estrutura do gel formado, foi feito o experimento
com a reutilizagdo da borra de cépsulas de café do tipo “espresso” da Marca Nescafé Dolce

Gusto, com o objetivo de fortalecer a estrutura e possibilitar o manuseio dos géis produzidos.
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Apos a coleta do pd, foi feita a lavagem e posterior secagem em estufa a 90° C por
aproximadamente 2 horas. Para separar diferentes granulometrias foi feita uma decantacdo
fracionada que separou os graos por densidade em tempos de 1, 2 e 3 minutos. Posteriormente
a decantacao, foi feita mais uma secagem em estufa a 90° C por 2 horas.

Para a producdo dos geis foram adicionados 0,04 g de pd, coletados na decantacdo de 3
minutos, para cada 2 mL da formulagdo de congelamento, congeladas por aproximadamente
20h em caixa de isopor e entdo descongeladas e secas a 60°C em estufa por 24 horas. O

experimento foi realizado em triplicata e registrados por fotografia digital.

4.7 Formacao de gel apds permeacdo em materiais porosos

O experimento de producéo de géis dentro de materiais porosos, foi feito com o objetivo de
mostrar a possibilidade de manipular os poros de uma estrutura pronta. Para esse experimento
inicialmente foi utilizada espuma (esponja de cozinha, de poliuretano). A formulagédo
selecionada foi corada com azul de metileno, buscando facilitar a visualizacdo do gel formado
dentro dos materiais em teste.

Pedacos de espuma em tamanho 1x1 cm foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada em
agua destilada e secos em estufa a 60°C por 24h. Ap6s o processo de lavagem foram banhados
na formulacdo corada por 5 minutos e congelados por aproximadamente 20h, estando as
amostras dentro de caixas de isopor para isolar o sistema e permitir o congelamento lento.

As amostras foram entdo descongeladas e novamente lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada
em agua destilada, submetidas a secagem por solvente apolares e secas em estufa a 60°C por
24h.

Amostras de ceramica (vela de filtro) tambem foram utilizadas para o experimento
seguindo o0 mesmo procedimento das amostras de espumas.

Apds a secagem todas as amostras foram analisadas em microscopia 6tica para observar

a formacdo de gel no interior dos materiais testados, foram analisadas amostras materiais sem

nenhuma adicao de solugdes, materiais com adicdo de alginato de sddio com e sem a etapa de

congelamento e materiais com adicdo da formulacdo selecionada com e sem a etapa de

congelamento
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4.8 Gel unidirecional

Poros unidirecionados sdo uma das caracteristicas Unicas provenientes de sistemas
convencionais de ice-template, o que pode ser obtido pelo controle da dire¢do de congelamento
do sistema (DEVILLE, 2010). Partindo desse principio foi realizado um experimento de géis

unidirecionados de alginato de calcio a partir de um sistema montado em laboratorio.

O experimento foi feito em colaboracdo ao projeto de Iniciacdo Cientifica do aluno
Emerson Teixeira Tsukada. O objetivo desse experimento foi mostrar a possibilidade de realizar
0 congelamento direcionado sem a utilizacdo do equipamento de dedo frio. O sistema de
congelamento utilizado para o0 experimento € composto por trés partes principais, sendo elas:
uma placa Peltier, um dissipador de calor (chamado também de waterblock) e o banho
termostéatico (Figura 13). O sistema Peltier sob alimentac&o elétrica, gera aquecimento em uma
das superficies da placa e resfriamento na superficie oposta. O equipamento de waterblock,
junto ao banho termostatico tem como funcdo dissipar o calor produzido pela superficie da

placa na qual ocorre 0 aquecimento, impedindo o superaquecimento da placa Peltier.

Figura 13. Sistema composto por placa Peltier e waterblock e banho termostéatico

‘Placa Peltier /

Waterblock Mangueira do banho
termostatico

Para um processo mais eficiente e reducéo da intensidade da troca de calor entre o sistema
de congelamento e o ambiente, foi utilizado um revestimento de isopor (Figura 14 ).Esse
revestimento recobriu a porcdo composta pelo dissipador de calor, pela placa Peltier e pela

superficie de resfriamento (onde a amostra foi posicionada).
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Figura 14. Revestimento de isopor utilizado para diminuir a intensidade da troca de calor entre o

sistema e 0 ambiente.

——> |solamento de isopor

¥ Amostra em microtubo

Placa Peltier €—

———> Mangueira do banho

Waterblock € termostatico

Foram congeladas amostras da formulacdo por um periodo de aproximadamente 1h30. O
gel formado foi liofilizado pelo periodo de 24h e entdo observado por microscopia Otica e

fotografia digital.

5 Meétodos de anélises e caracterizagéo visual

5.1 Fotografia digital

O registo do aspecto visual dos geis feitos em congelador doméstico foi feito a partir de
fotografias digitais realizadas por equipamento fotografico da marca Nikon Corporation,
modelo NikonD3200.

5.2 Microscopia Gtica

A caracterizacdo morfoldgica foi feita por meio de microscopia 6tica pelo microscopio
Leica, modelo DM 2700 M e DM 2700 P. As analises foram realizadas no microscépio do

Laboratdrio de Biomassa e Bioenergia localizado na UFSCar campus Sorocaba, SP.

5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizacdo morfoldgica também foi feita através da microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). As amostras foram recobertas com filme de ouro, por conta da natureza
organica do material. As analises foram realizadas no microscopio Quanta, modelo 650 FEG e
no microscépio Inspect modelo F50, no Laboratério de Microscopia Eletrénica (LME) do
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) localizados no CNPEM (Centro Nacional

de Pesquisa em Energia e Materiais) em Campinas, SP.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacédo do sistema de congelamento

Para 0 congelamento utilizamos uma geladeira doméstica no laboratorio e reservamos o
congelador exclusivamente para 0s experimentos de ice template. Para que pudéssemos
conhecer como o congelador funcionava e usa-lo como reator para 0s processos de ice template,

acompanhamos o seu funcionamento com sensores de temperatura.

No congelador doméstico, o equilibrio de temperatura em todas as amostras, caixa e freezer,
ocorreu apds 250 minutos (Grafico 1). O equilibrio foi considerado o tempo no qual as amostras
atingiram na mesma temperatura. Observou-se que o freezer apresenta ciclos de temperatura de
aproximadamente 30 minutos, oscilando entre -17 e -26°C. Esta oscilagdo ndo acontece dentro
da caixa de isolamento térmico, possivelmente pela histerese proporcionada pelo isolamento

térmico.

Gréfico 1. Temperaturas observadas no sistema apds 250 minutos do processo de congelamento

—— Freezer
—A— Caixa
20 4 \ H,0 (1)

‘ —=—H0(2)
—&— Amostra (1)

10 —&— Amostra (2)

-10 4

Temperatura (° C)

-20 4

-30 T T T T T T
0 50 100 150 200 250

Minutos

As amostras da formulacdo e de agua, que foi utilizada como método de comparacao,
apresentaram 0s mesmos fenbmenos exotérmicos, porém em temperaturas diferentes,
mostrando a dispersdo natural do sistema. O fendmeno exotérmico foi atribuido ao
congelamento da agua, por conta da liberacdo de energia que ocorre na difusédo das moléculas
para a fase solida, emitindo calor latente.
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6.2 Caracterizacdo das etapas de congelamento dos géis

Ap0s a andlise da caracterizacdo do sistema, foi realizada a caracterizacdo dos géis de
acordo com os eventos observados nos graficos de temperatura obtidos na secdo anterior. O
objetivo foi observar em que periodo ocorre o total congelamento das amostras e a formacéo
de gel nas amostras da formulacdo. A ocorréncia dos fendmenos foi feita acompanhando-se a
temperatura (Figura 15).

Figura 15. Registro das temperaturas das amostras em teste com processo interrompido em tempos de 58

minutos, 127 minutos , 198 minutos e 240 minutos de processo de congelamento

Agua Formulacio

Agua Formulacio
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A primeira abertura do sistema foi realizada ap6s aproximadamente 58 minutos de
congelamento, sendo que as amostras chegaram a temperatura de 0°C por volta de 45 minutos
para as formulagdes e 55 minutos para as amostras de agua. As amostras de agua e formulacdo
quando retiradas do congelador ainda nao apresentavam aspecto de congelamento, assim como
esperado, ja que o processo de formacdo inicial de gelo exibe um evento exotérmico que nao
ocorre quando a temperatura atinge exatos 0°C, porém a formulacdo apresentou maior
viscosidade em relagdo ao inicio do congelamento, o0 que ocorre também para as formulacGes
de agua em temperaturas mais baixas (LIKHACHEV, 2003). A maior percep¢do de
viscosidade das formulagdes pode ser explicada pelo envolvimento de atividade intermolecular
dos solutos, com 0 aumento da concentragao de solidos, que € maior do que o contido em apenas
agua, a ligacdo dos grupos do soluto com o hidrogénio gera 0 aumento da viscosidade e baixas
temperaturas tendem a fortalecer as ligacdes (KAR; ARSLAN, 1999), aumentando a

viscosidade nas amostras.



40

A segunda abertura do sistema foi feita ap6s 127 minutos, nessa etapa as amostras
atingiram a temperatura de 0°C apds 75 minutos as diferencas entre os sistemas podem ser
referentes as oscilagdes do congelador, que altera em alguns minutos a diferenca entre as
diferentes aberturas de sistema. Apos 100 minutos algumas amostras ainda estavam em 0°C,
para que o congelamento fosse interrompido foi aguardado até que todas as amostras saissem
de 0°C, mas nesse tempo a formulagéo 2 indicava a temperatura de -3°C. Quando o sistema foi
aberto, a formulagdo 1 estava em -0,3°C. As amostras de 4gua apresentaram sinais de inicio de
congelamento, com formacao de poucos cristais nas paredes do recipiente, mas descongelavam
apos pougquissimo tempo em temperatura ambiente e as amostras de formulacao apresentaram
0s mesmos sinais, indicando o inicio do congelamento no mesmo periodo.

Foi possivel observar diferentes fases nas formulagdes, sendo o congelamento de forma
multidirecional e sabendo que varios nucleos de gelo sdo formados durante o processo de
congelamento, supBe-se que fases de diferentes opacidades seriam nucleacdes resultantes do
comeco do processo de cristalizacdo da dgua. Apos serem retiradas do microtubo, as amostras
de formulacao se mantiveram melhor que as de 4gua mineral, porém com o descongelamento
rapido houve apenas formacdo de grumos e nédo estrutura de gel. Os grumos se formam pois
com o inicio do congelamento ha o aumento da concentracdo de solutos, gerando o inicio da
reticulacdo, mas a concentracdo ainda é baixa para a formacéo do gel polimérico.

A terceira abertura foi feita apos aproximadamente 198 minutos de congelamento, nessa
etapa as amostras atingiram a temperatura de 0°C por volta de 70 minutos de congelamento.
Apdbs 160 minutos de processo uma das amostras de agua ainda estava em 0,4°C, enquanto as
outras ja apresentavam queda de temperatura. As amostras quando retiradas do sistema
apresentaram aspecto de “quase congeladas”, mas ainda havia resquicio de dgua para completar
0 processo. As amostras de formulacao apresentaram as mesmas caracteristicas da amostra de
agua, ainda precisando de mais tempo de congelamento para finalizar todo o processo. Apos a
retirada dos tubos, a formulagdo ainda se mantém congelada por mais tempo que as amostras
de &gua, mas ainda ha a necessidade de completar o processo de congelamento para a formacao
de gel das amostras.

A Ultima abertura do sistema foi feita aos 200 minutos de congelamento, onde as amostras
ja estavam congeladas e a formulacao apresentou formacéo de gel, nessa etapa, as amostras de
agua e formulacdo ja haviam alcancado equilibrio de temperatura, quando retiradas do

microtubo estavam completamente congeladas e houve a formacéo de gel.
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Foi determinado que o tempo necessario para o congelamento com a formacao de gel em
congelador doméstico, é de aproximadamente 200 minutos, ou seja, 4 horas. Durante o

experimento, foi possivel observar que o fendmeno exotérmico é

rente ao congelamento da agua, e ndo a formacao de gel, que ndo pode ser observada através
da variacdo das temperaturas do sistema de congelamento, assim como foi atribuido durante a

primeira analise das temperaturas.

6.3 Exploracdo de parametros experimentais para formulacdo com formacao de gel

6.3.1 Exploracdo de parametros utilizando agua destilada

Apds o descongelamento das amostras, foi analisado o aspecto visual dos géis formados
através de um ranking de notas (Grafico 2), as cores do gréfico indicam a qualidade dos géis
formados, sendo que géis classificados com nota 0 e 1 durante a andlise visual estdo
representados pela cor azul e foram descartados do trabalho ja que gelificaram antes do
congelamento . Esse fendmeno ocorreu nas maiores concentracdes de CaCl, e maior
concentracdo de alginato de sddio, podendo ser ocasionado pela quantidade de mon6émeros
disponiveis para a gelificacdo. Quando h& maior disponibilidade de mondmeros, hd a
reticulacdo imediata com os ions de Ca?*, causando gelificacéo instantanea.

Gréfico 2. Gréafico de contorno que apresenta as formulagdes analisadas na varredura 1, com o uso de

agua destilada

Agua Destilada - Condic&o 1
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Os géis de nota 2, que sao intermediarios, estdo indicados pela cor laranja e os de nota 3,
pela cor cinza. Os géis de nota 3 formaram as estruturas consideradas como melhores, indicando
que nessas formulacdes as proporcdes de monémeros para fons de Ca?* seriam suficientes para
evitar uma reticulacdo imediata, mas exibir formacéo de gel ap6s o aumento da concentracédo
decorrente do congelamento. Para refinar o resultado apresentado, foi feita a readequacéo da
faixa a ser testada, partindo da faixa onde a formacdo do gel foi satisfatdria, utilizando

concentragfes menores de alginato de sodio e CaCl, (Figura 16)
Figura 16. Faixa readequada para os testes da segunda condi¢do de formulacgdes

Agua Destilada — Condicdo 1 Agua Destilada — Condicdo 2

1,57 1,57

082 ¢ 0,82 £
= £
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=T =T
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$ 4 S ~ <
S $ Q S $
S 5 S) > I~ >
Anilise visual [notas) Calcio Andlise visual (notas) Calcio

mo-1 mi-2 2-3 mo-1 mi-2 2-3

Comparando os resultados das duas condic@es, foi possivel observar que a quantidade de
géis formados e com melhor aspecto visual aumentou ap6s a readequacdo e que os melhores

ficaram compreendidos entre as menores combinacgdes de CaCl. e alginato.

6.3.2 Exploracdo de parametros utilizando agua deionizada

O mesmo experimento foi realizado com a &gua deionizada, que mostrou resultado
diferente do uso da agua destilada (Gréafico 3). Quase todas as formulagdes gelificaram logo no
preparo, mas as formulagdes onde ndo houve reticulacdo imediata, sendo essas as de menores
concentracédo de CaCl,, apresentaram formacao de gel apds o congelamento. Uma das hipdteses
iniciais para explicar a diferenca entre agua destilada e deionizada é que haveria influéncia da
forca ibnica da agua no processo de gelificacdo do alginato, porém o resultado foi o0 oposto do
esperado, com a agua mais pura apresentando maior faixa de concentracdes em que ocorre a

gelificacdo antes do congelamento.
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Gréfico 3. Grafico de contorno que apresenta as notas dadas nas formulagdes analisadas na

varredura 1
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Na primeira condicdo de teste, os géis classificados como nota 1 e 2 mostraram formacéo
de géis com bom aspecto visual, estando na faixa de concentragdes mais baixas de CaCl;

combinadas com concentracGes baixas de alginato, assim como na agua destilada. (Figura 17)

Figura 17. Faixa readequada para os testes da segunda condi¢do de formulagées
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Na segunda condicdo, apos a readequacdo das faixas de concentracdo, feitas do mesmo
modo que a exploracdo das formulagfes com agua destilada, os eventos de reticulacéo antes do
congelamento das formulagdes também ocorreram em grande quantidade e concentragdes mais
baixas de alginato, onde anteriormente as estruturas porosas foram produzidas, ndo apresentou
nenhum gel formado. Analisando o resultado das varreduras feitas com os dois tipos diferentes
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de agua, foi determinado que a formulacao de 0,15 g/100g combinada a 0,0010 mol/L de CaCl;
seria escolhida para a formacdo de gel, por apresentar estrutura em todas as amostras da
triplicata nas duas condigdes, independente do solvente usado. A partir dessa concentragdo, um
dos geéis formados foi liofilizado e observado por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(Figura 18).

Figura 18. Poros da superficie do gel formado por congelamento e liofilizado, em magnificacdo de
150x

A Figura 18, de magnificacdo de 150x, mostra a superficie do gel, de caracteristica porosa
na superficie e com aspecto esponjoso com muitos filamentos. E possivel observar que os poros
ndo seguem uma Unica dire¢do, mostrando que o congelamento feito em congelador doméstico

forma cristais multidirecionais ocasionando poros com a mesma caracteristica.

A Figura 19, feita apds um corte transversal, também em magnificacdo de 150x, permite
observar as diferengas entre a superficie e o interior do material, que apresenta poros maiores e
paredes mais definidas, que pode ser ocasionada pela diferenca entre o inicio e a continuacéo

da precipitacdo do soluto, que causa 0 aumento progressivo da concentragao.
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Figura 19. Corte transversal do gel formado por congelamento, possibilitando a visualizacéo da

diferenca morfoldgica entre a superficie e o interior da estrutura, magnificacio de 150x

Utilizando uma magnificacdo de 20.000x foi possivel medir a espessura das paredes dos
poros do interior do gel (Figura 20), que tem aproximadamente 900nm de espessura, e que
aparenta ser formada em camadas, caracteristica da reticulacdo do alginato ap6s a ligacdo entre
as fitas formadas no inicio da reticulacdo, que confere uma estrutura mais firme ao gel apés as
ligagGes entre as fitas, formando camadas de alginato.

Figura 20. Espessura da parede do gel produzido por congelamento, com aproximadamente 900nm e

magnificacio de 20.000x

ot| HFW WD |mag O
0 114.9 ym! 8.9 mm | 20 000 x
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6.4 Uso de agua mineral como solvente

O uso da agua destilada dificultou a reprodutibilidade dos experimentos, dependendo do
periodo em que era utilizada. 1sso se deve ao fato de a 4gua destilada do laboratorio de ensino
exibir qualidade variavel, provavelmente por ndo ser possivel o controle das variaveis de
processo, além do armazenamento que possibilitava a evaporacdo de agua, influenciando na
concentracdo das impurezas em funcdo do tempo de armazenamento. O uso da dgua deionizada

foi impossibilitado pela dificuldade de acesso.

Usar a dgua corrente do campus também néo era adequado devido a sua alta dureza (~70
mg/L)?, interferindo no processo de gelificacdo dos ensaios realizados, com muitas variacdes

em seus resultados, dificultando também o processo de reprodutibilidade do experimento.

Para resolver os problemas relacionados a reprodutibilidade optou-se pelo uso da agua
mineral Lindoya e Crystal (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. — APENDICE - A). O uso de a4gua mineral no lugar da &gua
destilada aproxima o processo da condic¢do de viabilidade econémica, devido ao seu menor
custo. A escolha da &gua foi determinada pela menor quantidade de calcio disponivel na agua,
em comparacdo as outras marcas disponiveis. Resultados anteriores apontaram para uma maior
reprodutibilidade nesta linha de pesquisa e nas demais do grupo de pesquisa que usam O

alginato, ap6s o uso da agua mineral.

6.4.1 Exploracao de parametros utilizando agua mineral

Por conta do adicional de célcio, mesmo que pequeno, contido na composi¢do da dgua
mineral, foi determinada uma nova faixa de gelificagdo. Novamente as maiores concentracfes
de CaCly, gelificaram antes do congelamento, exceto pelas formulagbes com menor
concentracdo de alginato, assim como nas explorac@es anteriores, pela pequena quantidade de
unidades de CaCl, para promover a reticulacdo do alginato, ndo sendo suficiente para a
formacdo de estrutura apds o congelamento das amostras. Os resultados referentes aos testes
com uso de &gua mineral e em novas condi¢bes de concentracdo podem ser observados no
Gréfico 4.

! Resultado obtido em experimentos do Laboratério da disciplina de Introducdo a Quimica Ambiental,
realizado em 04/05/2017.
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Grafico 4. Grafico de contorno que apresenta as notas dadas nas formulagdes analisadas na condigéo 3

Agua Mineral - Condic&o 3
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A coloracdo amarela do grafico, que representa os géis de nota 4, que foram os que
apresentaram os géis de melhor aspecto visual e foram formados nas formulacGes de 0,20
9/100g e 0,10 g/100g de alginato com 0,0010 mol/L de CaClz. Os resultados foram refinados
em mais uma readequacéo de concentracGes, para encontrar a melhor formacéo visual de gel
(Figura 21)

Figura 21. Faixa readequada para os testes da terceira condicao de formulagdes

Agua mineral - Condigdo 3 Agua mineral — Condicdo 4
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A partir dessa andalise exploratoria os géis formados passaram a ser pesados e entdo
calculadas as médias dos pesos secos e molhados, a fim de relacionar o aspecto visual com o
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rendimento dos géis, e 0 mesmo foi feito apds a readequacao das faixas de formulagbes em teste

(Figura 22e Figura 23)

Figura 22. Graficos de contorno de massa seca, massa molhada e dos rankings, para mostrar a

diferenca entre aspecto visual e rendimento méssico dos géis formados na condigéo 3

Condi¢do 3 — Agua mineral
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Figura 23. Gréficos de contorno de massa seca, massa molhada e dos rankings, para mostrar a
diferenca entre aspecto visual e rendimento méssico dos géis formados na condigéo 4
Condicao 4 — Agua mineral
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= 0,5526-0,8046 = 0,8046-1,0566 = 0,0019-0,0026 = 0,0026-0,0034
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Os geis com maiores massas antes do processo de secagem, seguiram o mesmo padrao dos
géis com melhores aspectos visuais, 0 que sugere uma importancia no equilibrio entre as
concentragfes de alginato e CaCly, indicando que quando ha muita diferenca entre as

concentracdes ndo ha um rendimento massico satisfatorio.

Ap0s a secagem dos géis, 0s géis com maior massa, as cores cinza e amarela ficaram nas
formulacdes intermedidrias, assim como os de maior massa molhada, porém nas combinacgdes
com concentracGes mais baixas a massa diminuiu bastante, como o alginato é composto por
muita agua, supde se que a maior parte do peso desses géis foi relativa a quantidade de agua e
ndo de solutos presentes, portanto durante a etapa de secagem, com a perda de &gua, a massa

do soluto se mostrou coerente a quantidade presente nessas formulacgdes.

Ao fim da analise dos resultados é possivel dizer que as formula¢@es com melhor aspecto
visual estdo entre as formulagdes de 0,10 e 0,20 g/100g de alginato quando combinadas a 0,0010
mol/L de CaClz, porém nenhuma dessas formulacdes apresentaram o melhor rendimento

quando comparadas ao peso dos géis formados.

A formulacdo com melhor rendimento de massa, apos a etapa de secagem, foi a de 0,15
0/100g de alginato junto a 0,0010 mol/L de CaClz, que no aspecto visual foi classificado como

um gel de nota 3, gel grande e com pouca firmeza.

A partir dos resultados dessa varredura, € possivel dizer que as formulagdes de 0,15 g/100g
e 0,175 g/100g de alginato junto a 0,0010 mol/L de CaCly, , podem ser consideradas com faixas
Otimas de gelificacdo para a producdo de géis por congelamento, como a formulacdo que se
apresentou como de maior rendimento nas duas varreduras foi a de 0,15 g/100g junto a 0,0010
mol/L de CaCly, para todos os seguintes testes essa foi utilizada como a formulacéo determinada

para o uso no trabalho.

6.5 Secagem do gel com solventes apolares

As primeiras tentativas de secagem dos géis foram feitas em estufa, dessecador sob vacuo,
e em exposicdo ao ambiente. Ap0Os 0 processo 0s geis preparados foram analisados visualmente,
porém a estrutura do gel colapsou com a retirada de agua. Como alternativa de enrijecimento
da estrutura para possibilitar a secagem sem colapso em uma das tentativas foi adicionada
solucdo de CaCl> 1M, mas o excesso de calcio gerou uma estrutura colapsada e quebradica

(Figura 24Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).
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Figura 24. Gel refor¢cado com solugdo concentrada de CaClz seco a temperatura ambiente (esquerda)

e estufa (direita).
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Como tentativa de preservacdo dos poros formados, sem ter de usar a liofilizacdo, o que
diminuiria a acessibilidade a técnica desenvolvida nesta dissertacdo, testamos uma etapa de
retirada de &gua com o uso de solventes apolares, para garantir a reticulacdo do gel pela presenca
de solventes com maior pressdo de vapor que a 4gua, garantindo uma secagem mais rapida. A
ideia central do experimento foi a retirada de agua através do etanol, do etanol através do
butanol e do butanol através do acetato de etila, proporcionando um aumento gradual de

polaridade, seguido de secagem em estufa a 60°C, dessecador sob véacuo, e ambiente.

Apenas as amostras secas em dessecador e butanol mantiveram a estrutura similar ao gel
formado no congelamento (Figura 25), com estrutura mais cheia, sem nenhum colapso em suas
partes, diferentes dos outros dois reagentes, isso se da pela esterificagdo que ocorre nos grupos
carboxil do alginato quando em contato com o butanol, que tem preferéncia pelos residuos de
acido gulurénico da estrutura (BRODERICK et al., 2006). Sup8e-se que por conta da melhor
interacdo com os blocos G, ja reticulados durante a formacao de gel, o butanol mostrou melhor

resultado por reforgar essas ligacGes e permitir que o gel mantivesse sua estrutura.

Figura 25. Géis ap0s secagem por solventes apolares e dessecador: Etanol, butanol, acetato de etila.

Etanol Butanol Acetato de Etila
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Em virtude de o butanol apresentar toxicidade, e isto reduzir o leque de aplicagcdes do
material, testamos a desidratacdo apenas com etanol, seguindo um dos protocolos de secagem
de material vegetal, o que ndo apresentou bom resultado em relacéo a retirada de dgua, com

colapso do material formado (Figura 26).

Figura 26. Géis colapsados apés a tentativa de através da desidratacao progressiva utilizando etanol.

Portanto, com o intuito de manter a integridade do material, o procedimento de gelificacdo
por congelamento e secagem com troca de solventes até o butanol foi a alternativa mais

eficiente para o procedimento desenvolvido.

6.6 Producdo de compdsitos de café com alginato de calcio

Nas alternativas de auxilio na integridade dos géis e evitar o colapso da estrutura, ocorreu
a formacdo de compdsitos e com a utilizacdo de pé de café usado. Foi observado que todos 0s
grdos de café, apds o congelamento, ficam retidos no gel formado (Figura 27), indicando que
durante a formacé&o lenta de gelo, tanto os graos como os solutos sdo arrastados, até a gelificacao
acontecer pelo aumento simultdneo na concentracdo do alginato e do CaCl.. Isso ocorre
segundo Colla; Prentice-Hernandez (2003) porque durante o crescimento dos cristais de gelo,
as moléculas que se agrupam aos sitios de nucleagdo buscam se arrastam até locais onde tenham
estabilidade no seu estado de energia e as particulas de um soluto podem se difundir para o
interior da parte liquida, o que sugere que as nucleacBes do gelo durante a producao de gel se

iniciam na superficie do microtubo no inicio do congelamento.
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Figura 27. Compdsito de café apds descongelamento.

A adicdo de grédos de café permitiu a retirada do compadsito do microtubo e bom manuseio
da estrutura sem perda de integridade e permitiu a secagem em estufa sem colapso e mantendo
de forma efetiva a integridade do gel, sem a necessidade do uso da etapa de troca de solventes
(Figura 28).

Figura 28. Compésito de café apos a retirada do tubo (A) mostrando que houve a integridade do gel, (B)

gel ap6s a secagem em estufa, ndo apresentando sinais de colapso

A B

Além da integridade do gel apresentar melhora com o uso de café residual, segundo Franca,
Oliveira e Ferreira (2009), os graos de café podem ser utilizados como adsorventes na remogao
de corantes, como o azul de metileno, empregado na inddstria e que causa toxicidade ambiental

e danos a saude humana e animal.
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O alginato também pode ser usado para fins de adsorc¢éo. Li et al (2017) utilizou membranas
porosas de alginato, preparadas através de liofilizagdo, para adsorver azul de metileno e esse
mesmo estudo confirmou que altas taxas de calcio diminuem a capacidade adsortiva do
alginato. A partir dessas informacdes, é sensato supor que a utilizacdo do composito produzido
nesse trabalho pode ser explorada para estudos de adsorcdo, visto que o gel e o compdsito
possuem potencial de adsorcdo e em conjunto poderiam aumentar o potencial de limpeza de

efluentes contaminados com corantes como o azul de metileno.

6.7 Formacao de gel ap0s permeacado em materiais porosos

Uma das vantagens da utilizacdo de formulacdes em condicdo de pré-reticulacdo para a
producdo de géis, proposta dessa dissertacdo, é a capacidade da solucdo de permear por um
meio poroso e proporcionar a gelificacdo por congelamento dentro deste material. O primeiro
experimento de prova de conceito deste comportamento foi feito com a insercdo das espumas
em um recipiente contendo a formulacdo selecionada, porém os géis foram formados na
superficie das espumas e ndo em seu interior (Figura 29). Isto provavelmente ocorreu porque
cada poro de uma espuma, apesar de sua interconectividade, atua como um sistema com algum
isolamento térmico, havendo formacdo de gelo, preferencialmente, fora da espuma ou nas suas

camadas superficiais.

Figura 29. Resultado da primeira tentativa de experimento com espumas mergulhadas em formulacéo de

congelamento
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Para os novos testes, foi feita a imersdo das espumas na formulacdo de formacéao de géis,
com o objetivo de congelar apenas a espuma com a formulagdo embebida em seu interior,
forgando a gelificacdo dentro do meio poroso. Para facilitar a visualizagdo do gel através da
luz, aamostra foi corada com azul de metileno. Para esse experimento, apos o descongelamento
das amostras, as mesmas foram observadas em microscopia 6Otica, mas nao foi realizada uma
etapa de lavagem das amostras antes da secagem. Para a realizagdo da microscopia foram
analisadas amostra da espuma pura, como método de controle e das amostras imersas na

formulacdo de congelamento (Figura 30).
Figura 30. Microscopia 6ptica das amostras de esponja. A: esponja embebida com azul de metileno, em

magnificacdo de 50x (A-1) e 200x (A-2); B: esponja embebida com formulacéo de congelamento e azul de

metileno em magnificagdo de 50x (B-1) e 200x (B-2).
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A seta na Figura 30 A-2, com magnificacdo de 200x, mostra que a esponja pura, utilizada
como controle, apresenta fibras do proprio material e sdo destacadas para indicar que estruturas
similares nas amostras ap0s a adicao da formulacdo ndo indicariam a formacédo de gel. A seta
nas Figura 30 A-1 e B-1, com magnificacdo de 50x, mostram que ha diferenca na morfologia
da esponja controle em relagdo a esponja com adicdo da solucdo de congelamento e a
comparacédo entre as Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. A-2 e B-2, observadas na
magnificagdo de 200X, mostra que a estrutura ndo € similar a encontrada na amostra pura. Essa
diferenca estrutural indica que houve a formacdo de gel dentro do material poroso, porém a
evidéncia de formacdo de gel na espuma pode ser devida a precipitacdo do alginato da
formulacdo durante a secagem, portanto o experimento foi repetido com lavagem em agua apds

0 congelamento para a certificagdo da ocorréncia da gelificagdo no material poroso.

Apds a etapa de lavagem das amostras contendo a formulacéo (Figura 31 - B1 e B2) ainda
mostraram uma estrutura de teia, como indicada pelas setas entre os poros da esponja, diferente
do encontrado na esponja pura, porém em menor quantidade. A presenca deste tipo de estrutura,
mesmo em menor quantidade apds a lavagem, que retirou excessos de alginato ndo gelificados,
pode indicar a efetividade na formacéo de gel ap0s a permeacdo por materiais porosos através

do congelamento.
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Figura 31. Microscopia dptica das amostras de esponja apés lavagem. A: embebida em azul de metileno

em magnificagéo de 200x; B-1 e B-2: formulagdo de congelamento e azul de metileno em magnificacéo de
200x.

O experimento de permeacdo em materiais porosos também foi feito com a utilizacdo de
ceramica. A ceramica usada foi obtida a partir de corte de uma vela de filtro molhada, embebida
na formulacéo e colocada para congelar. A Figura 32 mostra a fratura das ceramicas embebidas
na formulacdo de congelamento, porém apenas a amostra da Figura 32 B foi congelada. A
formulacdo foi corada com azul de metileno e é possivel observar pontos azuis na amostra da
formulacdo que preenche os pequenos poros da ceramica, 0 que sugere que assim como no

congelamento feito utilizando esponja, também houve formagéo de gel.
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Figura 32. Microscopia 6ptica das amostras de ceramica apos lavagem (A) pura com azul de metileno em

magnificacdo de 100x; (B) com formulagdo de congelamento e azul de metileno em magnificacio de 200x.

A prova de conceito sobre a permeacdo da formulacdo de congelamento, permite o0 uso
desta técnica para a modulacgdo de propriedades de estruturas porosas ja formadas, permitindo
a insercdo de aditivos antimicrobianos ou o preenchimento de espagos em membranas para

influenciar a velocidade de permeacao.

6.8 Gel unidirecional

A formulagéo foi congelada de maneira unidirecional em sistema Peltier e gerou um gel
fragil, o que dificultou a secagem por solventes apolares. Para observar a direcdo dos poros
desse tipo de congelamento foi feita a liofilizagdo do material que esta registrado na Figura 33,
com o uso de cAmera fotogréafica. Por conta do controle da direcdo do congelamento, os cristais
formados seguem uma Unica direcdo e ap6s o descongelamento exibem um padrdo de
direcionamento, antes ocupado pelos cristais de gelo (Figura 34). Como apresentado por Landi
et al (2013) as estruturas porosas unidirecionais tém interesse por conta de possibilitar maior

permeabilidade de substancias na dire¢do de canais.

Figura 33. Gel unidirecional formado no processo de congelamento pelo sistema com placa Peltier.




58

Figura 34. Microscopia 6tica da superficie do gel unidirecional, figura A em magnificacdo de 50x e B em

magnificacio de 200x

A amostra liofilizada apresentou as caracteristicas esponjosa e porosa, mostrando que é
possivel obter poros unidirecionados através de outro sistema além do equipamento de dedo
frio, usado na técnica de ice template. A analise da superficie do gel por microscopia Otica
mostrou ranhuras que indicam a direcdo da formacao dos poros, confirmando a caracteristica

direcionada do gel, que foi o objetivo do experimento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos foi determinado que é possivel produzir materiais porosos
através de formulacGes de alginato de célcio de forma simples, substituindo os equipamentos
convencionais de ice template, formando materiais de poros multidirecionais e unidirecionais.
As varreduras permitiram determinar a formulacao de 0,15 g/100 g de alginato de sddio com
0,0010 mol/L de CaCl> como a ideal para formacdo de géis porosos, por conta do melhor

rendimento massico.

Ainda que ndo seja considerada ideal, a secagem com butanol foi a que melhor manteve a
integridade estrutural dos géis e os compdsitos de café além de auxiliar na estrutura do gel,

possibilitou a prospeccao para novas aplicaces aos géis produzidos.

Provamos o conceito de permear a formulacdo de congelamento em materiais porosos e

produzir géis por congelamento dentro de seus poros.
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8 SUGESTOES FUTURAS

Entre os trabalhos que ainda podem ser feitos com os resultados obtidos, seria interessante
a analise de outros tipos de solventes, com menor ou nenhuma toxicidade, ao invés do uso de
butanol para retirar a agua dos géis, eliminando a necessidade da liofilizacao.

Devido as diferentes morfologias da superficie e interior do gel (como vista nas figuras
Figura 18 e Figura 19), a quantificacdo da concentracdo de CaCl nas duas partes poderia ser
um fator relevante, pois assim ha a possibilidade de confirmar se a diferenca entre
concentracdes influencia no tipo e tamanho dos poros formados, esse teste pode ser feito
qualitativamente através de MEV/EDS-Microscopio Eletrbnico de Varredura com
Espectroscopia por Dispersdo de Energia de Raios X ou quantitativamente pela destruicao das
diferentes partes e determinagdo da concentracdo de célcio nas mesmas.

A medida dos tamanhos de poro, porosidade e interconexdo dos poros do material também
é um trabalho necessario a ser feito, visto que para a utilizacdo em engenharia de tecidos e
cultivo celular o tamanho dos poros tem grande importancia, assim como para a fluidez de
fluidos em membranas.

A utilizacdo dos compositos de café para testes de adsorcdo € uma alternativa para o uso
do gel, portanto fazer estudos relacionados a adsorcao de poluentes é uma das atividades que
podem ser feitas futuramente, mantendo a ideia de sustentabilidade e de baixo de custo no
trabalho. Uma outra alternativa de desenvolvimentol de trabalho seria utilizar residuos da
producédo de alginato que teriam capacidade de gelificacdo e menor custo, aumentando a
sustentabilidade do processo por encontrar aplicagdes para o seu residuo. Trabalhos com a
utilizacdo de biomassa tém sido feitos por Cardoso et al. (2017) e podem ser utilizados como
precursores na producdo de géis produzidos a partir da biomassa, que também apresenta

caracteristicas de adsorg&o.
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APENDICE - A

A agua utilizada foi da marca Lindoya, da empresa Genuina. A coleta € realizada na Fonte
Sao Bernardo, localizada em Lindoia/SP. Os testes de especificacbes da dgua foram realizados
pelos Laboratorios de Rede de Laboratorios de Analises Minerais da CPRM. As caracteristicas
fisico-quimicas obtidas em teste sdo: pH de 6,48 A 25°C, residuo de evaporacdo a 180°C de
127,31 mg/L e condutividade de 133 uS/cm a 25°C.

A composicao de minerais pode ser vista na Tabela 1:

Tabela 1. Composicdo de minerais Agua Mineral Lindoya

Mineral Quantidade Mineral Quantidade
(mg/L) (mg/L)
Bario 0,022 Fluoreto 0,08
Bicarbonato 86,01 Magnésio 4,999
Calcio 11,240 Nitrato 1,69
Cloreto 0,53 Potassio 1,65
Estrdncio 0,055 Sadio 10,340
Sulfato 0,53 Brometo 0,01

Foi utilizada também a 4gua da marca Crystal, da empresa Coca-Cola Brasil. A coleta
é realizada na Fonte José Gregorio, localizada em Lindoia/SP. Os testes de especificacdes da
agua foram realizados pelos Laborat6rios de Rede de Laboratérios de Anélises Minerais da
CPRM. As caracteristicas fisico-quimicas obtidas em teste sdo: pH de 8,45 a 25°C, residuo de
evaporacdo a 180°C de 84,69 mg/L e condutividade de 123,5 uS/cm a 25°C.

A composicao de minerais pode ser vista na Tabela 2:



Tabela 2. Composigdo de minerais Agua Mineral Crystal

_ Quantidade _ Quantidade
Mineral Mineral
(mg/L) (mg/L)

Bicarbonato 66,06 Fluoreto 0,04

Célcio 8,08 Magnésio 0,36

Carbonato 5,21 Nitrato 0,06

Estroncio 0,353 Potéssio 2,06

Sulfato 0,17 Sédio 17,70
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ANEXO I — Viscosidade e degradacéo da formulacéo apds o armazenamento

O objetivo do experimento foi observar se ha diferencas no aspecto da solucdo ap6s o
armazenamento, para permitir o preparo de maiores quantidades para uso posterior. Sendo
assim, a formulacé@o de congelamento foi mantida em geladeira e temperatura ambiente por 7
dias, sendo analisado o aspecto visual da amostra a cada 24h para determinar se houve alteracdo
visual da formulagdo ap6s o armazenamento, determinando a degradacdo com o inicio de

turbidez das amostras.

Foi também realizado o experimento de andlise da viscosidade da solucdo por 7 dias,
medindo o tempo em que a solucdo leva escoar em uma seringa, em cada um dos dias, para
analisar se houve diferenca na viscosidade. Foi utilizada agua como fluido de referéncia, através
da densidade pela temperatura apresentada no dia do experimento. Todas as amostras foram
usadas estando na mesma temperatura da agua destilada utilizada. O experimento foi realizado

em triplicata e a viscosidade da solucéo foi calculada por:

Equagdo 1. Equacéo usada para calculo da viscosidade da formulagéo

_ uH,0 X (t X p)

tH,0 X pH,0
Onde:
u= viscosidade (m?/s) p= densidade da formulacéo (p)
uH20 = viscosidade da agua (m?/s) tH>O = tempo de escoamento da agua (S)

t= tempo de escoamento da formulacao () pH20= densidade da agua (p)

As amostras da formulacdo foram mantidas em armazenamento ambiente (armario) e
refrigerador para analisar a degradacdo da amostra durante o periodo de 7 dias (Tabela 3). A
determinacdo de degradacdo foi feita considerando o inicio de turbidez da solucédo, que foi

observado através da andlise visual.



70

Entre amostras armazenadas em temperatura ambiente, a turbidez teve inicio a partir do
terceiro dia. Segundo Sand et al (2011), solugdes de polissacarideos, assim como o alginato,
apos 72h comecam a se degradar, mostrando que a analise de turbidez pode indicar que nesse
periodo ha o inicio da degradacdo das formulacGes. As amostras mantidas em refrigerador
levaram maior tempo para apresentar sinais de turbidez. Como abordado por Franks e Auffret
(2007), o processo de resfriamento causa a diminuigdo das atividades metabolicas, e por isso,
as amostras resfriadas apresentarem sinais de degradagdo mais tardio que as amostras em
ambiente, mostrando que o tempo de vida das amostras submetidas a refrigeracdo € de
aproximadamente 2 dias a mais do que as armazenadas em ambiente.

Tabela 3. Analise visual do aspecto da formula¢do ap6s armazenamento em temperatura ambiente e

refrigerador

Periodo (Dias)

Amostra  Condicéo 1 2 3 4 5 6 7
1 Geladeira
2 Geladeira
3 Geladeira
1 Ambiente
2 Ambiente
3 Ambiente

Legendas: Azul — Limpido / Cinza - Turbido

O experimento de viscosidade, também realizado durante 7 dias, mostrou nos 3 primeiros
dias o aumento da viscosidade da solucdo (Tabela 4), esse aumento de viscosidade pode ser
referente aos microrganismos que se proliferam na solucdo, pois em alguns dias ha o
decréscimo da viscosidade, ja que o polissacarideo é utilizado para 0 metabolismo desses
microrganismos. Sand et al (2011) também observou que ap6s 10 dias houve a perda

consideravel de viscosidade de polissacarideos.

Tabela 4. Viscosidade (m/s2) das amostras de agua e media da viscosidade da formulacgéo ao longo de
7 dias

Periodo (Dias)
Amostra 1 2 3 4 ° 6 !
Agua 0,00087 0,00085 0,00083 0,00087 0,00089 0,00091 0,00089

0,0021+ 0,0021+ 0,0021+ 0,0025+ 0,0022+ 0,0017+ 0,0013+
0,00004 0,00003 0,00005 0,00005 0,00004 0,00008 0,00004

Formulagéo
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ANEXO 11 — Dados da exploracéo de parametros experimentais para formulagédo com

formacao de gel

Exploracao de parametros utilizando &4gua destilada

Tabela 5. Aspecto visual dos géis ap6s o congelamento das formulagdes da condicao 1 feita com o uso

de agua destilada

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0007 0,001 0,0012  0,0015  0,0017
0,15 oeof oof oog H#Hitt Fhx
0,45 YY) (Y Y oo e* FAx
0,82 H#Hit# e oo oo Fhx
1,20 ### **k* ***k **k* *k*k
1,57 ### **k* ***k **k* *k*k

Legenda: * - Gelificou antes do congelamento/ # - Nao formou gel/ O - N&o congelou/ ® - Formou gel

Tabela 6. Notas dadas aos geis formados apds o congelamento das formulagGes feitas com dgua

destilada
Agua Destilada
Simbolo Nota
HHt# 0
*k*k 0
[ Rfu| 1
(Y ¥ 2
oo 2
(XY} 3

Tabela 7. Aspecto visual dos géis formados utilizando agua destilada, seguindo as notas determinadas

na Tabela 6

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0007  0,0010 0,0012  0,0015  0,0017
0,15 2 2 0 0 0
0,45 3 2 2 0
0,82 0 1 2 2 0
1,20 0 0 0 0 0
1,57 0 0 0 0 0
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Tabela 8. Aspecto visual dos géis ap6s o congelamento das formulagdes da condigédo 2 feita com o uso

de agua destilada

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005  0,0007  0,0010  0,0012  0,0015
0,15 oo Y *kk —— —
0,30 YY) YY) Y - —
0,45 0[] [ X X)) HitH *kx kK
0,60  ulw YY) o/t ek —
0,75 ooo oo oo P Fokk

Legenda: * - Gelificou antes do congelamento/ # - Nao formou gel/ O - N&o congelou/ ® - Formou gel

Tabela 9. Notas dadas aos geis formados apds o congelamento das formulacGes feitas com dgua

destilada

Agua

Destilada

Simbolo

Nota

*k*k

0

Hi#

ooo

ot

L Juln|

[ X |

(Y 3

WIN N (- |k |O|O

Tabela 10. Aspecto visual dos géis formados utilizando agua destilada, seguindo as notas

determinadas na Tabela 9

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005  0,0007 0,0010  0,0012  0,0015
0,15 3 3 0 0 0
0,30 3 3 2 0 0
0,45 2 3 0 0 0
0,60 0 3 1 0 0
0,75 0 2 2 2 0
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Exploracéo de parametros utilizando agua deionizada

Tabela 11. Aspecto visual dos géis ap6s o congelamento das formulacgdes da condi¢do 1 feita com o uso

de agua deionizada

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0007 0,0010 0,0012 0,0015 0,0017
0,15 oo (Y ¥ HHt HtHt H#Ht
0,45 oo oot HHt HHt H#tt
0,82 it HiHt Hitt Hit HitHt
1,20 i i Hit# Hit# i
1,57 i i Hit# Hit# i

Tabela 12. Notas dadas aos geis formados apés o congelamento das formulacGes feitas com dgua
deionizada

Agua Deionizada

Simbolo Nota
H## 0
oot 1
(YY) 2

Tabela 13. Aspecto visual dos géis formados utilizando 4gua deionizada, seguindo as notas

determinadas na Tabela 12

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0007 0,0010 00012  0,0015  0,0017
0,15 2 1 0 0 0
0,45 2 1 0 0 0
0,82 0 0 0 0 0
1,20 0 0 0 0 0
1,57 0 0 0 0 0

Tabela 14. Aspecto visual dos géis ap6s o congelamento das formulacgdes da condigdo 2 feita com o uso

de agua deionizada

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005 0,0007 00010 00012  0,0015
0,15 HHt HHt HHt HiHt HHt
0,30 HHt HHt HHt HiHt HHH
0,45 (Y 5= YY) H#HtHt HtHt H#HtHt
0,60 YY) YY) H#Hit Htt it
0,75 YY) YY) H#Hit Htt it
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Tabela 15. Notas dadas aos géis formados ap6s o congelamento das formulacdes feitas com agua

deionizada

Agua Deionizada

Simbolo Nota
HHt# 0
oo 1
(XX} 2

Tabela 16. Aspecto visual dos géis formados utilizando 4gua deionizada, seguindo as notas

determinadas na Tabela 15

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005 0,0007 00010 0,0012  0,0015
0,15 0 0 0 0 0
0,30 0 0 0 0 0
0,45 1 2 0 0 0
0,60 2 2 0 0 0
0,75 2 2 0 0 0

Exploracao de parametros utilizando agua mineral

Tabela 17. Aspecto visual dos géis apds o congelamento das formulagdes da condicédo 3

Alginato CacClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005 0,0008 0,000 0,0013  0,0015
0,05 000 000 000 000 000
0,10 HitH I XXX _ okk
0,15 HitH 1t m - —_
0,20 1t 1 XXX Jokk -
0,25 HitH HitH Hokk _ ook

Legenda: * - Gelificou antes do congelamento/ # - Nao formou gel/ o — Pequeno e resistente/! — Grande e fragil/

X - Grande e resistente/
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Tabela 18. Notas dadas aos géis formados apés o congelamento das formulagGes

Simbolo Nota
HHt# 0
ool 0
000 1
14 2
1 3
XXX 4

Tabela 19. Aspecto visual dos géis formados, seguindo as notas determinadas na Tabela 18

Alginato CaClz (mol/L)

(9/100g) | 0,0005  0,0008  0,0010  0,0013  0,0015
0,05 1 1 1 1 1
0,10 0 2 4 0 0
0,15 0 0 3 0 0
0,20 0 3 4 0 0
0,25 0 0 0 0 0

Tabela 20. Aspecto visual dos géis apds o congelamento das formulagdes da condicao 4

Alginato CaCl2 (mol/L)

(9/100g) | 0,0006  0,0008  0,0009  0,0010  0,0011
0,02 000 000 000 000 000
0,05 000 000 000 000 000
0,75 HitH I I I 000
0,10 HitH I I # "
0,125 I I I # "
0,15 I I I I XXX
0,175 I 1 I I XXX

Legenda: # - Nao formou gel/ o — Pequeno e resistente/! — Grande e fragil/ x - Grande e forte

Tabela 21. Notas dadas aos géis formados apds o congelamento das formulagdes.

Simbolo Nota
#H# 0
4 1
000 2
# 3
i 4
XXX 5




Tabela 22. Ranking dos aspectos visuais dos géis formados, seguindo as notas determinadas na

Tabela 21

Alginato
(9/1009)

0,0006

0,0008

CaClz (mol/L)
0,0009

0,0010

0,0011

0,02
0,05
0,75
0,10
0,125
0,15
0,175

2

AR DoOoONDN

2

W hr SDdDBDN

2

A DdDBADN

2

AP oOoowpbdDdND

2

oo~ B DNDDN
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