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RESUMO

Empregados em diversos setores como saude e agricultura, os hidrogéis vém se destacando
por suas propriedades, sobretudo por sua alta capacidade de reter liquidos sem
comprometimento de sua estrutura. Entre os diferentes polimeros que podem constituir os
hidrogéis, destaca-se para este estudo o alginato, um biopolimero extraido de algas marrons.
O alginato apresenta a capacidade de gelificar ao interagir com ions divalentes, como, por
exemplo, os ions célcio. Essa interagao resulta na formac¢ao de um hidrogel de alginato de
calcio, quando ha concentragdes adequadas de ambos os componentes envolvidos. Os estudos
apresentados nesta dissertacdo propdem uma técnica inovadora para formacdo de hidrogéis
em concentracdes subgelificantes — concentragdes onde o hidrogel ndo ¢ formado em
temperatura ambiente. A metodologia desenvolvida fundamenta-se em dois conceitos
principais: o congelamento lento e a técnica de ice-template. O congelamento lento promove
o aumento das concentragdes dos solutos no meio, favorecendo a interagdo entre o alginato e
os ions calcio, enquanto os cristais de gelo formados perfuram o hidrogel, dando uma
caracteristica porosa ao material. Os resultados obtidos mostraram como as diferentes
concentracdes de calcio e alginato interferem na formacao dos hidrogéis e trouxeram algumas
informagdes quanto as interagdes dos componentes em concentragdes subgelificantes. Além
da eficiéncia desta metodologia na producdo de hidrogéis irreversiveis por congelamento, foi
demonstrado seu potencial em capturar particulas, como microplasticos de tinta spray, algo
inédito até o momento. Com os estudos realizados, espera-se oferecer uma nova visao sobre
os hidrogéis, abrindo caminhos para futuras pesquisas, potencializando a compreensao do uso

dos hidrogéis e a escalabilidade da técnica.

Palavras-chave: alginato; captura; congelamento; hidrogéis; microplasticos.



ABSTRACT

Employed in various sectors such as health and agriculture, hydrogels have been gaining
prominence for their properties, especially for their high capacity to retain liquids without
compromising their structure. Among the different polymers that can constitute hydrogels,
alginate stands out in this study, a biopolymer extracted from brown algae. Alginate has the
ability to gel when interacting with divalent ions, such as calcium ions. This interaction
results in the formation of a calcium alginate hydrogel when there are adequate
concentrations of both components involved. The studies presented in this dissertation
propose an innovative technique for forming hydrogels at sub-gelling concentrations —
concentrations where the hydrogel does not form at room temperature. The methodology
developed is based on two main concepts: slow freezing and the ice-template technique. Slow
freezing promotes an increase in the concentration of solutes in the medium, favoring the
interaction between alginate and calcium ions, while the ice crystals formed perforate the
hydrogel, giving the material a porous characteristic. The results obtained showed how the
different concentrations of calcium and alginate interfere with hydrogel formation and raised
some questions regarding the interactions of the components at sub-gelling concentrations. In
addition to the efficiency of this methodology in producing irreversible hydrogels by
freezing, its potential to capture particles, such as spray paint microplastics, was
demonstrated, something unprecedented so far. With the studies carried out, it is expected to
offer a new perspective on hydrogels, opening paths for future research, enhancing the

understanding of the use of hydrogels, and the scalability of the technique.

Keywords: alginate; capture; freezing; hydrogels; microplastics.



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
1. CAPITULO 1: INTRODUCAO
1.1. Hidrogéis: Definicio, aplicacdes e classificacoes
1.2. Biopolimero utilizado e fundamentos da técnica desenvolvida
1.3. Microplasticos e seus impactos
1.4. Aplicacao da técnica inovadora para captura de particulados
1.5. Objetivos dos trabalhos realizados
2. CAPITULO 2: ARTIGO 1
RESUMO
2.1. INTRODUCAO
2.2. METODOS
2.2.1. Escolha do alginato e do cloreto de calcio
2.2.2. Seleciao de concentragdes para o processo de congelamento
2.2.3. Varredura no DLS:
2.2.4. Procedimento de congelamento da solucao
2.2.5. Determinacio da area
2.2.6. Determinaciao da massa molhada e seca do hidrogel
2.2.7. Teste de forc¢a do hidrogel
2.2.8. Registro e analise de imagens
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. Varredura do tamanho hidrodinamico no DLS
2.3.2. Formacao do hidrogel de alginato de calcio por congelamento
2.3.3. Variacoes das areas dos hidrogéis
2.3.4. Variacdo da massa molhada e massa seca dos hidrogéis
2.3.5. Variacao das forcas dos hidrogéis
2.3.6. Fotografia do hidrogel liofilizado no MEV sem MPs
2.4. CONCLUSAO
2.5. AGRADECIMENTOS
REFERENCIAS
3. CAPITULO 3: ARTIGO 2
3.1. INTRODUCAO
3.2. METODOS
3.2.1. Escolha do alginato e cloreto de calcio
3.2.2. Determinaciao da concentracio de alginato e cloreto de calcio
3.2.3. Determinacido do MP a ser utilizado
3.2.4. Producao dos MPs
3.2.5 Sele¢ao das particulas de interesse

12
12
13
13
14
14
15
15
16
17
17
17
17
18
18
18
18
19
20
20
22
24
25
26
26
27
28
28
30
31
32
32
32
33
33
33



3.2.6. Submissao ao processo de congelamento
3.2.7. Precaucdes com contaminac¢io
3.2.8. Controles
3.2.9. Filtracido da solu¢do em membranas
3.2.10. Quantificacio de particulas e determinacio da area das particulas
3.2.11. Fotografias do MEV
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Formaciao do hidrogel
3.3.2. Hidrogel com coloraciao azulada
3.3.3. Analises qualitativas entre os tratamentos
3.3.4. Analise quantitativa entre os tratamentos
3.3.5. Fotografias do MEV
3.4. CONCLUSAO
3.5. AGRADECIMENTOS
REFERENCIAS
4. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

10

35
35
35
36
37
37
38
38
39
40
42
44
45
45
45
48
49



11
PREAMBULO

Esta dissertacdo esta organizada em trés capitulos, sendo finalizada com as consideragdes
finais referentes aos dois trabalhos realizados durante o mestrado. No capitulo 1, ¢
apresentada uma introdu¢ao geral explicando os fundamentos da técnica inovadora
desenvolvida para formagdo de hidrogéis irreversiveis de alginato de célcio, com baixo custo
e sustentavel. Ademais, aborda-se o que sdo os microplasticos e sua relacdo com a técnica

desenvolvida, finalizando com os objetivos que motivaram estes estudos.

No segundo capitulo, ¢ apresentado o primeiro artigo, que trata da produgao de hidrogéis pela

técnica adaptada de ice-template, com a variagdo das concentragdes de alginato e célcio.

O terceiro capitulo traz o segundo artigo, intitulado: Plasticatch: Freezing to capture
dispersed particles like microplastics, o qual traz os resultados da aplicagdo da metodologia

desenvolvida na captura de particulados, como microplasticos.

Por fim, a dissertag¢@o ¢ concluida com as consideragdes finais, que oferecem uma visao geral

dos trabalhos realizados.



12
1. CAPITULO 1: INTRODUCAO
1.1. Hidrogéis: Definicao, aplicacdes e classificacoes

Os hidrogéis sd@o materiais poliméricos hidrofilicos capazes de absorver grandes quantidades
de agua sem comprometer sua integridade estrutural (1,2). Essa caracteristica decorre das
ligagdes cruzadas que formam a estrutura de sua rede tridimensional, podendo ocorrer
diretamente entre os grupos funcionais das cadeias poliméricas ou serem mediadas por

agentes reticulantes (1,2).

Devido as suas propriedades, os hidrogéis sao materiais com aplicagdes em diferentes areas
(3). Na satde, sdo utilizados no encapsulamento de medicamentos, no tratamento de
queimaduras e no cultivo celular (4,5,6). Na agricultura, sio empregados para a liberacao
controlada de insumos agricolas e na retencao de agua (7,8,9). Para atender a essas diferentes
fungdes, os hidrogéis podem ser formulados a partir de variados tipos de polimeros e agentes

reticulantes, permitindo a modulagdo de suas propriedades conforme a necessidade (10).

Os hidrogéis podem ser classificados com base na origem do polimero que os constituem,
sendo categorizados como naturais, sintéticos e hibridos (2,10). Os hidrogéis naturais sao
obtidos a partir de polimeros como alginato, quitosana e coldgeno, apresentando uma
excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade (11,12,13). Ja os hidrogéis sintéticos sdo
feitos a partir de polimeros sintetizados em laboratério, dentre eles a poliacrilamida e o
polietilenoglicol (11). Esse tipo de hidrogel permite um maior controle sobre suas
propriedades estruturais e mecanicas, possibilitando ajustes conforme a necessidade para a
qual deseja aplicé-los (11). Os hidrogéis hibridos combinam vantagens de ambos os
anteriores, associando a biocompatibilidade e a possibilidade de modulagao das propriedades

fisico-quimicas (2).

Além dessa classificagdo, os hidrogéis também podem ser diferenciados quanto ao tipo de
reticulagdo. Quando as cadeias poliméricas sdo conectadas por ligacdes covalentes, a
estrutura do hidrogel apresenta uma alta estabilidade e tende a ser um hidrogel permanente
(14). Em contrapartida, aqueles onde a interac¢do entre as cadeias ocorre por ligacdes de forga
i0nica, ligagcdes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals sdo menos estaveis, e em alguns

casos, podem apresentar uma estrutura reversivel (14).


https://www.zotero.org/google-docs/?JJKhBQ
https://www.zotero.org/google-docs/?VpJKkz
https://www.zotero.org/google-docs/?FIuZzB
https://www.zotero.org/google-docs/?ued7gt
https://www.zotero.org/google-docs/?e7twlR
https://www.zotero.org/google-docs/?VhTotc
https://www.zotero.org/google-docs/?LxrfgJ
https://www.zotero.org/google-docs/?UpUTXL
https://www.zotero.org/google-docs/?NlvHOA
https://www.zotero.org/google-docs/?HIIBb7
https://www.zotero.org/google-docs/?qp4fkJ
https://www.zotero.org/google-docs/?28xD6Y

13

1.2. Biopolimero utilizado e fundamentos da técnica desenvolvida

Neste trabalho, buscou-se desenvolver um hidrogel através de uma metodologia inovadora, a
partir do biopolimero denominado alginato, que ¢ obtido principalmente de algas marrons e
apresenta a capacidade de gelificacdo (15). A gelificagdo ocorre quando as cadeias do
alginato interagem com ions divalentes, como o Ca**, conforme o modelo egg-box (16). No
entanto, para que essa interacdo ocorra, as solucdes de alginato e cloreto de célcio devem
estar em concentragdes adequadas para promover a reticulagdo. Aqui entra um dos pontos
inovadores e diferenciais do trabalho, onde as concentragdes utilizadas para formacao de um
hidrogel irreversivel sdo de subgelificacdo — concentragdes insuficientes para a formagao do

hidrogel em temperatura ambiente.

Para induzir a gelificacdo nessas condi¢des, foi desenvolvida uma técnica, que se baseia em
dois conceitos principais: o aumento da concentragdo por congelamento (17,18) e a técnica de
ice-template (19,20). Em resumo, o congelamento eleva as concentragdes dos solutos,
resultando na formacao de um hidrogel irreversivel. Enquanto os cristais de gelo que atuam
como um molde, ao derreterem, deixam a estrutura do hidrogel porosa, algo caracteristico de
materiais feitos com a técnica de ice-template (19,20). Os detalhes dessa metodologia
adaptada do ice-template sdao abordados nos proximos capitulos de uma forma mais

aprofundada.
1.3. Microplasticos e seus impactos

Para compreender a relevancia dessa técnica e uma de suas aplicagdes apresentada adiante, é
fundamental conhecer as caracteristicas dos microplésticos, contaminantes que vém
ganhando destaque devido a sua persisténcia e ampla dispersao, sendo encontrados em locais

remotos, na dgua consumida e no corpo humano (21,22).

Os microplasticos (MPs) sdo particulas plasticas com dimensdes entre 1um e Smm, tendo
uma distribuicdo ubiqua devido as suas propriedades (23). Eles podem ser produzidos
intencionalmente nesse tamanho para aplicagdes especificas ou originar-se da fragmentagao

de plasticos maiores (24). Quando os MPs sdo fabricados intencionalmente dessa forma, sao


https://www.zotero.org/google-docs/?dBFanU
https://www.zotero.org/google-docs/?LTTJAX
https://www.zotero.org/google-docs/?2dy1Dc
https://www.zotero.org/google-docs/?fjHVIt
https://www.zotero.org/google-docs/?7mPS32
https://www.zotero.org/google-docs/?tmUmto
https://www.zotero.org/google-docs/?s7Dk91
https://www.zotero.org/google-docs/?4zxh4c
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classificados como microplésticos primarios. J& quando a fonte desses particulados ¢ a

fragmentacdo de outros plasticos maiores, sdo denominados de MPs secundarios (24).

Neste trabalho foram utilizados MPs provenientes de tinta spray azul metédlica. As tintas
contém polimeros em sua composi¢do, que sao responsaveis pela formagao do filme de tinta
apos o processo de cura. Por serem aplicadas em diferentes tipos de superficies e acabarem
sendo expostas a radiacdo solar, ventos e chuvas, as tintas representam uma grande fonte de
contaminacdo de MPs no meio ambiente, sendo muitas vezes negligenciadas (25). Além
disso, muitas tintas apresentam metais potencialmente toxicos e outros aditivos em sua
composicdo, podendo afetar a biota quando expostos a particulas provenientes desses
materiais (26). Devido a relevancia ambiental dos MPs provenientes de tinta e as suas

propriedades, escolheu-se esse tipo de MP para o trabalho.
1.4. Aplicacio da técnica inovadora para captura de particulados

O crescente problema dos MPs faz com que estudos voltados a mitigacdo desses particulados
no ambiente aquatico avancem cada vez mais. Neste contexto, a técnica adaptada de
ice-template desenvolvida foi aplicada em uma solugdo de alginato e cloreto de calcio
contendo MPs de tinta spray azul, visando retirar essas particulas da solugdo. Todo o processo
e resultados sdo detalhados no artigo: Plasticatch: Freezing to capture dispersed particles

like microplastics.
1.5. Objetivos dos trabalhos realizados

Os objetivos centrais dos trabalhos apresentados nessa dissertagdo foram: (1) determinar a
influéncia das diferentes concentragdes de alginato e célcio na formagao do hidrogel por meio
do congelamento lento; (2) colaborar para enriquecer o conhecimento sobre a interagdo do
alginato e do calcio em concentragcdes de subgelificacdo, um aspecto pouco abordado na
literatura; (3) apresentar uma metodologia inovadora para sintese de hidrogéis; (4)
demonstrar o potencial dos hidrogéis como uma ferramenta para captura de MPs em pequena
escala de solucdes aquosas, (5) contribuindo para o desenvolvimento de uma matriz para

andlise de particulados acessivel e ambientalmente amigavel.


https://www.zotero.org/google-docs/?tkIHwB
https://www.zotero.org/google-docs/?qIkwz8
https://www.zotero.org/google-docs/?UzYVZD
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2. CAPITULO 2: ARTIGO 1

Uma nova abordagem para formacio de hidrogéis de alginato de calcio: Gelificacido

induzida por congelamento em concentracdes subgelificantes

A new approach to calcium alginate hydrogel formation: Freeze-induced gelation at

sub-gelling concentrations
RESUMO

O alginato ¢ um biopolimero extraido principalmente de algas marrons que apresenta a
caracteristica de gelificacdo quando interage com ions divalentes, como o Ca?*, tornando-o
especialmente interessante para aplicagdes em diversos setores. A interacdo entre alginato e
ions divalentes em temperatura ambiente ¢ bem estabelecida e, para que ela ocorra, certas
concentracdes de ambos os componentes precisam ser atingidas. Neste estudo, utilizaram-se
concentracdes subgelificantes de alginato e calcio, ou seja, condigdes que ndo levam a
formacdo de hidrogéis em temperatura ambiente. A formagdo do hidrogel foi induzida pela
técnica adaptada de ice-template, onde o congelamento lento da solugdo contendo alginato e
calcio leva ao aumento da concentragdo desses componentes no meio, resultando na
formacgdo de um hidrogel irreversivel e poroso. Foi realizada uma varredura com a técnica
Dynamic Light Scattering (DLS), para selecdo das concentragdes que ndo levam a formagao
de estruturas e hidrogéis em temperatura ambiente. Determinadas as concentragdes a serem
submetidas ao congelamento, os hidrogéis formados apds esse processo foram analisados em
tamanho, estrutura, massa molhada, massa seca e resisténcia mecéanica. Os resultados
indicaram que o aumento da concentragdo de Ca*" impacta significativamente na variagdo do
tamanho hidrodindmico e na for¢a do hidrogel. Ademais, notou-se que os hidrogéis maiores
ndo necessariamente sao os mais resistentes. Esses resultados contribuem para a compreensao
das interacdes entre alginato e célcio, evidenciando a capacidade da técnica inovadora em

formar hidrogéis, o que pode revelar novas perspectivas de aplicagcdes de hidrogéis.

Palavras-Chave: alginato; calcio; Dynamic Light Scattering (DLS); congelamento;

hidrogéis; interagao.
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2.1. INTRODUCAO

O alginato ¢ um biopolimero extraido principalmente de algas marrons, destacando-se por
seu custo relativamente baixo e biodegradabilidade (1). Este polimero natural tem uma
grande versatilidade, sendo aplicado em diferentes setores, devido a sua capacidade de

gelificagdo (1,2,3).

As cadeias do alginato s3o constituidas por dois mondémeros de acido urénico (1,4): o
B-D-manurénico (M) e o a-L-gulurénico (G). Esses monomeros podem interagir com ions
divalentes, como o Ca*, que se ligam preferencialmente aos grupos carboxilatos dos blocos
G, resultando na estrutura denominada egg-box (4,5). Esse mecanismo leva a formacao de
um hidrogel quando ambos os componentes estdo em concentragdes adequadas. Embora o
processo de reticulacdo seja bem conhecido, a producao desse hidrogel de forma irreversivel

por congelamento, proposta neste trabalho, representa uma abordagem inovadora.

Neste estudo, utilizaram-se diferentes concentragdes subgelificantes de alginato e cloreto de
calcio — concentragdes que ndo levam a formacao do hidrogel em temperatura ambiente.
Para promover o aumento das concentragdes desses componentes, foram utilizados os
conceitos de aumento da concentragao por congelamento, amplamente empregado para
producdo de bebidas concentradas (6,7), e a técnica de ice-template aplicada para producio

de materiais porosos (8,9).

Durante o congelamento, os cristais de gelo tendem a se organizar predominantemente por
moléculas de agua, excluindo os solutos dissolvidos durante o processo e, consequentemente,
levando a um aumento de sua concentragdo na parte liquida remanescente (10,11). Esse
processo promoveu a intera¢do entre o alginato e os ions calcio, resultando na formacdo do
hidrogel. Além disso, a metodologia proposta se baseia na técnica de ice-template (8,9), mas
com adaptacdes como a eliminagcdo da necessidade do controle do congelamento para um
crescimento unidirecional dos cristais de gelo e a liofilizagdo. Dessa forma, o método
desenvolvido pode ser realizado em um refrigerador comum, tornando-o mais acessivel e
pratico. Essa abordagem permitiu a obteng@o de hidrogéis porosos irreversiveis de alginato de

calcio de uma maneira inovadora, com baixo custo e ambientalmente amigavel.

Os objetivos deste estudo foram compreender como as diferentes concentragdes de alginato e

cloreto de célcio podem influenciar nas caracteristicas do hidrogel formado pela técnica


https://www.zotero.org/google-docs/?6Tl9NO
https://www.zotero.org/google-docs/?34NHLf
https://www.zotero.org/google-docs/?tT2Occ
https://www.zotero.org/google-docs/?HBJKMB
https://www.zotero.org/google-docs/?eroYB5
https://www.zotero.org/google-docs/?cjeiJT
https://www.zotero.org/google-docs/?4ycQHf
https://www.zotero.org/google-docs/?IIo4rz

17

inovadora adaptada de ice-template. Além disso, buscou-se desenvolver uma metodologia
acessivel e sustentdvel para a produgdo de materiais porosos, com potenciais aplicagdes em
areas de analise. Adicionalmente, os dados obtidos na varredura realizada com técnica a
Dynamic Light Scattering (DLS) permitiram um melhor entendimento da interagdo entre os

componentes do hidrogel em concentragdes de subgelificagao.
2.2. METODOS
2.2.1. Escolha do alginato e do cloreto de calcio

O alginato e o cloreto de célcio foram escolhidos para compor o hidrogel deste estudo devido
a sua interacdo bem documentada, custo relativamente acessivel e caracteristicas
ambientalmente amigaveis. Além disso, trabalhos anteriores desenvolvidos pelo Grupo de
Pesquisa em Poluicao Plastica demonstraram a capacidade de biopolimeros, incluindo o
alginato, em formar hidrogéis a partir da técnica adaptada de ice-template (12,13), quando

combinados com cloreto de célcio.
2.2.2. Selecido de concentracgdes para o processo de congelamento

A formacao do hidrogel neste trabalho ocorre exclusivamente durante o congelamento. Logo,
foi necessario determinar quais concentracdes resultam na gelificagdo em temperatura
ambiente para que fossem retiradas dos experimentos. Para isso, foi realizada uma varredura
das potenciais concentracdes a serem testadas utilizando a técnica de Dynamic Light

Scattering (DLS), a partir do equipamento Litesizer DLS 500 (Anton Paar).
2.2.3. Varredura no DLS:

O DLS foi utilizado para determinar o tamanho hidrodinamico das particulas em suspensao e
sua polidispersividade. As leituras foram realizadas em dois momentos: imediatamente apos a
mistura das solugdes e apds trés horas de interagdo. A partir dos resultados obtidos, foram
selecionadas faixas de concentragdes que permaneceram relativamente com pouca variagao
do tamanho hidrodindmico. O que sugere uma menor chance da formagdo de estruturas e

hidrogéis em temperatura ambiente.


https://www.zotero.org/google-docs/?wnrOxV
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2.2.4. Procedimento de congelamento da solu¢io

Apos a defini¢do das concentracdes a serem trabalhadas, iniciou-se o processo de submissao
ao congelamento. O freezer utilizado foi o de uma geladeira comum do modelo Electrolux
DC35A/127V, sem o sistema frost free. Foram realizados testes para compreender a variacao
da temperatura do freezer e constatou-se que a solucdo demorava cerca de trés horas para
congelar completamente dentro de uma caixa de isopor, que visou promover um
congelamento lento. Os dados relacionados ao tempo de congelamento da solucdo estdo

disponibilizados no material suplementar.
2.2.5. Determinacio da area

Apds o descongelamento da solucdo, foram retiradas fotografias dos hidrogéis. Entdo, as
imagens foram processadas no software Fiji (ImageJ), onde determinaram-se as areas dos
hidrogéis manualmente. As imagens das areas analisadas dos hidrogéis podem ser

encontradas no material suplementar.
2.2.6. Determinacio da massa molhada e seca do hidrogel

A massa molhada dos hidrogéis foi obtida com uma balanga analitica (Shimadzu AUY?220).
Antes da pesagem, era retirado o excesso de agua com auxilio de um papel filtrante,
posteriormente o hidrogel era pesado. Para a massa seca, os hidrogéis molhados foram
colocados em uma estufa por 24h a 45°C. Apos esse periodo, esperava-se o resfriamento em
temperatura ambiente do recipiente de vidro contendo os hidrogéis. Por fim, realizava-se a
pesagem da massa seca, retirando, com auxilio de uma espatula, o hidrogel do recipiente no

qual ele secava e tendia a grudar.
2.2.7. Teste de forca do hidrogel

O teste de forca consistiu em avaliar a capacidade dos hidrogéis de se manterem integros ou
pouco deformados sob diferentes pressdes de succao e diametro de abertura (ponta da pipeta).
Para isso foram utilizadas uma micropipeta de 1 mL, pipeta Pasteur de 2 mL, pipeta Pasteur
de 3 mL e pipeta Pasteur de 2 mL adaptada (com a ponta cortada para aumentar a espessura

de abertura).
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Inicialmente, o hidrogel era succionado utilizando uma micropipeta de 1 mL. Caso sua
estrutura permanecesse preservada, o teste prosseguia com a pipeta Pasteur de 2 mL e,

posteriormente, com as de maior volume até o ultimo teste com a pipeta Pasteur adaptada.

As notas atribuidas variaram de 0 a 4, seguindo os seguintes critérios apresentados abaixo no

quadro 1:

Quadro 1 - Lista de critérios com as notas atribuidas a cada concentracdo de hidrogel. As

notas variaram de 0 a 4, sendo o 0 aquele hidrogel mais fraco e 4 o hidrogel mais resistente.

Nota | Classificagao Critérios

- Hidrogel quebrou ou ficou inviavel na retirada com a espatula.
Extremamente ] . .
0 . - Foi sugado totalmente ou em grande parte por micropipeta de 1 mL.
Fraco (Inviavel) L . .
- Foi muito deformado pela micropipeta de 1 mL.

- Hidrogel quebrou, mas ainda permitiu o teste com pipeta Pasteur de 2 mL.
1 Fraco - Foi sugado totalmente ou em grande parte pela pipeta Pasteur de 2 mL.
- Hidrogel bastante deformado pela Pasteur de 2 mL.

- Hidrogel ndo quebrou ao ser retirado com a espatula.

- Foi pouco sugado pela pipeta Pasteur de 2 mL.

- Sugado parcialmente pela Pasteur de 2 mL, mas pouco deformado.
- Nao foi possivel testar com a pipeta Pasteur de 3 mL.

2 Médio

- Hidrogel integro para teste com a Pasteur de 3 mL, apesar de ter reduzido
de tamanho.

- Sugado parcialmente ou totalmente pela pipeta Pasteur de 3 mL.

- N&o pegou presséo na pipeta Pasteur adaptada.

3 Forte

- Hidrogel pouco sugado pela Pasteur de 3 mL.

4 Muito Fort ~ ) .
uito Forte - Pegou presséo e foi sugado totalmente pela pipeta cortada.

2.2.8. Registro e analise de imagens

As fotografias dos hidrogéis formados apods a técnica de ice-template foram realizadas com
uma camera digital Nikon D3200. Todas as imagens retiradas podem ser acessadas no
material suplementar. J& as imagens do hidrogel liofilizado (Liofilizador - Liotop K105)
foram feitas no Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), no LNNano, em Campinas, Sao

Paulo.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. Varredura do tamanho hidrodinamico no DLS

O DLS foi utilizado para determinar o tamanho hidrodinamico das particulas em suspensao e
sua polidispersividade. A técnica baseia-se no espalhamento da luz emitida por um laser
dentro do equipamento, causado pelo movimento browniano das particulas em suspensao, o
que permite a estimativa do seu tamanho médio (14). Quando ha muitas particulas com
tamanhos variados nas solu¢des analisadas pelo DLS, a polidispersividade ¢ alta, ou seja, a
populagdo de particulas estd com tamanhos muito dispersos. Neste caso, uma

polidispersividade alta pode indicar a formagao de agregados ou estruturas gelificantes.

As leituras no DLS foram feitas em dois momentos: a primeira logo apds a mistura das
solucdes e a segunda apds trés horas de interacdo, visto que o tempo de contato entre o
alginato e o cloreto de calcio estd relacionado com a capacidade de reticulagdo e

intumescimento dos hidrogéis (15).

Os resultados revelaram que as concentragdes mais elevadas de cloreto de célcio e alginato
resultam em tamanhos hidrodindmicos que chegavam a escalas micrométricas, com uma
polidispersividade alta, sugerindo a formacao de hidrogel ou estruturas que impactam
consideravelmente na leitura feita. Assim, como ¢ apresentado no quadro 2 (destacadas em
vermelho), essas concentragdes foram desconsideradas para o congelamento e os dados
obtidos de suas leituras no DLS, por serem muito dispersos, ndo foram considerados para

composi¢ao do grafico da figura 1.

As concentragdes selecionadas para o congelamento (destacadas em verde no quadro 2)
foram aquelas que resultaram em leituras no DLS relativamente estdveis ap6s a mistura das
solucdes. Dentro dessa faixa de concentragdes selecionadas, as combinagoes de 0,06% e
0,05% de alginato e 0,003M de CaCl, tiveram uma variagdo um pouco mais elevada no
tamanho hidrodindmico das particulas apds trés horas de interagdo, quando comparadas com
as demais. Mesmo assim, essas concentragdes foram analisadas e considerados os limites
para o congelamento, pois, apesar de apresentar indicios de estruturas gelificantes em
temperatura ambiente, seu congelamento foi realizado para uma avaliagdo comparativa do

hidrogel formado.


https://www.zotero.org/google-docs/?Re4aGz
https://www.zotero.org/google-docs/?fEDFXq
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Os resultados do DLS, quanto a interagdo inicial, mostraram que o aumento na concentracao
de cloreto de calcio tem um impacto mais relevante no tamanho hidrodinamico do que o
aumento da concentracdo de alginato (figura 1). Ademais, passadas as trés horas de interagao,
houve um aumento do tamanho hidrodinamico em todas as concentracdes testadas,
possivelmente causado pelas interacdes entre o alginato e os ions calcio, mas ndo
necessariamente resultando em um hidrogel em temperatura ambiente. Além disso, apos trés
horas de interagdo, observa-se um aumento mais acentuado do tamanho hidrodindmico nas

concentracoes mais elevadas de calcio.

Quadro 2 - Concentragdes de alginato e cloreto de célcio analisadas durante a varredura. As
concentragdes em verde, sdo aquelas que foram submetidas ao processo de congelamento
para formacao do hidrogel. As concentragdes em vermelho sdo aquelas que tiveram um

indicativo da formacao de hidrogel pela técnica de DLS e foram descartadas.

Concentragao de
Alginato (%)

0,01 8 Q

CaCl, 0,001M CacCl, 0,002M CacCl, 0,003M CaCl, 0,004M CaCl, 0,005M

0,02 (%) (%)
0,03 (%) (%)
004 (%) (%)
0,05 (%) (%)
) ]
%] %) %]
008 (X] (%) X
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Figura 1 - A: Grafico de calor da varia¢do do tamanho hidrodindmico no momento inicial, ou
seja, imediatamente ap6s a mistura das solugdes de alginato e cloreto de calcio. B: Grafico de
calor da variacdo do tamanho hidrodindmico apos trés horas da mistura das solugdes de

alginato e cloreto de calcio.
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3250

Concentragao CaCl, (M)

3250

0,001 0,000
0,001 0,000
001 002 003 004 005 006 007 008

Concentragéo alginato (%)

0,01 002 003 004 005 006 007 0,08

Concentragéo alginato (%)

2.3.2. Formacao do hidrogel de alginato de calcio por congelamento

Apoés a selecdo das faixas de concentracdes de alginato e cloreto de célcio que seriam
submetidas a técnica derivada do ice-template, iniciaram-se os processos de submissdo das

solugdes ao congelamento lento.

O congelamento lento promove o progressivo aumento das concentragdes dos solutos.
Durante esse processo, os cristais de gelo tendem a ser formados majoritariamente de
moléculas de 4dgua (11). Logo, os solutos dispersos no meio, incluindo o alginato e os ions
Ca™, sdo expulsos no processo de formagdo do reticulo cristalino e acabam se acumulando
nas regides ainda liquidas da solug@o. O crescimento continuo dos cristais de gelo reduz as
areas nao congeladas no recipiente, resultando em um aumento da concentrag¢do dos solutos,
0 que induz a interagdo entre o alginato e os ions célcio. Dessa forma, ocorre a reticulagao
ionica das cadeias do alginato, mediadas pelos ions Ca*, acarretando na formagdo do
hidrogel.

O processo de aumento da concentracdo e a consequente formagdo do hidrogel estao
ilustrados na figura 2. Enquanto a figura 3 apresenta fotografias dos hidrogéis de algumas das
concentragdes testadas, evidenciando que a técnica funciona e esses sdo os hidrogéis

resultantes.


https://www.zotero.org/google-docs/?vcDNp3
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Figura 2 - Esquema ilustrativo da formacdo do hidrogel poroso de alginato de calcio por
congelamento lento. A) Solucdo com concentragdes subgelificantes de alginato e cloreto de
calcio; B) Inicio da formacao de cristais de gelo; C) Aumento dos cristais de gelo, resultando
no aumento da concentracao da solugdo; D) Concentragao de gelificagdo atingida, ocorrendo
a formac¢do do hidrogel; E) Os cristais de gelo perfuram o hidrogel formado, criando uma
estrutura porosa; F) Descongelamento da solucdo, resultando em um hidrogel estavel, com

densidade menor que a da solugao.

Legenda

3%5 Cristais de gelo

@% Hidrogel

Congelamento lento

Aumento da concentracdo Descongelamento

Figura 3 - Fotografias dos hidrogéis de algumas das concentragdes testadas, mostrando que a
técnica funciona. A: Concentracdo de 0,01% de alginato e 0,001M de CaCl,; B:
Concentragao de 0,04% de alginato e 0,001M de CaCl,; C: Concentracao de 0,08% de
alginato e 0,002M de CaCl,.

2.3.3. Variacoes das areas dos hidrogéis

Durante os experimentos com as diferentes combinacdes de concentracdes de alginato e

cloreto de calcio, observou-se uma tendéncia de aumento do tamanho do hidrogel conforme



24

as concentracdes dos componentes eram elevadas (figura 4). Também ¢é possivel notar, que as
maiores areas de hidrogel ocorreram nas concentracdes de 0,001M de cloreto de calcio,
destacando-se a combinacao de concentracdes de 0,001M de cloreto de calcio com 0,08% de
alginato. Acredita-se que isso pode estar relacionado a menor quantidade de ions Ca*'
disponiveis para reticulagdo, fazendo com que o hidrogel tenha maior espago entre as cadeias
de alginato e, consequentemente, possa reter uma maior quantidade de d4gua, aumentando seu

volume (16,17).

No entanto, como serd demonstrado nos proximos resultados, uma area maior de hidrogel nao
implica necessariamente em uma maior quantidade de massa seca ou em uma maior

resisténcia do material.

Figura 4 - Este grafico apresenta a variacdo de tamanho dos hidrogéis com as diferentes

combinagdes das concentracdes de alginato e cloreto de calcio.
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2.3.4. Variacao da massa molhada e massa seca dos hidrogéis

Os graficos A e B da figura 5 apresentam, respectivamente, a massa molhada e a massa seca
dos hidrogéis. Observa-se que a massa molhada ¢ muito maior do que a seca (escalas dos
graficos A e B muito diferentes). Esse resultado ocorre porque cerca de 99% da massa dos

hidrogéis ¢ composta por dgua.


https://www.zotero.org/google-docs/?ThRjtx
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Ademais, percebe-se que, apesar da variagdo de massa seca ser pequena, uma maior massa ¢
observada nas concentracdes mais elevadas de alginato e cloreto de calcio. Isso pode ser
explicado pelo fato de que concentragcdes mais elevadas resultam em uma maior quantidade
de reagentes dispersos no meio. Assim, uma maior quantidade de ions célcio e alginato

podem interagir, formando uma rede polimérica tridimensional mais densa.

Adicionalmente, quando comparam-se os dois graficos de massa, nota-se que, apesar da
massa molhada ter sido maior em algumas concentragdes, como por exemplo, na
concentracdo de 0,08% de alginato junto a 0,001M de CaCl,, a massa seca ndo foi maior
nessa concentracdo. Provavelmente, como sugerido na andlise das areas dos hidrogéis, a
menor quantidade de ions cdlcio faz com que a reticulagdo entre as cadeias poliméricas do
alginato e os ions tenham mais espagamento, resultando em uma reticulagido menos densa e
compacta, permitindo uma maior absorcao de 4gua, aumentando o tamanho do hidrogel e sua

massa molhada, sem necessariamente levar a uma maior quantidade de massa de gel (16,17).

Figura 5 - Grafico A: grafico de calor da massa molhada dos hidrogéis de alginato de célcio.

Grafico B: grafico de calor da massa seca dos hidrogéis de alginato de calcio.
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2.3.5. Variacao das forcas dos hidrogéis

A figura 6 apresenta uma relagdo entre as diferentes concentracdes testadas e a forca do
hidrogel formado. Observa-se que os hidrogéis com maior integridade estrutural sdo aqueles
produzidos a partir das maiores concentragdes de célcio e alginato, corroborando com os

resultados de massa seca. Isso se deve ao fato de que, quanto mais alginato for reticulado


https://www.zotero.org/google-docs/?H5ExEc
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pelos ions Ca*" na rede tridimensional formada, mais robusta e integra tende a ser a estrutura

do material.

Enquanto isso, os hidrogéis resultantes da mistura do alginato com a concentrag¢do de 0,001M
de CaCl, apresentaram um grau de for¢a muito baixo. Esse resultado ¢ consistente com os
demais dados obtidos, j& que uma menor quantidade de reticulante no meio, leva a formacao

de uma rede tridimensional com mais espaco entre as cadeias, tornando-o mais fragil.

Figura 6 - Grafico de calor da for¢a dos hidrogéis nas diferentes concentracdes de alginato e

cloreto de calcio analisadas.
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2.3.6. Fotografia do hidrogel liofilizado no MEV sem MPs

As fotografias da figura 7 mostram que o hidrogel apresenta uma estrutura porosa e rugosa.
Essas caracteristicas sdo tipicas de materiais submetidos a técnica de ice-tfemplate, na qual os
cristais de gelo formados durante o processo de congelamento servem como moldes, sendo
eles os principais responsaveis pela arquitetura do material. Nesta técnica adaptada, apds a
concentracdo atingir o nivel necessario para formagdo do hidrogel, os cristais de gelo
continuam crescendo, perfurando a matriz polimérica em multiplas dire¢des, resultando nas

caracteristicas estruturais observadas.

Além disso, nota-se que as fibras e poros do hidrogel estdo dispostos de uma maneira bem
compactada. Essa proximidade pode ser atribuida ao colapso parcial da estrutura do hidrogel

apos sua liofilizagdo ou durante o processo de preparo da amostra para fotografias no MEV.
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Figura 7 - Fotografias realizadas no MEV do hidrogel liofilizado, obtido a partir da técnica

adaptada de ice-template, em diferentes magnificagcdes nas concentracdes de 0,04% de

alginato e 0,002M de CaCl,.

2.4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo foram satisfatorios e demonstraram que a técnica de baixo custo e
ambientalmente amigével desenvolvida para a producao de hidrogéis irreversiveis funciona.
Além disso, demonstrou-se que as variagdes nas concentragdes de alginato e cloreto de célcio
impactam significativamente a formacdo de hidrogel pela técnica adaptada de ice-template.
Verificou-se que a variagdo da quantidade de cdlcio parece impactar mais na formagdo de
estruturas como as egg-boxes, de acordo com as leituras realizadas pelo DLS, do que a
varia¢do da concentracdo de alginato. Também foi possivel constatar que um hidrogel com
maiores dimensdes € massa molhada ndao necessariamente corresponde a um hidrogel
resistente. Esses resultados contribuem para uma melhor compreensdo da interagdo entre o
alginato e o cloreto de calcio em concentracdes de subgelificacdo, associadas a técnica
adaptada de ice-template. Acredita-se que este estudo possa colaborar para aplicacdes
inovadoras do uso dos hidrogéis, como o apresentado no artigo Plasticatch: Freezing to
capture dispersed particles like microplastics, onde a formacao do hidrogel por congelamento

resultou na captura de microplésticos.
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3. CAPITULO 3: ARTIGO 2
Plasticatch: Congelamento para capturar particulas dispersas como os microplasticos
Plasticatch: Freezing to capture dispersed particles like microplastics
Resumo

Os microplasticos (MPs) tornaram-se um problema ambiental global com grande
dispersibilidade, sendo encontrados em diferentes locais. Entre as diversas fontes de MPs
estdo as tintas, que contém em sua composicao ligantes poliméricos responsaveis pela
formacdo do filme de tinta apds o processo de cura. Esses materiais sdo utilizados em
diversas superficies e acabam expostos a intempéries e processos abrasivos, levando a sua
fragmentacdo e contaminacdo de ambientes aquaticos e terrestres, com potenciais impactos
ecotoxicologicos. Este estudo apresenta uma metodologia inovadora para remogdo de
particulados em suspensao de uma solugdo aquosa, como os MPs de tintas, utilizando
hidrogéis de alginato de calcio formados exclusivamente por congelamento. Baseando-se nos
conceitos do aumento da concentracdo por congelamento e na formagao de hidrogéis porosos
com a técnica de ice-template, a metodologia utilizou concentragdes de alginato e cloreto de
calcio que ndo formam hidrogel em temperatura ambiente. Para promover a formagao de um
hidrogel irreversivel e capaz de reter particulas, utilizou-se uma técnica adaptada de
ice-template. Para isso, aplicou-se o congelamento lento na solugdo contendo os componentes
do hidrogel e os MPs, esse processo levou ao aumento da concentracao dos solutos no meio,
resultando na formagdo do hidrogel, o qual foi perfurado pelos cristais de gelo em
crescimento, ocasionando a captura dos MPs presentes na solugdo. O método mostrou-se
eficaz na captura de MPs, sugerindo um potencial para remog¢do em pequena escala dessas
particulas. Além disso, observou-se uma melhor eficiéncia na captura de MPs pequenos,
indicando a possibilidade do uso do hidrogel como uma matriz de analise para outros tipos de

particulados, incluindo nanoparticulas.

Palavras-chave: Microplasticos, hidrogel, alginato, congelamento.
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3.1. INTRODUCAO

Devido as suas caracteristicas, os microplasticos (MPs) — particulas com tamanho de Smm a
Ium — sdo facilmente transportados para diversos locais (1,2). Esses particulados podem ser
fabricados com esse design para serem utilizados em produtos cosméticos, tintas e fibras
téxteis ou provenientes da fragmentagdo de plasticos maiores, sendo classificados como MPs

primarios e secundarios, respectivamente (3).

Dentre os diferentes tipos de MPs encontrados, destacam-se para este estudo os provenientes
de tinta. As tintas sdo compostas por quatro componentes principais: solvente, pigmentos,
aditivos e ligantes, também conhecidos como resinas. Os ligantes sdo polimeros responsaveis
pela fixacdo dos pigmentos, que ocorre durante o processo de cura da tinta, levando a
formagao de um filme seco (4). Com o tempo e a exposi¢ao constante a intempéries, luz UV
e processos abrasivos, esses filmes de tinta aplicados nas mais diversas superficies comegam
a se degradar e a fragmentar, liberando particulas poliméricas que sdo transportadas para

ambientes aquaticos e terrestres (5,6).

Diante do agravamento da poluicdo por particulas plasticas e dos impactos ecotoxicologicos
que podem causar, diferentes estudos e abordagens vém sendo desenvolvidos buscando
mitigar os impactos causados por esses contaminantes (7,8). Seguindo essa linha, este
trabalho busca desenvolver uma técnica para captura em pequena escala de particulados que
fiquem em suspensdo em solugdes aquosas, a partir de um hidrogel feito com uma técnica

adaptada de ice-template, de baixo custo e ambientalmente amigavel.

A metodologia proposta neste estudo baseia-se no aumento da concentragdo de solutos a
partir do congelamento e na técnica de ice-template para formacdo de um hidrogel
irreversivel. O aumento da concentragdo por congelamento ¢ utilizado em processos como a
concentracdo de sucos, vinhos e leite (9,10). Esse fendmeno ocorre pois, durante a formacgao
dos cristais de gelo, os solutos dispersos na solu¢do sdo excluidos do reticulo cristalino em
formacdo, fazendo com que os componentes se acumulem nas areas ainda liquidas da
solugdo, resultando no aumento da concentracdo no meio (11,12,13). Ja4 a técnica
convencional de ice-template, quando aplicada para fazer hidrogéis, envolve a solidificacao
controlada e unidirecional de uma solu¢do homogénea, obtendo-se uma estrutura polimérica

porosa que ¢ submetida a liofilizacdo para remoc¢do dos cristais de gelo por sublimagao,
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preservando a forma do material. Apds essas etapas, a rede polimérica formada ¢ estabilizada

por meio da adicdo de um agente reticulante (14,15).

Neste trabalho, a técnica adaptada de ice-template desenvolvida, foi realizada sem a
necessidade de congelamento controlado e unidirecional, liofilizagdo ou outras etapas que
tornariam o processo mais complexo e oneroso. A metodologia consistiu no congelamento,
em um refrigerador comum, de uma solu¢do contendo MPs e as concentragdes
subgelificantes dos componentes que compdem o hidrogel apds o congelamento. Dessa
forma, induziu-se a interacdo das cadeias poliméricas do alginato com os ions calcio,
resultando na formag¢do de um hidrogel irreversivel, tridimensional e poroso, de baixo custo e
sustentavel. Durante esse processo, os cristais de gelo perfuraram multidirecionalmente o

material formado, aprisionando os MPs em sua matriz.

Este estudo abre um caminho inovador para o uso de hidrogéis irreversiveis formados por
congelamento, oferecendo uma solugdo criativa e de baixo custo, que pode estimular novas
ideias e aplicagdes no campo da remediacdo ambiental e andlises de particulas. Os objetivos
do estudo sdo aplicar essa derivagdo da técnica de ice-template para formacao de hidrogéis e
avaliar sua eficdcia na captura de particulados, destacando sua capacidade de retengdo e
imobilizacdo de particulas em uma matriz fina e translucida de hidrogel para possiveis

analises.
3.2. METODOS
3.2.1. Escolha do alginato e cloreto de calcio

A escolha por esses componentes foi devido a capacidade apresentada do alginato em formar
hidrogéis porosos e ambientalmente amigaveis, com um custo relativamente baixo e de
simples obtencdo, alinhando-se aos objetivos desta pesquisa. Além disso, estudos anteriores
iniciados no Grupo de Pesquisa em Poluicdo Plastica, demonstraram a capacidade deste

biopolimero em formar hidrogel pela técnica adaptada de ice-template (16,17).
3.2.2. Determinacido da concentracio de alginato e cloreto de calcio

As concentragdes de alginato e cloreto de célcio foram determinadas a partir de um
experimento piloto, no qual foram testadas combinagdes das concentragdes variando de

0,01% a 0,2% de alginato e 0,001 mol/L a 0,5 mol/L de CaCl,. Com base nos resultados,
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selecionaram-se as concentracdes de 0,04% de alginato e 0,002 mol/L de CaCl,. Essas
concentragdes resultaram em um hidrogel com boa resisténcia para manipulacdo e nao

apresentaram a formacao de hidrogel em temperatura ambiente.
3.2.3. Determinacio do MP a ser utilizado

Além dos impactos ecoldgicos citados anteriormente que os particulados de tintas podem
causar, a tinta spray azul da marca Luxens foi selecionada apos alguns testes que tinham
como objetivo observar a capacidade das particulas permanecerem em suspensao por trés
horas, que ¢ o tempo necessario para o congelamento completo da solugdo e consequente
formag¢do do hidrogel, conforme determinado em experimentos preliminares. Além disso, foi
avaliada a visualizagdo das particulas em um microscopio, € os MPs provenientes da tinta de

spray azul destacaram-se por serem mais visiveis nas membranas.
3.2.4. Producao dos MPs

Para a obtencdo das particulas de tinta spray, foi realizada a pulverizagdo da tinta no ar em
um ambiente fechado, higienizado e vazio. Apods a pulverizagdo, o ambiente foi deixado
fechado por 5 dias para que as particulas em suspensao se depositassem. Entdo, as particulas
foram coletadas e armazenadas em um recipiente de vidro. Posteriormente, os MPs foram

peneirados em malhas com aberturas entre 53 e 25um.
3.2.5. Selecio das particulas de interesse

Apo6s a producdo dos MPs, iniciou-se um processo de selecdo das particulas de interesse. Para
isso, 0,2 gramas de MPs foram pesados em um béquer, ao qual se adicionou 1 mL de
detergente Tween 20 a 0,4% de concentragdo, visando romper a tensdo superficial e garantir a
distribuicdo homogénea das particulas na solugdo. Entdo, foram adicionados, neste mesmo
béquer, 50 mL de cada uma das solugdes de alginato e cloreto de célcio, nas concentragdes
previamente selecionadas, obtendo-se uma solugao com 0,4% de alginato e 0,002M CaCl,,
totalizando 100 mL da mistura. O objetivo desta etapa foi selecionar, por decantagdo, as

particulas que permanecem em suspenso por pelo menos trés horas.

Essa etapa baseou-se na Lei de Stokes, que descreve o comportamento de particulas esféricas

em uma solucao viscosa, de acordo com a equagao (18):
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__ 2R?*(pe—pf)g
o

vis Velocidade limite

p.: Densidade da particula

ps: Densidade do fluido

g: Aceleragdo devido a gravidade

Essa equagdo indica que, quanto menor a particula, maior o tempo para que ocorra a sua
decantagdo, pois menor ¢ a forga de arrasto que essa sofre. Assim, como experimentos
prévios mostraram que a solucdo levava cerca de trés horas para congelar completamente, era
essencial selecionar particulas que permanecessem, no minimo, esse mesmo tempo em

suspensao.

Passadas as trés horas de decantacdo, onde as particulas maiores ¢ mais densas tendem a
sedimentar (figura 1), eram retirados 5 mL do meio com auxilio de uma micropipeta de 10
mL. Durante o processo de pipetagem, teve-se o cuidado de retirar amostras sempre a partir
de uma mesma altura, buscando selecionar uma populagao de particulas com uma faixa de
tamanho aproximada. Para tal, foi estabelecida uma referéncia com uma etiqueta branca,

destacada com a seta vermelha na figura 1, da qual sempre se pipetava a partir dessa regiao.

Figura 1 - Variag¢do da tonalidade da solug¢do apods 3 horas, mostrando um menor nimero de
particulados da tinta spray azul com o passar do tempo. A seta vermelha indica a etiqueta

utilizada como referéncia para coleta da amostra.

Apobs 10 minutos Apébs 1h30 Apébs 3h
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3.2.6. Submissao ao processo de congelamento

Os 5 mL pipetados da solugdo contendo os MPs e dos controles sem MPs foram transferidos
para recipientes plasticos de 10 mL. Esses recipientes foram colocados em um sistema
isolante (caixa de isopor) e levados ao freezer de um refrigerador comum, onde
permaneceram por no minimo trés horas, at¢ o congelamento completo da solugdo. O
tratamento e o controle que ndo foram submetidos ao processo de congelamento ficaram
armazenados na geladeira até a retirada dos demais recipientes que foram colocados no

freezer.
3.2.7. Precauc¢des com contamina¢ao

Estudos envolvendo MPs enfrentam o constante desafio da contaminacdo. Para minimizar
esse risco, todo o experimento, exceto a pesagem dos materiais € o processo de
congelamento, foi conduzido em uma sala de acesso controlado, onde a entrada s6 era
permitida com o uso de roupas e jaleco de algodao, e as manipulagdes ocorreram dentro de

uma camara de fluxo laminar.

As solucdes de alginato e cloreto de calcio foram preparadas utilizando agua Mili-Q (Milli
UNI), filtrada trés vezes em membranas de éster misto de celulose, com poros de 0,45 pm,
dentro da camara de fluxo laminar citada anteriormente. Além disso, todos os materiais
utilizados foram previamente lavados com agua e sabdo, enxaguados novamente com agua
Mili-Q e, por fim, enxaguados uma ultima vez com agua Mili-Q filtrada trés vezes. A
primeira lavagem com agua e sabao, seguida de enxague com agua Mili-Q, foram realizadas
no laboratorio. O ultimo enxague com a agua Mili-Q filtrada, foi feito na sala de entrada

controlada, dentro da capela de fluxo laminar.
3.2.8. Controles

Apesar de todas as precaucdes tomadas, sabe-se que a contaminagdo muitas vezes ¢
inevitavel. Por isso, foram adotados dois controles, como pode ser observado na figura 2. O
primeiro controle foi projetado para monitorar a contaminagdo do tratamento que ndo passa
pelo congelamento e que contém apenas a adigdo de MPs. Para isso, preparou-se uma solucao
com as concentragdes determinadas de alginato e cloreto de calcio, seguindo os mesmos

passos do tratamento com MPs, mas sem a adi¢do de MPs e sem congelamento; ficando
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armazenado na geladeira. Enquanto o segundo controle consistiu em seguir os passos do

tratamento com MPs que passou pelo processo de congelamento.

Figura 2 - Esquema do processo de preparo dos controles e pipetagem dos tratamentos. A
esquerda, os copos que representam os recipientes contendo a solugao sem MPs (controle) e
com MPs ap6s a decantagdo. A fita branca, destacada pelo quadrado vermelho, serviu como
referéncia para retirada de amostras de uma mesma altura. A direita estdo as representagdes

dos recipientes que foram usados para os controles e os tratamentos.

Controle (sem MPs)

1- Controle sem MPs e sem 2- Controle sem MPs
congelamento congelado
3 - Tratamento com MPs e sem 4 - Tratamento com MPs
congelamento congelado

3.2.9. Filtra¢ao da solucio em membranas

Apds o congelamento das solugdes, elas eram mantidas cobertas com papel aluminio e
deixadas para descongelar na sala controlada, dentro da capela de fluxo laminar. Juntamente
com elas, os outros recipientes que nao estavam congelados também foram deixados pelo
mesmo periodo. Todos os tratamentos e controles foram filtrados na capela de fluxo laminar,
utilizando as membranas de poro 0,45 um, conforme citado anteriormente. Para garantir que
a maioria dos particulados ndo ficasse retida nos recipientes, estes eram lavados com agua
Mili-Q filtrada trés vezes e, em seguida, o liquido era despejado juntamente com o tratamento
que estava sendo filtrado. Em seguida, as membranas eram armazenadas em placas de Petri

para as analises necessarias.
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3.2.10. Quantificacio de particulas e determinacao da area das particulas

Para a quantificagio e andlise dos tamanhos das particulas, foram selecionados e
fotografados, em um microscopio Optico (Leica DM3000), cinco pontos das membranas.
Com o auxilio de um molde colocado atrds das membranas apds a filtragdo, foram
determinados os pontos para contagem, buscando uma distribuicdo representativa. As
membranas foram cortadas e posicionadas sobre uma ladmina para analise no microscopio

optico. Uma imagem ilustrativa deste procedimento esta disponivel no material suplementar.

Entdo, com o software ImagelJ (Fiji) e o plug-in de segmentagdo Trainable Weka
Segmentation, que utiliza machine learning para segmentacdo de imagens, as fotografias
tiradas no microscopio Optico tiveram as particulas quantificadas e medidas. Para cada ponto
da membrana em cada triplicata, foi realizado um treinamento individual do modelo. Esse
treinamento consistiu em selecionar diferentes areas correspondentes ao fundo das
membranas, que ndo deveriam ser contadas, e definir as regides correspondentes as particulas
para que o programa as contabilizasse. Nos pontos onde ndo havia particulas visiveis, o
treinamento do modelo ndo foi realizado. Nestes casos, considerou-se que o numero de

particulas foi zero.

Apds a segmentacdo, foi realizado o threshold e, com a ferramenta Analyze Particles, as
particulas foram quantificadas e medidas. A quantidade de particulas em cada ponto foi
extrapolada pela 4rea da membrana, chegando a um valor estimado da quantidade total de

MPs.

As fotografias capturadas, o empilhamento/compdsito das imagens de cada ponto analisado e
os modelos utilizados para contagem em cada ponto analisado estdo disponiveis no material

suplementar.
3.2.11. Fotografias do MEV

Além da andlise quantitativa, os hidrogéis liofilizados também foram analisados no
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) no LNNano, em Campinas, S3o Paulo, para
uma analise qualitativa. Nele foram observadas as estruturas do hidrogel e observagdes de

particulas que podem ser os MPs da tinta azul.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Formacao do hidrogel

Para a obten¢ao do hidrogel pela técnica adaptada de ice-template, inicia-se o processo com a
preparagao de solugdes de alginato de sodio e cloreto de calcio em concentragdes de
subgelificacdo, ou seja, concentracdes tdo baixas que ndo ocorrem reagdes entre as cadeias
poliméricas do alginato e os ions de calcio a temperatura ambiente. Para promover a
interacdo entre as cadeias poliméricas do alginato e os ions dispersos na solugdo, a mistura
preparada ¢ colocada para congelar em um sistema isolante (caixa de isopor), garantindo um
congelamento mais lento. Assim, o processo de nucleagdo e, consequentemente, a formagao
de cristais de gelo ocorre gradualmente, fazendo com que as impurezas dispersas na solucao
sejam “expulsas” da estrutura cristalina de gelo em formagao, resultando em cristais de gelo
mais puros (11,12,13). Isso faz com que os solutos dispersos no meio se concentrem a medida
que o congelamento avanga, resultando na formacgdo do hidrogel, conforme ilustrado na

figura 3.

Figura 3 — Esquema ilustrativo da formacao do hidrogel poroso de alginato de calcio por
congelamento lento. A) Solugdo com concentragdes subgelificantes de alginato e cloreto de
calcio; B) Inicio da formagao de cristais de gelo; C) Formagao dos cristais de gelo, resultando
no aumento da concentracdao da solucdo; D) Concentracio de gelificagdo atingida, ocorrendo
a formacao do hidrogel; E) Os cristais de gelo perfuram o hidrogel formado, criando uma
estrutura porosa; F) Descongelamento da solucao, resultando em um hidrogel estavel, com

densidade menor que a da solugdo.

Legenda
% Cristais de gelo
l l @ Hidrogel
T Congelamento lento

Aumento da concentragao Descongelamento
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O hidrogel de alginato de calcio, formado por congelamento, pode ser observado na figura
4A. Além disso, a imagem feita no Microscopio Eletronico de Varredura do hidrogel
liofilizado (figura 4B) mostra que ele apresenta alta porosidade, aumentando sua superficie
de contato, tornando-o interessante para diferentes aplicagdes, dentre elas a captura de

particulas.

Figura 4 - A: Fotografia do hidrogel molhado de alginato de calcio sem a presenca de
microplasticos. B: Fotografia realizada no MEV do hidrogel liofilizado com a magnificacio

de 500x.
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3.3.2. Hidrogel com coloracio azulada

Ap6s confirmar que a técnica funcionava para a formacdo do hidrogel nas concentracdes de

alginato e cloreto de célcio determinadas, iniciaram-se os testes para remocao de MPs.

Como apresentado nas fotografias da figura 5, houve uma mudanga visual entre as triplicatas
dos tratamentos que ndo passaram por congelamento (figura 5 tratamento 3A) e os que
passaram (figura 5 tratamento 4A). Ambos tratamentos apresentaram um discreto corpo de
fundo azulado, devido a presenga de MPs de tinta azul, que mesmo apds a selecdo de
particulas que permanecem em suspensdao por trés horas, decantaram. No entanto, as
triplicatas do tratamento congelado resultaram na formagdo de um hidrogel que flutuou na
superficie da solucdo e adquiriu uma leve coloracdo azulada. Isso pode ser explicado devido a
porosidade e bolsdes de ar que foram gerados durante a formagdo do hidrogel, tornando-o
menos denso que a solugdo. Ja a cor azulada adquirida foi ocasionada pela captura dos MPs
de tinta azul, mostrando a capacidade do hidrogel de capturar ndo so6 particulas em suspensao,

como aquelas que decantam.
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Figura 5 - Fotografias do tratamento 3A, o qual continha MPs e ndo passou pelo processo de
congelamento (Sem congelar: momento inicial da transferéncia da solug¢@o para o recipiente;
Sem congelar apos 3h: fotografia apdés 3h que a solucdo ficou parada). Abaixo, estd o

tratamento 4A com MPs antes do congelamento e ap6s o congelamento.

Sem congelar

Sem congelar apo6s 3h
Antes do Apobs o
congelamento congelamento (3h)

3.3.3. Analises qualitativas entre os tratamentos

Além das fotografias dos recipientes e do hidrogel formado, as imagens das membranas
trouxeram resultados fundamentais. Observando as imagens da figura 6, nota-se uma
diferenca visual nas cores da membrana que passou pelo processo de congelamento (figura 6
- membrana a esquerda), quando comparada com a membrana que ndo passou pelo processo

(figura 6 - membrana a direita).

Figura 6 — Membrana esquerda: uma das triplicatas onde houve formagao de hidrogel, com
consequente captura de MPs; Membrana direita: uma das triplicatas onde ndo houve
formacao de hidrogel. Os pontos vermelhos foram feitos usando o molde como referéncia,

para auxiliar no processo de analises que seriam realizadas posteriormente.
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Reforgando esse resultado observado, as fotografias tiradas no microscopio Optico com
magnificagdo de vinte vezes apresentadas na figura 7, mostram uma quantidade
significativamente menor de particulas no tratamento que passou pelo processo de
congelamento, quando comparado ao outro tratamento sem congelamento. Além disso, um
ponto que chamou a atengdo nas fotografias da figura 7 estd relacionado as particulas
maiores. Nas imagens, as setas pretas destacam as particulas que visualmente foram
consideradas maiores. Nota-se que aparentemente ndao houve uma reducdo tdo expressiva
quanto nas particulas menores. Essa diferenca sugere que o hidrogel tem maior eficacia para

retirar particulas menores.

Figura 7 - Imagens de um dos pontos das membranas das triplicatas dos tratamentos sem
congelamento e com congelamento. As fotografias foram realizadas em um microscopio
optico com magnificacdio de 20x. As setas pretas, destacam algumas das particulas

consideradas maiores.

Sem congelamento Com congelamento
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3.3.4. Analise quantitativa entre os tratamentos

Para validar essas observagdes, foram realizadas andlises quantitativas. A primeira analise
feita, ¢ referente a quantidade de particulas antes e depois do congelamento. Nos graficos
apresentados na figura 8, observa-se a média estimada de particulas totais (#). Nos controles
(figura 8 A), a quantidade média de particulas contaminantes foi de 2.201,21 no primeiro e
1.886,76 no segundo. Ja no tratamento com adi¢do de MPs, a quantidade estimada de
particulas totais foi de 586.781,07, enquanto no tratamento em que houve adicdo de MPs

seguido pelo processo de congelamento, a quantidade de particulas foi de 52.200,25.

Portanto, o0 método de congelamento para formacao do hidrogel apresentou uma eficiéncia de
mais de 90% na captura de MPs, o que fica mais claro com o grafico B da figura 8, o qual
apresenta os valores de particulas totais estimadas apos a subtragdo dos contaminantes do
valor total. A subtracdo realizada da quantidade estimada de particulas nos controles, menos a
quantidade total estimada nos tratamentos com congelamento e sem congelamento, ndo

causou alteragoes relevantes nos resultados.

Figura 8 - A: Grafico de barras em escala logaritmica mostrando os valores calculados por
extrapolagdo da quantidade de particulados nos tratamentos e nos controles. As duas
primeiras barras sdo referentes aos controles, enquanto a terceira barra representa o
tratamento com MPs sem congelamento. Por fim, a Glltima barra representa o tratamento com
MPs e congelamento. B: O grafico traz os valores da extrapolagdo feita do nimero de

particulas, subtraindo-se os valores da extrapolacao dos controles.
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A outra andlise realizada traz os dados referentes a eficiéncia na captura de MPs menores
(figura 9). A andlise feita revelou uma contagem de particulas menores substancialmente alta
no tratamento sem congelamento. Enquanto no tratamento submetido ao congelamento,
houve uma queda acentuada na contagem de particulas nesta faixa de tamanho (até¢ 50 um).
Por outro lado, as particulas maiores sofreram uma redu¢do menos expressiva. Esses
resultados corroboram o que foi observado qualitativamente na figura 7, de que ha uma maior
eficiéncia do hidrogel na remocao de particulas menores. Uma possivel explicagdo para isso ¢
o fato de que quanto maior a particula, maior ¢ a resisténcia ao arrasto mecanico. Logo, a
forca mecénica gerada pelo processo de congelamento ndo ¢ suficiente para empurrar

particulas maiores para dentro do hidrogel, justificando a sua menor retengao.

Figura 9 - Este grafico apresenta a contagem de particulas por faixa de tamanho. Nele, ¢
possivel observar que as particulas menores predominam, com uma queda significativa na

quantidade dessas particulas apds o congelamento, especialmente nas menores.
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3.3.5. Fotografias do MEV

Foram realizadas fotografias no Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) para analisar a

estrutura do hidrogel e identificar possiveis particulas de MPs. Os resultados reforgaram a
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hipotese de que particulas menores sdo melhor capturadas, visto que foi observada a presenca

de particulas suspeitas de serem MPs, destacadas pelas setas vermelhas na figura 10 B.

Acredita-se que esses particulados sejam os MPs, pois, na Fotografia 13 A, que representa o
controle sem MPs, essas particulas ndo foram observadas. Apenas a presenca de possiveis
sais foi detectada, destacada com setas vermelhas na figura 10 A. Além disso, os filamentos
extremamente finos na malha do hidrogel liofilizado, chegando a escalas nanométricas
(figura 10 A), associados ao tamanho dos poros, podem facilitar a captura de particulas

pequenas.

Figura 10 - Fotografias com aumento de 5.000 vezes tiradas no Microscopio de Varredura
Eletronica (MEV). A) Fotografia do hidrogel liofilizado, com setas vermelhas destacando
possiveis sais presentes no hidrogel. B) Fotografia do hidrogel liofilizado com MPs, onde as

setas vermelhas indicam particulas suspeitas de serem os MPs menores que sao capturados.
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3.4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a técnica de congelamento para a formacdo de
hidrogéis ¢ altamente eficaz na captura de MPs em suspensdo, com maior eficiéncia na
remocao de particulas menores. Esses dados apontam para um grande potencial em estudos
futuros, que explorem a aplicagdo dessa técnica na captura e analise de microparticulas e,
potencialmente, nanoparticulas. O hidrogel pode ser utilizado como uma matriz fina e

transliicida de imobilizagdo desses particulados, algo que ndo ¢ tdo simples de se obter, ainda
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mais com um baixo custo e ambientalmente amigavel. Com isso, acredita-se que a aplicagao
de técnicas como microtomografia e alguns tipos de microscopia avangada possam se
beneficiar da metodologia apresentada. Por fim, embora existam limitacdes, como a baixa
escalabilidade, essa abordagem traz uma estratégia inovadora envolvendo o uso de hidrogéis

na captura de particulados, como os microplasticos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo teve como objetivo contribuir com uma abordagem inovadora para
producdes de hidrogéis, trazendo novas perspectivas sobre a interacdo do alginato com os
ions calcio em concentracdoes de subgelificacdo. Adicionalmente, buscou-se formas de
aplicacdes da técnica desenvolvida para formagao de hidrogéis por congelamento, alcangando

resultados inusitados (captura de MPs), conforme demonstrado no terceiro capitulo.

O primeiro trabalho evidenciou que a variagdo das concentracdes de alginato e calcio
influencia diretamente as propriedades dos hidrogéis. A varredura realizada demonstrou que ¢
possivel investigar as interagdes entre o alginato € os ions Ca*" em concentragdes inferiores
as normalmente empregadas para formacdo de hidrogéis em temperatura ambiente. Essa
abordagem traz uma nova perspectiva sobre as interacdes do alginato e calcio, visto que a
literatura existente concentra-se em condigdes que levam a formacao do hidrogel em
temperatura ambiente. Porém, compreender a partir de qual ponto esse polimero e ions
divalentes comegam a interagir de uma maneira relevante pode trazer novidades e melhorar o

entendimento dos mecanismos que regem a interacao relatada no modelo egg-box.

No segundo trabalho, observou-se uma aplica¢do inédita dos hidrogéis feitos a partir da
técnica proposta, demonstrando pela primeira vez a capacidade da formagao de hidrogéis por
congelamento, alinhado a capacidade de captura de MPs. Os resultados indicaram uma
retencdo de aproximadamente 90% dos MPs, evidenciando a eficdcia da metodologia
desenvolvida e seu potencial, ndo apenas para a producdo de hidrogéis, mas também na

retencdo de particulas em pequena escala e uso da matriz resultante em analises.

Por fim, os estudos apresentados nesta dissertagao trazem um olhar diferenciado sobre os
hidrogéis, possibilitando que novas ideias possam emergir dessa pesquisa nas areas de analise
de particulas e at¢é mesmo no monitoramento ambiental. A utilizagdo de uma matriz
translucida, ambientalmente amigavel e acessivel, para reten¢ao de particulas em suspensao,
demonstra o potencial desta abordagem em aplicagdes praticas. Com as contribui¢des aqui
presentes, espera-se inspirar futuras pesquisas, as quais possam colaborar com a

escalabilidade da técnica e ampliar o uso da mesma em contextos mais complexos.
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