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Resumo

Os polissacarideos destacam-se como polimeros ecoamigaveis devido as suas
caracteristicas tipicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, desejaveis para
aplicagdes em biomateriais. O uso destes como materiais biodegradaveis tem aumentado
continuamente nas ultimas décadas, devido as suas aplicagdes em produtos
farmacéuticos, biomédicos, alimentares e cosméticos. Na busca pela bioeconomia
circular, os recursos biorrenovaveis sdo estratégias de vasto potencial para viabilizar o
atendimento a demanda atual por novas opg¢des de materiais tecnologicamente avangados
derivados de biomassas. Neste contexto, os liquidos i6nicos (LI) — considerados
“solventes verdes” — oferecem solucdes para diversos problemas no processamento de
biomassas. Porém, atualmente, sua aplicabilidade tem sido extrapolada também para a
geracdo de novos materiais tecnologicamente relevantes em areas relativas ao
armazenamento de energia, ao tratamento de dgua e ao transporte e armazenamento de
gases, como 0 COz. O escopo deste projeto tem por finalidade a busca por géis i0nicos
como materiais de suporte para o crescimento de microalgas. Assim, objetiva-se que os
materiais constituam uma plataforma inovadora para o cultivo de microalgas. Os géis
construidos s3o formados por redes semi-interpenetradas (semi-IPN) entre o biopolimero
B-glucana — extraido de uma biomassa abundante, porém pouco convencional: os liquens
— e liquidos 16nicos polimerizaveis. A otimizacao de reagdes de polimerizagdo ¢ um dos
focos deste trabalho, bem como a caracterizacdo quimica por meio de técnicas

espectroscopicas.

Palavras-chave: géis i0nicos, B-glucana, liquidos i6nicos, cultivo de microalgas.



Abstract

Polysaccharides stand out as eco-friendly polymers due to their inherent biodegradability
and biocompatibility, which are desirable for biomaterial applications. The use of these
as biodegradable materials has increased continuously in recent decades due to their
applications in pharmaceutical, biomedical, food, and cosmetic products. In the pursuit
of a circular bioeconomy, biorenewable resources offer vast potential to meet current
demand for new, technologically advanced material options derived from biomass. In this
context, ionic liquids (IL) — considered "green solvents" — offer solutions to various
problems in biomass processing. However, their applicability has been extended to the
generation of new technologically relevant materials for energy storage, water treatment,
and gas transport and storage, including CO». The scope of this project aims to search for
ionic gels as support materials for microalgae growth. Thus, the objective is for the
materials to constitute an innovative platform for microalgae cultivation. The gels
constructed are formed by semi-interpenetrated networks (semi-IPN) between the
biopolymer B-glucan — extracted from an abundant, yet unconventional biomass: lichens
— and polymerizable ionic liquids. The optimization of polymerization reactions is one of
the focuses of this work, along with chemical characterization using spectroscopic

techniques.

Keywords: ionic gels, B-glucan, ionic liquids, microalgae cultivation.
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1. Introducio e Justificativa

A trajetdria historica dos Liquidos Ionicos (LIs) remonta ao inicio do século XX,
tendo como marco inicial a sintese do nitrato de etilamodnio ([EtNH3][NO3]) por Paul
Walden em 1914. Este composto, com ponto de fusdo de 12 °C, desafiou as concepgdes
da época sobre a natureza dos sais (WALDEN, 1914). Entretanto, o interesse cientifico
por esses materiais permaneceu latente até meados da década de 1940, quando surgiram
0os primeiros sistemas baseados em cloroaluminatos, inicialmente voltados para
aplicagdes em galvanoplastia e em baterias (HURLEY; WIER, 1951).

Um avango significativo ocorreu na década de 1970, com os trabalhos de Chum e
colaboradores, que exploraram sais de aluminio liquidos a temperatura ambiente para o
desenvolvimento de eletrélitos (CHUM et al., 1975). Todavia, a sensibilidade extrema
desses compostos a umidade limitava severamente sua aplicabilidade industrial. A
"revolugdo" da quimica dos LIs aconteceu, de fato, em 1992, quando Wilkes e Zaworotko
sintetizaram os primeiros sais de imidazolio estaveis ao ar e a agua, utilizando anions
como tetrafluoroborato e acetato (WILKES; ZAWOROTKO, 1992). Essa descoberta
abriu caminho para o que hoje se define como "solventes projetados" ou task-specific
ionic liquids, permitindo a modulagdo de propriedades fisico-quimicas para aplicagdes
que vao da catalise a biotecnologia e a manufatura aditiva (PLECHKOVA; SEDDON,
2008).

Nos ultimos anos, esta classe de materiais tem recebido destaque (LEI et al., 2017)
por sua ampla aplicabilidade, a saber: armazenamento de energia (baterias e
supercapacitores), processamento de biomassas e de fluidos funcionais (lubrificantes,
fluidos hidrdulicos e surfactantes) (OLASUPO; CORBIN; SHIFLETT, 2026).
Inicialmente, os liquidos i6nicos foram promovidos a “solventes verdes” devido a
propriedades como: pressao de vapor desprezivel, alta estabilidade térmica e nao
inflamabilidade, o que os torna alternativas mais seguras aos compostos organicos
volateis (HOLBREY; TURNER; ROGERS, 2003). Assim, esses solventes sao
frequentemente usados em processos de extracdo, separagdo e reacdo, embora seu status
de "verde" seja debatido devido a preocupagdes com toxicidade e biodegradabilidade,
aspectos que geram amplo debate cientifico (JESUS; MACIEL FILHO, 2022).

LIs podem ser sintetizados a partir da combinagao de diferentes cations e anions,
possibilitando a obtencdo de uma notavel variedade dessas substancias (ZHU et al.,

2009), o que favorece sua versatilidade e consideravel potencial de aplicagdao. Com a
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obtengdo de novas geragdes de LlIs, notou-se que suas propriedades fisico-quimicas
podem ser moduladas com base nas estruturas de seus ions a fim de projetar um LI voltado
a tarefas especificas, o que talvez seja a principal razdo de sua vasta popularidade em
varias areas cientificas (MACFARLANE; TACHIKAWA, 2014).

Avancando em seu campo de aplicagdo, os LIs polimerizados (pLIs) referem-se a
uma subclasse de polieletrélitos (ou polimeros idnicos) que apresentam uma espécie de
LI (principalmente cations) como unidade repetitiva de sua arquitetura molecular, ou seja,
como monomero em uma reagao de polimerizacao. A Figura 1 ilustra a construgdo do

backbone polimérico a partir de uma reagdo genérica de polimerizacao do LI.

Gxemplo: )

5 Polimerizacao

8

g

Monomero LI

J

Figura 1: Representacdo esquemadtica da sintese de poli(liquidos idnicos) por meio

da polimerizagdo de monomeros de liquidos i6nicos, ilustrando a formagdo da cadeia
polimérica a partir de unidades i0nicas repetitivas.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A Figura 1 ilustra o mecanismo de polimerizagao radicalar por abertura de anel
do mondémero de liquido i6nico imidazolinico. O processo inicia-se com a ativagdo
térmica do iniciador, seguida da propagacgdo das cadeias por meio da interacao entre os
centros ativos e as insaturacdes vinilicas dos precursores. Visualmente, observa-se a
transi¢do de unidades discretas para uma rede polimérica ordenada, mantendo o carater
16nico intrinseco. Esta transformacdo fisico-quimica ¢ fundamental para a estabilidade
estrutural do material, resultando em um polieletrdlito de alta densidade de carga e
morfologia controlada.

Um grande interesse na obten¢do de polimeros de LIs ¢ a combinagdo das
propriedades tnicas destes, como alta condutividade i6nica, ampla janela eletroquimica,
estabilidades térmica e quimica e funcionalidade ajustavel em sinergia com propriedades
intrinsecas de estruturas macromoleculares, a saber: processabilidade versatil, alta

resisténcia mecanica e facil funcionalizacdo. Tais propriedades dos poli(LIs) — ou pLIs —



e técnicas avancadas de polimerizacdo criaram um campo emergente para o
desenvolvimento de novos materiais versateis.

Considerando esse conjunto de propriedades, abre-se uma oportunidade relevante
para empregar pLIs em aplicagdes ambientais, como a imobiliza¢do de microalgas.

A imobilizacdo de microalgas emergiu como uma técnica Util em aplicagdes
ambientais, como a remo¢do de compostos indesejaveis da agua, o manuseio de colecdes
de culturas para a captura de CO», o desenvolvimento de biossensores e a produgdo de
energia limpa, entre outras. Neste trabalho, a polimerizagdo de LIs, com subsequente
formagdo de redes poliméricas interpenetradas com B-glucana e -glucana modificada, ¢
avaliada para a obtengao de materiais propicios a imobilizagao de microalgas. No escopo
deste projeto, vislumbra-se que os mondmeros de LIs sejam polimerizados pela acdo de
um iniciador e gelificados por meio de uma reacdo de reticulagdo. Numa segunda
abordagem, a interpenetragcdo dos pLIs (antes da reticulagdo) com um polimero natural, a
B-glucana, e com B-glucana quimicamente modificada por meio de uma reagdo de
cationizagdo. Este polissacarideo, de arranjos varidveis de glicose (meros), sera
quimicamente isolado e purificado a partir da biomassa liquénica do liquen Usnea sp.

(Figura 2).

Figura 2:Imagem do liquen Usnea sp usado como fonte do polimero B-glucana
para este projeto.

Fonte: DreamStime, acesso em 16 de maio de 2026.
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Os liquens sdo associagdes simbidticas entre um organismo micobionte (fingico)
e um ou mais parceiros fotobiontes que resultam, dessa forma, em um talo. Assim, os
fungos que formam os liquens sdo majoritariamente ascomicetos (98%), sendo o restante
basidiomicetos; as algas envolvidas nesta associacdo sdao as cloroficeas e as
cianobactérias (SPRIBILLE et al., 2016).

As glucanas s3o os principais polissacarideos encontrados em liquens e estdo entre
os mais abundantes na natureza. Este polissacarideo possui propriedades biologicas
interessantes. Em uma revisdo de 30 anos de literatura sobre o tema, Olafsdottir e
Ingolfsdottir (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001) mostraram que 0s
polissacarideos liquénicos, incluindo as glucanas, podem apresentar atividades
antitumoral, antivirais e imunologicas, com baixo nivel de toxicidade.

Assim, a fim de estudar os mecanismos de adesao das microalgas ao novo material
projetado, realiza-se uma reagdo quimica de cationizag¢do nos grupos -OH da B-glucana,
para elucidar o efeito da carga na estrutura polimérica. A estratégia aqui conduzida tem
potencial para explorar géis formados por pLIs e por um biopolimero, com caracteristicas
que atendem as premissas da quimica verde, principalmente no que tange a

biodegradabilidade e a baixa toxicidade.

2. Objetivos e Hipoteses

2.1 Objetivo Geral:

Neste contexto, objetiva-se, nesta pesquisa, desenvolver, caracterizar, otimizar e
prospectar aplicagdes de géis poliméricos formados pela combinacao de pLIs e B-glucana
de origem liquénica, com o foco na constru¢do de materiais para a imobilizacdo de

microalgas.

2.2 Objetivos Especificos:

e Realizar a otimizagdo das reagdes de polimerizagao de liquidos
16nicos, em termos de: solventes empregados, tempo e temperatura de
reacdo, reatividade dos monomeros, propor¢des de agente reticulante,
de iniciador quimico de reagdo, mondmero e solvente;

e Construir as redes poliméricas interpenetradas com o polimero -
glucana e B-glucana cationizada;

e (Caracterizar quimica dos géis idnicos obtidos;



e Avaliar a atividade antimicrobiana dos géis;

e Avaliar a adesdo da cepa selecionada de microalga.

2.3 Hipoteses:

Vislumbra-se que as cadeias dos pLIs se entrelacem em nivel molecular com as
da B-glucana, formando uma rede que, apesar de ndo se estruturar covalentemente no
ambito intermolecular, mantém sua coesdo a menos que as ligacdes covalentes
intermoleculares sejam suprimidas (DRAGAN, 2014).

Dessa forma, a principal hipotese deste trabalho ¢ que, na presenga de outro
polimero, mais especificamente um polissacarideo emergente, este processo leve a
formagao de redes poliméricas interpenetradas (/PN, do inglés interpenetrating polymer
network). Esta hipdtese € amparada por alguns trabalhos que relatam /PNs contendo pLIs
(SHAPLOV, 2009; BECHT, 2011; SHAPLOV, 2015).

A hipdtese também considera a literatura bem estabelecida acerca da
solubilizacdo de varios biopolimeros (e.g., celulose, fibroina, quitina) com LlIs,
permitindo a funcionalizagdo e o processamento em objetos 1D (e.g., fibras), 2D (e.g.,
filmes finos) e 3D (por meio de FDM) (KOSAN, 2008; CAO, 2009; SUNDBERG, 2013;
SWEELY, 2014).

Hipotetiza-se que a presenca de -glucana e, principalmente, sua cationiza¢ao nos
géis semi-IPN modifique as propriedades da superficie e de adesdo celular dos materiais.
Especificamente, espera-se que a amostra contendo apenas poli(liquido idnico) apresente
menor adesdo de microalgas em comparacdo com as semi-IPNs de [B-glucana e
poli(liquido 16nico), sendo a adesdo ainda mais pronunciada na semi-IPN contendo B-
glucana cationizada. Esta progressdao reflete a hipdtese de que a incorporagdao de
polissacarideos, particularmente na forma funcionalizada (cationizada), aumenta a
biocompatibilidade e favorece interagdes celulares benéficas ao cultivo de microalgas.

Adicionalmente, hipotetiza-se que os géis i0nicos desenvolvidos, particularmente
as semi-IPNs de -glucana cationizada e poli(liquido i6nico), constituam uma plataforma
tecnologicamente viavel e sustentdvel para aplicagdes em biorreatores e em sistemas de
cultivo de microalgas em larga escala. Esta hipdtese fundamenta-se na combinagdo de
caracteristicas desejaveis: (i) biocompatibilidade comprovada; (ii) origem de matérias-

primas renovaveis; (iii) estabilidade em meios aquosos; € (iv) potencial de integracdo em
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processos de bioeconomia circular, viabilizando a produgdo de biomassa microalgal para

aplicacdes em alimentos, cosméticos e biocombustiveis.

3. Fundamentacio Teorica

3.1 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR-ATR)

A espectroscopia no infravermelho fundamenta-se na interagdo da radiacao
eletromagnética com os modos vibracionais quantizados das moléculas no estado
fundamental (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009). No estudo das redes biopoliméricas
interpenetradas (IPNs), esta técnica permite a identificacdo de grupos funcionais do
material polimérico e o monitoramento da dindmica de reticulag@o entre a B-glucana e os

poli(liquidos i16nicos).
3.1.1 Fisica das Vibra¢coes Moleculares

Do ponto de vista da mecanica cldssica, uma molécula com N dtomos possui 3N
graus de liberdade (CALLISTER JR.; RETHWISCH, 2016). Subtraindo-se os
movimentos translacionais e rotacionais em torno do centro de massa da molécula, restam
3N-6 graus de liberdade vibracionais possiveis, ou 3N-5 para moléculas lineares (SMITH,
2011). Cada modo normal de vibrag¢do pode ser modelado como um oscilador harmonico

quantico, cuja energia ¢ dada pela Eq. 1 abaixo:

E, = hv (v+3) (1)

onde v € o nimero quantico vibracional, h é a constante de Planck e v € a frequéncia de
vibragdao (SALA, 2008).

A Figura 3 apresenta um diagrama do oscilador harmonico quantico, um modelo
fundamental utilizado na fisica e na quimica para descrever a vibracdo de moléculas
diatomicas. No centro, destaca-se uma curva parabdlica que representa a energia
potencial do sistema, definida pela férmula 1/2 kx?, em que o eixo horizontal indica a
separacao internuclear e o vertical, a energia total. Abaixo do grafico, uma ilustragdo de
duas esferas conectadas por uma mola simboliza os nucleos atdmicos em vibragao,
reforgando visualmente que a posicdo x = 0 corresponde a distancia de equilibrio estavel

entre os atomos na ligagdo quimica.



Dentro do pogo de potencial, o diagrama ilustra a natureza quantizada da energia
por meio de niveis discretos, de n = 0 a n = 4. A equagdo | descreve esses estados,
evidenciando que, mesmo no nivel fundamental (n = 0), o sistema possui uma energia
residual, conhecida como energia de ponto zero, de valor 1/2 hw. Na figura, as setas
verticais entre os niveis indicam transigdes energéticas, destacando que a energia
necessaria para a transicdo entre estados adjacentes ¢ constante e igual a hm, o que
caracteriza o espacamento uniforme e previsivel tipico deste modelo mecanico-quantico.

Potential energy
of form Energy

%kxz Transition
energy /
74
Th(v) /E
P 7

r‘=(n+%)hm

A

x=0 represents the equilibrium
separation between the nuclei.

Figura 3: Representag@o dos niveis de energia vibracional no modelo de oscilador
harmonico aplicado a vibragdo de uma molécula diatomica, exibindo os niveis de energia
quantizados e o espacamento uniforme entre eles.

Fonte: Nave (2026)

Porém, uma parabola ndo pode ser correta em todas as extensoes, pois ndo permite
que uma ligacdo se dissocie. Em excita¢des vibracionais elevadas, a separagao dos atomos
(mais precisamente, a dispersdo da funcdo de onda vibracional) permite que a molécula
explore regides da curva de energia potencial em que a aproximacao parabolica se mostra
inadequada. O movimento, entdo, torna-se anarmodnico, no sentido de que a forca
restauradora deixa de ser proporcional ao deslocamento. Como a curva real ¢ menos
confinante do que a de uma parabola, pode-se prever que os niveis de energia fiquem
mais proximos entre si em estados altamente excitados.

Uma abordagem para o célculo dos niveis de energia na presenca de
anarmonicidade ¢ usar uma funcdo que se assemelhe a energia potencial real. Um

exemplo ¢ a fun¢do de energia potencial de Morse (Figura 4) (LARKIN, 2017):
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Figura 4: Comparacdo entre o potencial harmonico (em verde) e o potencial de
Morse (em azul) para a vibragdo molecular, evidenciando a anarmonicidade e a
dissociacdo da ligacao.

Fonte: Somoza (2006).

Classicamente, a absor¢do (ou emissao) de radiacdo por um sistema ¢ devida a
variacao periodica de seu momento de dipolo elétrico, sendo a frequéncia absorvida (ou
emitida) idéntica a da oscilacdo do dipolo. Assim, se 0 momento de dipolo p (ou um de
seus trés componentes) oscilar a mesma frequéncia da radiacdo incidente, a molécula
absorvera essa radiacao.

O momento de dipolo ¢ determinado pela configuracdo nuclear; quando a
molécula vibra, esse momento pode variar. Para moléculas diatomicas, a uUnica
coordenada normal do sistema coincide com a coordenada interna da ligacao, q. Portanto,
podemos expandir o momento de dipolo em série de Taylor da coordenada q, expressa na

equacdo 2, para cada um dos componentes L, [y € |1, ou em forma condensada:

-+ (39 0+
U= Uo dqoq ()

onde Lo € o vetor do momento de dipolo permanente e a derivada é considerada na posi¢ado
de equilibrio. Para pequenos deslocamentos em relacdo a esta posicdo, podemos

desprezar os termos de ordem mais alta. A condig¢do de variacdo do momento de dipolo



. ~ ~ . . . au
com a vibracdo, para haver absorcdo no infravermelho, implica em (E) +*
0

0 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). A intensidade da banda de absorcdo ¢
proporcional ao quadrado da derivada do dipolo em relacdo a coordenada normal de

vibragdo (Q), observado pela equagao 3:

I o (9/0Q)? )

Assim, no infravermelho, o estudo das vibra¢des moleculares revela diretamente
constantes de forca, massas reduzidas, momentos de dipolo e até interacdes
intermoleculares - ligando teoria quantica e caracterizacdo experimental. Dessa forma, a
espectroscopia molecular ocupa posi¢do central na Fisico-Quimica de Materiais, pois
estabelece uma ligacdo direta entre a estrutura da matéria e suas propriedades
macroscopicas observaveis. Por meio da interagdo da radiacdo eletromagnética com os
constituintes atdmicos e moleculares, ¢ possivel determinar parametros fundamentais,
informagdes essenciais para compreender o comportamento eletrénico e dinamico de
materiais - desde gases e moléculas simples até polimeros, catalisadores e solidos
cristalinos.

3.1.2 Fenomenologia da Reflexdo Total Atenuada (ATR)

A técnica de Refletancia Total Atenuada (ATR) baseia-se no fendmeno da
reflexdo interna total na interface entre um cristal de alto indice de refracdo (n,)e a
amostra (n,), sendo n; > n,(STUART, 2004).

Quando a radia¢do incide com um angulo superior ao angulo critico (6,), as
equagoes de Maxwell preveem a formacao de uma onda evanescente que se propaga na
interface e penetra na amostra, como demonstrado na figura 5 (GRIFFITHS; DE

HASETH, 2007).
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Figura 5: Esquema da técnica ATR evidenciando a reflexdo interna total
destacando a formagdo da onda evanescente na interface entre o cristal ¢ a amostra.

Fonte: PIKE Technologies (2011).

A profundidade de penetragao (dp), parametro essencial na analise de filmes finos

e materiais porosos, ¢ dada pela equacao 4:

dy, =1/ (2nn1\/(sin29 - (nz/nl)z)) 4)

3.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia de absor¢do no infravermelho e a espectroscopia Raman (Figura
6) sdo métodos vibracionais complementares que exploram a interagdo da radiacdo
eletromagnética com as ligacdes quimicas para identificar a estrutura molecular. O
principio fundamental da técnica no infravermelho, como dito, baseia-se na absorcdo
direta de fotons: quando a frequéncia da radiacdo incidente coincide com a frequéncia
vibracional de uma ligacao, ocorre a transferéncia de energia.

Em contraste, a espectroscopia Raman fundamenta-se no fendomeno do
espalhamento ineldstico da luz, conhecido como Efeito Raman. Ao contrario da absor¢ao,
aqui a molécula ¢ excitada por radiagdo monocromatica (geralmente um laser) que nao
precisa corresponder a uma frequéncia de ressondncia especifica. A interacdo distorce a
nuvem eletronica da molécula, e a luz ¢ reemitida com frequéncia alterada. Esse processo

exige que a vibracdo molecular provoque uma mudanga na polarizabilidade da molécula,



ou seja, na facilidade com que seus elétrons podem ser deslocados por um campo elétrico
externo.

A complementaridade entre as duas técnicas ¢ regida por regras de sele¢do
distintas, o que as torna ferramentas indispensaveis na caracterizagdo quimica. Enquanto
a técnica no infravermelho ¢ altamente sensivel a grupos funcionais polares e a vibragdes
assimétricas, o Raman destaca-se na deteccdo de ligacdes apolares e de estruturas
simétricas, como cadeias de carbono e ligagdes entre dtomos idénticos. Juntas, elas
permitem mapear o "espectro vibracional" completo de uma substancia, em que as bandas
de absorbancia ou de intensidade de espalhamento funcionam como uma impressao

digital molecular unica, revelando a forca das ligagdes e a geometria da amostra.

Infrared Spectroscopy Raman Spectroscopy

Scattered light

Laser!
Absorption

Intensity

Absorbance

Wavenumbers Raman shift
Figura 6: Comparagdo entre os critérios de atividade no infravermelho (variagao
do dipolo) e Raman (variagdo da polarizabilidade) para a obtencdo de um espectro

vibracional.

Fonte: https://www.edinst.com/; acesso em 16 de maio de 2026.

3.2.1 Tensor de Polarizabilidade Raman e Espalhamento Inelastico

de Fotons
O principio fisico central ¢ a indugdo de um momento de dipolo elétrico
instantaneo (P) na nuvem eletronica da molécula pela incidéncia de um campo elétrico

oscilante (E), como demonstrado na equagao 5:

P =aE ()

24


https://www.edinst.com/

onde a representa o tensor de polarizabilidade.
Uma vibragdo ¢ considerada ativa no Raman quando ocorre variagdo da

polarizabilidade durante o movimento vibracional, equagdo 6, ou seja:

Ja 0 )
%i (6)

O espalhamento ineladstico pode ocorrer em dois regimes principais:

I.  Stokes, no qual o foton incidente perde energia para a molécula;
II.  Anti-Stokes, no qual o féton ganha energia da molécula.

A Figura 7 ilustra os processos de interagdo entre a radiagdo eletromagnética e os
niveis de energia molecular, diferenciando o espalhamento eldstico do inelastico. No
espalhamento Rayleigh, o foton incidente do laser colide com a molécula e é reemitido
com a mesma energia € o mesmo comprimento de onda, indicando que ndo houve troca
liquida de energia com os modos vibracionais (Figura 7A). Teoricamente, como mostrado
no diagrama de niveis de energia, isso ocorre quando a molécula é excitada para um
estado de energia virtual e retorna exatamente ao mesmo nivel vibracional de origem,
preservando a energia do foton.

O efeito Raman manifesta-se por meio do espalhamento inelastico, subdividido
em Stokes e anti-Stokes, no qual ocorre uma troca efetiva de energia entre o foton e a
molécula. No espalhamento Stokes, o foéton cede parte de sua energia a molécula,
resultando em um foton espalhado com menor energia e, consequentemente, maior
comprimento de onda, deixando a molécula em um estado vibracional excitado. Ja no
espalhamento anti-Stokes, o foton colide com uma molécula previamente em estado
excitado e "retira" dela essa energia vibracional, sendo reemitido com maior energia e
menor comprimento de onda.

O diagrama de niveis de energia (Figura 7B) contextualiza esses fenomenos em
relagcdo a absor¢do de infravermelho, que envolve transigdes diretas e ressonantes entre
niveis vibracionais. Enquanto a absor¢ao no infravermelho exige que a energia do foton
seja igual a diferenca entre os niveis, o espalhamento Raman utiliza estados virtuais como
intermediarios, permitindo o uso de lasers de alta energia (como os do visivel ou do UV).
E importante notar que o espalhamento anti-Stokes é intrinsecamente menos intenso que

o espalhamento Stokes, pois sua ocorréncia depende da populacdo de moléculas que ja



ocupam estados excitados, a qual ¢ estatisticamente menor em equilibrio térmico, de

acordo com a distribui¢ao de Boltzmann.

A B  Virtual A 7 y
Anti-Stokes energy
Raman Scattering Seates
A scatter <A laser
Nses ; Vibrational
Rayleigh = into
: : energy states
A scatter A laser 3
2
Stokes Raman * v 1
Scattering = f = 0
A % Infrared  Rayleigh Stokes Raman  Anti-Stokes
V cos e acer . o . ~ . 2
SeAIES laser absorption Scattering Scattering Raman Scattering

Figura 7:(A) Ilustragdo molecular comparativa entre o espalhamento eléstico (Rayleigh)
e o espalhamento ineldstico (Raman Stokes e anti-Stokes), destacando a relacdo entre os
comprimentos de onda incidente e espalhado; (B) Diagrama de niveis de energia
correlacionando a absor¢do de infravermelho com os mecanismos de espalhamento,
evidenciando as transi¢des eletronico-vibracionais por meio de estados virtuais € a conservagao
de energia nos processos Stokes e anti-Stokes.

Fonte: Adaptado de Smith e Jones (2020).

3.2.2 Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman)

Neste estudo, o uso de um sistema FT-Raman € essencial para contornar o
problema da fluorescéncia, fendmeno comum em biopolimeros extraidos de fontes
naturais como o liquen Usnea sp. (LARKIN, 2017).

A espectroscopia Raman por Transformada de Fourier (FT-Raman) € uma técnica
avancada que utiliza um interferometro de Michelson, em vez de um monocromador
convencional, para processar o sinal luminoso (Figura 8). O principio teorico fundamental
baseia-se na modulagdo da luz espalhada pela amostra por meio do movimento de um
espelho, gerando um interferograma que € posteriormente convertido em um espectro de
frequéncias por meio da transformada de Fourier. Esta configuracdo permite o uso de
lasers de excitagdo no infravermelho préximo (como o Nd:YAG a 1064 nm), o que reduz
drasticamente a interferéncia da fluorescéncia, um problema comum em amostras
bioldgicas ou organicas analisadas por Raman convencional. Além disso, a técnica
beneficia-se das vantagens de multiplex (Fellgett) e de throughput (Jacquinot), resultando

em uma relacao sinal-ruido maior e em maior precisao na calibragdo do nimero de onda.
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Figura 8: Diagrama esquematico dos componentes Opticos de um espectrometro
Raman por transformada de Fourier, destacando o uso de um laser Nd:YAG como fonte
de excitagdo, o interferometro de Michelson para modulagdo do sinal e o detector de
germanio resfriado a nitrogénio liquido, evidenciando o caminho Optico desde a amostra
até o processamento final do sinal.

Fonte: Skoog, Holler e Crouch (2007).

A Figura 9 ilustra a aplicagdo da espectroscopia Raman no monitoramento in situ
de reagdes quimicas, especificamente a fotopolimerizagao. O principio tedrico baseia-se
na proporcionalidade entre a intensidade de uma banda Raman e a concentracdo da
espécie quimica correspondente. Durante a irradiacdo UV, os mondmeros sdao convertidos
em polimeros por meio do consumo de ligagdes duplas (geralmente C=C), o que provoca
uma diminuigdo progressiva da intensidade dos picos caracteristicos dessas ligagcdes no
espectro.

Ao normalizar a area desses picos em relagdo a uma banda interna de referéncia
(que ndo varia durante a reagdo), ¢ possivel calcular o grau de conversdo ou a extensio
da cura. Esse método ¢ fundamental para determinar a cinética da reacdo, otimizar os
tempos de exposicdo e garantir as propriedades mecanicas finais do material

polimerizado.
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Figura 9: Monitoramento cinético da fotopolimerizacdo por espectroscopia
Raman. A esquerda, os espectros mostram a variagdo da intensidade das bandas
vibracionais do iniciador (barra roxa) ¢ do mondmero (barra verde) em diferentes tempos
de irradiagdo por UV. A direita, a curva de cure extent (grau de cura) correlaciona o
consumo dos grupos funcionais reativos ao tempo de exposicao, permitindo quantificar a
eficiéncia da reacdo de polimerizagao.

Fonte: Adaptado de HORIBA Scientific.

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ¢ uma técnica amplamente
utilizada para a caracterizacdo morfoldgica de materiais, permitindo correlacionar a
estrutura obtida por meio de rotas de sintese com aspectos topograficos e microestruturais
das amostras (GOLDSTEIN et al., 2018).

A microscopia eletronica de varredura baseia-se na interacdo entre um feixe de
elétrons de alta energia e a superficie de uma amostra solida, gerando imagens de alta
resolucdo e informagdes composicionais (Figura 10). O principio tedrico fundamental
envolve a emissdo de elétrons que, ao serem acelerados e focalizados em um feixe
extremamente fino, varrem a superficie da amostra ponto a ponto. Essa interacao gera
diversos sinais: os elétrons secundarios fornecem informagdes detalhadas sobre a
topografia e a morfologia superficial; os elétrons retroespalhados sdo sensiveis ao nimero
atdmico, permitindo distinguir variagdes na composi¢do quimica; e a emissdo de raios X
caracteristicos possibilita a andlise quimica elementar por EDS (Espectroscopia de

Energia Dispersiva). Todo o processo ocorre em uma camara de vacuo para evitar o
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espalhamento dos elétrons pelas moléculas de ar, garantindo a integridade e a precisao do

feixe.
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Figura 10: Esquema de funcionamento de um microscopio eletronico de varredura

(MEV). O esquema detalha a geracdo do feixe de elétrons pelo canhdo de elétrons, sua
colimagdo e foco por meio de lentes eletromagnéticas e bobinas de varredura, e a detecgdo
de diferentes sinais resultantes da interag¢ao entre o feixe e a amostra, incluindo elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados e raios X caracteristicos.

Fonte: Adaptado de Science Learning Hub (2025)

3.3.1 Dualidade Onda-Particula e Resolucao

A resolugdo de um sistema Optico ¢ limitada pelo comprimento de onda da
radiagdo utilizada (REIMER, 1998). No MEV, elétrons sdo acelerados por potenciais
elétricos v, adquirindo um comprimento de onda de de Broglie (1) extremamente
reduzido, calculado pela expressiao relativistica a seguir (CALLISTER JR;
RETHWISCH, 2016):

A= h/\[2m. eV (1 + eV /2m,c?) (7

A equagdo 7 descreve o comprimento de onda de de Broglie relativistico de um
elétron acelerado por um potencial elétrico. Em termos simples, ela explica que elétrons
em alta velocidade se comportam como ondas e que, quanto maior a voltagem de

aceleracdo, menor ¢ o comprimento de onda. Na microscopia eletronica, comprimentos



de onda menores permitem observar detalhes muito mais finos do que os observados com
a luz visivel.

O diferencial desta formula estd no termo final, que incorpora uma corre¢do
relativistica. Isso € necessario porque, em microscopios de alta performance, os elétrons
atingem velocidades proximas as da luz, o que faz com que sua massa efetiva aumente.
Sem essa corre¢do, o calculo do poder de resolu¢do do microscopio seria incorreto.

A equagdo de de Broglie relativistica ¢ composta pelos seguintes parametros
fisicos:

e A (comprimento de onda de de Broglie): Representa a natureza ondulatéria do
elétron. Quanto menor este valor, menor ¢ o limite de difracdo e,
consequentemente, maior ¢ o poder de resolucdo do microscépio (REIMER,
1998).

e h (constante de Planck): 6,626 x 10734 ] - 5. E a constante fundamental que
relaciona a energia de um féton a sua frequéncia e, no caso de particulas, o
momento linear ao seu comprimento de onda.

e m, (massa de repouso do elétron): 9,109 x 10731kg. Representa a massa da
particula quando sua velocidade ¢ desprezivel em comparagao a da luz.

e e (carga elementar do elétron): 1,602 X 1071° C.

e V (potencial de aceleracio): Diferencga de potencial (geralmente entre 1 € 30 kV)
aplicada no canhdo de elétrons para acelerar as particulas em dire¢do a amostra.

e ¢ (velocidade da luz no vacuo): 2,998 x 108 m.s~ 1.

ev

2mec?

O termo entre parénteses na equacao 7, (1 + ) , € o fator de correcdo

relativistica. Na engenharia de instrumentagdo e na caracterizagdo de materiais, essa
distingdo € crucial tanto para o projeto Optico das lentes eletromagnéticas quanto para a
calibragdo precisa do limite teorico de resolu¢cdo do equipamento, por exemplo. Assim:
1. Regime Classico: Em baixas voltagens, a energia cinética do elétron (K = eV)
¢ muito menor que sua energia de repouso (m,c? =~ 511 keV) Nesse caso, o
termo de corre¢do aproxima-se de 1.
2. Regime Relativistico: A medida que o potencial de aceleragio V aumenta, a
velocidade do elétron torna-se uma fragdo significativa de c¢. Sem essa corregao,

o comprimento de onda calculado seria maior do que o real, o que levaria a erros
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na estimativa do limite tedrico de resolu¢do do equipamento utilizado para
analisar a rugosidade dos géis.

3. Impacto na Resolucio do MEV: Fisicamente, a aceleracdo dos elétrons reduz
seu comprimento de onda para a escala de picometros (muito menor que os 400-
700 nm da luz visivel, como mostrado na Figura 11). Isso permite que o feixe seja
focado em um spot extremamente estreito, gerando o volume de interacdo a partir
do qual emergem os elétrons secundarios (SE) e os retroespalhados (BSE). No
caso das amostras de B-glucana, essa alta resolugdo permite identificar se a
porosidade ¢ superficial ou se estende pela macroarquitetura do gel.

Visible Light vs. Electrons
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Figura 11: Comparagdo entre as propriedades ondulatorias da luz visivel e as dos
elétrons. A esquerda, o espectro eletromagnético destaca a faixa do visivel com
comprimentos de onda relativamente longos (400-700 nm). A direita, ilustra-se o
comportamento ondulatorio do elétron por meio do comprimento de onda de de Broglie,
evidenciando a escala significativamente menor e¢ os fendmenos de interferéncia
construtiva e destrutiva.

Fonte: Adaptado de Reimer (1998).

3.3.2 Interacio Elétron-Matéria e Geracao de Sinais

Quando o feixe de elétrons incide sobre a amostra, forma-se um volume de
interacao no qual ocorrem processos de espalhamento elastico e inelastico (GOLDSTEIN
et al., 2018). Como resultado dessas interagdes, diferentes tipos de sinais podem ser

gerados, sendo os principais:



e FElétrons Secundarios (SE): possuem baixa energia e sdo provenientes das
camadas mais externas da amostra, sendo altamente sensiveis a topografia
superficial,

¢ Elétrons Retroespalhados (BSE): resultam de colisdes elasticas com o nucleo
atdmico, apresentando intensidade proporcional ao nimero atémico (Z2), o que

permite a obten¢do de contraste composicional.

O conceito de volume de interacao ¢ fundamental para compreender a resolucao
e a profundidade de analise na microscopia eletronica (Figura 12). Quando o feixe de
elétrons atinge a amostra, ele ndo para na superficie, mas penetra e se espalha em uma
regido tridimensional cujo tamanho depende da energia do feixe e do numero atomico do
material. Teoricamente, cada sinal detectado provém de uma profundidade especifica: os
elétrons secundarios e Auger possuem baixa energia e s6 conseguem escapar das camadas
mais superficiais (nandmetros), o que proporciona alta resolucdo topografica. Ja os
elétrons retroespalhados e os raios X emergem de regides muito mais profundas e laterais
(micrdmetros), o que significa que a informacdo quimica obtida por esses sinais
representa uma média de um volume maior da amostra, resultando em uma resolugao
espacial inerentemente menor do que a das imagens de elétrons secundarios

(GOLDSTEIN et al., 2018).

Electron beam

sample
surface

Auger electrons— >,

Secondary
electrons

Backscattered
electrons

Characteristic X-rlaﬁ 3

. -
o Continuum X-rays

Fluorescent X-rays
Figura 12: Representacdo do volume de interacdo e da profundidade de escape dos
sinais gerados pelo feixe de elétrons em uma amostra s6lida. O diagrama em formato de
"pera" ilustra as diferentes regides de onde emergem os sinais: elétrons Auger e

secundarios (superficie), elétrons retroespalhados (regido intermedidria) e raios X
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caracteristicos, continuos e fluorescentes (regides mais profundas), evidenciando como a
resolugdo espacial e a profundidade de andlise variam conforme o tipo de detector.

Fonte: Adaptado de Goldstein et al. (2018).

Com base nesses conceitos teodricos, a técnica MEV permite a analise detalhada
da morfologia superficial e da heterogeneidade estrutural de materiais poliméricos. Em
sistemas como redes poliméricas e biopolimeros, essa técnica ¢ particularmente relevante
para a identificacdo de caracteristicas como rugosidade, porosidade e organizagao
estrutural.

De forma geral, a anélise morfologica obtida por MEV pode fornecer indicios
importantes sobre a arquitetura interna e possiveis implicagdes no comportamento fisico-
quimico dos materiais, sendo frequentemente utilizada como ferramenta complementar

as técnicas espectroscopicas.

3.4. Espectrofotometria de Absor¢ao no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
3.4.1 Principios Fisicos da Interacdo Radia¢ao-Matéria

A espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis)
baseia-se na interagdo entre a radiacdo eletromagnética e os elétrons de valéncia de
atomos, moléculas ou ions. O intervalo espectral abrangido por essa técnica estende-se
de aproximadamente 200 nm a 400 nm na regido do ultravioleta préximo e de 400 nm a
800 nm na regido do visivel (SKOOG et al., 2014).

Do ponto de vista quantico, a absor¢ao de um foton por uma espécie quimica
ocorre quando a energia do foton incidente (E) coincide exatamente com a diferenca de
energia entre o estado fundamental e um estado eletronico excitado da molécula. Essa

relagdo ¢ governada pela equagdo de Planck (equagao 8):

E=hy=— (8)

onde h representa a constante de Planck (6,626 x 1073 J-

s), v € a frequéncia da radiagdo
(s1), ¢ denota a velocidade da luz no vacuo (~3,00 x 10® m/s) e A corresponde ao

comprimento de onda da radiacao (m).



Nas moléculas organicas e nos complexos i0nicos, os elétrons envolvidos nas
transi¢cdes ocupam orbitais moleculares ligantes (o, ) ou ndo-ligantes (n). Ao absorverem
energia radiante suficiente, esses elétrons sdo promovidos para orbitais antiligantes (c*,
n*). As transi¢des energeticamente favordveis na regido do UV-Vis tipicamente
envolvem transi¢des do tipo T — n* e n — w*, que requerem menor quantidade de energia
em comparacao as transi¢des 6 — ¢*, que ocorrem preferencialmente no ultravioleta de
vacuo (A <200 nm) (PAVIA et al., 2015).

3.4.2 A Leide Beer-Lambert

A radiagdo absorvida por um meio homogéneo ¢ descrita matematicamente pela
Lei de Beer-Lambert. Quando um feixe de luz monocromatica de intensidade inicial Io
atravessa um meio contendo uma espécie absorvente de espessura b (caminho Optico) e
concentracdo ¢, a intensidade da radiag¢do transmitida / decresce exponencialmente em
fun¢do do numero de particulas absorvedoras.

Dessa relagdo, define-se a transmitancia (T) como a fragdo da radiac¢ao incidente

que atravessa a amostra, expressa por:

T =— )

A absorbancia (A), por sua vez, ¢ definida pela equagdo 10 como o logaritmo
negativo, na base 10, da transmitancia, estabelecendo uma relagdo linear direta com a

concentracao do analito:

A= —log,o(T) = log,0(y/1) (10)

A expressdao matematica formal e unificada da Lei de Beer-Lambert ¢ dada por:

A=¢-b-c (11)

Onde A ¢ a absorbancia (adimensional), € representa a absortividade molar

(L.mol!.cm™), uma propriedade intrinseca da espécie quimica que varia em fun¢do do
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comprimento de onda, do solvente e da temperatura, b € o caminho 6ptico percorrido pela

luz na amostra (cm) e ¢ é a concentragio molar da espécie absorvente (mol-L1).

3.4.3. Instrumentacio Analitica

O arranjo instrumental de um espectrofotometro de duplo feixe convencional

opera de modo a isolar comprimentos de onda especificos ¢ a medir a atenuagdo da luz

apods a interagdo com a amostra. O sistema ¢ constituido pelos seguintes componentes

essenciais, os quais serdo representados pelo diagrama da Figura 13:

1.

Fontes de Radiag¢ao: Utilizam-se uma lampada de deutério para emissdo continua
na regido do ultravioleta (190 nm - 350 nm) e uma lampada de filamento de
tungsténio para a regido do visivel (350 nm - 1100 nm).

Monocromador: Dispositivo mecanico-0ptico composto por fendas de
entrada/saida, espelhos colimadores e um elemento de dispersao (rede de
difracdo). Sua funcdo ¢ decompor a luz policromatica da fonte e selecionar um
feixe com largura de banda espectral estreita (monocromatica).

Compartimento de Amostras: Local onde sdo posicionadas as cubetas. Para
analises na regido do UV, exige-se o uso de cubetas de quartzo, uma vez que o
vidro convencional e o policarbonato absorvem fortemente comprimentos de onda
inferiores a 350 nm.

Detector: Transdutores (como tubos fotomultiplicadores ou arranjos de
fotodiodos de silicio) que convertem a energia dos fotons transmitidos em um

sinal elétrico proporcional a intensidade da luz (/).

Mirror
ﬂ
Dy lamp § Tungsten lamp "‘“H—"H’“—"—'
Mim% WA Photo diode
— Data readout
e b 5
ala _E
Processing
E:
| |Tn “.I’\.\'|LTI;‘I|'| (Amp
w | Photo diode
—I Beam ,
litter Sample
Monochromator sphitte

Figura 13: Diagrama esquemdtico do caminho Optico estrutural de um

espectrofotometro de duplo feixe.



Fonte: Adaptado de SKOOG, D. A.; WEST, D. M.; HOLLER, F. J. Fundamentos de
Quimica Analitica. 9. ed. Sdo Paulo: Cengage Learning, 2014.

3.4.4. Aplicacio no Monitoramento de Crescimento de Algas

Em matrizes complexas, como géis sintetizados a partir de liquidos i6nicos, a
espectrofotometria UV-Vis atua como ferramenta de monitoramento indireto da biomassa
por meio do fenomeno de espalhamento de luz (turbidimetria) e da absor¢ao molecular
direta dos pigmentos fotossintéticos.

O crescimento populacional de microalgas em suspensao ou dispersas em matrizes
poliméricas altera as propriedades opticas do meio. O monitoramento ¢ realizado sob dois
principios:

e Densidade Optica (DO) por Espalhamento de Luz: Ao incidir radiagio em
comprimentos de onda fora da banda de absor¢do principal dos pigmentos
celulares (tipicamente em 600 nm ou 750 nm), a reducao da intensidade da luz
transmitida (/) ndo decorre de absorcdo eletronica pura, mas sim do espalhamento
fisico dos foétons (efeito Tyndall) provocado pelas paredes celulares e pelas
estruturas das algas em suspensdo (MYERS et al., 2013). A atenuac¢do medida,
registrada instrumentalmente como "absorbancia", ¢ proporcional a densidade
celular no meio.

e Absor¢ao por clorofila: Microalgas possuem pigmentos fotossintéticos ativos,
predominantemente a clorofila-a, que apresentam picos maximos de absor¢ao
caracteristicos nas regides do azul (~430 nm) e do vermelho (~660 - 680 nm)
(GREENBERG et al., 2017). O surgimento e a elevagdo de picos de absorbancia
nessas bandas espectrais especificas confirmam qualitativamente a proliferagao
celular no interior dos gé€is de liquidos 10nicos, permitindo avaliar a

biocompatibilidade ou a atividade antialgal do biomaterial desenvolvido.

4. Metodologia

A metodologia deste projeto pode ser descrita, em etapas, da forma como segue:
i.  Extra¢@o do polimero B-glucana;
ii.  Reacdo de cationizacgdo da -glucana;
iii.  Construgdo de géis i6nicos de pLlIs;
iv.  Construgdo de redes semi-interpenetradas dos polimeros e pLIs;

v.  Caracterizagao dos materiais obtidos;
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vi.  Avaliagdo da atividade antimicrobiana;

vii.  Avaliacdo da adesdo de microalgas aos materiais obtidos.

1. Extracao do polimero B-glucana

Primeiramente, foi realizada a extragdo do polimero da biomassa liquénica de
Usnea sp., coletada no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais, Brasil (21°42'36,8"S,
43°53'44,7"W, 1346 m). A metodologia de extracdo, purificacdo e caracterizagcdo quimica
faz parte do projeto de pos-doutorado da Dra. Rafaella F. Fernandes, coorientadora deste
projeto.

11. Reacdo de cationizacdo da B-glucana:

Com o polimero de interesse extraido, purificado e corretamente caracterizado,
grupos de amonio quaternario carregados positivamente foram introduzidos por meio da
reacdo com GTMAC (cloreto de glicidiltrimetilamdnio) em meio alcalino, modificando
o procedimento proposto por Zaman et al. (2012). Resumidamente, 500 mg de B-glucana
foram solubilizadas, a quente, em 15 mL de NaOH 1 mol/ L. Em seguida, estabelecida
a propor¢ao molar entre glicose e GTMAC de 1:5, a reagdo foi aquecida até 65 °C em
banho de ultrassom por 4 h. Ao final desta, foram feitas sucessivas centrifugacdes e
lavagens com solugdes de etanol e HCI 0,02 M. O produto obtido foi dialisado contra

agua Milli- Q até o teste com solucao de AgNOs ser negativo.

111. Construcio de géis 10nicos

A Figura 14 apresenta a primeira etapa a ser desenvolvida neste projeto. Esta
consiste na obtengdo de liquidos i6nicos poliméricos por meio de reacdes de
polimerizagdo. Assim, os liquidos i6nicos polimerizaveis (1) e o agente reticulante (2),
N,N'-metilenobiscacrilamida (MBA), foram reagidos em condi¢des otimizadas, a fim de

obter um gel i6nico.
3. Condlgoes . . ... \
. +
da reagao J

2. Reticulante

O9 @
- J

Figura 14: Esquema representativo da sintese de um polimero reticulado. O

diagrama detalha a reacao entre 0 mondmero de liquido i6nico (1) e o agente reticulante



(2) sob condigdes especificas, resultando na formacao de uma rede tridimensional estavel.
As esferas azuis representam as unidades repetitivas da cadeia polimérica, enquanto as
elipses vermelhas indicam as pontes de reticulagdo que conectam as cadeias adjacentes.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Em suma, a rea¢ao de polimerizac¢ao dos LIs ocorre com a a¢do de um iniciador
(ACVA) a70 °C e pela escolha do reticulante MBA. A reagdo ocorre em atmosfera livre
de O, por meio de saturacdo com argdnio no meio reacional. A Figura 15 ilustra o
principio de copolimerizagdo esperado para a polimerizagao do liquido i6nico — neste

exemplo, o brometo de 1-butil-3-vinilimidazoélio.

Brometo E
o]

%N'AN’/\//\ . <NH ACVA/ As (NH <\*
\:/ \NH 70°C/ 24h g \NH 2
—/ &

-

SN

Figura 15: Rota sintética para a obten¢ao de um poli(liquido 16nico) reticulado. A

“

reacdo ocorre entre 0 monomero 1-vinil-3-butilimidazdlio e o agente reticulante MBA,
na presenca do iniciador ACVA. Os destaques em azul e rosa indicam, respectivamente,
os grupos vinilicos reativos nos precursores € a sua incorporagdo na estrutura da rede
polimérica final, evidenciando a formagdo das cadeias principais e das pontes de
reticulagao.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

1v. Construcio das redes semi-interpenetradas

A formagao das redes interpenetradas ocorre por meio da polimerizagdo dos Lls,
cuja sintese foi descrita anteriormente, porém acrescida da etapa de compatibilizacao do

biopolimero na microarquitetura. Em suma, o biopolimero ¢ solubilizado a quente no
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proprio liquido i6nico e, posteriormente, realiza-se a reagao de polimerizacdo com a
adicao de ACVA ¢ MBA a 70 °C, sob atmosfera inerte.

Foram produzidos trés géis idnicos, a saber: 1) copolimero de liquido idnico, cujo
mondmero ¢ 1-vinil-3-butilimidazolio; 2) rede semi-interpenetrada de “1” com p-

glucana; e 3) rede semi-interpenetrada de “1” com B-glucana cationizada quimicamente.

v. Caracterizacdo dos géis formados:

Os espectros ATR-FTIR (64 varreduras, resolucdo espectral de 4 cm™) foram
obtidos em um equipamento Bruker Vertex 70 acoplado a um acessorio ATR.

Os espectros FT-Raman (1024 varreduras, resolucio espectral de 4 cm™") foram
obtidos em um espectrometro Bruker MultiRAM, operando com um laser Nd**/YAG (20
mW) e equipado com um detector de Ge resfriado a nitrogénio liquido.

As imagens MEV foram obtidas com um Microscopio Eletronico de Varredura do
modelo Philips FEG XL30, a 10,0 kV e com distancia de trabalho na faixa de 8,8—10,5
mm; a ampliacao variou de x 1000 a x 10000. As amostras foram recobertas com Au para

eliminar os efeitos eletrostaticos adversos.

vi. Avaliacdo da atividade antimicrobiana:

As linhagens bacterianas foram obtidas de uma colecao de culturas padrao (ATCC
— American Type Culture Collection). A bactéria empregada como modelo foi S. aureus
ATCC 25923. A linhagem foi mantida em caldo triptona de soja (TSB) com adicdo de 6
g L de extrato de levedura e 30% de glicerol e armazenada em freezer a -80 °C. Os
ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados a partir das culturas-estoque
armazenadas a -80 °C.

Previamente a utilizagdo nos ensaios, a linhagem de S. aureus foi semeada em
placas de 4gar triptona de soja (TSA) com a adi¢do de 6 g L™ de extrato de levedura e
incubada por 24 h a 37 °C. Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, foram
preparadas suspensdes em solugdo salina esterilizada a 0,86%, utilizando como padrao a
escala 0,5 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL"!
(Unidade Formadora de Coldnias por mL) (CLSI, 2018).

Foram realizadas 3 metodologias para a avaliacdo da atividade antimicrobiana:

1*) Metodologia descrita por Zheng et al. (2018);



2%) Determinacao da atividade antimicrobiana através da técnica de disco de
difusdo (CLSI, 2018);
3*) Determinacdo da atividade antimicrobiana através da técnica de curva de

sobrevivéncia;

Vil. Géis i6nicos como suporte de imobilizacdo de microalgas

Para a avaliagdo dos géis i0nicos como matrizes de suporte destinadas a
imobilizacdo de microalgas, o procedimento experimental compreendeu as etapas de
cultivo/imobilizacdo e a posterior extracdo e quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos.
As etapas para esta avaliagdo podem ser divididas como segue:

e Cultivo e Imobiliza¢ao das Microalgas

Inicialmente, os géis foram seccionados em formatos e didmetros padronizados de
modo a garantir a reprodutibilidade das unidades experimentais. Em cada aquario,
adicionou-se uma aliquota de aproximadamente 150 mL de 4gua contendo microalgas, e
o volume final do sistema foi ajustado para 300 mL. Para o aporte nutricional e a indugado
do crescimento celular, adicionou-se 1 mL de meio de cultura Guillard's F/2 a cada
sistema. Os aquarios foram mantidos em ambiente com temperatura estabilizada 25 °C e
sob regime de iluminacao constante.

e Extragdo e Quantificagao de Clorofila

A quantificacdo da biomassa algal associada aos suportes foi realizada por meio
de protocolo de extracdo com solvente organico, baseado na metodologia descrita por
Rowan (1989). Os gé¢is foram coletados e transferidos, individualmente, para tubos de
ensaio contendo 3 mL de etanol a 99%. A lise celular e a consequente liberagdo dos
pigmentos, especialmente clorofila, foram promovidas pela submissdao do sistema a
agitacdo em vortex e ao banho de sonicagdo por 5 minutos, seguidos por tratamento
térmico em banho-maria a 65 °C durante 15 minutos.

O extrato liquido resultante foi transferido para uma cubeta de quartzo para a
realizagdo das leituras espectrofotométricas em um espectrofotdmetro Edinburgh

Instruments, modelo FS5. Para a determinacao analitica das concentracdes de clorofila a
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(Ca) e clorofila b (Cp), expressas em mg L', utilizaram-se as equagdes (12) e (13) (Rowan,

1989):

Ca = 137 - (A665) - 57 - A649 (12)

Cb = 258 " (A665) - 76 ) A64—9 (13)

A concentragdo de clorofila total foi determinada pela soma das concentragdes de
clorofila a e b. A determinagdo da massa total de clorofila retida no substrato polimérico
foi realizada pelo produto da concentragao total final (em mg L") pelo volume de solvente
extrator empregado no ensaio.

Esta metodologia foi empregada utilizando espagamento de 1 semana para
observar um possivel crescimento das microalgas nos géis, logo, o periodo de teste foi

feito em 3 tomadas de tempo de crescimento: 7 dias, 14 dias e 21 dias.

5. Discussiao de Resultados

A discussdo dos experimentos deste projeto dar-se-4 na mesma ordem de
descri¢do da se¢do metodologica.
Inicialmente, os LIs descritos na tabela 1 foram o foco deste estudo, com o

objetivo de otimizar as condi¢des reacionais de polimerizagao.

Tabela 1: Descri¢cao quimica dos liquidos i0nicos inicialmente estudados.

Estado- MM
Liquido i6nico
fisico (g/mol)
Cation Anion
1-alil-3-metilimidazoélio Todeto, I S6lido 205,08
NfCHB Dicianoamida, N(CN) Liquido 189,22
/
(N ) bis(trifluorometilsulfonil)imida, .
Liquido | 419,36
(CHe [NTF;]
1-butil-3-vinilimidazolio
[T\, Brometo, Br Solido 219,12
N - N /
ST N ~z




Assim, buscou-se na literatura cientifica as adequacdes para o sucesso das reacoes
de polimerizagdo — basicamente concentradas nos seguintes fatores: i) solventes
empregados, ii) tempo e temperatura de reacdo, iii) reatividade dos mondmeros, iv)
proporg¢des (em massa) de reticulante, iniciador, monomero ¢ solvente.

A Tabela 2 a seguir exibe as tentativas realizadas envolvendo os parametros
citados acima e, para facilitar o entendimento, os LlIs utilizados sdo apresentados de
acordo com o respectivo anion.

Tabela 2: Experimentos para otimiza¢cdao da metodologia.

LI Reticulante Iniciador Solvente
Tentativas MBA ACVA DMF Agua
0,25g 0,0025g 0,005g
! NNy 1% (m/m) 2% (m/m) O™ X
0,25¢ 0,0025g 0,005g
2 N(CN): 1% (m/m) 2% (m/m) - ML S
0,25g 0,005g 0,005g
3 NNy 2% (m/m) 2% (m/m) M X
4 0,25¢g 0,005¢g 0,0025¢ X 0,75SmL
N(CN): 2% (m/m) 1% (m/m) 3:1)
0,25¢ 0,005g 0,0025g
> NTF2] 2% (m/m) 1% (mm) o™k X
6 0,25¢g 0,005¢g 0,0025¢g X 0,5 mL
r 2% (m/m) 1% (m/m) (2:1)
7 0,25¢g 0,005¢g 0,0025¢g X 0,5 mL
Br- 2% (m/m) 1% (m/m) (2:1)

Apos a realizagdo de todos os testes descritos na Tabela 2, nota-se que o quarto e
o sétimo experimento (Figura 16), destacados em negrito, indicam condigdes 6timas de

polimerizacdo; assim, foram mantidos para os demais testes descritos a seguir.
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Figura 16: Imagens dos materiais poliméricos obtidos a partir de (A) brometo de
1-butil-3-vinilimidazdlio e (B) 1-alil-3-metilimidazélio, com anion dicianoamida.
Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
Apods a obtencdo das duas amostras descritas anteriormente, foram realizados
novos testes para polimerizagdo dos LIs com as concentragdes variaveis de MBA, ACVA

e volume de solvente (H>O), como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Experimentos referentes apds encontrar a polimerizagao do LI

Ll Reticulante Iniciador Solvente
Tentativas MBA ACVA Agua
0,5 0,005 0,010
8 s s s I mL (2:1)
N(CN), 1% (m/m) 2% (m/m)
0,5 0,005 0,010
9 s s s ImL (2:1)
Br- 1% (m/m) 2% (m/m)
0,25¢g 0,005¢
10 X 0,5mL (2:1)
N(CN)2 2% (m/m)
0,25 0,005¢g 0,0025¢g
11 0,5mL (2:1)
N(CN)2 2% (m/m) 1% (m/m)
0,25 0,005 0,0025
12 s s s 0,5mL (2:1)
Br 2% (m/m) 1% (m/m)
0,15 0,003 0,0015
13 o8 8 8 0,3 mL (2:1)
Br- 2% (m/m) 1% (m/m)




Pela descrigao dos dados da tabela acima, foi possivel notar que as tentativas com
o liquido i6nico de dicianoamida (N(CN),) foram finalizadas sem sucesso. O fato da
reacdo de polimerizagdo ndo ter ocorrido como o esperado pode ser justificado pelo
tamanho do anion que, espacialmente, pode ter impedido a propagagao da reagao.

Foram feitas mais algumas tentativas buscando otimizar a produ¢ao do liquido
16nico de anion brometo e, no 13° experimento, confirmaram-se as condigdes ideais para
a polimerizagdo do liquido i6nico de brometo de 1-alil-3-metilimidazoélio, a seguir:

- Reticulante: 2%, em massa, em relacdo a0 mondmero;

- Iniciador: 1%, em massa, em relacdo a0 mondmero;

- Solvente: dgua (2:1), em relagdo ao monomero.
Apbs o sucesso na formacao do polimero de liquido i6nico, julgou-se propicio o
inicio dos testes de construcao das semi-IPNs com a -glucana e a B-glucana cationizada.

A Tabela 4 resume os testes citados.

Tabela 4: Tentativa de construgdo de semi-IPNs com B-glucana e B-glucana cationizada

LI Reticulante  Iniciador Solvente Polimero
Tentativa MBA ACVA Agua B-glucana b -glugana
cationizada
" 0,25g 0,005¢ 0,010¢ 0,75mL ¢ 0125¢
Br- 1% (m/m) 2% (m/m) (3:1) 5% (m/m)
s 0,25g 0,005¢g 0,010g 0,5 mL 0,0125g
B 1% (m/m) 2% (m/m)  (2:1) X 5% (m/m)

Com a metodologia para polimerizagdao dos LIs ja bem estabelecida, aplicou-se
aos parametros ja mencionados anteriormente para a constru¢do das semi-IPNs. A rigor
de detalhe, apenas procedeu-se a solubilizagdo prévia dos biopolimeros nas quantidades

fixas de 4gua e LI, tendo como resultado a polimerizacdo dada Figura 17 a seguir.
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Figura 17: Imagens das semi-IPNs obtidas com o uso de (A) B-glucana, (B) -
glucana cationizada.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A caracterizagao quimica dos géis obtidos realizou-se por meio da obteng¢ao dos
espectros de absor¢do no infravermelho (Figura 18). Para verificar o sucesso da
polimerizacdo utilizando o liquido i6nico de brometo de 1-butil-3-vinilimidazdlio,
obtiveram-se os espectros das moléculas isoladas de MBA (em preto), do monoémero do
LI (em vermelho) e, por fim, do produto da polimeriza¢do (em azul).

A andlise dos espectros vibracionais confirma a polimerizacdo. A presenca da
banda referente ao modo vibracional v(C-C) em 3130 cm™! pode indicar copolimerizagdo
e, em seguida, a banda em 1650 cm™! pode ser atribuida a0 modo v(C=0) da molécula de
MBA. Por fim, o espectro do liquido i6nico polimerizado apresentou bandas
caracteristicas relacionadas a vibracdo de estiramento C-N em 1159 cm! e a vibracdo da

estrutura do anel de imidazolio em 1540 cm™!, que sdo consistentes com o mondmero.
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Figura 18: Espectros de absor¢do no infravermelho obtidos para o MBA (em
preto), monomero do LI (em vermelho) e do polimero (em preto), na regido espectral de
4000-500 cm™'.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O espectro Raman (Figura 19) do polimero de liquido i6nico evidencia uma
informagdo importante para a sua caracterizagdo — a auséncia das bandas em 1630 e 1244
cm’!, do mondmero e do MBA em seu espectro. Enquanto a primeira pode ser atribuida
ao v(C=C), a tltima deve-se ao 6(CH2) do grupo vinilico. Dessa forma, tais auséncias no
espectro do polimero idnico corroboram para a copolimerizagdo com o0 MBA pela quebra

da ligagdo C=C vinilica.
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Figura 19: Espectros FT-Raman obtidos para 0o MBA (em preto), o mondmero do
LI (em vermelho) e o polimero (em preto), nas regides espectrais de 1800-1000 cm™.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Apos o sucesso da formagdo do polimero de liquido i6nico, julgou-se propicia a
construgdo das semi-IPNs com a B-glucana e B-glucana cationizada. Os géis obtidos
foram caracterizados por espectroscopia de absor¢ao no IR (Figura 20). Nos espectros, ¢
possivel avaliar as principais bandas caracteristicas do polimero de liquido i6nico, bem

como as bandas dos polimeros de B-glucana ou de B-glucana cationizada.
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Figura 20: Espectros FT-IR obtidos para o polimero de liquido i6nico (em preto),
semi-IPN com [B-glucana (em vermelho) e semi-IPN com [B-glucana cationizada (em
azul).

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.



A morfologia das amostras foi analisada por imagens MEV (Figura 21), onde ¢
possivel avaliar a rugosidade dos géis de polimero i6nico, demonstrando ter superficie
pouco uniforme e uma porosidade superficial de destaque para a semi-IPN de -glucana
e P-glucana cationizada. Essas informagdes sdo relevantes para que aplicacdes

tecnologicas sejam corretamente direcionadas a tais caracteristicas, como mecanismos de

adsorcdo, adesdo e entrega controlada de moléculas de interesse biologico.
(A) (B)
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Figura 21: Micrografias eletronicas de varredura obtidas para (A) polimero de
liquido i6nico, (B) semi-IPN liquido i6nico/B-glucana e (C) semi-IPN liquido i6nico/p-
glucana cationizada.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

No decorrer do projeto, julgou-se apropriada a avaliagdo da atividade
antimicrobiana das amostras obtidas. Baseando-se em metodologias ja descritas na
literatura (ZHENG, 2016; MUNOZ-BONILLA, 2018), foram feitos testes
microbiolodgicos em parceria com o Instituto de Quimica da USP (Campus Sao Carlos),
no grupo da profa. Marcia Nitschke, com colaboragdo da Dra. Crisiane Marangon. Os
testes foram realizados utilizando cepas de Staphylococcus aureus, cujas tentativas sdo
detalhadas a seguir. Para melhor compreensdo, os géis idnicos obtidos sdo nomeados
como:

e Amostra 1: Polimero do LI (brometo de 1-butil 3-vinilimidazélio) —

Amostra padrao;
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e Amostra 2: Semi-IPN de polimero do LI (brometo de I-butil 3-
vinilimidazoélio) + B-Glucana;
e Amostra 3: Semi-IPN de polimero do LI (brometo de 1-butil-3-

vinilimidazoélio) + B-Glucana cationizada.

Antes dos procedimentos de avaliagdo da atividade antimicrobiana dos materiais
obtidos, adotam-se alguns cuidados prévios. O primeiro ¢ a lavagem das amostras com
agua para eliminar mondmeros residuais do LI ; a lavagem ¢ feita até que o teste com
solucdo diluida de AgNOs se torne negativo, evidenciando a ndo formagdo de AgBr,
diretamente relacionada a auséncia do ion brometo do LI. Em seguida, a autoclavagem
das amostras por 20 min a 121 °C ¢é necessaria para esteriliza-las antes do teste pelos

métodos descritos a seguir.

Tentativa I: Metodologia descrita por Zheng et al. (2018)

A metodologia inicialmente adotada para este ensaio apresentou divergéncias em
relag@o ao protocolo descrito por Zheng. Seguindo o procedimento padrao, utilizou-se um
indculo composto por uma suspensdo bacteriana em baixa concentracdo salina. Um
volume de 100 pL dessa suspensdo foi depositado sobre a superficie de membranas
poliméricas, com dimensdes aproximadas de 2,5 x 2,5 cm?, dispostas em placas de
cultura.

As amostras foram incubadas a 37 °C por 4 horas. A disposi¢do e a propor¢ao do

volume aplicado as amostras sao ilustradas na Figura 22.

Figura 22: Demonstragdo da metodologia empregada na tentativa I tornando
perceptivel a dimensdo da gota de 100 uL de inoculo de S. aureus.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.



Decorrido o tempo de incubagao, o protocolo previa a coleta de uma aliquota de
20 pL do material sobrejacente para a realizacdo de dilui¢cdes seriadas, utilizando a
Amostra 1 como controle (padrao).

Contudo, observou-se uma limitagdo técnica nesta etapa do procedimento:
determinadas amostras apresentaram elevada capacidade de absor¢dao, o que
impossibilitou a recuperagdo do volume residual de 20 puL necessério as dilui¢des e a
posterior contagem de unidades formadoras de coldnias. Este fenomeno de absorgdo
inviabilizou a coleta de dados. Conforme discutido anteriormente, foi possivel coletar a
aliquota de 20 puL das amostras 1 e 2. Os resultados obtidos ndo indicaram crescimento
bacteriano em nenhuma das concentragdes semeadas em placas de Petri contendo o
indculo de S. aureus.

Embora tais resultados sugiram, preliminarmente, uma elevada atividade
antimicrobiana pelos materiais produzidos, a auséncia de crescimento exigiu uma
verificagdo mais rigorosa. Para confirmar se a inibicdo decorre efetivamente das
propriedades das redes poliméricas semi-interpenetradas desenvolvidas, e ndo de
possiveis interferéncias no processo de coleta ou de dilui¢do, propos-se uma segunda

tentativa experimental com adequagdes na metodologia.

Tentativa II: Determinacdo da atividade antimicrobiana através da técnica de

difusdo em disco (CLSI,2018)

Com auxilio de um swab, uma aliquota do indculo de S. aureus padronizado foi
espalhada em placas de TSA e, entdo, as amostras hidratadas (esterilizadas previamente
em autoclave) e, posteriormente, liofilizadas foram distribuidas sobre a superficie das
placas com auxilio de pinga esterilizada. Foram utilizadas como controle positivo de
crescimento placas de TSA contendo o indculo bacteriano e, como controle negativo de
esterilidade, placas contendo apenas as amostras. As placas foram incubadas por 18-24 h

a 37 °C (Figura 23).
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Figura 23: Resultado po6s-incubagdo das amostras 1, 2 e 3 por 24 horas em meio
de cultura, demonstrando estabilidade e integridade dos géis.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os resultados obtidos (Figura 23) demonstram que os géis idnicos de B-glucana
apresentam indefinicdo quanto ao potencial antimicrobiano contra S. aureus, ja que nao
sdo nitidamente observadas as formagdes de halos de inibi¢cao apds 24 horas de
incubagdo. Assim, a zona de inibi¢do observada ndo permite conclusdes definitivas
sobre 0 mecanismo de a¢do envolvido, podendo estar associada a fatores como efeitos
fisicos da estrutura polimérica, alteracdes locais de pH ou anaerobiose. Portanto, ¢
necessaria uma alternativa adicional para confirmar e elucidar a atividade
antimicrobiana especifica destes materiais, detalhada a seguir.

Tentativa III: Determinacdo da atividade antimicrobiana através da técnica de

curva de sobrevivéncia

Apo6s a padronizagdao do indculo conforme descrito nos procedimentos prévios,
uma aliquota de 0,3 mL foi adicionada a placas de 12 pogos contendo as amostras
hidratadas e 2,7 mL de TSB, de modo a obter uma concentragdo de aproximadamente 5,0
x 10° UFC mL!. Foram incluidos controles positivos (meio + bactéria) e negativos

(somente meio de cultura). Os tratamentos foram incubados a 37 °C. Nos intervalos de



tempo selecionados (0, 4 € 24 h), uma aliquota de 0,1 mL de cada tratamento foi retirada
e adicionada a 0,9 mL de NaCl a 0,86% para a realizagdo de dilui¢des seriadas. Para
determinar o nimero de cé€lulas viaveis, foram feitas gotas de 15 pL de cada dilui¢do
foram semeadas em TSA e incubadas a 37 °C por 24 h para determinacdo do niimero de
UFC mL! (MILES; MISRA; IRWIN, 1938)).

Andlise da quantidade de colonias, separadas em concentragdes distintas,
desenvolvidas nos seguintes tempos, 0, 4 horas e para 24 horas, podem ser visualizados

nas Figuras 24, 25 e 26, abaixo.

Figura 24: Controle inicial (t = 0) da curva de sobrevivéncia de S. aureus,
evidenciando a carga bacteriana basal antes da exposi¢ao aos géis i0nicos.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Figura 25: Ensaio de atividade antimicrobiana apos 4 horas de incubagao (t = 4
h): placas contendo dilui¢des seriadas de S. aureus expostas aos géis i6nicos (Amostra 1

- poli(LI); Amostra 2 - semi-IPN B-glucana/poli(LI); Amostra 3 - semi-IPN B-glucana
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cationizada/poli(LI)) e controle sem g¢is, evidenciando as diferengas de crescimento

bacteriano entre os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Figura 26: Placas de atividade antimicrobiana apds 24 horas de incubacao (t =24
h), comparando a populacdo de S. aureus no controle com as trés amostras de géis semi-
IPN, em diferentes diluigdes, evidenciando a biocompatibilidade dos materiais pela
auséncia de inibi¢do bacteriana.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Das Figuras 24-26 foi possivel contabilizar a quantidade de colonias que

cresceram durante as 24 horas e plotar um grafico representado na Figura 27.
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Figura 27: Quantificagdo de células viaveis de S. aureus apds 4 e 24 horas de
tratamento com os géis i6nicos (poli(LI), semi-IPN B-glucana/poli(LI) e semi-IPN B-
glucana cationizada/poli(LI)), além de um controle para fins de comparagdes finais.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os resultados da curva de sobrevivéncia demonstram a auséncia de atividade
antimicrobiana dos géis ionicos de P-glucana contra S. aureus, com crescimento
bacteriano praticamente idéntico ao do controle ao longo de 24 horas. Este achado
corrobora a hipotese de que os halos de inibicao observados nas placas de cultura resultam
de inibicdo por contato fisico e ndo de atividade antimicrobiana real.

Mais importante, a biocompatibilidade demonstrada pelos géis, evidenciada pela
auséncia de toxicidade para as células bacterianas, indica que estes materiais apresentam
boa adesdo e compatibilidade bioldgica, caracteristicas essenciais para sua aplicagdo
como plataforma de suporte ao cultivo de microalgas. Portanto, os géis i0nicos
desenvolvidos constituem um biomaterial promissor que ndo compromete a viabilidade
celular e permite o crescimento controlado de microrganismos fotossintéticos.

Assim, na sequéncia dos experimentos, investigou-se a capacidade de adesao e
colonizacdo de microalgas nos géis idnicos, avaliando-se se as propriedades fisico-
quimicas dos materiais — particularmente a presenca de B-glucana e sua cationizagdo —

favorecem as interacdes celulares necessarias a um cultivo eficiente. Os testes de adesao
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com microalgas constituem, assim, a validacdo pratica da hipdtese de que estes
biomateriais podem funcionar como plataformas inovadoras para o crescimento
controlado de microrganismos fotossintéticos em sistemas de bioeconomia circular.
Para esta aplicagao utilizaram-se 3 amostras para os géis i0nicos, os quais podem
ser identificados como:
e Amostra 1: Polimero do LI (brometo de 1-butil 3-vinilimidazdlio) — Amostra
padrao/controle;
e Amostra 2: Semi-IPN de polimero do LI (brometo de 1-butil 3-vinilimidazolio) +
B-Glucana;
e Amostra 3: Semi-IPN de polimero do LI (brometo de 1-butil-3-vinilimidazoélio) +

B-Glucana cationizada.

Como os géis foram previamente padronizados em massa seca, a determinagdo da
massa de clorofila por substrato mostrou-se a abordagem mais adequada para avaliar o
crescimento das microalgas em cada amostra. Para tanto, fez-se necessaria a estimativa
inicial do volume de cada gel (em cm?), realizada com o auxilio do software Image-J

v.6.2.0.

A analise realizada permitiu a conversao do volume de centimetros ctbicos (cm?)
para litros (L), devido a literatura estudar os resultados da clorofila em mg.L. Desse modo,
obtiveram-se as varidveis necessarias para a determinagdo da massa de clorofila por

substrato (mg), calculada conforme a Equagao (14):

Clrsubstrato = Clreotar * Vsubstrato = (Clr a + Clr b) - Voypserato (14)

As tabelas a seguir apresentam os resultados do monitoramento do crescimento
de microalgas em géis i0nicos ao longo de 21 dias de cultivo. Os dados foram coletados
em trés intervalos temporais estratégicos (dias 7, 14 e 21), permitindo avaliar a dindmica
de colonizacdo e crescimento celular ao longo do tempo. Para garantir a confiabilidade e

a reprodutibilidade dos resultados, todas as medigdes foram realizadas em triplicata.

Tabela 5: Concentracdo de clorofila total extraida dos géis idnicos apds 7 dias de cultivo

de microalgas, refletindo a biomassa algal colonizada nos materiais



Clorofila

Amostras Absorcao Absorcao Chl a Chlb toal
A (665 nm) A (649 nm) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
Amostra 1 0,010 0,008 0,091 0,130 0,221
Amostra 1 0,022 0,018 0,198 0,297 0,495
Amostra 1 0,011 0.010 0,093 0,174 0,267
Amostra 2 0,174 0,099 1,814 1,232 3,045
Amostra 2 0,101 0,049 1,101 0,497 1,598
Amostra 2 0,113 0,061 1,197 0,715 1,912
Amostra 3 0,065 0,040 0,660 0,538 1,198
Amostra 3 0,058 0,024 0,656 0,178 0,835
Amostra 3 0,105 0,050 1,150 0,492 1,642

Tabela 6: Concentragao de clorofila total extraida dos géis i6nicos ap6s 14 dias de cultivo

de microalgas, refletindo a biomassa algal colonizada nos materiais

Clorofila

Absorc¢ao Absorc¢ao Chl a Chl b
Amostras total

A (665 nm) A (649 nm) (mg/L) (mg/L)

(mg/L)

Amostra 1 0,033 0,028 0,291 0,472 0,762
Amostra 1 0,070 0,049 0,677 0,732 1,409
Amostra 1 0,042 0,033 0,385 0,532 0,918
Amostra 2 0,062 0,039 0,625 0,535 1,160
Amostra 2 0,061 0,041 0,600 0,594 1,194
Amostra 2 0,054 0,036 0,532 0,518 1,051
Amostra 3 0,155 0,103 1,530 1,479 3,010
Amostra 3 0,161 0,130 1,457 2,130 3,587
Amostra 3 0,124 0,096 1,146 1,534 2,680

Tabela 7: Concentracao de clorofila total extraida dos géis i6nicos apods 21 dias de cultivo

de microalgas, refletindo a biomassa algal colonizada nos materiais
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Clorofila

Amostras Absorcao Absorcao Chl a Chlb toal
A (665 nm) A (649 nm) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
Amostra 1 0,097 0,062 0,972 0,862 1,834
Amostra 1 0,085 0,056 0,842 0,799 1,641
Amostra 1 0,123 0,076 1,247 1,026 2,273
Amostra 2 0,032 0,027 0,283 0,453 0,736
Amostra 2 0,040 0,031 0,369 0,496 0,865
Amostra 2 0,032 0,021 0,317 0,299 0,616
Amostra 3 0,075 0,053 0,722 0,797 1,520
Amostra 3 0,045 0,034 0,421 0,535 0,956
Amostra 3 0,068 0,048 0,655 0,722 1,377

A partir dos resultados de concentracao de clorofila obtidos para cada substrato,
calculou-se a média aritmética das triplicatas para cada amostra de gel i6nico, permitindo
avaliar a dindmica de crescimento das microalgas ao longo do periodo experimental. Os
dados consolidados, que refletem a biomassa algal colonizada em cada material, sdo

apresentados na Tabela § a seguir.

Tabela 8: Concentracdo média de clorofila total extraida dos géis id6nicos nos diferentes
intervalos temporais (7, 14 e 21 dias), calculada a partir da média aritmética das

triplicatas técnicas de cada amostra, refletindo a biomassa algal colonizada nos

materiais.
Tempo/ dias Amostra 1/ mg Amostra2/ mg Amostra 3/ mg
0 0.00000000 0.00000000 0.00000000
7 0.00005375 0.00020886 0.00013313
14 0.00014357 0.00013167 0.00026710
21 0.00014318 0.00006289 0.00014771

Os dados consolidados na Tabela 8 foram utilizados para a constru¢do de um

gréafico (figura 28) que ilustra a dinAmica de crescimento das microalgas nos diferentes

géis 16nicos (poli(LI), semi-IPN [-glucana/poli(LI) e semi-IPN [B-glucana



cationizada/poli(LI)) ao longo dos 21 dias de cultivo, permitindo comparar a eficiéncia

de colonizagao entre os materiais.

Extracted Clh (mg) x Days
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Figura 28: Crescimento médio das microalgas em contato com os diferentes géis
ionicos  (poli(LI), semi-IPN  B-glucana/poli(LI) e  semi-IPN  B-glucana
cationizada/poli(LI)) durante 21 dias de cultivo, avaliado através da concentracdo de
clorofila total extraida. As barras representam o desvio padrdo da média (conforme dados
detalhados nas Tabelas 6, 7 e 8).

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os resultados obtidos demonstram padrdes distintos de crescimento das
microalgas nos diferentes géis i0nicos ao longo dos 21 dias de cultivo. A amostra 2 (B-
glucana) apresentou crescimento inicial mais pronunciado, atingindo a concentragao
maxima de clorofila no dia 7 (aproximadamente 0,00020 mg), seguida de um declinio
gradual até o dia 21. Em contraste, o gel B-glucana cationizada/poli(LI) apresentou um
padrdo de crescimento mais progressivo, com aumento continuo até o dia 14
(aproximadamente 0,00027 mg), seguido de redugdo até o dia 21. O controle apresentou
crescimento inicial semelhante ao da -glucana, porém permaneceu o crescimento nos

dias seguintes, atingindo aproximadamente 0,00027 mg no dia 21.
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Estes resultados sugerem que a incorporacao de B-glucana, particularmente em
sua forma cationizada, favorece a colonizacgdo e o crescimento das microalgas nos géis
106nicos. A maior concentracao de clorofila observada na amostra 3 até o dia 14 indica que
a cationizacao da B-glucana confere propriedades de superficie mais adequadas a adesao
e a proliferacdo celulares, possivelmente por meio de interagdes eletrostaticas favoraveis
entre as cargas positivas do gel e as células microalgais. A redugdo observada apos o dia
14 em todas as amostras pode estar relacionada a limitagdes nutricionais ou ao acimulo
de metabolitos secundarios no meio de cultivo, fendmenos comuns em sistemas de cultivo
em batch.

As imagens microscopicas (Figura 29) revelam diferencas significativas na
colonizagdo e na adesdo de microalgas entre os trés géis idnicos testados. A Amostra 1
(poli(LI), controle) apresenta uma distribuicdo esparsa de células microalgais sobre a
superficie do gel, com baixa densidade de colonizagdo. As células aparecem isoladas e
dispersas, indicando adesdo limitada ao substrato polimérico. Este padrao corrobora os
dados quantitativos de clorofila, que mostraram concentracdes reduzidas nesta amostra,
sugerindo que o poli(LI), isoladamente, apresenta propriedades superficiais inadequadas
para favorecer a colonizagdao microbiana.

Em contraste, a Amostra 2 (B-glucana/poli(LI)) apresenta uma colonizagao
significativamente mais densa, com células microalgais distribuidas de forma mais
uniforme na superficie do gel. Observa-se a formagdo de agregados celulares e de
biofilmes incipientes, o que indica que a incorporagdo de p-glucana melhora
substancialmente a adesdo das microalgas. A presenca de estruturas polissacaridicas na
superficie do gel provavelmente facilita interacdes celulares por meio de ligacdes de

hidrogénio e interag¢des hidrofobicas, o que favorece a colonizagao.



Figura 29: Micrografias opticas da colonizagdo de microalgas nos diferentes géis
i0nicos apos 21 dias de cultivo: Amostra 1 (poli(LI), controle) mostrando baixa densidade
de colonizagdo; Amostra 2 (semi-IPN B-glucana/poli(LI)) apresentando colonizagao
moderada, com forma¢do de agregados celulares; Amostra 3 (semi-IPN [-glucana
cationizada/poli(LI)), exibindo cobertura densa e continua, com biofilmes bem
estruturados.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Por fim, a amostra 3 apresenta o padrao de colonizagdo mais pronunciado, com
cobertura densa e continua de células microalgais em toda a superficie do gel. Observa-
se a formagdo de biofilmes bem estruturados, com multiplas camadas celulares e
distribuicdo altamente uniforme. A pigmentacdo mais escura (verde-acinzentada) ¢é
evidente, o que indica a alta concentragdo de clorofila nesta amostra. Este resultado
demonstra que a cationiza¢do da f-glucana cria um ambiente superficial particularmente
favoravel a adesdo microbiana, possivelmente por meio de interacdes eletrostaticas entre
as cargas positivas do gel cationizado e as cargas negativas das paredes celulares das

microalgas.
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6. Conclusao

Este projeto investigou a formagao de géis idnicos a partir de redes semi-
interpenetradas (semi-IPNs) entre B-glucana e liquidos i6nicos polimerizaveis, com foco
no desenvolvimento de uma plataforma inovadora para o cultivo de microalgas em
sistemas de bioeconomia circular. A estratégia de funcionalizacdo da B-glucana por
cationizacao foi implementada com o objetivo de otimizar as propriedades de superficie
dos géis e favorecer a adesao de microrganismos fotossintéticos.

Os testes de atividade antimicrobiana realizados contra Staphylococcus aureus,
por meio de curva de sobrevivéncia, revelaram que os géis idnicos ndo apresentam
atividade antimicrobiana intrinseca, confirmando a auséncia toxicidade dos materiais
desenvolvidos. Este resultado ¢ particularmente relevante, pois garante que os géis nao
serdo toxicos para as células de microalgas, o que € essencial para sua aplicacdo como
plataforma de suporte. A auséncia de toxicidade validou a hipétese de que estes
biomateriais podem servir como substratos seguros para o cultivo controlado de
microrganismos fotossintéticos.

Subsequentemente, investigou-se a capacidade de adesdo e de colonizagdo de
microalgas nos diferentes géis idnicos. Os resultados demonstraram que a incorporagao
de B-glucana nos géis semi-IPN aumenta significativamente a adesdo de microalgas em
comparagao com o poli(LI) puro. Mais importante, a cationiza¢do da B-glucana resultou
em melhor desempenho de colonizagdo, com concentracdo méxima de clorofila de
aproximadamente 0,00027 mg no dia 14, superando as demais amostras. Este resultado
confirma a hipdtese de que a funcionalizacao da -glucana por cationizagao favorece as
interacdes eletrostaticas com as células microalgais, promovendo adesdo e proliferagao
celulares mais eficientes. As andlises microscopicas corroboraram estes achados,
revelando uma progressao clara na colonizacdo: Amostra 1 (baixa densidade) < Amostra
2 (colonizacdo moderada) < Amostra 3 (biofilmes densos e bem estruturados). A
formagao de biofilmes estruturados no gel com B-glucana cationizada indica que o
material proporciona um microambiente favordvel ao crescimento sustentado de
microalgas, a cationizacdo de um substrato favorece a captura das micros-algas assim
como demonstrado em demais literaturas (BLOCKX et al., 2019). Portanto, este trabalho
valida a hipotese central de que os géis i06nicos de -glucana cationizada constituem uma

plataforma inovadora, atoxicas e eficiente para o cultivo de microalgas.



Para perspectivas futuras, podemos citar: (i) testes em meios celulares para
comprovar a biocompatibilidade dos géis desenvolvidos (ii) otimizacdo dos parametros
de cultivo (pH, nutrientes, luminosidade, aeragdo) para maximizar o crescimento de
microalgas nos géis; (iii) avaliar a produtividade de biomassa e sintese de metabolitos
secundarios (lipidios, carotenoides, proteinas) em cultivos prolongados; (iv) expandir os
testes de adesdo para outras cepas de microalgas comercialmente relevantes; (v)
investigar a reutilizacdo dos géis em ciclos sucessivos de cultivo; (vi) desenvolver
protétipos de biorreatores utilizando os géis de B-glucana cationizada como matriz de
suporte em diferentes configuragdes (leito fixo, leito fluidizado); e (vii) avaliar a
escalabilidade do processo para aplicacdes industriais. Estas investigacdes
complementares consolidardo a relevancia dos géis biopoliméricos no desenvolvimento
de novos materiais com propriedades avangadas para aplicacdes em biotecnologia

sustentavel e na producao de biomassa microalgal.
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