Universidade Federal De Pelotas
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncia e Engenharia de

Materiais

Tese de Doutorado

EDE,
o

- Lo
SANNT S <,
m?" Lg m
w —
E S
=z

> &

- -
5. prest

Estabilidade de quitosana em &cido pirolenhoso destilado e
desenvolvimento de filmes com adicdo de mucilagem de ora-pro-

noébis

Fabiane Grecco da Silva Porto

Pelotas, 2023



Estabilidade de quitosana em acido pirolenhoso destilado e
desenvolvimento de filmes com adicdo de mucilagem de ora-pro-

nébis

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncia e Engenharia de Materiais da
Universidade Federal de Pelotas,
como requisito parcial a obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncia e

Engenharia de Materiais.

Orientadora: Profa Dra Irene Teresinha Santos Garcia

Co-Orientadora: Dra Angela Diniz Campos

Pelotas, 2023

Fabiane Grecco da Silva Porto



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

P839e Porto, Fabiane Grecco da Silva

Estabilidade de quitosana em &cido pirolenhoso
destilado e desenvolvimento de filmes com adicao de
mucilagem de ora-pro-nébis / Fabiane Grecco da Silva
Porto ; Irene Teresinha Santos Garcia, orientadora ; Angela
Diniz Campos, coorientadora. — Pelotas, 2023.

106 f. - il.

Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em
Ciencia e Engenharia de Materiais, Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de
Pelotas, 2023.

1. Pereskiaaculeata. 2. Estabilidade coloidal. 3.
Resisténcia mecanica. 4. Radiacdo ultravioleta. 5.
Compostos fendlicos. |. Garcia, Irene Teresinha Santos,
orient. Il. Campos, Angela Diniz, coorient. lll. Titulo.

CDD : 620.11063

Elaborada por Maria Inez Figueiredo Figas Machado CRB: 10/1612




Estabilidade de quitosana em &cido pirolenhoso destilado e

desenvolvimento de filmes com adicdo de mucilagem de ora-pro-nobis

Tese apresentada, como requisito parcial, para obtencao do grau de
Doutor em Ciéncia e Engenharia de Materiais, Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncia e Engenharia de Materiais, Centro de Desenvolvimento

Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa:

Banca examinadora:

Profa. Dra. Irene Teresinha Santos Garcia (Orientadora)
Doutora em Ciéncia dos Materiais pela Universidade Federal do Rio
Grande do Sul

Prof. Dr. Omar Mertins

Doutor em Quimica pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Marcos Antonio Villetti

Doutor em Quimica pela Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Henara Lillian Costa Murray

Doutora em Engenharia pela University of Cambridge

Prof. Dr. Neftali Lenin Villarreal Carrefio

Doutor em Quimica pela Universidade Federal de Séo Carlos



Agradecimentos

A minha orientadora Prof2 Irene, que dedicou seu tempo me orientando,
pelos ensinamentos durante o desenvolvimento deste trabalho, pela parceria,
compreensao e amizade.

A minha coorientadora Dr2 Angela, pelo incentivo, ensinamentos, parceria
e compreenséao.

Obrigada por me ensinarem tanto ao longo de todos esses anos de
convivio. Vocés séo inspiracao e exemplo de grandes pesquisadoras!

Aos professores que aceitaram participar da banca, por suas valorosas
contribuicGes para este trabalho.

Aos colegas do Laboratorio de Catalise e Quimica de Interfaces, ao
Laboratdrio Multiusuario de Andlise de Superficie e a Central Analitica da
UFRGS, pelo apoio na realizacdo das analises.

Aos colegas do Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa Clima
Temperado, René e Elsa, pelo apoio e suporte nas analises e na estatistica.

Ao Prof° Neftali, pela acolhida no Grupo de Pesquisa Novonano e aos
colegas do laboratério, pelo auxilio nas andlises.

A colega Thais do Laboratério de Lipiddmica e Bio-organica da UFPel,
pelo auxilio para realizacdo das analises de FTIR e UV-Vis.

A Tatiana do Centro de Desenvolvimento e Controle de Biomateriais da
UFPel, pelo auxilio nas andlises de angulo de contato.

Ao Prof® Thiago e a colega Kelly da UFSM, pelas analises de AFM.

Aos colegas, funcionérios e professores do PPGCEM da UFPel, pelo
suporte durante o doutorado.

A minha familia, por todo apoio e, em especial, a minha mae, por me
ensinar a perseverar, a0 meu esposo, que sempre me apoiou e incentivou e
realmente € um parceiro de vida, e ao meu filho amado, por todos os beijos e
abracos que sempre renovam minhas forcas.

A Deus, por me permitir seguir meus estudos com saude e pelas pessoas
maravilhosas que colocou em meu caminho, sem as quais este sonho ndo seria

possivel de se realizar.



Resumo

PORTO, Fabiane Grecco da Silva. Estabilidade de quitosana em acido
pirolenhoso destilado e desenvolvimento de filmes com adicdo de mucilagem de
ora-pro-nobis. Orientadora: Irene Teresinha Santos Garcia. 2023. 106f. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) — Programa de POs-
Graduacéo em Ciéncia e Engenharia de Materiais, Centro de Desenvolvimento

Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

O acido pirolenhoso (APD), e a quitosana (Q) s&o produtos
biodegradaveis obtidos de fontes renovaveis. Apresentam atividades
antimicrobiana e antioxidante e induzem resisténcia nas plantas, caracteristicas
gue os habilitam para serem usados na formulacdo de insumos agricolas. Em
combinacao, formam sistemas coloidais e filmes de alta absorcédo da radiacao
ultravioleta. Por outro lado, a mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) é composta
de proteina, carboidratos e metais, que podem ser utilizados como nutrientes
para plantas; a arabinogalactana, o principal componente, € um polissacarideo
capaz de formar blendas poliméricas. Avaliamos a estabilidade de sistemas
coloidais contendo 10 e 30 g-L' de Q em APD por até 30 meses de
armazenamento em temperatura ambiente (20 £ 5 °C), que apresentaram
comportamento  newtoniano.  Posteriormente  estes sistemas foram
desestabilizados e seus precipitados continham compostos fendlicos oriundos
do APD ligados a quitosana; a quantidade de fendis totais ligados as cadeias
poliméricas aumentou com o tempo de armazenamento. O sistema coloidal
contendo 30 g-L* de quitosana foi submetido a envelhecimento acelerado, a 60
°C por até 41 dias, tempo que, segundo as andlises reoldgicas, foi equivalente a
14 meses de envelhecimento a temperatura ambiente. As propriedades
fotoprotetoras e mecéanicas dos filmes obtidos a partir desses sistemas foram
influenciadas pelo tempo de armazenamento. Foi estudada a interacdo de
MOPN com sistemas contendo 10 g-L* de quitosana em APD e em solvente
modelo do APD, contendo 0,1% (m/v) de hidroquinona e 2% (v/v) de &cido
acético em agua. A partir das folhas secas de Pereskia aculeata foi extraida a
mucilagem e continha 41,16 + 9,20% de carbohidratos e 5,87 + 0,22% de

proteinas, aléem de K, Mg e Ca. Os sistemas apresentaram comportamento

6



newtoniano e a mucilagem foi responséavel pelo decréscimo da viscosidade para
valores préoximos ao da mucilagem pura. Os filmes obtidos com a incorporacéo
de mucilagem no sistema Q/APD apresentaram reducdo da absor¢céao na regido
do UV, diminuigcdo na dissipacdo de energia na superficie e solubilidade em
agua. A mucilagem interage com a quitosana impedindo a reticulacdo das
cadeias promovidas pelos fendis. O filme contendo apenas Q/APD liberou 6,28%
de fendis, sendo observado efeito Burst, ou seja, uma rapida liberacao do
composto da matriz polimérica. A adicdo da MOPN ao sistema Q/APD diminui a
propriedade fotoprotetora do filme e potencializou propriedades relevantes para
uso na agricultura, como a adi¢do nutrientes e a reducdo na viscosidade dos

sistemas.

Palavras-chave: Pereskia aculeata, estabilidade coloidal, fotoprotecéo,

resisténcia mecanica, radiacao ultravioleta, compostos fendlicos.



Abstract

Pyroligneous acid (APD) and chitosan (Q) are biodegradable products
obtained from renewable sources. They present antimicrobial and antioxidant
activities and induce resistance in plants, characteristics that enable them to be
used in the formulation of agricultural inputs. In combination, they form colloidal
systems and films with high absorption of ultraviolet radiation. On the other hand,
mucilage of ora-pro-nébis (MOPN) is composed of protein, carbohydrates and
metals, which can be applied as nutrients for plants; arabinogalactan, the main
component, is a polysaccharide capable of forming polymeric blends. We
evaluated the stability of colloidal systems containing 10 and 30 g-L* of Q in APD
for up to 30 months of storage at room temperature (20 + 5 °C), which showed
Newtonian behavior. Posteriorly, those systems were destabilized and the
precipitates showed phenolic compounds from APD linked to chitosan; the
amount of total phenols bonded to the polymeric chains increased with storage
time. The colloidal system containing 30 g-L* chitosan was submitted to
accelerated aging, at 60 °C for up to 41 days, which, according to the rheological
analyses, was equivalent to 14 months-aging at room temperature. The
photoprotective and mechanical properties of the films, obtained obtained from
those systems, were influenced by storage time. We investigated the interaction
of MOPN with systems containing 10 g-L* chitosan in APD and in a model APD
solvent containing 0.1% (m/v) hydroquinone and 2% (v/v) acetic acid in water.
Mucilage was extracted from dry leaves of Pereskia aculeata e contained 41.16
+ 9.20% of carbohydrates and 5.87 + 0.22% of proteins, in addition to K, Mg, and
Ca. The systems showed a Newtonian behavior and the mucilage decreased
viscosity to values close to pure mucilage. The films obtained with the
incorporation of mucilage in the Q/APD system showed a reduction in absorption
in the UV region, decrease in surface energy dissipation and solubility in water.
Mucilage interacts with the chitosan, preventing the crosslinking of chains
promoted by phenols. The film containing only Q/APD released 6.28% of phenols,
and the burst effect was observed, that is, a rapid release of the compound from
the polymeric matrix. The addition of MOPN to the Q/APD system decreases the
film photoprotection and potentiates relevant properties for use in agriculture,

such as the addition of nutrients and viscosity reduction in the systems.



Keywords: Pereskia aculeata, colloidal stability, photoprotection,

mechanical strength, ultraviolet radiation, phenolic compounds.
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1 Introducao

O crescimento da populagdo mundial tem impulsionado o aumento da
producdo de alimentos. Para tanto, a agricultura faz uso de fertilizantes e
agroquimicos que buscam, junto com outras praticas culturais, aumentar a
produtividade e controlar pragas e doencas. Porém, o uso constante destes
produtos quimicos tem promovido o desenvolvimento de resisténcia de algumas
pragas, diminuindo assim sua eficacia. Além disto, muitos destes produtos séo
responsaveis por problemas ambientais, como a contaminacdo da agua e do
solo, ainda estando relacionados a problemas de toxicidade para seres humanos
e para organismos nao alvos, como as abelhas, por exemplo. Nesse sentido o
desenvolvimento de novos insumos para agricultura, ambientalmente amigaveis,
tem se intensificado nos ultimos anos, seja com o0 uso de controle biolégico,
através de inimigos naturais, seja com o uso de pesticidas derivados de produtos
naturais biodegradaveis, com efeitos toxicos reduzidos para humanos, animais
e meio ambiente. (CAMPOS et al., 2018; DA SILVA; RODRIGUES, 2014; MILANI
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; XING et al., 2015)

Um polimero promissor para o desenvolvimento de produtos agricolas é
a quitosana que, além de obtida a partir de um polimero natural, € abundante,
biodegradavel, biocompativel e nao toxica. Este polimero tem sido
extensivamente estudado em diversas areas por sua versatilidade, pois é capaz
de formar filmes, hidrogéis, esqueletos (scaffolds), fibras e micro ou
nanoparticulas, capazes de transportar e entregar de forma controlada
ingredientes ativos ou micronutrientes, protegendo estas moléculas de
condicdes ambientais adversas como pH, temperatura e luz. (KASHYAP;
XIANG; HEIDEN, 2015; MUJTABA et al., 2020; PANDEY, 2018)

Franca e colaboradores (2018) desenvolveram microcdpsulas e
microesferas a partir de quitosana e argila para entrega controlada de
fertilizantes. Em outro contexto, nanoparticulas de quitosana e goma arabica
foram utilizadas para encapsular geradiol e promover estabilidade e eficiéncia
deste principio ativo natural na atracdo de mosca-branca, indicando seu
potencial para uso em armadilhas que possibilitem o manejo dessa praga.
(OLIVEIRA et al., 2018)
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Além dos estudos envolvendo entrega e liberacdo controlada de
moléculas, outras estratégias comeg¢am a despontar com a quitosana para a area
agricola. Uma cobertura para aplicacdo no solo a base de quitosana visando o
controle de ervas daninhas foi desenvolvida por Giaccone (2018). Loépez-
Veldzquez e colaboradores (2019) prepararam um hidrogel biodegradavel a
base de quitosana, gelatina e acetato de polivinila e inulina que, quando aplicado
na base das raizes de plantas de pimentdo, inoculadas com Phytophthora
capsici, foi capaz de promover inducao de resisténcia nas plantas, melhorando
sua resposta contra este patégeno.

Para melhorar o desempenho fisico e biologico de filmes de quitosana,
produtos naturais podem ser adicionados a matriz deste polimero. Acido galico,
um fenol &cido, metabdlito secundario de plantas, conhecido por sua potente
acdo antimicrobiana e antioxidante, foi enxertado na matriz de filmes de
quitosana para melhorar suas propriedades funcionais. Curcumina, um
polifendlico natural, componente majoritario da Curcuma longa, aumentou a
resisténcia e a acao antibacteriana de filmes de quitosana. (LIU et al., 2016; WU
et al., 2016). O acido pirolenhoso destilado de Eucalyptus grandis (APD), que foi
patenteado como dispersante para quitosana para uso na agricultura em plantas
el/ou frutos, apresenta propriedades fertilizantes, fitoprotetoras e promotoras de
inducéo de resisténcia. (CAMPOS et al., 2021)

A planta Pereskia aculeata, popularmente conhecida como ora-pro-ndbis
(OPN) possui alto teor de mucilagem. A mucilagem desta planta € rica no
polissacarideo arabinogalactana, contendo ainda alto teor de proteinas e
minerais e tem sido estudada principalmente para uso na industria alimenticia
por suas propriedades emulsificantes e estabilizantes. (AMARAL et al., 2019;
LIMA JUNIOR et al., 2013) A partir desta mucilagem, Oliveira e colaboradores
(2019) obtiveram filmes coesos, flexiveis e lisos para o desenvolvimento de
embalagens fotoprotetoras.

Neste trabalho, investigamos a estabilidade ao longo do tempo da
formulacdo de quitosana em &cido pirolenhoso destilado de Eucalyptus Grandis
(APD) e como se comportam as propriedades mecanicas e de fotoprotecdo dos
filmes obtidos a partir do sistema envelhecido. Investigamos também as

caracteristicas reologicas dos sistemas de quitosana e mucilagem de ora-pro-
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nbbis (Pereskia aculeata) em APD e as propriedades dos filmes obtidos a partir
destes sistemas.

Como hipétese temos que a incorporacao de mucilagem de ora-pro-nébis
(Pereskia aculeata) a quitosana, em acido pirolenhoso destilado de Eucalyptus
Grandis, melhorara a processabilidade do sistema quitosana/APD, bem como as
caracteristicas dos filmes obtidos a partir deste sistema, que poderao ser usados
como coberturas protetoras na agricultura. A adicdo de mucilagem podera
adicionar ainda nutrientes importantes para as plantas aos filmes obtidos.

No decorrer do trabalho serdo apresentados no Capitulo 2 os objetivos,
no Capitulo 3 uma revisdo da literatura, no Capitulo 4 a metodologia
desenvolvida, no Capitulo 5 os resultados e discussao e o Capitulo 6 trara as

conclusdes.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Estudar sistemas compostos de quitosana em acido pirolenhoso destilado
de Eucalyptus Grandis (APD), e a influéncia da adicdo da mucilagem de ora-pro-
nébis (Pereskia aculeata) nas suas propriedades fisico-quimicas, para aplicacao

na agricultura.

2.2. Objetivos especificos
Sao objetivos especificos deste trabalho:

a) Estudar a estabilidade de formulagbes a base de quitosana e APD, a
temperatura ambiente, ao longo do tempo de armazenamento e as
propriedades de mecéanicas e de fotoprotecdo dos filmes obtidos a partir
do sistema envelhecido.

b) Investigar as caracteristicas reoldgicas dos sistemas a base de quitosana
e mucilagem de ora-pro-nébis em APD.

c) Entender como as caracteristicas estruturais dos sistemas
quitosana/mucilagem/APD afetam o comportamento dos filmes e quais as

possiveis consequéncias para uso na agricultura.
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3 Revisao da literatura

Esta revisdo abordar4d os materiais utilizados neste estudo, suas
caracteristicas estruturais e propriedades que os tornam elegiveis para aplicagdo

na agricultura.

3.1 Quitosana

A guitosana € um polissacarideo linear, formado por unidades repetidas
de B-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glicose e [-(1,4)-2-acetamida-2-deoxi-D-glicose.
Este polimero pseudo natural tem sido extensivamente estudado em diversas
areas por sua versatilidade pois € atéxico, biodegradavel, biocompativel, sendo
obtido a partir da desacetilacdo da quitina. A quitina é extraida principalmente
da carapaca de crustaceos e é o polimero natural mais abundante depois da
celulose. . (AKYUZ et al., 2018; LEONES et al., 2017; MILANI et al., 2017;
MUJTABA et al., 2020; XING et al., 2015) A presenca dos grupos hidroxila e
amina ao longo da cadeia da quitosana possibilitam que diversas moléculas
possam ser ligadas a sua cadeia principal. (MUJTABA et al., 2020) A Figura 1
llustra as estruturas da quitina (Figura 1-A) e da quitosana (Figura 1-B), onde n
€ 0 numero de anéis substituidos com grupo acetamida e m é o numero de anéis
desacetilados.

Na agricultura, a quitosana possui comprovada acao antimicrobiana
contra fungos, bactérias e virus, apresentando ainda efeito elicitor do mecanismo
de defesa das plantas, sendo utilizada nos ultimos anos no desenvolvimento de
insumos para poés-colheita, no tratamento de sementes, no desenvolvimento de
sistemas transportadores de principios ativos contra pragas e doencas ou, ainda,
para a entrega controlada de nutrientes para as plantas (DIVYA et al., 2019;
DIVYA; SMITHA; JISHA, 2018; MILANI et al., 2017; MORIN-CRINI et al., 2019;
MUJTABA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018; SABBAH et al., 2019)
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Figura 1. Estrutura quimica da quitina (a) e da quitosana (b).
Fonte: PORTO, 2011.

No desenvolvimento de novos insumos, a quitosana tem ganhado espaco,
em associagdo com novas tecnologias, buscando aumentar a produtividade,
reduzir custos e diminuir o impacto ambiental da atividade agricola.
Nanoparticulas de quitosana, quando aplicadas em sementes de arroz, foram
capazes de aumentar a capacidade de germinagao. Microesfera de quitosana e
argila montmorilonita se mostraram eficientes para a liberacdo de forma
controlada de nitrato de potassio no solo proporcionando um aumento na
eficiéncia do uso deste fertilizante e reduzindo efeitos negativos associados a
sobredosagem. (DIVYA et al., 2019; MESSA et al., 2016; SANTOS et al., 2015)

Liu e colaboradores (2016) obtiveram filmes para uso em armazenamento
de produtos agricolas ou embalagens de alimentos a partir de blendas de
guitosana e curcumina, um polifenol natural. Este composto foi capaz de interagir
com o polimero através de ligacdes de hidrogénio, resultando na obtencéo de
filmes com excelente resisténcia a tracao e atividade antibacteriana.

As propriedades dos filmes a base de quitosana séo influenciadas por
véarios fatores, como o grau de desacetilacdo e massa molar do polimero,
condicOes de processamento e, também, a natureza do acido utilizado na sua
dissolucéo, sendo que os acidos mais comuns utilizados para este fim sdo os
aceético, cloridrico e latico. (XING et al., 2016)

Porto e colaboradores (2019) estudaram o acido pirolenhoso destilado
obtido a partir de Eucalyptus grandis (APD) como solvente para a quitosana, bem
como em filmes autossuportados obtidos a partir destes sistemas para uso como
coberturas protetoras na agricultura. O APD demostrou ser um bom solvente
para a quitosana e os filmes obtidos apresentaram resisténcia a agua,

estabilidade térmica e bloqueio eficaz da radiacdo ultravioleta B e C. Essa
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caracteristica de fotoprotecdo se torna interessante na medida em que o
comportamento das plantas tem sido afetado pela exposicdo excessiva a
radiacdo UV causada pela alteracdo na camada de ozonio, que pode afetar a
estrutura do DNA, proteinas e membranas das plantas, produzindo alteracfes
fisiologicas significativas na fotossintese, na transpiracdo e no seu
desenvolvimento, levando por exemplo, a perda de produtividade. (BORNMAN
et al., 2019; GU et al., 2010; KATARIA et al., 2021; LIU et al., 2013; MA et al.,
2018)

O filme fitoprotetor de quitosana e APD aumentou o crescimento, 0
rendimento e a resisténcia a antracnose quando aplicado em plantas de
morango. (PEREIRA et al., 2022) Quando aplicado em citrus, o produto se
mostrou eficiente no controle de pulgdes, cochonilhas e liquens, melhorando
ainda o vigor das plantas. (CAMPOS et al., 2020)

Devido a necessidade do meio acido necessario para a solubilizacdo da
guitosana, um importante aspecto a ser considerado no desenvolvimento de
produtos a base deste polimero € a degradacdo deste durante o
armazenamento. Essa degradacdo das cadeias poliméricas € decorrente da
hidrélise provocada pelo meio acido e pode acarretar mudancas significativas
nas propriedades fisico-quimicas dos sistemas. (LEONES et al., 2017; NGUYEN
et al., 2008; OWCZARZ; ZIOLKOWSKI; DZIUBINSKI, 2018; SOARES et al.,
2017; SZYMANSKA; WINNICKA, 2015)

Nguyen e colaboradores (2008) estudaram a taxa de degradacao de
guitosana, com diferentes graus de desacetilacdo, em diferentes concentracdes
de &cido acético e de acido férmico, em diferentes temperaturas de
armazenamento. Os autores observaram uma cinética de degradacdo de
primeira ordem, independentemente do tipo de acido avaliado, sendo que a taxa
de degradacéao foi menor em &cido formico. Na temperatura de 60 °C, a taxa de
degradacéo se mostrou de quatro a cinco vezes maior que na temperatura de 28
°C e foi cerca de 1,4 vezes maior na quitosana com grau de desacetilacao de
88%, comparada com a quitosana com grau de desacetilagao de 81%.

Algumas estratégias podem ser utilizadas para diminuir este processo de
degradacéo, como a associacao da quitosana com outros biopolimeros, como
proteinas e polissacarideos. (BOUYER et al., 2012; CHEN et al.,, 2009;

DAVOOID et al., 2020) Os biopolimeros podem estar associados por ligacédo
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covalente ou interacdes eletrostaticas. Camadas alternadas com cargas opostas
também podem ser formadas fornecendo estabilizac&o eletrostatica e estérica.
(BOUYER et al.,, 2012; CAMPELO et al.,, 2017) Por exemplo, Lucyszyn e
colaboradores (2016) utilizaram a mucilagem de Pereskia aculeata como aditivo
em filmes de celulose bacteriana reconstituida visando melhorar suas
propriedades mecanicas para o desenvolvimento de materiais para aplicacdes

biomédicas.

3.2 Acido Pirolenhoso

O &cido pirolenhoso, também chamado de licor pirolenhoso, extrato
pirolenhoso ou vinagre de madeira, é obtido através da condensacédo da fumaca
durante a queima de madeira para producdo de carvdo vegetal em fornos
adaptados para este fim (Figura 2). O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de carvdo vegetal destinado, principalmente, para a industria
siderurgica e para consumo domeéstico. O maior problema associado a esta
atividade sdo os gases de efeito estufa gerados durante a transformacéo da
madeira em carvao, causando impacto social e ambiental negativo. Na regiao
sul do pais, especialmente no estado do Rio Grande do Sul, esta atividade esta
difundida, principalmente, entre milhares de pequenas propriedades, sendo
considerada uma importante atividade de producdo familiar. A coleta deste
subproduto ndo s6 pode diminuir o impacto ambiental, por remover compostos
organicos condenséaveis da fumaga, como também agregar valor econémico a
esta atividade. (ALMEIDA et al., 2017; CAMPOS, 2018; FURTADO et al., 2015;
GREWAL; ABBEY; GUNUPURU, 2018; MATHEW; ZAKARIA, 2015; PIMENTA
et al., 2018; SOUZA et al., 2018)

23



Figura 2. Vista de um forno convencional de producéo de carvéo vegetal
adaptado para a coleta de acido pirolenhoso.
Fonte: CAMPOS, 2018

Devido a sua natureza, o acido pirolenhoso é uma solucdo aquosa
complexa formada por diversos compostos organicos, incluindo &cidos
carboxilicos, como acido acético e formico, aldeidos, cetonas, compostos
fendlicos, alcoois, ésteres, entre outras substancias. Loo e colaboradores (2008)
isolaram diversos compostos fendlicos do acido pirolenhoso de Rhizophora
apiculata, guaiacol, eugenol, vanilina, seringol, catecol, hidroquinona, fenol e
derivados, entre outros. A composicdo do acido pirolenhoso depende,
principalmente, da temperatura de extracdo e do tipo de madeira utilizada na
queima. (LOHRI et al., 2017; LOO et al., 2008; MATHEW; ZAKARIA, 2015)

Este acido possui caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas e tem
sido utilizado como conservante de produtos cosméticos e agente esterilizante,
bem como para fins veterinarios e na agricultura. Nas plantas ele tem efeito
fertilizante e apresenta acao inseticida, bactericida, fungicida e nematicida, bem
como promotora de crescimento, pois estimula o desenvolvimento das plantas,
sendo uma alternativa sustentavel para uso na agricultura. Sua atividade
antimicrobiana tem sido atribuida aos &cidos organicos e aos compostos
fendlicos presentes em sua composicdo. (ALMEIDA et al., 2019; DE MELO et
al., 2017; SOUZA et al., 2012; TOGORO et al., 2014)
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Para uso na agricultura é importante que a coleta do acido pirolenhoso
seja realizada de maneira adequada para evitar a alta concentracéo de alcatréo
e outros compostos toxicos como o0s benzopirenos. Durante a queima da
madeira a temperatura 5 cm abaixo da chaminé do forno deve ser acompanhada
e a coleta do condensado deve ser realizada quando a temperatura estiver entre
82 e 150 °C. Este liquido deve ser mantido de 3 a 6 meses em repouso para
estabilizacdo e decantacdo, e apos este periodo, a fracdo decantada deve ser
separada e desprezada. O acido pirolenhoso obtido deve ser transparente e

apresentar uma coloragcdo avermelhada a amarelada. (CAMPOS, 2007)

3.3 Mucilagem de ora-pro-nobis

Ora-pro-nGbis, também conhecido em alguns paises como Barbados
gooseberry, pertence a familia Cactacea, subfamilia Pereskioideae, género
Pereskia. As espécies pertencentes a este género sao nativas do continente
americano e ndo se assemelham a cactos comuns, pois possuem folhas bem
desenvolvidas e caules finos (Figura 3). (ALMEIDA et al., 2012; DUARTE et al.,
2005; ROSA et al., 2020; SILVA et al., 2018)

Trés das dezessete espécies conhecidas do género Pereskia, Pereskia
bleo Kunth., Pereskia grandifolia Haw. e Pereskia aculeata Mill., sdo utilizadas
para consumo direto ou para tratamento de doencas na medicina popular.
(SHARIF et al., 2013)

No Brasil sdo encontradas duas destas espécies, a Pereskia aculeata e a
Pereskia grandifolia, difundidas do sul ao nordeste do pais, sendo nativas da
Floresta Atlantica Brasileira. Estas plantas receberam popularmente o nome de
ora-pro-nobis, que em latim significa “rogai por nds”, pois eram utilizadas para
cercar igrejas no periodo colonial. (AGOSTINI-COSTA, 2020; GARCIA et al.,
2019; SILVA et al., 2018)

A ora-pro-nobis é considerada uma planta alimenticia ndo convencional,
pois seu consumo é mais frequente préximo a regides onde cresce naturalmente
e ainda sdo poucas as informacfes na literatura sobre seu cultivo agricola
(ANDRADE et al.,, 2019; CAVALCANTE et al.,, 2019; MAZON et al., 2020;
MORAIS et al., 2019)
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Figura 3. Ora-pro-nobis, espécie Pereskia aculeata.

O cultivo e a composicdo quimica da espécie Pereskia aculeta
comecaram a ser explorados no final do século passado e tem se intensificado
nos ultimos anos devido, principalmente, ao interesse das industrias alimenticias
e farmacéuticas nas suas propriedades nutricionais e biologicas. (BARBOSA et
al., 2015; CAMPOS et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2019; GUIMARAES et al.,
2019; PEREIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2019; SILVA et al., 2018; SOUZA
et al., 2016a, 2016c¢c; VEGA et al., 2020)

Dentre suas propriedades nutricionais destaca-se seu elevado teor de
proteina, constituida principalmente de triptofano, o que faz com que a planta
seja popularmente conhecida como “carne vegetal”’. (DE OLIVEIRA et al., 2019;
TAKEITI et al., 2009) Suas folhas ainda séo ricas em fibras, vitaminas A, C e
acido fdélico, além de minerais como ferro, fésforo, magnésio, manganés e calcio.
Além disto, possui outros compostos importantes, como terpenos, compostos
fendlicos, carotendides e carboidratos poliméricos. Devido a atividade biolégica
de alguns destes constituintes esta planta esta associada a efeitos anti-
inflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes e anticancerigenos. (AGOSTINI-
COSTA et al., 2014; GARCIA et al., 2019; MACIEL et al., 2020; MARTIN et al.,
2017; MAZON et al., 2020; NETO et al., 2020; SOUZA et al., 2016b; VIEIRA et
al., 2019)

A ora-pro-nobis possui um elevado teor de mucilagem, termo geneérico

usado para os hidrocoléides de plantas. Os hidrocol6ides séo definidos como
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polimeros de cadeia longa, alta massa molar e que incham em &gua. Estas
caracteristicas se devem a presenca de uma grande quantidade de grupamentos
hidroxila e carboxila, visto que sua estrutura é basicamente formada por
polissacarideos, contendo um ou mais tipos de monossacarideos ou seus
derivados, ligados e estruturados de inumeras formas. Nas industrias
alimenticias e farmacéuticas os polissacarideos sdo empregados por sua
capacidade de modificar propriedades reol6gicas e promover acao estabilizante,
emulsificante e/ou espessante o que desperta o interesse deste seguimento
pelas mucilagens extraidas de plantas por serem uma fonte natural destes
compostos. (AMARAL et al., 2018, 2019; JUNQUEIRA et al., 2018; MARTIN et
al., 2017; MAZON et al., 2020; ZIEGLER et al., 2020)

Segundo Martin (2017) a mucilagem obtida a partir de folhas de Pereskia
aculeata é composta por polissacarideos formados por 3-D-galactose ligadas
(1—4) e substituidas em C-3 por unidades de arabinose, estando ainda presente
na estrutura a ramnose, a fucose e o0 &acido galacturdnico parcialmente
esterificado. Parte da cadeia principal deste polissacarideo complexo é ilustrada
na Figura 4, sendo classificado como uma arabinogalactana do tipo I, encontrada
em paredes celulares de plantas, frequentemente associada de forma covalente
a proteinas. (MARTIN et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; LIMA et al., 2013;
MERCE et al., 2001; SIERAKOWSKI et al., 1987)
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Figura 4. Modelo de estrutura da arabinogalactana do tipo |. Cadeia
principal B-D-galactopiranose (1,4) e ramificagdes de p-D-galactopiranose (1,6)

e a-L-arabinofuranose.
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Um processo de extracdo da mucilagem de folhas de Pereskia aculeata
foi desenvolvido por Lima e colaboradores (2013). Nesse processo, as folhas da
planta sdo extraidas a quente em agua, em seguida passam por uma etapa de
filtracdo em leito de carvéo ativado para remogéao dos pigmentos e, em seguida,
a mucilagem é precipitada com etanol. Os autores otimizaram parametros, como
temperatura e relacdo matéria-prima/solvente; os melhores resultados foram
obtidos quando foram utilizados 2,46 a 3,70 L de agua por quilo de folhas e
temperaturas entre 54,6 e 80 °C para extragao.

Martin e colaboradores (2017) utilizaram, para extragao da mucilagem, um
processo prévio com etanol para remocao dos pigmentos das folhas de Pereskia
aculeata e promoveram a extracdo aquosa da mucilagem a temperatura
ambiente. O teor de acido urdnico na mucilagem obtida foi de 26% (m/m),
superior ao observado por Lima e colaboradores (2013) na extracao a quente,
0,44% (m/m). Na extracdo a quente, os grupos polissacarideos podem sofrer
auto hidrdlise levando a diminui¢éo no teor de acido urénico, demonstrando que
no método de extracdo a temperatura ambiente a estrutura original do
polissacarideo € preservada.

O crescente interesse na mucilagem das folhas de Pereskia aculeata se
deve a potencialidade do seu uso para obtencdo de novos materiais como
complexos ou microparticulas. (PORTO et al. 2022). Neves e colaboradores
(2020) desenvolveram e avaliaram a estabilidade de microparticulas, compostas
por mucilagem de Pereskia aculeata com proteina isolada de soro de leite para
encapsular alfa tocoferol. A encapsulacdo deste composto bioativo é de grande
interesse nas areas alimenticias, cosméticas e farmacéuticas devido a sua baixa
solubilidade em meio aquoso. (NEVES et al., 2020)

Blendas formadas por mucilagem de Pereskia aculeata, goma arabica e
goma guar foram avaliadas para utilizacdo em bebidas lacteas fermentadas,
visando substituir gordura e manter a qualidade durante o prazo de validade. A
melhor proporcdo de hidrocoloides foi composta por 70% de mucilagem de
Pereskia aculeata e 30% de goma guar. Nesta proporc¢éao os hidrocoloides foram
eficientes na emulsificacdo e estabilizacdo de bebidas lacteas fermentadas e
ainda aumentaram seu teor de proteinas. (AMARAL et al., 2018)

Maciel e colaboradores (2020) desenvolveram particulas coloidais

capazes de se associar ao ferro de forma a proteger, transportar e libera-lo, para
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gue seja absorvido de forma adequada no organismo humano. Foram
produzidas microparticulas a partir de quitosana e pectina, com extrato aquoso

de folhas de Pereskia aculeata como fonte de ferro. (MACIEL et al., 2020)

4 Metodologia

O trabalho experimental foi desenvolvido seguindo as etapas ilustradas
na Figura 5. Inicialmente foram caracterizadas a quitosana (Q) e o &cido
pirolenhoso destilado (APD) utilizados nestes estudos e na sequéncia foi
estudada a estabilidade da quitosana neste acido ao longo do tempo, parte deste
trabalho foi publicada em artigo (PORTO et al., 2021). A mucilagem de ora-pro-
nébis (MOPN) foi extraida de folhas de Pereskia aculeata e caracterizada. A
interacdo entre a mucilagem e a quitosana (Q/MOPN) foi estudada em sistema
solvente modelo, composto de solucédo de acido acético 2% (v/v) com 0,1% de
hidroquinona (m/v). Entéo o sistema Q/MOPN foi preparado em APD e estudado
em meio aquoso. Os filmes obtidos a partir dos sistemas poliméricos foram
caracterizados, visando seu potencial de aplicacdo na agricultura como

coberturas protetoras de plantas.
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Figura 5. Fluxograma simplificado da metodologia utilizada no

desenvolvimento do trabalho.

4.1 Materiais de partida

Os principais componentes dos sistemas em estudos serdo detalhados

nesta secdo, bem como os procedimentos de caracterizacgéo.

4.1.1 Quitosana

Para avaliagdo da estabilidade da quitosana em &cido pirolenhoso
destilado (APD) utilizou-se quitosana comercial produzida pela empresa Polymar
S/A. O grau de desacetilacdo desta quitosana foi determinado por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H') em um equipamento Varian,
modelo Innovate 300 MHz. Para tanto, a quitosana foi diluida em solucdo de
acido cloridrico a 1% (v/v) em agua deuterada. A quitosana foi lavada com agua
deionizada, seguido de lavagem com etanol absoluto e acetona e secagem em

dessecador para determinac&o da sua massa molar, realizada por viscosimetria,

30



em viscosimetro Canon Frenske, a 25 °C, em banho termostéatico Schott, modelo
CT52, utilizando como solvente solucdo tampao 0,3 mol-L! de &cido acético e
0,2 mol-L de acetato de sédio, na faixa de concentracédo de 0,1 a 2,0 g-L™.
Para os estudos envolvendo a adicdo de mucilagem de ora-pro-nobis foi
utilizada uma quitosana de alta pureza e baixo peso molecular, adquirida da
Sigma. O grau de desacetilacdo desta quitosana foi determinado por RMN de
'H, no mesmo equipamento descrito anteriormente, em acido acético deuterado

a 2% (v/v) em agua deuterada.

4.1.2 Acido pirolenhoso destilado

O &cido pirolenhoso de Eucalyptus grandis (APD) foi produzido em forno
experimental, na Embrapa Clima Temperado, através da coleta da fumaca
condensada durante a pir6lise de madeira de Eucalyptus grandis, seguindo
recomendacdes técnicas para obtencéo de acido pirolenhoso para uso agricola.
(CAMPOQOS, 2018) Posteriormente foi destilado a vacuo, em rotaevapor Buchi,
modelo R-114, para uso nos experimentos (PORTO et al., 2019).

O APD foi caracterizado quanto ao pH, em equipamento Orion, modelo
EA940, quanto a densidade, em densimetro de vidro, e quanto a concentracao
de fenais totais pelo método de Folin Denis, utilizando acido tanico da Sigma
como padréao para curva de calibragédo, na faixa de concentragdo de 0,4 a 10
mg-L*. (AOAC, 1970)

4.1.3 Mucilagem de ora-pro-nobis

As folhas de ora-pro-ndbis, cultivar Pereskia aculeata, foram colhidas
entre marco e maio de 2021 na Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, para
obtencdo da mucilagem. As folhas foram secas em estufa com circulagao de ar
a 60 °C, moidas, em moinho de facas, e armazenadas em dessecador.

Os reagentes utilizados no processo de extracao foram etanol absoluto e
acido acético, da marca Sigma. Nas analises posteriores foram utilizados 4gua
deuterada, acido acético deuterado, acido fosforico e albumina bovina da marca
Sigma, acido sulfarico e azul brilhante de Comassie G-250 da Vetec e fenol da
Merck.
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O processo de extracdo foi baseado nas metodologias descritas por
Martin e colaboradores (2017) e Lima e colaboradores (2013). Seis gramas de
folhas de ora-pro-nobis, secas e moidas, foram deixadas durante a noite em 100
mL de agua ultrapura, entre 2 e 8 °C. No dia seguinte, o material foi agitado, em
homogeneizador horizontal, por 1 hora e centrifugado, em centrifuga Sorvall,
modelo RC-5B, durante 30 minutos a 15000 rpm entre O e 4 °C.

O sobrenadante foi reservado e o residuo foi extraido novamente com 100
mL de agua ultrapura, seguindo os mesmos passos da etapa anterior. Ao final
do processo o residuo foi descartado e o sobrenadante dos dois ciclos de
extragdo foram misturados. A mucilagem bruta foi precipitada deste
sobrenadante pela adicdo de volume equivalente a trés partes de etanol
absoluto. Foi deixado em repouso durante a noite, sob refrigeracéo, entre 2 e 8
°C, para completa precipitagcdo da mucilagem do meio. A mucilagem bruta foi
separada por filtracdo em membrana de nylon 0,45 um e seca em estufa com
circulacao de ar (Shel Lab, modelo 1350FX) a 40 °C. O material foi moido em
moinho de méao, IKA, modelo All basic, peneirado em peneira de 60 mesh, e
acondicionado em dessecador.

De acordo com Martin e colaboradores (2017) a mucilagem obtida por
este processo de extracdo apresenta alguns materiais insolaveis como fibras. A
fim de elimina-los, a mucilagem bruta foi diluida em agua ultrapura sob agitacao
e aquecimento até temperatura maxima 40 °C, por 1 hora. O material ndo soltvel
foi removido do meio por centrifugacédo a 15000 rpm entre 0 e 4 °C, por 30
minutos, de forma que apenas a fracdo soluvel em agua, mucilagem de ora-pro-
nébis purificada (MOPN), foi utilizada para todos os experimentos neste trabalho.
O processo esta ilustrado simplificadamente na Figura 6.

A solugdo contendo a MOPN foi acidificada com &cido acético, na
concentracéo final de 2 % (v/v), para prevenir a ocorréncia de fungos. Foi
preparada uma solugcdo mae com concentracdo de MOPN de 5% (m/v) para uso
nos estudos posteriores. Para as andlises de caracterizacdo realizadas em
material solido, a MOPN foi precipitada desta solucdo por adicdo de etanol
absoluto, seguido de filtracdo, secagem e moagem conforme descrito

anteriormente.
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Figura 6. Processo de extracdo e purificacdo da mucilagem de ora-pro-
nébis (MOPN).

Os carbohidratos totais presentes na MOPN foram dosados pelo método
do Fenol-acido. (DUBOIS et al., 1956). O método utiliza acido sulfurico para
promover a desidratacdo dos aclUcares que, na sequéncia, formam complexos
com o fenol, sendo dosados de acordo com a absorbancia da amostra em
comprimento de onda de 490 nm, contra uma curva padréo de glicose na faixa
de concentracdo de 1 a 20 mg-L™.

O teor de proteina foi determinado pelo método de Bradford (1976), no
gual o corante azul brilhante de Comassie G-250 se liga as proteinas da amostra
formando um complexo colorido com méximo de absor¢cdo em 595 nm. A
concentracéo de proteina foi determinada contra uma curva padréo de albumina
bovina na faixa de concentracéo de 0,25 a 10 mg-L™.

A composicdo de carbono, nitrogénio e hidrogénio foi realizada em
Analisador Elementar (CHNS) da Perkin EImer, modelo 2400SerieslI.

O teor de cinzas na MOPN foi dosado pelo método gravimétrico, em forno
Mufla a 550 °C. A presenca de minerais foi investigada por Espectroscopia de
fotoelétrons por Raios-X (XPS), realizada em um analisador Omicron (Concentric
Hemisferical Analyzer - CHA), utilizando radiagao Al/Ka com energia de 1486,6
eV. As amostras foram depositadas sobre fita de cobre em porta amostras de
molibdénio e transferidas sob atmosfera para a pré-camara. A camara foi

operada a 1x10° mbar. O espectro de varredura (Survey) foi obtido com uma
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energia de passagem de 50 eV e passo de 1 eV e as regides especificas de
interesse em uma resolucéo maior, energia de passagem de 10 eV e passo de
0,1 eV. A calibragéo da energia de ligacdo XPS foi realizada utilizando o pico
Cls em 284,8 eV como referéncia. Os espectros foram tratados com o Software
Casa XPS.

A massa molar polimérica da MOPN foi obtida por Cromatografia por
Exclusao de Tamanho (GPC) em equipamento Viscotek, com médulo GPCMax
VE-2001 e detector de indice de refragdo, em sistema aquoso, NaNOs 0,1 M,
com fluxo de 0,5 mL-min! e de temperatura de 35 °C. Sua morfologia foi avaliada
por Microscopia Eletrénica de Varredura em equipamento Shimadzu, Superscan
SSX-550, com voltagem de 15 kV. Para tanto a MOPN foi suspensa em acetona
e gotejada sobre substrato de silicio que foi fixado, com fita de carbono, ao porta
amostra, sendo recoberto com uma fina camada de ouro.

A estrutura quimica da MOPN foi caracterizada por Espectroscopia de
Infravermelho (FTIR) em equipamento da Shimadzu, modelo IRspirit, em pastilha
de KBr, e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e RMN de 3C em
equipamento Bruker, com campo de 7,5 Tesla. Para as analises de RMN as
amostras foram diluidas em agua deuterada, contendo acido acético deuterado
2% (VIv).

4.2 Avaliacdo da estabilidade do sistema quitosana/acido pirolenhoso

destilado a temperatura ambiente

A avaliacdo da estabilidade do sistema Q/APD em solucdo fornece
informacdes importantes para determinar se as caracteristicas apropriadas para
aplicacado deste sistema em plantas sdo mantidas ao longo do tempo de
armazenagem.

Os sistemas Q/APD foram obtidos por agitacdo até completa dissolucao
do polimero no APD puro, conforme descrito na patente do processo de
obtencdo de formulagcdo com capacidade fertilizante e fitoprotetora, formadora
de filmes e indutora de resisténcia em plantas. (CAMPOS et al., 2021) As
concentragdes finais de quitosana, 10 e 30 g-L*, foram estabelecidas com base

nos resultados obtidos por Porto e colaboradores (2019). Os sistemas foram
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armazenados por 4, 14 ou 30 meses, em frasco ambar, ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, 20 °C £ 5 °C.

Para comparacdo, foram também obtidos sistemas de mesma
concentracdo no momento de realizacdo das analises, denominados O (zero)
meés.

Os sistemas Q/APD, apoOs os diferentes tempos de armazenamento,
foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas, através de
determinacdo de condutividade, pH, analises reoldgicas, e estabilidade
estrutural, através de determinacdo de massa molar do polimero, determinacéo
dos compostos fendlicos, bem como por espectroscopias de ressonancia
magnética nuclear de 3C em estado soélido, infravermelho, ultravioleta-visivel e

fluorescéncia.

4.2.1 Propriedades fisico-quimicas dos sistemas aquosos

A caracterizacao fisico-quimica dos sistemas coloidais ocorreu por meio
de medidas de condutividade, pH e analise reoldgica dos sistemas aquosos. As
medidas de condutividade foram realizadas em condutivimetro lon, modelo DDS-
120W. O pH do APD e dos sistemas coloidais foram determinados em pHmetro
Orion, modelo EA940. A andlise reologica dos sistemas foi realizada em um
viscosimetro Brookfield modelo DVII+Pro com um spindle SC4-18. Todas as

medidas foram realizadas a 25 °C.

4.2.2 Caracterizagao estrutural

Para avaliar as alteracfes estruturais da quitosana, apds contato com o
APD, foram realizadas precipitagdes do polimero a partir de aliquotas obtidas
dos sistemas de 30 g-L?, com diferentes periodos de armazenamento. A
precipitacdo ocorreu por adicdo de hidroxido de amonio até pH 9,0, seguido de
filtracdo, lavagem até pH neutro e posterior secagem em dessecador até o
material atingir peso constante. Os polimeros precipitados obtidos a partir dos
sistemas Q/APD foram identificados como Q/APD-0, Q/APD-4, Q/APD-14 e
Q/APD-30, sendo o numero referente aos meses de armazenamento do sistema

coloidal original.
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Nos polimeros precipitados e na quitosana pura foi realizada analise de
ressonancia magnética nuclear de carbono em estado sélido (RMN de 3C) em
um espectrometro de banda larga Varian 400, com polarizacdo cruzada e
rotacdo da amostra segundo angulo magico (RMN *C CP/MAS) com sonda de
estado solido.

A determinacdo da massa molar dos polimeros precipitados foi realizada
por viscosimetria, em viscosimetro Cannon Frenske, a 25 °C, em banho
termostatico Schott, modelo CT52, utilizando como solvente solu¢do tampéo 0,3
mol-L! de &cido acético e 0,2 mol-L' de acetato de sédio, na faixa de
concentragdo de 0,1 a 5,0 g-L ™.

Os teores de fendis totais nos precipitados foram doseados conforme
descrito para o APD, dissolvidos em solucdo tampéo (0,3 mol-L* de &cido
acético e 0,2 mol-L* de acetato de s6dio) na concentragdo de 5,0 g-L™.

A quitosana e os precipitados foram avaliados no estado sélido por
espectroscopia no infravermelho por reflectancia difusa (FTIR-DRIFT) em
equipamento BOMEM MB-series, Hartmann & Braun Michelson. As medidas
foram obtidas com 64 varreduras numa regido de 500 a 4000 cm™.

Solucdes da quitosana e dos precipitados, dissolvidos em tampéo, na
concentragdo de 0,1 g-L?, foram analisadas em espectrofotbmetro Shimadzu,
modelo UV-1601PC, na faixa de comprimento de onda de 190 a 800 nm.

A espectroscopia de fluorescéncia foi realizada para acompanhar a
interacao entre APD e quitosana. Foram avaliados a quitosana e os precipitados,
dissolvidos em tampé&o na concentracdo de 2 g-L%, e o APD puro. Os espectros
3-D foram obtidos em um Fluoromax-4 (Horiba, Jobin Yvon) com comprimento
de onda (A) de excitagao variando de 250 a 700 nm, com incremento de 10 nm,
e A de emissdo variando de 260 a 800 nm, com incremento de 2 nm, a 25 ° C.
Apés determinar a intensidade maxima, os espectros 2-D foram obtidos para

cada sistema.
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4.3 Influéncia do tempo de armazenagem nas propriedades
fotoprotetoras e mecéanicas de filmes obtidos a partir do sistema
Q/APD

Para estudar a influéncia do tempo de armazenamento dos sistemas nas
propriedades fisico-quimicas do filme, foi conduzido um ensaio de
envelhecimento acelerado. O sistema Q/APD na concentragdo de 30 g-L? foi
preparado por agitacao até completa dissolugcéo do polimero, acondicionado em
frasco a&mbar e colocado em estufa com circulagédo forcada de ar a 60 °C. Em
diferentes tempos, foram retiradas amostras deste sistema nas quais foram
determinadas as propriedades reoldgicas a fim de se obter comparacdo com os
tempos de armazenamento do experimento anterior (a temperatura ambiente).
Para a amostra equivalente ao tempo de 14 meses de armazenamento a
temperatura ambiente foram preparados filmes por casting para avaliar o efeito
do envelhecimento do sistema nas propriedades mecanicas e fotoprotetoras,
propriedades importantes para o uso do filme como cobertura de plantas. Para
comparacao, também foi preparado filme a partir do sistema sem
envelhecimento.

Para exemplificar a formacé&o da cobertura protetora em plantas, plantas
de soja foram pulverizadas com o sistema Q/APD, conforme recomendacéo
descrita por Pereira e colaboradores (2022). As folhas foram coletadas e
passaram por processo de fixacdo com vapor de ésmio conforme descrito por
Kitajima & Leite (1999). Apos foram fixadas com fita de carbono no porta
amostras e recobertas com uma fina camada de ouro, em equipamento Sanyu
Electron, modelo SC-701, operando com corrente de 10 mA por 2 minutos. A
analise por MEV ocorreu em microscépio eletrdnico Shimadzu SS550, com
voltagem de 15 kV.

Para analise das propriedades fotoprotetoras os filmes foram depositados
por casting na lateral interna de uma cubeta de quartzo e avaliados no
ultravioleta e visivel, na faixa de comprimento de onda de 190 a 800 nm, em
espectrofotdbmetro Bel, modelo UV-M51.

Para as analises de topografia e propriedades mecanicas por microscopia
de forca atdbmica (AFM), foram preparados filmes finos por casting sobre

substrato de silicio. Para estas determinagdes foi utilizado um microscopio Park,
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modelo NX10, equipado com o software SmartScan versédo 1.0.RTM13c2020-1.
As imagens topograficas e os dados de energia de adeséo, forca de adesao e
energia de dissipagdo foram adquiridos simultaneamente utilizando o modo
PinPoint Nanomecéanico. As medidas nanomecéanicas foram conduzidas
utilizando uma ponteira de silicio de alta frequéncia (TAP300-G Budget Sensors),
com frequéncia de ressonancia nominal de 300 kHz e constante de forca de 40
N/m. O médulo de Young foi obtido a partir da analise de 5 regides diferentes de
cada filme. Todas as medidas foram feitas em temperatura ambiente de 21 £ 5
°C e umidade relativa de 55 + 10%. As imagens foram tratadas off-line utilizando
o software XEI versao 4.3.4Build22.RTM1.

4.4 Estudo dos sistemas compostos por quitosana e mucilagem de ora-
pro-n6bis (MOPN)

O sistema solvente proposto para este estudo, acido pirolenhoso destilado
(APD), é uma solucdo aquosa acida, complexa, rica em compostos fendlicos
(PORTO et al., 2019). Para avaliar as possiveis interacdes deste sistema com a
mucilagem de ora-pro-nobis, foram primeiramente estudadas as interacdes entre
a quitosana e a mucilagem em sistema solvente modelo, de menor
complexidade, composto por solucdo de acido acético (AA) 2% (v/v) em agua,
com hidroquinona (HQ), um dos compostos fendlicos presente no APD, na
concentracdo de 0,1% (m/v), semelhante ao teor de fendis totais deste &cido. A
hidroquinona e o acido acético p.a. foram adquiridos da Sigma. O esquema de
obtencdo dos sistemas Q/MOPN em solvente modelo (AA/HQ) ou em APD é
ilustrado na Figura 7.

As interag6es quimicas entre as espécies constituintes do sistema foram
avaliadas por RMN de 13C e RMN de 'H. Foram preparadas solucdes contendo
MOPN e hidroquinona; quitosana e hidroquinona; quitosana, MOPN e
hidroquinona; bem como cada constituinte isolado, em D20 contendo 2% (v/v)
de &cido acético deuterado.

Para o estudo em solvente modelo (AA/HQ), foi preparada uma solucao
mae de quitosana 2% (m/v) e foram preparados sistemas com concentracdes de
1%, 0,5%; 0,3% e 0,1% (m/v) de quitosana, com concentracao fixada em 0,05%
(m/v) de MOPN. As concentracdes reais das solucbes méae de quitosana e
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MOPN foram determinadas a fim de que a exata concentracdo dos polimeros
fosse mantida em cada sistema. Para tanto uma aliquota de solucéo foi seca a
60 °C em estufa até peso constante e a massa do polimero na solucao foi
determinada. A adicdo de MOPN a solucéo de quitosana ocorreu lentamente sob
agitacao constante, apds o sistema permaneceu em agitacao por 15 minutos. Os
filmes foram obtidos por casting vertendo 25 mL dos sistemas, em placas de
polietileno de 24 cm?. Os filmes foram analisados por FTIR, em equipamento da
Shimadzu, modelo IRspirit, em pastilha de KBr para verificar interacdes entre os
polimeros. A morfologia da superficie dos filmes foi avaliada por MEV em
Microscopio Eletronico de Varredura JEOL JSM 6060 com voltagem de 15 kV.
As amostras foram previamente recobertas com uma fina camada de ouro em
equipamento Sanyu Electron, modelo SC-701, operando com corrente de 10 mA

por 2 minutos.
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Figura 7. Esquema de preparo dos sistemas quitosana/mucilagem de ora-

pro-nobis.

Os sistemas coloidais com quitosana e mucilagem em APD
(Q/MOPN/APD) foram preparados como descrito anteriormente para estudo em
solvente modelo, utilizando o &cido pirolenhoso destilado puro como solvente. A
concentracdo de quitosana foi fixada em 1% (m/v) e a concentracdo de MOPN
adicionada foi de 0,05% ou 0,5% (m/v). Em paralelo com as avaliacbes do
sistema Q/MOPN em APD foram realizadas avaliagdes, nas mesmas condi¢des
e concentracdes, em solvente modelo (Q/MOPN/AA/HQ) para comparacao. As
propriedades reologicas dos sistemas, a 25 °C, foram avaliadas em viscosimetro
LV DV-1I+Pro Brookfeild, com spindle SC4-28.
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O angulo de contato destes sistemas em relacdo a folha de soja foi
determinado a 25 °C. Para tanto uma parte da folha foi fixada em lamina de vidro,
com fita dupla face. Para as medidas 9 pyL de amostra foi pingado sobre a folha
e 0 angulo de contato foi medido durante 60 segundos, em tensidmetro Attension
com camera de captura de imagens a 20 Frames por segundo. O resultado é
expresso como a média e desvio padrao das medidas ao longo do tempo de
andlise.

Foi determinada a tensédo superficial destes sistemas através do método
do peso da gota adaptado conforme proposto por Behring e colaboradores
(2004). Foi utilizado uma bureta acoplada a um erlenmeyer para determinar a
massa de 10 gotas amostra, a 20 °C. A massa de 10 gotas de agua foi
determinada como referéncia para efetuar os célculos de tenséo superficial das
amostras. O intervalo entre as gotas foi fixo e as medidas foram realizadas em
triplicata. (BEHRING et al, 2004; NETO et al, 2009)

Para investigar as propriedades fotoprotetoras dos filmes obtidos a partir
dos sistemas coloidais compostos por quitosana e mucilagem os mesmos foram
depositados por casting, diretamente na lateral interna da cubeta de quartzo.
Para avaliacdo da topografia e das propriedades mecanicas por AFM, os
sistemas coloidais foram depositados sobre substrato de silicio. Estas analises
foram realizadas conforme detalhado na secéo 4.3.

Para avaliar a liberagdo de fendis, foram obtidos filmes autosuportados
por casting a partir de sistemas com concentracdo determinada de compostos
fendlicos. Pequenos pedacos do filme foram pesados e imersos em 5 mL de
agua ultrapura e a liberacdo de fenois da matriz polimérica foi avaliada através
da intensidade de absorbancia em 270 nm em intervalos de tempo de até 460
minutos. O teor total de fendis liberado foi dosado no final do experimento
segundo a metodologia de Folin-Denis ja descrita anteriormente.

A comparacdo dos resultados quantitativos durante o trabalho,
apresentados como média e desvio padrao, foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) e teste de médias (Tukey), a 5% de significancia, com auxilio
do software Sisvar (FERREIRA, 1999).
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5 Resultados e discussao

5.1 Caracterizacao estrutural dos materiais de partida

Serdo apresentadas a seguir os resultados da caracterizagcdo das

matérias-primas utilizada nesta tese.

5.1.1 Quitosana

A massa molar e o grau de desacetilacdo da quitosana variam de acordo
com a fonte da quitina e com o processo utilizado para sua obten¢céo. (MUJTABA
et al., 2019; SOARES et al., 2017)

A partir da andlise de RMN de 'H é possivel calcular o grau de
desacetilacdo (GD) da quitosana de acordo com a equacao: (LEE et al., 2013)

(IHg/3) (1)

GD=100%x |1 — ———
[ (Inp-ny/6)

onde I4g corresponde ao valor da integral dos hidrogénios do grupo
acetamida (CHs), em 1,9 ppm, e I4p-+f € @ Soma das integrais dos picos na regido
de 4,0 a 3,3 ppm, correspondendo aos hidrogénios c,d,e,f e do pico em 2,9 ppm
gue corresponde ao hidrogénio b do anel glucosamino. O pico referente ao
hidrogénio da posicao a esta em 4,6 ppm, parcialmente encoberto pelo pico da
agua. O grau de desacetilacao calculado foi de 92% para quitosana da Polymar
(Figura 8 a) o que implica em elevada interacao entre cadeias, em estado solido.
Para a quitosana da Sigma (Figura 8 b) o valor foi de 84% de grau de

desacetilacédo, o que esta de acordo com o informado pelo fabricante, = 75%.
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Figura 8. a) Espectro de RMN H da quitosana Polymar em D20/HCI 1%
v/v. b) Espectro de RMN 'H da quitosana Sigma em D20O/CDsCO:2D 2% V/v.

A quitosana da Polymar, utilizada nos experimentos descritos em 4.2 e

4.3, teve sua massa molar determinada por medidas de viscosidade em solucdes

com diferentes concentragbes do polimero. Por extrapolacdo da viscosidade

reduzida para concentracdo zero, foi possivel obter a viscosidade intrinseca, a

partir da qual se pode calcular a massa molar através da equacédo de Mark-
Houwink-Sakurada: (KASAAI, 2007)

In] = KM® 2)

onde [n] é a viscosidade intrinseca e K e a sdo constantes viscosimétricas,
gue para as condicdbes do experimento, sdo 76.10° dL-g! e 0,76,
respectivamente. (KASAAI, 2007) A massa molar média determinada para a
quitosana da Polymar foi 14,64 + 0,02 kDa, sendo considerada de baixa massa
molar, por estar na faixa de até 150 kDa. (WONG, 2009) A quitosana da Sigma
adquirida para os experimentos com a mucilagem também € de baixa massa
molar, entre 50 e 190 KDa, segundo o fabricante. A utilizacao de quitosana com
essa faixa de massa molar permite a obtencdo de sistemas menos viscosos e

de facil aplicacéo.
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5.1.2 Acido pirolenhoso destilado

O &cido pirolenhoso coletado durante a queima da madeira para producao
de carvdo vegetal, para ser utilizado com seguranca e maior eficiéncia na
agricultura, deve obedecer a critérios de coleta e producéo especificos para esta
finalidade. Dentre os parametros de controle de qualidade recomendados, o pH
deve estar na faixa de 2,0 a 3,7 e a densidade a 20 °C deve ser superior a 1,005
g-mL1. (CAMPQOS, 2018)

O &cido pirolenhoso de Eucalyptus grandis obtido na unidade
experimental da Embrapa Clima Temperado, apos sua destilacdo, apresentou
pH de 2,73 e densidade a 20 °C de 1,003 g-mL, atendendo as recomendacdes
de Campos (2018). A densidade pouco abaixo do recomendado se deve ao
processo de destilacado realizado que leva a perda de uma parte dos compostos
organicos constituintes do acido pirolenhoso. Os principais compostos presentes
no &cido pirolenhoso de Eucalyptus grandis destilado (APD) sdo compostos
fenolicos. (PORTO et al., 2019)

O conteldo de fendis totais do APD foi de 1255 + 29 mg-L™1, expresso em
equivalentes de acido tanico. Os fendis estdo entre os compostos do acido
pirolenhoso responsaveis por suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e de promocao de crescimento das plantas. (GREWAL et al., 2018) Além do tipo
de madeira utilizada na queima, o processo de pirdlise também influencia na
composicdo quimica e nas caracteristicas do acido pirolenhoso. (ZHAI et al.,
2015)

5.1.3 Mucilagem de ora-pro-nobis

5.1.3.1 Rendimento das extracdes

Com o método de extracdo descrito neste trabalho obteve-se um
rendimento de 7,25% * 0,2% (m/m) de mucilagem bruta a partir de folhas secas
de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata). Apés a etapa de purificagdo da mucilagem,
foi recuperado 59% em massa, logo, o rendimento de MOPN final foi em torno
de 4,28% (m/m).
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Lima Jr (2011) obteve um rendimento de 0,65 % no processo de extracao
de mucilagem usando folhas frescas e extracdo a quente, seguido de purificacéo
em leito de carvao ativado. J& Martin (2015) usou um método de purificacdo
prévio das folhas verdes para remocdo de pigmentos e lipideos, seguido de
extracdo a temperatura ambiente e a mucilagem foi purificada por dissolucéao,
separacao da fracao insolluvel e precipitacdo com etanol, obtendo um rendimento
de 1,6 % (m/m).

Neste trabalho utilizou-se etapa de purificacdo, apés a extracdo da
mucilagem, semelhante a Martin (2015) e optou-se por utilizar as folhas secas
para extracdo pela maior facilidade de estocagem da matéria prima. Lucca
(2017) também utilizou folhas secas para extracdo da mucilagem de ora-pro-
nébis e obteve rendimento de 0,50% (m/m), com processo de extracdo similar
ao de Lima Jr (2011), porém utilizando purificacdo com peroxido de hidrogénio
ao invés de carvao ativado. As diferencas no processo de extracao e purificacdo
podem ser responsaveis pelo maior rendimento observado no nosso trabalho
Aliado a isto, o tempo que as folhas secas e moidas foram deixadas em contato
com o solvente, antes da extragdo, pode ter promovido uma melhor hidratagc&o

das cadeias poliméricas e consequentemente maior liberacdo da mucilagem.

5.1.3.2 Composicao quimica da MOPN

A MOPN obtida neste trabalho apresentou teor de umidade de 6% (m/m),
sendo o teor de carboidratos totais de 41,16 + 9,20% (m/m), de proteina de 5,87
+ 0,22% (m/m) e de cinzas de 17,88 + 4,04% (m/m), expressos em base seca. A
mucilagem de Pereskia aculeata obtida por Lima e colaboradores (2013)
apresentou 13,45% de umidade, 46,88% (m/m) de carboidratos totais e 10,47%
(m/m) de proteina, 42,54% de cinzas e presenca de minerais como Ca, K, P, Mg,
S e Fe. Martin e colaboradores (2017) obtiveram um teor de umidade de 9%,
48,3 % (m/m) de carboidratos totais, 18,8 % (m/m) de proteina, 16% de cinzas e
valores que variaram entre 0,001 e 2 % (m/m) de zinco, fosforo, manganés, ferro,
célcio, potdssio, magnésio e sodio, na mucilagem obtida a partir de folhas verdes
de ora-pro-nébis. Sendo todas as porcentagens expressas em base seca, exceto
o teor de umidade. As diferencas encontradas na literatura para a composicao

da mucilagem podem ser atribuidas a diferentes fatores como as condi¢des de
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cultivo, a época diferente de colheita ou mesmo a regido de cultivo da planta,
gue podem influenciar na composi¢cao quimica das folhas e, consequentemente,
da mucilagem extraida. As diferencas no processo de obtencéo e purificacao da
mucilagem também podem influenciar na sua composicdo quimica.
(CONCEICAO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019)

A guantificacdo dos metais presentes na MOPN obtida neste trabalho foi
realizada através da analise de XPS, com a consequente quantificacdo dos picos
encontrados no Survey, levando-se em consideracao as areas dos picos e seus
fatores de sensibilidade atébmica. Foi possivel identificar a presenca de calcio,
potassio e magnésio. Os picos utilizados na quantificacéo foram o 2p para célcio
e potassio e 0 2s para 0 magnesio. As porcentagens atbmicas sao apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Percentagens atbmicas de metais obtidas por XPS na MOPN.

Composto Percentagem atdmica (%)
Calcio 1,26
Potassio 2,61
Magnésio 6,09

A andlise elementar da MOPN, por CHN, revelou 27,97% de carbono,
4,61% de hidrogénio e 0,9% de nitrogénio em massa, uma proporcao de
aproximadamente 1 carbonos para 2 hidrogénios, o0 que € consistente com uma
cadeia de polissacarideos, estrutura genérica Cn(H20)n. A porcentagem de
nitrogénio é coerente com o teor determinado de proteina, visto que para a
maioria dos alimentos o nitrogénio representa aproximadamente 16% da
proteina; também reforca a presenca deste composto na estrutura do
polissacarideo, o que esta de acordo com a descricdo de mucilagem desta planta
encontrada na literatura. (MORAES et al., 2019) Oliveira (2019) também
encontrou para a mucilagem extraida de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) a
mesma propor¢ao entre carbonos e hidrogénios observada neste experimento,
porém com uma propor¢gdo maior de nitrogénio, o dobro da observada neste
trabalho.

A morfologia da MOPN (Figura 9) apresenta particulas homogéneas

parcialmente cristalinas e de tamanho regular. Oliveira (2019) observou uma
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estrutura semelhante, compacta, praticamente sem poros ou rugosidade, para a

mucilagem extraida desta planta.

Figura 9. Imagem de microscopia eletronica de varredura da MOPN. Em
a) aumento de 50X e em b) de 3000x.

5.1.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas da MOPN
A massa molar da MOPN foi determinada por GPC. Os dados de massa
molar ponderal média (Mw) e massa molar numérica média (Mn) s&o

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados da anélise de GPC para a MOPN.

Pico Mw (Da) Mn (Da) Mw/Mn
1 33.630 15.009 2,2
2 840 758 1,1
3 145 139 1,0

Observa-se a presenca de trés picos identificados em tempos de eluigéo
diferentes. O primeiro pico observado pode ser atribuido a mucilagem extraida,
complexo arabinogalactana-proteina de massa molar ponderal média 33,63
KDa, visto que os dados de composi¢cdo quimica demonstram a presenca de
proteina além de carboidrato na composicdo da MOPN. Os outros picos
observados podem ser atribuidos a fracbes de polissacarideos. (PAULA &
RODRIGUES, 1995) A relacdo entre a massa molar ponderal e a massa molar
numérica em torno de 2 indica que a mucilagem obtida € polidispersa. Martin
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(2015) também obteve mucilagem de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) com
caracteristicas similares, porém com massa molar ponderal média de 7,6.10° Da,
maior do que a encontrada neste trabalho. O complexo arabinogalactana-
proteina, extraido de plantas, pode apresentar uma ampla faixa de massa molar
de 10%a 107 g-mol. Isto ocorre devido a variagées na composicdo quimica das
folhas das plantas que dependem de fatores de cultivo, bem como diferencas
nos métodos de extracdo deste complexo. (SAEIDY et al., 2021; MARTIN, 2015)
No espectro de FTIR da MOPN (Figura 10) sdo observadas bandas
semelhantes as descritas na literatura. (CONCEICAO, 2013; MERCE, 2001) Em
3396 cm observa-se deformacdes axiais do estiramento da ligacdo O-H dos
monossacarideos que constituem a arabinogalactana. A deformacéo axial de N-
H também ocorre nesta regido ficando encoberta, visto que a andlise de
proteinas indica a presenca destes compostos na mucilagem. Em 2938 cm™
temos a presenca de banda do estiramento assimétrico C-H, do grupo CHz.
As bandas de amida, caracteristicas de proteinas, ocorrem na regiao de 1700 a
1500 cm* e devem estar sobrepostas a banda da carboxila de acidos urdnicos
gue podem estar presentes na estrutura da mucilagem. Os acidos urdnicos
apresentam picos caracteristicos ao redor de 1658 cm, associado a ocorréncia
de uma banda em aproximadamente 1440 cm™, das vibracdes C-OH e C-CH,
caracteristico de mucilagens vegetais. As vibracdes de estiramento do anel
piranose, presente na estrutura da arabinogalactana, ocorrem entre 1300 e 1000
cm?. Sobreposta a essas bandas, ao redor de 1050 cm, ocorre a banda
atribuida ao estiramento da ligacao C-O, de C-O-C, caracteristica de glicosideos.
(BRANCO et al., 2011; CONCEICAO et al., 2013; MERCE et al., 2001)
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Figura 10. Espectro de FTIR da MOPN.

No espectro de **C RMN (Figura 11) observamos picos na regido entre
60 e 110 ppm, tipicos das ligacdes glicosidicas. Segundo Martin (2015), os picos
observados em 104,2, 72,8, 74,6, 78,1, 76,8 e 60,6 ppm podem ser atribuidos,
respectivamente, aos carbonos 1; 2; 3; 4; 5 e 6 (Figura 11) de 1,4-B-
galactopiranose, principal monossacarideo da cadeia da arabinogalactana. A
visualizacdo de outros picos, como 0s carbonos de outros monossacarideos,
presentes em menor proporcao, ficou dificultada pela proximidade de sinais e
pela baixa razéo sinal/ruido. Em 167,3 ppm pode ser observado deslocamento
do grupo COO de acido galacturénico, indicando sua presenca na estrutura da
mucilagem obtida. (MARTIN, 2015) Os deslocamentos observados em 176,7 e

19,5 ppm sao referentes ao acido acético deuterado utilizado no preparo da
amostra.
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Figura 11. Espectro de RMN 3C da MOPN.

No espectro de 'H RMN da MOPN, apresentado na Figura 12, observa-
se na regido de 3,5 a 3,8 ppm picos caracteristicos de H de anéis glicosidicos
dos carbonos nas posi¢des 2, 3, 5 e 6 da galactopiranose. Em 4,5 ppm observa-
se 0 pico do hidrogénio ligado ao carbono da posicdo 1 e, em 4,1 ppm, do
hidrogénio ligado ao carbono na posicéo 4. O pico em 2 ppm pode ser atribuido
ao grupo acetil do acido a-D-galacturonico. (MARTIN, 2015) Os picos
observados em 1,1 ppm e 8,2 ppm podem ser atribuidos, respectivamente, aos
hidrogénios de cadeias saturadas e hidrogénios ligados a nitrogénio de amidas
de proteinas presentes na estrutura da mucilagem. (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000)
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Figura 12. Espectro de 'H RMN da MOPN.

Os resultados obtidos na analise de composicdo quimica e na
caracterizacdo estrutural indicam que a mucilagem extraida neste trabalho é
similar a descrita na literatura para o ora-pro-noébis, espécie Pereskia aculeata,
majoritariamente composta por polissacarideo, arabinogalactana tipo I, com a

presenca de proteina e de minerais em sua estrutura.

5.2 Avaliacdo da estabilidade dos sistemas quitosana/APD

Neste capitulo serdo discutidas as mudancas nas propriedades fisico-
guimicas dos sistemas aquosos contendo Q/APD, submetidos a diferentes
tempos de armazenamento a temperatura ambiente, bem como as
caracteristicas mecanicas dos filmes formados a partir desse sistema, apos seu

envelhecimento acelerado.
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5.2.1 Influénciado tempo de armazenamento, atemperatura ambiente, nas
propriedades fisico-quimicas e estruturais dos sistemas Q/APD

O pH dos sistemas Q/APD ficou estavel durante o periodo de
armazenamento estudado, em comparacdo com o tempo inicial de preparo,
estando entre 3,55 e 3,52 (a 25 °C), para a concentracdo de 10 g-L*! de
guitosana, e na faixa de 4,18 a 4,16, para 30 g-L1. A condutividade dos sistemas
de menor concentracgéo ficou entre 2,42 e 2,04 mS-cm™ (a 25 °C) e, para os de
maior concentragdo, esteve entre 5,98 e 5,34 mS-cm* durante todo periodo
estudado. Foi observada a diminuicdo nos valores de condutividade com o
aumento do tempo de armazenamento, que pode ser atribuida a agregacéo das
espécies ibnicas presentes, formando estruturas complexas. A interacdo entre
0s grupos *NHs e os grupamentos OH dos compostos fendlicos presentes no
APD reduz a mobilidade ibnica. Nossos resultados vdo ao encontro dos
resultados obtidos por Liudvinaviciute e colaboradores (2019) para interacao
entre quitosana e acidos fendlicos. (LEONES et al., 2017; LIUDVINAVICIUTE et
al., 2019)

O comportamento reolégico para os sistemas com 30 g-L* de quitosana
em APD, apés diferentes tempos de armazenamento, a temperatura ambiente
(20 °C £ 5 °C), é apresentado na Figura 13. Observa-se a reducéo da inclinagédo
da reta com o tempo de armazenamento. Outro aspecto interessante € que as
curvas de carga e descarga se sobrepdem, ou seja, 0s sistemas ndo apresentam
histerese, demostrando um comportamento independente do tempo. Nossos
resultados diferem de Owczarz e colaboradores (2018), que descreveram o
comportamento das solugdes aquosas de quitosana como tixotropico. Entretanto
nossos resultados sdo semelhantes ao observado por Soares e colaboradores
(2017) em solucbes formuladas com quitosana e acido latico. (OWCZARZ et al.,
2018; SOARES et al., 2017)
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Figura 13. Tensao versus taxa de cisalhamento para os sistemas Q/APD,
com concentracdo de 30 g-L?, em diferentes tempos de armazenamento na
temperatura de 20 °C £ 5 °C.

As curvas foram analisadas ajustando-se os dados com a equacao de
Herschel (equacao geral da reologia): (WU et al., 2016)
o=0y+K.y" 3

onde o é a tensdo de cisalhamento, oo é a tenséo inicial de cisalhamento,
y € a taxa de cisalhamento, K é o indice de consisténcia (relacionado com a
estrutura do material) e n é o indice de comportamento do fluido ou indice de
escoamento (relacionado com a estabilidade mecéanica). (WU et al., 2016) Os

valores de K e n para o sistema Q/APD séo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros reoldgicos dos sistemas de Q/APD na temperatura

de 25 °C.
Concentracao Tempo de K (mPa-s) n R?
(g-LY) armazenamento
(meses)
10 0 743+238 0,90+0,06 0,99
10 4 1,48+0,72 1,14+0,10 0,99
10 14 1,12+0,93 1,18+0,17 0,98
10 30 155+1,13 1,04+0,15 0,98
30 0 18,70+1,60 0,99+0,02 1,00
30 4 7,72+160 1,00+0,04 1,00
30 14 756+1,43 0,98+0,04 1,00
30 30 3,80+2,10 1,01+0,21 0,99

Os sistemas Q/APD n&o apresentam tensao inicial de cisalhamento (oo =
0) e os valores de n ficam préximos de 1, indicando um comportamento de fluido
newtoniano, que ndo se altera durante o periodo de armazenamento estudado.
A comparacdo entre sistemas Q/APD envelhecidos, em ambas as
concentracfes, mostra que a variacao de K é significativa (a=0.05) a partir de 4
meses de armazenamento, em relacdo as amostras recém preparadas, 0 que
deve estar associado a modificagdes na interacdo do polimero com o solvente,
pois a massa molar, determinada em solucdo tampdo, ndo se altera
significativamente neste periodo. As alteracBes estruturais serdo discutidas na
secdo 5.2.2. ApGs 4 meses, ndo ha variacdo significativa entre os valores de K
(a=0,05) para os sistemas com concentracdo de 10 g-L*, porém as viscosidades
obtidas para estes sistemas estdo proximas ao limite de detec¢cdo da sonda
(spindle) utilizada (1,5 mPa-s). Para os sistemas com concentracédo de 30 g-L,
ndo se observa variagdo significativa entre 4 e 14 meses, porém aos 30 meses
K diminui significativamente. A queda no valor da viscosidade com o tempo pode
ser atribuida a modificagdes na interacdo com o solvente (APD) e/ou a hidrdlise

da quitosana em meio acido. (CHEN et al., 2009)
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Deve-se considerar ainda que nos sistemas mais concentrados o maior
namero de macromoléculas do polimero em solucdo, que interagem entre si,
pode levar a uma menor queda na viscosidade observada entre 4 e 14 meses
de armazenamento ou, ainda, o fato de que a maior concentracdo de polimero
favorece a interacéo entre fragmentos de cadeia 0 que competiria com processos
de degradacéo. (CHEN et al., 2009; WU et al., 2016)

Por outro lado, a viscosidade dos sistemas de quitosana ndo €
influenciada apenas pela concentragdo do polimero, mas também pela
concentracdo e natureza da solugdo acida utilizada na sua solubilizacdo; a
interacdo entre quitosana e os componentes do sistema solvente atuam sobre a
densidade de carga do polimero, influenciando nas interacdes inter e
intramoleculares pré-existentes e consequentemente na viscosidade. (LAKEHAL
et al., 2019; NGUYEN et al., 2008)

5.2.2 Modificagdes estruturais dos sistemas Q/APD

Para avaliar as alteracfes sofridas pela quitosana, causadas pelos
componentes do solvente (APD) ao longo do tempo, os sistemas coloidais
correspondentes aos diferentes tempos de armazenamento foram
desestabilizados com soluc&o de hidroxido de aménio de modo que o polimero
separasse do meio solvente.

O espectro de RMN de 3C de estado sélido da quitosana purificada, com
seus picos caracteristicos, € mostrado na Figura 14; os deslocamentos quimicos
dos carbonos a, b, c, d, e, f das unidades glicosidicas encontram-se na regido
entre 50 e 110 ppm. Pode-se observar a desacetilacdo incompleta da quitosana
pela presenca dos picos em 22,7 ppm correspondente ao carbono da metila do
grupo acetamida (h) e do pico em 173,5 ppm da carbonila do grupo acetila (g).
(CHEN et al., 2017) Nos polimeros precipitados a partir dos sistemas Q/APD nos
diferentes tempos de armazenamento (Q/APD-0, Q/APD-4, Q/APD-14 e Q/APD-
30), observa-se um deslocamento do sinal referente a metila do grupo acetamida
para menores valores, que pode estar relacionado a maior blindagem deste
carbono pela presenca de compostos na sua vizinhanca. O sinal referente a
compostos fendlicos do APD é esperado na regidao entre 110 e 175 ppm. Nos

sistemas precipitados observa-se nessa regido um alargamento do pico, que
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pode corresponder ao sinal de carbono de fendis junto ao grupamento carbonila

do grupo acetil do polimero.
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Figura 14. RMN de estado sélido de '*C da quitosana (Polymar) e dos
polimeros Q/APD-0, Q/APD-4, Q/APD-14 e Q/APD-30.

A massa molar dos polimeros precipitados a partir dos sistemas ap0s 0s
diferentes tempos de armazenamento (Q/APD-0, Q/APD-4, Q/APD-14 e Q/APD-
30) foi determinada por viscosimetria da mesma forma que para a quitosana
pura, em solucdo tampéao 0,3 mol-L* de acido acético e 0,2 mol-L* de acetato
de sddio. Os valores de massa molar viscosimétrica obtidos estdo descritos na
Tabela 4.
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Comparado com a massa molar viscosimétrica da quitosana pura (14,64
kDa), a massa molar viscosimétrica do polimero recuperado do sistema sem
armazenamento (Q/APD-0) aumenta. Isto pode ocorrer devido as ligacfes
intermoleculares e/ou formacdes de complexos que podem ser promovidas pelo
APD. (LIUDVINAVICIUTE et al., 2019; WANG et al., 1991)

O teor dos compostos fendlicos ligados a quitosana (Tabela 4) aumenta
com o tempo de armazenamento provavelmente pelo aumento do tempo de
contato entre a quitosana e o APD. Os compostos fendlicos sdo importantes por
agregarem propriedades funcionais ao polimero, pois sdo antioxidantes e
antimicrobianos. (MA et al., 2011; SOUZA et al.,, 2018) Wu e colaboradores
(2016) ligaram covalentemente acido géalico a cadeia da quitosana para obter
flmes com propriedades antioxidantes e antimicrobianas para uso em
embalagens de alimentos. (KADAM et al., 2018; LIUDVINAVICIUTE et al., 2019;
WU et al., 2016)

A variacdo da massa molar do polimero néo € significativa (a=0,05) até 4
meses de armazenamento. A partir de 14 meses, ha uma diminuicao significativa
da massa molar, atribuida a hidrdlise da quitosana promovida pelo meio acido.
(CHEN et al., 2009) Por outro lado, a quantidade de fendis incorporados a matriz
polimérica aumenta significativamente, ja a partir do quarto més de deposicao.
Apesar da reducdo de massa molar no periodo de 4 para 14 meses a
estabilidade observada para a viscosidade, neste mesmo periodo, pode ser
resultante das interacdes inter e intramoleculares devido a formacdo de

estruturas complexas entre a quitosana e os compostos fenélicos do APD.

Tabela 4. Massa molar viscosimétrica e teor de compostos fenoélicos do

polimero Q/APD em funcdo do tempo de armazenamento a temperatura

ambiente.
Amostra Massa Molar Fenois
(kDa) (mg/100mgQ)
Q/APD-0 28,77 £ 2,10 0,29 + 0,03
Q/APD-4 25,39+ 1,54 0,78 £ 0,02
Q/APD-14 10,96 + 0,43 1,79 £ 0,05
Q/APD-30 8,61 + 0,30 2,29 £ 0,05
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O espectro de FTIR-DRIFT da quitosana (Figura 15) apresenta bandas
caracteristicas do polimero; na regido de 3500 cm™ observa-se uma banda
alargada da deformacéao axial de grupos amino e OH sobrepostos. Em 2890 cm-
! tém-se deformacdes axiais de C-H alifatico. Em 1650 cm™ observa-se a
deformacéo axial do grupo carbonila da amida e, em 1600 cm%, as deformacdes
angulares da ligagdo N-H. A banda em 1408 cm™ é atribuida a deformacéo
angular da ligacdo NC e a em 1100 cm™ a deformagédo angular da ligacdo CO.
(CHEN et al., 2017) Nos espectros dos precipitados dos sistemas Q/APD, nos
diferentes tempos de armazenamento (Figura 15), nota-se que o APD promoveu
o estreitamento da banda na regido de 3500 cm™ da quitosana sugerindo a
formacédo de ligacGes entre a quitosana e os grupos OH fendlicos do APD.
Colabora para este fato, o aparecimento nos polimeros Q/APD de uma banda
em 790 cm, que pode ser atribuida a compostos aromaticos substituidos. (WU
et al., 2016; ZHU et al., 2019)
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Figura 15. FTIR-DRIFT da quitosana (Polymar) e dos polimeros
precipitados Q/APD-0, Q/APD-4, Q/APD-14 e Q/APD-30.
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Os espectros na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) dos materiais de
partida, bem como do material solido, recuperado apods diferentes tempos de
armazenamento, e dissolvido na solucao tampao de &cido acético/acetato de
sodio, sdo apresentados na Figura 16. A banda de absor¢cdo em 275 nm é
observada no APD e, no entanto, hdo aparece na quitosana pura. Essa banda é
atribuida aos fendis presentes no APD. Os fendis apresentam duas bandas
caracteristicas nas regifes de 210 e 270 nm, devido as transi¢des eletrénicas -
™ * e n- *, respectivamente. Os materiais precipitados a partir de Q/APD, e
dissolvidos em solucdo tampdo, mostram a mesma banda caracteristica
observada no APD puro, devido aos compostos fendlicos do APD que se ligaram
a quitosana. Wu et al. (2016) relataram uma situacdo analoga, estes autores
observaram a inser¢cdo do acido gélico nas cadeias de quitosana pelo
aparecimento de uma banda a 267 nm, que atribuiram as transi¢des do grupo

cromoforo C=0 deste composto. (WU et al., 2016)
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Figura 16. Espectro de ultravioleta do APD (diluido 200 vezes) e da
qguitosana e dos polimeros, Q/APD-0, Q/APD-4, Q-APD-14 e Q/APD-30, em
tampdo 0,3 mol-L'! de acido acético e 0,2 mol-L' de acetato de s6dio na

concentragdo de 0,1 g-L.
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A interacdo entre os compostos fendlicos e a quitosana explica as
propriedades fotoprotetoras na regido ultravioleta (baixa transmitancia entre 200
e 320 nm) observadas em filmes obtidos por casting a partir do sistema Q/APD
em nosso trabalho prévio. (PORTO et al., 2019)

A espectroscopia de fluorescéncia tridimensional é uma excelente
ferramenta para avaliar interacfes efetivas entre APD e quitosana, ou seja,
interacées que contribuem para a remoc¢do de componentes do meio solvente
pelo polimero, permitindo verificar se a interacdo desses compostos com a
quitosana causa variagdo na intensidade de fluorescéncia e alteragbes nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissao.

A quitosana, quando excitada a um comprimento de onda préximo a 340
nm, apresenta uma emissdo maxima a 425 nm, mas com baixo rendimento de
fluorescéncia. As principais transicdes observadas na quitosana séo devidas ao
decaimento o*=2 n, caracteristico dos grupos NH> e OH. As Figuras 17 e 18
mostram os espectros 3-D para a quitosana sélida pura e dissolvida em tampéo

acido aceético/acetato de sédio, foto-inativo, respectivamente.
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Figura 17. Espectro 3-D de fluorescéncia da quitosana (Polymar) no

estado solido a 25 °C.
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Figura 18. Espectro 3-D de fluorescéncia da quitosana 2 g-L1, em tampé&o

0,3 mol-L1 de acido acético e 0,2 mol-L* de acetato de sédio a 25 °C.

Na Figura 19 observamos o espectro 3-D de fluorescéncia do APD que é
excitado entre 325 e 350 nm e emite entre 390 e 450 nm. A intensidade méaxima
de emisséao ocorreu a 420 nm, quando excitado a 340 nm. Esse comportamento
esta de acordo com a presenca de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos
e seus derivados mostram fluorescéncia caracteristica nesta regido do espectro
eletromagnético. (TCHAIKOVSKAYA et al., 2000)
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Figura 19. Espectro 3-D de fluorescéncia do acido pirolenhoso destilado
de Eucalyptus grandis, com A de excitacdo variando de 250 a 700 nm e A de

emissao variando de 260 a 800 nm a 25 °C.

A Figura 20 apresenta comparativamente os espectros 2D de emissao, no
comprimento de onda de excitacdo de 340 nm, do APD (puro) e da quitosana e
dos polimeros Q/APD (nos diferentes periodos de armazenamento) solubilizados
em tampao foto inativo acido acético/acetato de sédio.

As intensidades maximas de emissao mudam para comprimentos de onda
mais longos com o aumento do tempo de armazenamento, indicando uma
interacdo entre os componentes do APD e a quitosana. (Ml, 2005) Esse
deslocamento para regides de valores mais altos esta de acordo com as
transi¢cdes -1 * e n-1T * que ocorrem em compostos fendlicos e com sua possivel
reagcdo com os grupos NH2 e OH de quitosana. A intensidade dos picos de
emissdo de fluorescéncia aumenta com o aumento do tempo de
armazenamento, 0 que € consistente com a incorporacao sucessiva de fenois
nas cadeias poliméricas. Esta observagdo esta de acordo com o aumento da
guantidade de compostos fendlicos ligados a quitosana, observado no material

obtido a partir dos sistemas Q/APD apds precipitacdo (Tabela 4).
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O material precipitado do sistema Q/APD no trigésimo més de
armazenamento mostra uma reducdo na intensidade de emissdo, o que pode
ser explicado pelo aumento da complexidade do meio coloidal. A incorporagéo
sucessiva de compostos fendlicos aumenta a conjugacéo, deslocando a
absorcéao de radiacao para comprimentos de onda mais altos, assim, a excitacéo
maxima também muda. Sendo que a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia
no 30° més pode ser devida a reabsorcao da radiacao emitida pelo polimero, no

sistema ou, também ao espalhamento da luz incidente pelo sistema coloidal.
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Figura 20. Espectros de emissdo obtidos na temperatura de 25 °C com
comprimento de onda de excitagcéo de 340 nm: do APD, do tampé&o, da quitosana
e dos sistemas Q/APD que foram precipitados apés diferentes tempos de
armazenamento e redissolvidos em tampé&o 0,3 mol-L! de acido acético e 0,2
mol-L! de acetato de sédio na concentragcédo de 2 g-L'' (Q/APD-0, Q/APD-4,
Q/APD-14 e Q/APD-30).

5.2.3 Influéncia do tempo de armazenamento dos sistemas Q/APD nas
propriedades fotoprotetoras e mecanicas dos filmes

Para avaliar a influéncia do tempo de armazenamento dos sistemas nas
propriedades fotoprotetoras e mecanicas dos filmes obtidos, o sistema Q/APD,

na concentracdo de 30 g-L?, foi submetido a envelhecimento acelerado a
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temperatura de 60 °C, por até 41 dias. Ao longo deste tempo, o comportamento
reoldgico do sistema foi avaliado visando obter a condicéo equivalente ao tempo
de armazenagem de 14 meses a temperatura ambiente, ou seja, tempo para o
gual foi observada o0 mesmo comportamento reoldgico dos sistemas na etapa
anterior. Os valores de viscosidade sdo apresentados na Tabela 5 e foram

calculados de acordo com a equacao de Newton: (AMARAL et al., 2018)
o=Wy (4)

onde o é a tensdo de cisalhamento, y é a taxa de cisalhamento e p é a

viscosidade.

Tabela 5. Evolucao da viscosidade (medida a 25 °C) do sistema Q/APD

30 g-L't em diferentes tempos de envelhecimento acelerado a 60 °C.

Tempo de u (mPa-s) R?
envelhecimento
(dias)
0 18,92 + 0,10 1,00
1 17,34 + 0,08 1,00
4 15,43 + 0,07 1,00
8 14,20 + 0,05 1,00
14 13,14 + 0,04 1,00
20 11,77 £ 0,05 1,00
34 9,39 + 0,05 1,00
41 8,30 + 0,09 1,00

Os valores de viscosidade diminuem a medida que aumenta o tempo de
envelhecimento do sistema. O valor de viscosidade observado apoés 41 dias a 60
°C (envelhecimento acelerado) foi comparado estatisticamente com o auxilio do
programa Sisvar, ao valor obtido para o tempo de armazenamento de 14 meses

(420 dias) a temperatura ambiente (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacéo da viscosidade inicial e final do sistema Q/APD 30
g-L"* nos dois experimentos de envelhecimento, armazenagem a temperatura
ambiente (Expl) e armazenagem em envelhecimento acelerado a 60 °C (Exp2).

Tempo K1 (mPa-s)
Expl — tempo zero 18,92 £ 0,10 a*

Expl — 420 dias 8,30+ 0,09 b
Exp2 - tempo zero 18,70 £ 1,60 a

Exp2 — 41 dias 7,56 +£1,43b

* Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si a nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey.

Na Figura 21 observamos o comportamento reoldgico do sistema apos o
envelhecimento acelerado por 41 dias. Pode-se notar que o comportamento é
semelhante ao do sistema envelhecido a temperatura ambiente, ja discutido na

sessdo anterior, fluido newtoniano independente do tempo.
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Figura 21. Tensdo versus taxa de cisalhamento para o sistema

guitosana/APD, com concentracdo de 30 g-L, ap6s 41 dias de armazenamento
a 60 °C.

64



A degradacéo do sistema Q/APD a 60 °C foi em torno de 10 vezes maior
gue a temperatura ambiente, pois a viscosidade que antes se obtinha em 420
dias de armazenamento (14 meses), no envelhecimento acelerado, foi obtida em
apenas 41 dias. O envelhecimento acelerado permite obtermos em menor tempo
informacdes sobre o sistema, sendo utilizado neste caso para determinar se o
envelhecimento dos sistemas coloidais influencia em caracteristicas importantes
para aplicacdo do filme obtido a partir dele na agricultura, como suas
propriedades fotoprotetoras e mecéanicas. A Figura 22 ilustra a aplicacdo do
sistema Q/APD em plantas. Nesta figura, obtida por microscopia eletrénica de
varredura, observamos a formacéo do filme sobre folhas de soja, a partir da
aplicacao do sistema Q/APD conforme orientacdes de uso descritas por Pereira

e colaboradores (2022).

Figura 22 — Microscopia eletrdonica de varredura de folha de soja a) sem

filme e b) com filme, apos aplicacdo de Q/APD; ampliacdo de 450 vezes.

Os perfis de absor¢ao da radiagédo UV/Vis dos filmes obtidos por casting
a partir do sistema sem envelhecimento e a partir do sistema apds o0 seu
envelhecimento acelerado sdo apresentados na Figura 23. O comportamento de
absorcéo € semelhante ao observado para os precipitados obtidos a partir do
sistema Q/APD no experimento de armazenamento a temperatura ambiente. O
filme obtido a partir do sistema envelhecido aumentou a absor¢ao na regido de
200 a 320 nm, quando comparado ao filme obtido a partir do sistema Q/APD
antes do envelhecimento. Portanto, o0 aumento do teor de fendis na matriz
polimérica, observado anteriormente para os sistemas envelhecidos, melhora a
propriedade de fotoprotec&o na regido do ultravioleta dos filmes obtidos. (WU et
al., 2016)
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Figura 23. Absorbancia na regido do UV-Vis do filme obtido a partir do

sistema Q/APD no inicio e no final do periodo de envelhecimento acelerado a 60

°C.

A topografia da superficie dos filmes obtidos a partir dos sistemas Q/APD
foi avaliada por AFM. O filme do sistema sem envelhecimento (tempo 0 dias) se
mostrou mais irregular que do filme obtido a partir do sistema apos o

envelhecimento acelerado (41 dias) como observado na Figura 24.
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Figura 24. Imagem de AFM a) tempo zero e b) tempo final (41 dias de

envelhecimento acelerado).
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A técnica de microscopia de forca atbmica (AFM) € muitas vezes
subestimada, sendo utilizada apenas para a obtencéo de dados topogréaficos do
material. Através desta técnica é possivel também obter outras informacdes,
como propriedades nanomecanicas, com o uso de imagens de contraste de fase
e curvas forca-distancia, por exemplo. (BURGO et al., 2022) A espectroscopia
de distancia de forca (FD) é uma técnica direta e confiavel para estudar
guantitativamente as propriedades nanomecanicas. O cantilever é usado como
um sensor de forca e as propriedades nanomecéanicas da amostra sdo medidas
monitorando a interacdo ponta-amostra por meio da deflexdo vertical do
cantilever em um unico ponto de contato. As curvas de aproximacao e retracao
versus 0o movimento do scanner podem ser convertidas em curvas FD que
contém informacgdes sobre deformacdo, modulo de Young e forca de adesdo em
um determinado local. A Figura 26 ilustra uma medicdo de espectroscopia FD
com as diferentes regides de interacdo. Na regido A, a ponta do cantilever esta
longe da superficie, resultando em nenhuma interagdo ponta-amostra
mensuravel. A regido B marca o contato instantdneo causado. O encaixe da
ponta na superficie da amostra (snap-in), ocorre quando o gradiente de forca
atrativa excede a constante de mola do cantilever. A medida que o scanner Z se
estende ainda mais em diregcdo a superficie da amostra, a forgca repulsiva
dominante continua a aumentar até que o ponto de ajuste de forca pré-
determinado na regido C seja alcancado, no qual o scanner retrai a ponta da
superficie da amostra. Abaixo de um certo limite de forca na regido D, o
cantilever se dobra em direcdo a superficie da amostra devido as forcas
adesivas. Naregido E, quando o cantilever se desprende da superficie, a medida
que o scanner se retrai, a constante de mola do cantilever supera a forca de
adeséao da ponta com a amostra (pull-off). A deflexdo do cantilever € medida com
um fotodetector sensivel a posicdo (BURGO et al., 2022; KAMAN et al., 2015).

O modulo de Young pode ser obtido considerando a geometria do contato
ponta-amostra aplicando um dos modelos de mecéanica de contato (por exemplo,
modelos de Hertz, DMT ou JKR), dependendo da geometria da ponta (KAMAN,
2015). A forca de adesao pode ser medida como a for¢ca negativa maxima na
curva de retracdo e a energia de adesao € a area entre a curva de retracédo e a

distancia (area delimitada pela linha rosa na Figura 25). Por fim, a energia de
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dissipacdo, que representa a perda de energia causada por um pProcesso
irreversivel, é determinada pela histerese entre aproximacao e retracdo (area
sombreada em amarelo na Figura 25).
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0 D I Distancia & j -,\ A o //
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\ E: Pull-OfT '/"_, (regido da linha rosa) h'. '
Y \
r—h Forca de adeséo —
— Aproximagdo —— Retracdo

Distancia (nm)

Fonte: Adaptado de Burgo e colaboradores (2022) e Kaman (2015).

Figura 25. Exemplo de curvas de aproximacéao e retracdo, em vermelho
e azul, respectivamente. A direita sdo exibidas as diferentes regides de interacéo
entre a ponta e a amostra, com a respectiva deflexdo do cantilever, rotuladas

com as letras de A a E. Ao lado as propriedades mecanicas derivadas da curva
forca X distancia.

Os valores de moédulo de Young, energia de adeséao, forca de adesao e
energia de dissipacédo, obtidos a partir da avaliagdo nanomecanica dos filmes

preparados com o sistema Q/APD, antes e ap0s seu envelhecimento, séo
apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Propriedades mecanicas dos filmes obtidos a partir do sistema
Q/APD 30 g-L* sem armazenamento (tempo 0 dias) e no final do periodo de

envelhecimento acelerado (tempo 41 dias).

Tempo Médulo de Energia de Forca de Energia de

Young (GPa) adeséo (fJ) adesao (uUN) dissipacéo (fJ)

Odias 2,50+0,18a* 13,93+3,27a 0,29+0,02a 80,98 £ 6,89 a
41 dias 3,06+0,42a 162+0,04b 0,20+0,01b 50,52 +0,78 b

* Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si a nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey. O teste estatistico se refere a analise

dentro da coluna, para a mesma variavel.

O modulo de Young ndo se alterou significativamente com o
envelhecimento do sistema. Os demais parametros analisados demonstraram
uma diminuicao significativa, demonstrando que o envelhecimento acelerado por
41 dias do sistema precursor do filme influenciou nas suas propriedades
mecanicas. A energia e forca de adesdo diminuiram, porém, deve-se observar
gue estas se referem a atracdo do filme pela ponteira de silicio do cantilever.
Quanto a energia de dissipacdo, em principio, o resultado observado, diminuicdo
com o aumento do tempo de envelhecimento, conflita com os valores obtidos por
medidas reoldgicas, que mostravam uma diminuicdo da viscosidade com o
aumento do tempo de armazenamento, 0 que sugeria quebra de cadeias. A
reducdo de massa molar, implica em maior mobilidade do sistema,
consequentemente, espera-se um aumento no modulo de dissipagédo. (KAMAN,
2015) Todavia, o teor de fendis ligado a quitosana aumenta com o tempo de
armazenamento e a presenca de fendis interagindo com as cadeias de quitosana
no sistema, uma vez removido o solvente, pode contribuir para que o filme se

torne mais rigido.

5.3 Estudo dainteracéo entre quitosana e mucilagem de ora-pro-n6bis em

sistema solvente modelo

Primeiramente sera discutida a interacéo entre a quitosana e mucilagem

em um solvente modelo, composto de acido acético 2% (v/v) e hidroquinona
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0,1% (m/v). A escolha desse sistema modelo se deve a complexidade
apresentada pelo APD e esta baseada na sua composicéo. Serdo apresentados
nesta sec¢ao os resultados do estudo dos sistemas aquosos, e também na forma
de filmes, compostos por quitosana e mucilagem de ora-pro-ndbis em solvente

modelo.

5.3.1 Estudo do sistema Q/MOPN no solvente modelo

As interacdes do meio coloidal foram avaliadas através das andlises de
RMN de hidrogénio e carbono. Os espectros da hidroquinona (HQ)
apresentaram picos caracteristicos da estrutura deste fenol. No espectro de H
RMN (Figura 26a), em 6,59 ppm, observamos o pico referente aos hidrogénios
ligados aos carbonos nas posi¢des 2, 3, 5 e 6 do anel benzénico; o pico referente
ao H da hidroxila fica encoberto pelo pico em 4,7 ppm correspondente ao
deslocamento quimico do hidrogénio da agua. Na Figura 26b, temos 0 espectro
de 3C RMN deste fenol: 148,79 ppm observamos o deslocamento referente aos
carbonos 1 e 4 do anel benzénico, ligados ao grupo OH; em 116,20 ppm, 0
deslocamento referente aos outros carbonos do anel, nas posigdes 2, 3, 5 e 6.
Os deslocamentos observados em 19,42 ppm e 176,57 ppm séo referentes,
respectivamente, ao carbono do grupo CHs e ao carbono da carboxila do acido
acético deuterado utilizado na solubilizacdo dos sistemas. (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000)
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Figura 26. Espectro de a) RMN de 'H e b) de **C da hidroquinona.

O espectro de 'H RMN da quitosana foi discutido na se¢do 5.1.1 e o da
mucilagem purificada (MOPN) na sec¢éo 5.1.3.3. Os polimeros foram analisados
primeiramente em separado com a hidroquinona: solugdo com quitosana e
hidroquinona e solugdo com mucilagem e hidroquinona, em &cido acético
deuterado 2% (v/v). Foi observada modificacdo na posicdo do pico
correspondente ao deslocamento dos hidrogénios ligados ao anel benzénico da
hidroquinona, os valores dos deslocamentos s&o apresentados na Tabela 8. A
hidroquinona interage tanto com a quitosana quanto com a mucilagem o que faz
com gue os hidrogénios ligados aos carbonos do anel benzénico, nas posicdes
2, 3, 5 e 6, figuem mais desblindados, com menor densidade eletrénica, levando
a um valor mais alto para o deslocamento quimico. (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000)
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos observados para os hidrogénios
ligados aos carbonos do anel benzénico da hidroquinona sozinha e com os

polimeros constituintes do sistema em estudo.

Sistema Deslocamento quimico
(ppm)
Hidroquinona pura (HQ) 6,59
MOPN e HQ 6,70
Quitosana e HQ 6,70

O espectro de *H RMN para o sistema contendo os dois polimeros, no
meio solvente modelo com a hidroquinona, Q/MOPN/AA/HQ, é apresentado na
Figura 27 comparado aos materiais precursores puros. Os espectros dos
polissacarideos, quitosana e mucilagem, sdo similares apresentando véarias
bandas em comum, caracteristicas de ligacdes glicosidicas, na regido de 2 a 4
ppm, ja discutidas anteriormente, que também sdo observadas no sistema
Q/MOPN/AA/HQ, como estes picos ocorrem em regides muito proximas dificulta
a visualizacao de pequenas alteracdes nos deslocamentos quimicos. Entretanto
pode-se observar claramente que o sistema passa a exibir 0 pico caracteristico
dos hidrogénios ligados ao anel aromatico da hidroquinona, porém em 6,70 ppm,
deslocado em relagcéo ao pico observado para a hidroquinona pura, indicando

interacdo entre as espécies constituintes do sistema.
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Figura 27. Espectro de 'H RMN comparando os materiais puros,

quitosana (Sigma), MOPN e hidroquinona, com o sistema Q/MOPN/AA/HQ, com

concentracéo de 1% (m/v) de quitosana e 0,05% (m/v) de MOPN.

Da mesma forma que para a ressonancia magnética de hidrogénio, foi

avaliada a interacdo entre a hidroquinona e os polimeros, MOPN e quitosana,

separadamente através do espectro de **C RMN. Os dados obtidos para os

deslocamentos dos carbonos ligados ao oxigénio da hidroxila (C1 e C4) e para

os carbonos do anel benzénico (C2, C3, C5 e C6) sdo apresentados na Tabela

9. Aqui também € possivel observar a desblindagem dos atomos de carbono da

estrutura da hidroquinona devido a sua interagcdo com as cadeias poliméricas.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos observados para os carbonos da

hidroquinona sozinha e com os polimeros constituintes do sistema em estudo.

Sistema Deslocamento quimico Deslocamento quimico
(ppm)de Cl e C4 (ppm) de C2, C3,C5e C6
Hidroquinona pura (HQ) 148,79 116,20
MOPN e HQ 148,88 116,29
Quitosana e HQ 148,88 116,29

Os espectros de 3C RMN da hidroquinona e da mucilagem ja foram
discutidos. No espectro de *C RMN da quitosana (Figura 28) observamos os
picos tipicos das ligagBes glicosidicas na regido de 50 a 100 ppm. Os picos
referentes ao 4&cido acético deuterado, utilizado como solvente, ficam
sobrepostos aos picos do carbono do grupo CHs da acetamida, em 20,3 ppm, e
ao pico referente ao deslocamento da carbonila do grupo acetila da quitosana
em 177,9 ppm. Da mesma forma podemos observar na Figura 28 que o espectro
de RMN de 3C para o sistema Q/MOPN/AA/HQ exibe todos os picos
caracteristicos dos materiais precursores com as mesmas alteracbes ja
discutidas para o RMN de hidrogénio. Os picos referentes aos deslocamentos
guimicos dos carbonos da hidroquinona sofrem pequeno deslocamento para
valores maiores de deslocamento quimico indicando desblindagem desses
carbonos no sistema Q/MOPN/AA/HQ.
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Figura 28. Espectro de '3C RMN comparando 0s materiais puros,
quitosana (Sigma), MOPN e hidroquinona, com o sistema Q/MOPN/AA/HQ, com
concentracdo de 1% (m/v) de quitosana e 0,05% (m/v) de MOPN.

5.3.2 Caracteristicas dos filmes obtidos a partir do sistema Q/MOPN em
solvente modelo

Na Figura 29 sao apresentados os espectros de FTIR dos materiais
precursores e do filme Q/MOPN/AA/HQ para comparacéo. O espectro de FTIR
da MOPN foi discutido na secédo 5.1.3.3. A quitosana apresenta as bandas
caracteristicas relatadas para este polimero: na regido de 3300-3500 cm™ a
banda de absorcéo caracteristica dos grupos amino esta sobreposta a banda de
absorcéo larga do grupo OH; em 2915 e 2884 cm™ é observada a deformacéo
axial simétrica e assimétrica de CH alifatico. Em 1658 cm™ aparece a banda de
deformacdo angular da ligacdo NH e em 1426 cm™ e 1379 cm™, a banda de
deformacdo angular do grupo NC; as deformacbes das ligacbes CO sé&o
observadas na regido de 1100 cm? (PORTO et al.,, 2019). A hidroquinona
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apresenta a banda larga da deformacéo da ligacdo OH na regido de 3250 cm™
e em 2718, 2588 e 2451 cm™ as bandas das deformag&es axiais dos grupos CH>
e a regido de impressao digital da hidroguinona é observada na regido de 1000
a 500 cm™.

Comparando o espectro de FTIR do filme Q/MOPN/AA/HQ com os
espectros da quitosana, mucilagem e hidroquinona puras (Figura 30),
observamos a interacéo entre os componentes do sistema pelo alargamento da
banda em 3396 cm™ (regido de deformacéo axial da ligacdo OH) e diminuicéo
de intensidade das bandas na regido de 1800 a 1000 cm, em relacdo aos
constituintes em isolado. Kadam e colaboradores (2018) também observaram
deslocamento na banda de deformacé&o axial da ligacdo OH em filmes obtidos
de quitosana com acido tanico, um fenol, devido a formacéo de ligacdes de H

promovendo interac¢des inter e intra moleculares.
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Figura 29. Espectro de FTIR do filme obtido a partir do sistema
Q/MOPN/AAHQ, com concentracao de 1% (m/v) de quitosana e 0,05% (m/v) de
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MOPN e dos materiais precursores em po6, hidroquinona, mucilagem e

guitosana.

A Figura 30 compara os espectros de FTIR dos filmes obtidos em solvente
modelo a partir dos sistemas com concentracdo de MOPN de 0,05% (m/v),
variando a concentracdo de quitosana de 1,0; 0,5; 0,3 e 0,1 % (m/v). Pode-se
observar no sistema com menor concentragao de quitosana, 0,1% (m/v), Figura
30d, as bandas correspondestes as deformacOes dos grupos CH: da
hidroquinona na regido entre 2780 e 2450 cm™, essas bandas deixam de ser
visiveis quanto maior a concentracao de quitosana no sistema indicando melhor

interacdo entre 0s seus constituintes para concentracdes mais altas deste

polimero.
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Figura 30. Espectros de FTIR dos filmes obtidos a partir dos sistemas
com 0,05% de MOPN e concentragcbes de quitosana de a) 1% (m/v); b) 0,5%
(m/v); c) 0,3% (m/v); d) 0,1% (m/v).

A morfologia dos filmes (Figura 31) corrobora com as observagdes do

FTIR pois no filme obtido a partir do sistema com 0,1% (m/v) de quitosana foi

observada separacédo de fases. Os filmes obtidos a partir dos sistemas com
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concentracdo de quitosana de 1,0; 0,5 e 0,3% (m/v) apresentaram superficie

homogénea.

Figura 31. Imagens de MEV dos filmes obtidos a partir dos sistemas com
0,05% de MOPN e concentracfes de quitosana de a) 1% (m/v); b) 0,5% (m/v);
c) 0,3% (m/v); d) 0,1% (m/v), com ampliacdo de 1000 vezes.

5.4 Comportamento fisico-quimico dos sistemas compostos por Q/MOPN
em acido pirolenhoso destilado e em sistema solvente modelo
(AA/HQ)

Neste capitulo serdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas dos
sistemas compostos por quitosana/mucilagem em APD, em meio coloidal, e dos
filmes obtidos a partir desses sistemas. Com base no estudo anterior, optou-se
por fixar a concentracao de quitosana em 1% (m/v) para os estudos em APD. A

concentracdo de mucilagem utilizada foi de 0,05% e 0,5% (m/v). Para
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comparacao, foram produzidos sistemas nas mesmas concentracdes em
solvente modelo (AA/HQ).

5.4.1 Comportamento dos sistemas coloidais

5.4.1.1 Andlises reoldgicas

A analise do comportamento reologico apds a adicdo de mucilagem foi
avaliada nos sistemas com concentragdo de quitosana de 1% (m/v) que foram
nomeados de acordo com as concentracdes de MONP: Q/MOPN/APD-1,
correspondendo a 0,05% (m/v) de MOPN, e Q/MOPN/APD-2, com 0,5% (m/v)
de MOPN. Para comparacéao foi realizada a avaliacdo de sistemas com mesmas
concentracbes dos polimeros em solvente modelo (AA/HQ), denominados
Q/MOPN/AA/HQ-1 e Q/MOPN/AA/HQ-2. Foram avaliadas também as solucdes
de MOPN a 0,5% (m/v), bem como a de quitosana a 1% (m/v) nos dois solventes,
Q/APD e Q/AAHQ.

Os dados obtidos foram tratados com a equacao de Herschell (equacéo
3), apresentada na sec¢do 5.2.1, sendo observado taxa de cisalhamento inicial
proxima de zero e valores de n proximos de 1, indicando comportamento
newtoniano. Os dados foram entéo tratados com a equacédo de Newton (equacéo
4), apresentada na secdo 5.2.3. Os melhores ajustes foram obtidos com a
equacao de Newton e os valores de viscosidade (1) s&o apresentados na Tabela
10. Podemos observar que a viscosidade da quitosana no APD é maior que no
sistema solvente modelo. A adicdo de MOPN, independente da concentragéo ou
do solvente utilizado, reduziu drasticamente a viscosidade dos sistemas para
valores iguais estatisticamente ao da mucilagem pura, ndo havendo diferenca

entre os sistemas solventes utilizados.
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Tabela 10. Propriedades reolégicas da mucilagem e da quitosana e dos
sistemas Q/MOPN, em APD e em solvente modelo (AAHQ), a 25 °C.

Amostra i (mPa.s) R?
Q/AA/HQ 43,59 + 0,23 b* 1,00
QI/APD 48,77 + 0,80 a 1,00
MOPN 1,87+£0,04c 0,99
Q/MOPN/AA/HQ-1 2,08+0,04c 1,00
Q/MOPN/AA/HQ-2 1,63+ 0,04 ¢ 0,99
Q/MOPN/APD-1 2,33+£0,06 ¢ 0,99
Q/MOPN/APD-2 1,47+0,03c 0,99

* Resultados seguidos de letras iguais ndo diferem entre si a nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey.

Apesar da reducdo na viscosidade dos sistemas, as curvas de tenséo
versus taxa de cisalhamento (Figura 32) de carga e descarga coincidem,
indicando um comportamento independente do tempo para todos os sistemas
avaliados. A linearidade das curvas indica que o comportamento newtoniano dos
sistemas de quitosana em APD € mantido apés adicdo da mucilagem. O mesmo

comportamento € observado no sistema solvente modelo.
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Figura 32. Tensdo versus taxa de cisalhamento para o0s sistemas
Q/MOPN/AAHQ-1 e 2 e Q/MOPN/APD-1 e 2, a 25 °C.
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5.4.1.2 Interacado dos sistemas coloidais com folhas de soja

O método utilizado para medidas de angulo de contato foi o da gota séssil.
Neste método, uma gota do liquido é depositada sobre a superficie sélida e uma
fotografia da interface € tomada. Apos o tratamento da imagem o valor do angulo
de contato é obtido. O angulo de contado é definido como o angulo entre a
tangente da interface liquido-ar e a tangente entre a interface solido-ar e
depende da energia superficial da amostra e da tensdo superficial do liquido.
Através da avaliacdo do angulo de contato é possivel caracterizar a
molhabilidade de uma superficie sélida, ou interacdo entre um liquido e um
sélido. Quanto menor for o angulo formado entre o liquido e o sélido maior é a
interacdo entre as fases, ou seja, maior € a molhabilidade, portanto angulos de
contato proximos a 0° indicam que o liquido molha a superficie
espontaneamente, quanto maior o angulo de contato menor a molhabilidade,
sendo que quando o angulo for de 180° ndo ocorre molhabilidade da superficie.
(SINDERSKI, 2020)

A partir da determinacdo do angulo de contato, através da equacéo de
Young (equacao 5), também chamada de equacéo de Young-Dupré, pode ser
calculado o trabalho de adeséo, Wa (LUZ et al, 2008):

Wa =y (cos 8 + 1) ©))

Onde gama (y) é a tenséo superficial do liquido e 8 o angulo de contato
entre o liquido e a superficie.

A tensao superficial de cada sistema em estudo foi determinada através
do método da massa da gota, no qual a massa da gota da amostra € determinada
e a tensdo superficial é calculada comparativamente a massa da gota de agua,
que tem tensdo superficial conhecida. Nas condi¢cbes do estudo, a 20 °C, a
tensdo superficial da 4gua é de 72,87 mN-m1. (BEHRING et al., 2004; NETO et
al., 2009) Os dados séo apresentados na Tabela 11 juntamente com os valores
obtidos para os angulos de contato, entre a superficie da folha de soja e os
sistemas Q/MOPN, em APD e em solvente modelo (AA/HQ). Os sistemas sem
adicdo de mucilagem, Q/AA/HQ e Q/APD, também foram avaliados para

observar de forma comparativa a influéncia da adicdo da mucilagem. O trabalho
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de adeséo dos sistemas sobre a folha de soja foi entdo calculado de acordo com

a equacao 5 e € apresentado na mesma tabela.

Tabela 11. Angulo de contato, tensdo superficial e trabalho de adesdo
entre folha de soja e os sistemas Q/MOPN, em APD e solvente modelo,

comparados ao sistema sem a adicdo de mucilagem.

Sistema Angulo de contato Tensé&o Superficial Trabalho de

com a folha de soja (mN-m1) adesao

) (mN-m)
Q/AA/HQ 136,6 £ 5,2 a 72,2+ 3,8b,c 19,71+ 0,09 f
Q/MOPN/AA/HQ-1 127,5+ 3,0 b,c 79,7+2,2ab 31,17 +£0,05d
Q/MOPN/AA/HQ-2 122,1+£0,3 b,c 80,5+x09a 37,750,011 c
Q/APD 113,2+0,7d 70,3+3,8¢C 42,53+ 0,06 b
Q/MOPN/APD-1 111,7+0,5d 73,9+19a,b,c 46,56 + 0,03 a
Q/MOPN/APD-2 129,5+ 3,7 a,b 75,3+4,0a,b,c 27,34 £ 0,08 e

* Resultados seguidos de letras iguais nao diferem entre si a nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey. A comparacao se refere a andlise do

parametro dentro da mesma coluna.

A folha de soja tem baixa energia de superficie e é hidrofobica. A adicéo
de MOPN agrega minerais aos sistemas levando a um aumento na tensao
superficial. No sistema modelo, a adicAo de mucilagem aumenta
significativamente a tenséo superficial (sistemas Q/MOPN/AA/HQ) em relagéo
ao sistema sem a mucilagem (Q/AA/HQ); observa-se também a diminuicdo do
angulo de contato observado em relacao a folha de soja, aumentando o trabalho
de adeséo e a molhabilidade da superficie. Entretanto em APD, a adi¢do de
mucilagem ndo aumenta significativamente a tensdo superficial dos sistemas
Q/MOPN/APD, comparado ao sistema Q/APD. Para a concentracdo de 0,05 %
(m/v) de mucilagem nao ha diferenca significativa também para o valor do angulo
de contato em relacdo ao sistema Q/APD; no entanto, para maior concentracéo
de mucilagem, de 0,5 % (m/v), o &ngulo de contato com a folha de soja aumenta
significativamente em relacdo ao sistema sem mucilagem (Q/APD), diminuindo

significativamente a molhabilidade e o trabalho de adeséo.
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Contudo cabe observar que o trabalho de adesédo obtido para o sistema
Q/MOPN/APD-1 (com 0,05% de MOPN) é significativamente maior que 0s
demais; para este sistema foi observado menor angulo de contato, indicando
que, entre os sistemas estudados, este foi 0 que apresentou maior molhabilidade
em contato com folhas de soja. O APD € um sistema solvente complexo que, ao
interagir com as cadeias poliméricas, melhora as interacdes destas cadeias com

a superficie da folha.

5.4.2 Avaliagcao dos sistemas na forma de filmes

5.4.2.1 Propriedades mecanicas

As imagens de topografia para os filmes obtidos a partir dos sistemas de
guitosana com e sem mucilagem podem ser observadas na Figura 33. A adicéo
de MOPN a quitosana modifica a topografia do filme, que passa a ser mais
irregular, independente do sistema utilizado para dispersdo dos componentes.
Dados semelhantes foram obtidos por Lucyszyn e colaboradores (2016) que
observaram que a adicdo de arabinogalactana, obtida de Pereskia aculeata, a
filmes de celulose bacteriana deixou a topografia dos filmes irregular.

Os parametros nanomecanicos, obtidos a partir da técnica de AFM estéo
apresentados na Tabela 12. O médulo de Young foi calculado a partir da analise
de 5 regides dos filmes e os dados de energia de adeséao, for¢ca de adeséo e
energia de dissipacao foram obtidos a partir da analise dos mapas apresentados

no Anexo 1.
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Figura 33. Imagens obtidas por AFM dos filmes produzidos a partir dos
sistemas: a) Q/AA/HQ; b) Q/MOPN/AA/HQ-1; c) Q/MOPN/AA/HQ-2; d) Q/APD;
e) Q/MOPN/APD-1 e f) Q/MOPN/APD-2.

Tabela 12. Propriedades nanomecénicas dos filmes obtidos a partir do
sistema de quitosana sem e com adi¢do de mucilagem (1-0,05% e 2-0,5%), em

APD e em solvente modelo.

Amostra Médulo de Young Energia de Forca de Energia de
(GPa) adesao (fJ) adeséao (UN) dissipacao (fJ)
Q/AA/HQ 3,17 + 0,20 b* 2,24+057ab 0,13+0,01b 48,76+ 1,09 a

Q/MOPN/AA/HQ-1 2,60+0,25a 2,28+0,83a,b 0,14+0,01b 27,65+6,82b
Q/MOPN/AA/HQ-2 3,45+0,19b 2,15+0504a,b 024+0,04a 18,22+1,56d

Q/APD 2,47 +0,13 a 3,13+0,22a 0,26+0,01a 17,57+0,50d
Q/MOPN/APD-1 2,42 +0,18 a 1,61+0,22b 0,14+0,01b 23,31+0,36¢C
Q/MOPN/APD-2 2,17+0,17 a 0,85+0,04c 0,15+0,01b 2598+1,62c

* Resultados seguidos de letras iguais nao diferem entre si a nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey. A comparacgéao estatistica se refere a

andlise do parametro, dentro da mesma coluna.

No sistema solvente modelo (AA/HQ), foi observada uma diminuicédo

significativa no modulo de Young somente para o sistema Q/MOPN/AA/HQ-1,
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guando foi adicionado 0,05% (m/v) de MOPN. Este parametro ndo se alterou
significativamente com a adicdo de mucilagem quando o solvente foi o APD.
Porém comparando-se os dois sistemas solvente os valores de mddulo de Young
para o sistema Q/MOPN/AA/HQ-1 s&o estatisticamente iguais aos obtidos para
os filmes a partir dos sistemas em solvente APD. O menor valor de modulo de
Young observado nos filmes obtidos de sistemas em APD, indica uma maior
mobilidade das cadeias nos filmes obtidos a partir dos sistemas preparados
neste solvente.

No sistema Q/MOPN/APD-2, que contém 0,5% de mucilagem, foi
observada uma reducédo significativa na energia de adesdo comparado aos
demais sistemas, porém convém lembrar que os parametros de adesao sdo
relativos a interacdo do filme com a ponteira de silicio.

Quanto ao poder plastificante da MOPN, este difere consideravelmente
nos sistemas obtidos através do dispersante modelo e do APD. Nos filmes
obtidos com sistema modelo, a adicdo da MOPN aumenta a elasticidade do
filme. Todavia, nos filmes obtidos com APD, houve aumento na energia
dissipada, ou seja, a deformacdo passou a ser mais plastica com a adi¢cao da
mucilagem no sistema Q/APD. A MOPN, pode ser utilizada como um aditivo

plasticante nesses sistemas.

5.4.2.2 Propriedade fotoprotetora

Os filmes obtidos a partir dos sistemas Q/MOPN em AA/HQ e em APD,
nas duas concentracées de mucilagem, foram avaliados quanto a absorcéo de
luz na regido do ultravioleta e visivel. Na Figura 34a podemos observar que, para
os filmes obtidos a partir da dos polimeros no solvente modelo, a adicdo da
mucilagem ao sistema, diminui a intensidade de absor¢do na regido do
ultravioleta. Quanto maior a concentracdo de mucilagem, menor a protecdo na
regido UV apresentada pelo filme. O mesmo comportamento foi observado nos
filmes obtidos a partir dos sistemas em APD (Figura 34b). A absorcao da regiédo
do ultravioleta esta fortemente ligada as transicdes eletrbnicas. Aparentemente
a diminuicdo da intensidade nesta regido ndo € seguida do aumento em outras
regidbes do espectro de absorcédo, indicando que ndo deve ser atribuida as

modificacdes estruturais. Todavia, 0 bloqueio a radiagcdo UV também esta ligado
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a uma estrutura mais ou menos compacta dos filmes. Como observado nas
imagens de AFM a mucilagem contribuir para a formacédo de filmes mais
irregulares, mais porosos, explicando a maior transparéncia a radiagdo UV. De
gualquer forma, esse fato torna problematico o uso da mucilagem em

formulacdes fotoprotetoras.
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Figura 34. Varredura no espectro eletromagnético entre 190 e 800 nm de
filmes obtidos a partir dos sistemas de quitosana pura e com adicdo de
mucilagem, solvente modelo (a) e em APD (b). A regido em destaque foi

ampliada.

5.4.2.3 Avaliacéo da liberagdo de fendis do filme

Os filmes autossuportados, obtidos a partir dos sistemas com e sem
adicao de mucilagem em AA/HQ (solvente modelo) e em APD, foram avaliados
guanto a liberacao de fendis. A Figura 35 ilustra o experimento, com a imersao
em agua dos filmes produzidos a partir de Q e Q/MOPN em APD. Os filmes
obtidos a partir dos sistemas em que foi adicionada a mucilagem dissolveram e
nao foi possivel realizar o experimento de liberacdo de fendis do filme (Figura
35a e 35b). Em trabalho prévio, obtido com a quitosana Polymar, haviamos
observado que os filmes obtidos do sistema Q/APD absorviam até 300 % em
agua e néo solubilizavam, quando imersos em agua por até sete dias (PORTO
et al., 2019). Neste experimento, realizado com a quitosana da Sigma Aldrich,

comprovamos essa observacdo, pois os filmes Q/APD foram mantidos sob

86



imersdo apOs o término deste experimento por até 45 dias sem que fosse
observada solubilizacéo (Figura 35d).

Da mesma forma no sistema Q/AA/HQ também ndo foi observada a
dissolugéo dos filmes, o que também é explicado pela presenca da hidroquinona
no meio, fenol que atua promovendo a ligacdo entre cadeias da quitosana. A
hidroquinona tem dois grupos OH fendlicos em posicdo para, isso favorece a
ligacdo com grupos amino em meio acido na quitosana e, consequentemente,
entre cadeias de quitosana. A dissolugdo so6 foi observada nos sistemas com
adicdo de mucilagem, o que indica que a mucilagem adicionada passa a interagir
com a matriz polimérica da quitosana impedindo a formacéao de reticulagéo entre
cadeias deste polimero. Isso explica a formacdo de filmes mais rugosos e

permeaveis a radiacdo UV, descritos anteriormente.

Figura 35. Experimentos contendo filmes autossuportados imersos em
agua, obtidos a partir dos sistemas: a) Q/MOPN/APD 20:1; b) Q/MOPN/APD 2:1;
c) Q/APD, 30 minutos apés imersdo em agua ultrapura. Em d) Q/APD, apés 45
dias de imersao.

A liberacdo de fendis da matriz dos filmes obtidos dos sistemas Q/APD e
Q/AA/HQ foi acompanhada através da avaliacdo da intensidade de absor¢ao da
agua de imersao dos filmes, em 270 nm, pico atribuido aos fendis presentes no
APD, ao longo do tempo. O comportamento dos dois filmes foi similar e a Figura
36 ilustra o resultado obtido para o filme Q/APD. Observa-se que ocorre uma
liberacdo rapida dos fendis da matriz polimérica, efeito Burst, que fica estavel

apos 30 minutos de imerséao do filme em agua.
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Figura 36. Liberagdo de fendis do filme Q/APD em &agua.

O filme obtido a partir do sistema Q/APD liberou em torno de 6,8% (m/m)
do teor de fendis totais da matriz polimérica, apos a imersdo por 460 minutos.
Enquanto o filme obtido a partir do sistema modelo, Q/AA/HQ, liberou cerca de
82,1% (m/m) dos fendis da matriz do filme. A maior complexidade do solvente
APD explica a melhor fixacdo desses compostos fendlicos na matriz polimérica
da quitosana. A liberacdo de fendis com a agua sobre a superficie da folha é
interessante, pois os fendis sdo compostos antimicrobianos que atuam sobre
fungos e bactérias patogénicos. Ao mesmo tempo que a presenca deles fixados
sob a folha, na forma de filme, pode ter efeito contra pragas mastigadoras de
folhas como os insetos. (SOUZA et al., 2018)

6 Conclusodes

A estabilidade no periodo de armazenamento de até 30 meses, em
temperatura ambiente (20 + 5 °C) do sistema Q/APD foi avaliada. O
comportamento reologico foi de fluido newtoniano durante todo o periodo de
armazenamento estudado. A viscosidade do sistema Q/APD permaneceu
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estavel por periodo de 4 a 14 meses de armazenamento com reducdo na massa
molar da quitosana durante este periodo.

O teor de compostos fendlicos ligados a estrutura da quitosana aumentou
com o tempo de armazenamento, comprovado por espectroscopia de
fluorescéncia 3-D e andlise da concentracdo de fenais.

Os filmes obtidos a partir do sistema Q/APD apdés o periodo de
envelhecimento mostraram a capacidade de fotoprotecdo na regido do
ultravioleta levemente aumentada.

N&o houve alteragéo significativa no modulo de Young do filme obtido a
partir do sistema Q/APD envelhecido.

Apo6s o envelhecimento do sistema Q/APD o filme tornou-se mais rigido
em comparacao ao filme obtido a partir do sistema sem envelhecimento.

O processo de extragdo da mucilagem de ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata) apresentou rendimento superior neste estudo aos descritos na
literatura.

A utilizacdo de folhas previamente desidratadas facilitou a estocagem do
material vegetal e a obtencéo da mucilagem.

A composicdo da mucilagem foi de 41,16 + 9,20% de carbohidratos e 5,87
+ 0,22% de proteinas, além de K, Mg e Ca, o0 que agrega nutrientes importantes
as formulag6es contendo a mucilagem.

Os sistemas coloidais com quitosana e mucilagem em solvente modelo e
em APD apresentaram comportamento newtoniano e independente do tempo,
com decréscimo da viscosidade dos sistemas com adicdo de mucilagem. A
diminuicao na viscosidade facilita a processabilidade da formulacao.

A adicdo de MOPN a 0,05 % (m/v) a quitosana a 1 % (m/v) em APD
melhora a molhabilidade do sistema sobre folhas de soja.

Os filmes obtidos com a incorporacdo de mucilagem, Q/APD/MOPN,
apresentaram diminuicdo da absor¢cdo na regido do ultravioleta atribuida ao
aumento da irregularidade da superficie.

Os filmes Q/APD contendo MOPN foram solubilizados quando imersos
em agua.

O filme obtido a partir do sistema Q/APD liberou 6,28% do teor de fendis

da matriz polimérica apds imersao em agua.
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A adicdo da MOPN ao sistema Q/APD diminuiu a protecdo UV e tornou o
filme mais poroso, entretanto melhorou a processabilidade do sistema e a

molhabilidade sobre folhas de soja.
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Anexo 1 — Mapas nanomecénicos para energia de adesdo, forca de
adeséo e energia de dissipacao obtidos por AFM, dos filmes produzidos a partir
dos sistemas: a) Q/AAHQ; b) Q/MOPN/AAHQ-1; c) Q/MOPN/AAHQ-2; d)
Q/APD; e) Q/MOPN/APD-1 e f) Q/MOPN/APD-2.
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