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Abstract.

Extensive research into seaweed in biomedical applications is gaining increasing
notoriety, as in the case of the polymer extracted from these algae, alginate. Alginate
oligosaccharides are linear polysaccharides with low molecular weight present in the
cell walls of brown algae, being characterized by their anti-inflammatory,
antimicrobial, antioxidant, antitumor benefits. Furthermore, their low toxicity, non-
immunogenicity and biodegradability make them an excellent component for
biomedical materials, based on their chemical or biochemical modification
capabilities. Its applications can involve both the food industry as an additive to
modify the texture of foods due to its high viscosity and gelling properties, as well
as in other processes. Finally, the 3D bioprinting technique has been quite attractive
and revolutionary in the area of additive manufacturing, representing new
approaches to implementing biological materials such as living cells and
extracellular matrices in the form of a 3D structure to manufacture multicellular
tissues, often composed of natural and synthetic polymers in biotin applications.
Thus, the present work aimed mainly at carrying out crucial steps involving
preparation of the alginate-based hydrogel for 3D printing, as well as carrying out
purification involving characterization tests by FTIR and SEM-EDS, highlighting a
purification carried out with success

Resumo

pesquisas extensas acerca das algas marinhas em aplicacbes biomédicas vém
obtendo cada vez mais notoriedade, como no caso do polimero extraido dessas algas,
o0 alginato. Oligossacarideos de alginato sdo dados como polissacarideos lineares
com baixo peso moleculares presentes nas paredes celulares de algas marrons, sendo
caracterizados pelos seus beneficios anti-inflamatérios, ante- microbianos,
antioxidantes, antitumorais. Ademais, sua baixa toxicidade, ndo imunogenicidade e
biodegradabilidade os tornam um excelente componente para materiais biomédicos,
sendo alicercado por suas capacidades de modificagfes quimicas ou bioquimicas.
Suas aplicaces podem envolver tanto na industria alimenticia como um aditivo para
modificacdo da textura de alimentos em decorréncia da sua alta viscosidade e
propriedade gelificante, como em outros processos. Por fim, a técnica de
bioimpressdo 3D, vem sendo bastante atraente e revolucionaria na area de
manufatura aditiva, representando novas abordagens de implementacdo de materiais
biologicos como células vivas e matrizes extracelulares na forma de estrutura 3D
para fabricar tecidos multicelulares, sendo compostos muitas vezes por polimeros
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naturais e sintéticos nas aplicacfes de biotinas. Dessa forma, o presente trabalho,
visou principalmente a realizacdo de etapas cruciais que envolvem preparacdo do
hidrogel a base de alginato para impressao 3D, bem como a realizacdo da purificacdo

envolvendo testes de caracterizacdo por FTIR e MEV-EDS, exaltando em uma
purificacdo realizada com éxito

1. Introducéo

Algas marrons multicelulares, essenciais para o ecossistema marinho, sdo
conhecidas por serem biologicamente diversas com milhdes de espécies, formando
uma vegetacdo dominante no interdital e subtidal zona de costdo rochoso (Bartsch et
al., 2008). As algas tém grande capacidade como fonte de novos componentes
funcionais que podem ndo estar presentes nas plantas terrestres. Mais recentemente,
os ingredientes valiosos extraidos de algas marrons, como o alginato, fucoidan e
laminaran, tem sido amplamente explorado para o desenvolvimento de nutrientes e
medicamentos. (Ford et al., 2020; Garcia-Vaquero et al., 2018; Generali’cMekinic et
al., 2019; Gunathilaka et al., 2020; Saraswati et al., 2019; Thanh et al., 2013; Zou et
al., 2019). O alginato, material de interesse deste estudo, consiste em residuos de
acido hexurdnico acido [-D-manurénico
(M) e 4cido a-L-gulurénico (G) com exclusivamente 1 — 4 ligacdes glicosidicas,
como visto na Figura 1. Sua quelacéo, gelificacdo e propriedades hidrofilicas levaram
a sua
ampla aplicacdo nas industrias alimenticia, cosméticas e biomédicas (Donati &
Paoletti, 2009; Lee & Mooney, 2012). Em aplicacGes bioldgicas, o alginato pode ser
utilizado como material precursor para o desenvolvimento de estruturas de suporte
para o crescimento celular, cujo sua mecéanica rigida e flexivel é controlada
principalmente pela concentracéo de teores de &cido gulurdénico. Dessa forma, altas
propor¢oes de acido gulurdnico promovem um aumento em sua gelificacdo; ja teores

menores garantem uma textura mais flexivel (Hee,Sook,&Kim, 2011).

Figura 1: estruturas quimicas dos mondémero de alginato (superior) e polimero (inferior)

mostrando diferentes blocos dependentes da sequéncia de monémeros
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Comercialmente vendido, o alginato € comumente utilizado na industria

alimenticia e em aplicagcdes biotecnoldgicas. Um dos fatores que explicam sua

atratividade e multiplas aplicacGes esté relacionada a sua gelificacdo induzida,

sendo

uma das propriedades funcionais mais importantes. O mecanismo de gelificacdo é

conhecido como um modelo de “eggbox”, como visto na Figura 2. Geralmente, a

gelificacdo ocorre por inducéo iénica mediado pelo Ca " O alginato também pode

formar géis através da gelificacdo induzida por outros ions como Ba?*, Cu?*, Sr?",

Fe?*, Zn?*, Mn?*, AI®*, Fe", etc.

Figura 2: Alginato reticulado com ions de célcio, gerando o modelo egg-Box.
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Os hidrogéis de alginato sdo capazes de serem degradados pela substituicdo de
cations bivalentes (calcio, zinco, etc) por cations monovalentes (por exemplo, s6dio).
Uma vantagem que o alginato apresenta na bioimpresséo é sua facilidade de reticular
e gelificar. No entanto, uma consideragéo importante que pode ser tomada como uma
desvantagem é que o contetdo de célcio necessario € muito elevado, o que na
aplicacdo biomédica pode levar a hipercalcemia durante sua exposicdo em um
ambiente fisiologico.

Diante dessas informac6es, o presente trabalho visou caracterizar as etapas primarias
da preparacdo do hidrogel a base de alginato para impressdo 3D, bem como a

realizacdo da purificacdo envolvendo testes de caracterizacdo por FTIR e MEV-
EDS, exaltando em uma purificagéo realizada com éxito

2. Materias e métodos

O alginato de Sddio, (AS), foi adquirido pela Dindmica Quimica Contemporanea
(S&o Paulo, Brasil) com um peso molecular de 112,498 g/mol. Enquanto os ions
bivalentes usados na reticulacdo do alginato, como o cloreto de célcio (CaClz) (Sigma —
Aldrich, Missuri, EUA), Cloreto de zinco (ZnCl>) e o cloreto de cobalto (CoClz) foram
ambos obtidos a partir da industria dinamica (Sdo Paulo, Brasil). Para a realizacdo da
purificacdo do alginato, foram utilizados 4gua deionizada, &cido cloridrico concentrado
(), solucéo de acido cloridrico (0,1M) () e uma membrana de dialise. Destarte, inicia se 0
preparo do alginato a 4% m/v, enquanto os agentes reticulantes foram pesados e
adicionados a 4,5% m/m. As solucdes de alginato de sodio foram preparadas com agua
deionizada, usando um misturador por proximamente 20 minutos em temperatura
ambiente (25 °C). Em seguida, solucdes de reticulantes foram adicionados (4,5 m/m) a

solugéo de alginato e homogeneizados por mais 10 min.

2.1. Purificaco do alginato
1. Paraa purificacdo do AS, foi colocada em um béquer de 1000 mL, um volume de
500 mL de agua deionizada aquecida (50 °C). Em seguida, foi solubilizado 4g de
AS na agua deionizada aquecida e deixada em descanso. Por fim, foi realizada a

filtracdo da solucéo, para posterior precipitacdo do acido alginico.
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2. Precipitacdo cida do &cido alginico: o filtrado obtido anteriormente foi colocado
sob agitacdo em seguida, &cido cloridrico concentrado foi adicionado lentamente
até um valor de pH proximo de 3,0. Feito isso, uma solucéo de acido cloridrico de
0,1 M foi inserida gota a gota até o pH 1,5. Por fim, o sistema foi deixado em
descanso para a precipitacdo do &cido alginico.

3. Didlise e liofilizagdo: o &cido alginico precipitado foi submetido a um processo
de dialise (onde foram utilizadas membranas de latex, com tamanho de poro de

100 A). Depois, a amostra foi congelada e liofilizada.

2.2. Determinacgéo da massa molar pelo viscosimetro Ubbelohde.

A definicdo da massa molar foi determinada por um viscosimetro capilar. Dessa
forma, a solucdo de alginato foi preparada a partir de sua diluicdo em agua deionizada e
medida usando um viscosimetro de Ubbelohde a uma temperatura de 25°C. Foram
medidos os tempos de escoamento das solugdes nos padrdes de diluigéo: 0, 0,2, 0,4, 0,6,
0,8 e 1 g/ml. Os valores médios aritméticos quintuplicadas dos tempos de fluxo para cada
solucdo foram anotados para calcular os valores de viscosidade, e a massa molar foi obtida

a partir da equagdo de Mark-Houink (Equagéo 1):
[n] = K.M¢ )

Onde, [n] representa a viscosidade intrinseca, K e a constantes, e M corresponde
a média da massa molar. A viscosidade intrinseca foi calculada por extrapolagdo dupla
para a concentracao zero usando Huggins e a equacédo de Kraemer utilizando a ferramenta
OriginPro, enquanto a correlacdo de Mark- Howink-Sakurada (Vagner, 1985), onde
foram utilizados a viscosidade intrinseca, K= 7,3% 10 g.ml ! e, « =0,92 para o alginato

e

2.3 Analise de Detector de Energia Dispersiva- EDS

Para a comprovacdo da purificacdo do alginato de sodio, foram congeladas

solucBes de alginato (4% m/v) e solugdes de alginato purificado em nitrogénio liquido e
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levadas ao processo de liofilizacdo por cerca de 24 horas. Posteriormente, as amostras
foram cortadas em fracGes menores e colocadas individualmente em stubs de aluminio
(12,7mm) com uma fita adesiva condutora de carbono. As amostras para serem analisadas

foram revestidas com uma camada de ouro de 20 nm usando o sputtering por 30 segundos.
2.4 Caracterizagao por FTIR

A identificacdo dos grupos funcionais localizadas nas amostras foram obtidas pela
analise de Espectroscopia no infravermelho de transformada Fourier (FTIR), sendo
analise feita no modo de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) no equipamento
PerkinElmer FTIR- ATR spectrum 100, equipado com um cristal de diamante. As
varreduras do FTIR cobriram dados de 4000 - 550 cm ! e 16 varreduras possiveis tendo

uma resolucéo de 4 cm 1.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo da massa molar pela viscosimetria capilar

A tabela 1 mostra que os valores aritméticos quintuplicados avaliados pelo
viscosimetro de ubbelohde que serviram de base para o calculo visto na equacdo 1 massa
molar do alginato, calculada de acordo com a Equacéo 1, foi encontrada no valor 112,489
g/mol, um valor aceitavel visto que na literatura 0 mesmo varia de 80 a 100 mil g/mol
(REF).

Tabela 1: resultados quintuplicados obtidos a partir da viscosimetria de ubblehode

Medidas de Aqua Solu¢do 0,2  Solugdo 0,4 Solugdo 0,6 Solugcdo 0,8  Solugéo 1,0
tempo (s) g g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL
1 30,01 121,800 2412 363,06 600,36 901,200
2 31,042 121,74 241,44 362,88 600,18 901,14
3 30,039 121,86 241,56 362,82 600,06 901,98
4 30,027 121,92 241,86 363,06 600,72 901,98
5 30,031 121,86 241,86 363,12 600,06 902,28
Média do

tempo 30,031 121,860 241,560 363,060 600,180 901,980
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Desvio
padréo 0,4542 0,068410526 0,283337255 0,1300769 0,276911538 0,513692515
n rel 4,057806933 8,043688189 12,08950751 19,98534847  30,03496387
n esp 3,057806933 7,043688189 11,08950751 18,98534847  29,03496387
n red 1528,903466 1760,922047 1848,251251 2373,168559  2903,496387
n inerente 700,3213317  521,221927 415,3896547 374,3749286  340,2362165

3.2 Analise de Detector de energia dispersiva - EDS.

Na anélise do MEV-EDS, mostrado na Figura 3, observa-se o espectro de EDS da

amostra de alginato de sodio em p6 antes do processo de purificagdo. A porcentagem

atdbmica do sodio se encontra em aproximadamente 11,82 %, como pode ser verificado

na Tabela 1.

Figura 3: Espectro de EDS da amostra de alginato anterior ao processo de purificagao.
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Fonte: Autor.

Ja na Figura 2, observa-se o espectro de EDS do alginato de sédio ap6s o processo de

purificacdo, onde notou-se que a porcentagem de sédio reduziu aproximadamente 11,56
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% (porcentagem atdmica = 0,56% de acordo com a Tabela 2), indicando que a purificagéo

foi realizada com éxito.

Figura 4: Espectro de EDS do alginato de sédio ap6s o processo de purificacao.
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Fonte: Autor.

Tabela 2: Espectro de EDS do alginato de sodio antes da purificacao

Espectro de Energia Dispersiva

Elementos Concentracdo Atdmica (%)
Carbono 53,53
Oxigénio 33,76
Saodio 11,82
Enxofre 0,36
Célcio 0,30
Cloreto 0,23
Aluminio 0,0

Fonte: Autor.
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Tabela 3: Espectro de EDS do alginato de sodio depois da purificacdo

Espectro de Energia Dispersiva

Elementos Concentracéo Atdmica (%)
Carbono 49,30
Oxigénio 49,72
Sadio 0,56
Enxofre 0,23
Célcio 0,09
sulfeto 0,09
Cobalto 0,0

Fonte: Autor.

3.3 — Caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Os resultados do espectro de FTIR mostram tipicamente a larga banda de absorcao
na faixa de 3600-3000 cm " devido a vibragdo de alongamento do grupo OH e também
as bandas de vibracdo CH em 2930- 2845 cm . E possivel identificar também o
alongamento entre C-H nos espectros de 2963 e 2932 cm™ denotando o anel pirendide,
como também o alongamento simétrico e assimétrico do grupo COO nos espectros de
1611 cm 1, tendo esse fendmeno explicado pela vibragdo do grupo carboxilado que muda
conforme a presenca do cation e da combinacdo de ambos. Também foi observado, que
nos espectros de 1338 e 1298 c¢m ! foram identificados alongamentos do grupo C-O e
também nos grupos C-O-C nos espectros de 1094 cm . Por fim, tratando se da
purificacdo do alginato, é possivel ver que nos espectros de 781 a 750 & uma baixa
vibracgdo entre os grupos de C-O atribuido a uma rotacdo interna, e a flexdo dos grupos
C-C-O e C-C-H, todavia, ainda é preciso salientar que ainda sdo parametros muito
imprecisos para ser possivel determinar se a sua purificagéo foi feita com exatidéo, visto
que ndo foi encontrado na literatura os espectros de interesse, como mostrado na Figura
5.
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Figura 5: espectros de FTIR das amostras de alginato em pd (comercial) e alginato

purificado
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Figura 6: espectros de FTIR das amostras de alginato em p6 (comercial) e purificado detalhados.
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4. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do estudo da composicdo e estrutura quimica do alginato e seus
derivados obtidos pela analise de FTIR e principalmente pela analise de MEV-EDS, as
amostras de alginato liofilizadas demonstraram fornecer informagdes detalhadas sobre a
estrutura, heterogeneidade e arranjo de suas cadeias poliméricas ap6s o processo de
purificacdo. De acordo com os resultados, pode-se concluir que o processo de purficacao
utilizado, assim como a metodologia escolhida foi adequada para a reducdo da
concentracdo de sodio na estrutura polimérica,sendo um importante processo para
garantir a qualidade e a consistencia do material, especialmente quando € utilizado em

aplicacdes criticas como na industria alimenticia , farmeceutica ou biomédica.
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