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Resumo

Uma variedade de hidrogéis, que correspondem a uma classe de materiais poliméricos altamente hidratados, estdo sendo
empregados como biomateriais. De modo particular, hidrogéis de quitosana, destaca-se por ser uma matriz adesiva que
apresenta, propriedades antibacterianas, osteogénicas e néo toxidade. E séo capazes de reter, liberar e distribuir agentes
terapéuticos no local de aplicacdo. A producgdo de hidrogéis a base de quitosana tem sido alcancada por meio da mistura
de solugdes de quitosana com agentes reticulantes ou polimeros carregados sob condigdes de reagdes especificas. O
reagente mais comumente utilizado é o glutaraldeido, no entanto, apresenta elevada citotoxicidade, e por isso, vem
sendo substituidos por reticulantes menos toxicos, e biologicamente seguros, a exemplo da genipina, um reagente
natural. Portanto, o objetivo deste trabalho foi promover a extragdo e purificacdo da genipina na forma sdlida a partir
de frutos verdes de Jenipapo, realizando sua identificacdo por meio de cromatografia de camada delgada (CCD),
espectrometria de massa, espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
quantificacdo por analise gravimétrica. E a produgdo de hidrogéis de quitosana usando a genipina obtida, como agente
reticulante. As amostras obtidas, foram caracterizadas por absorcdo de agua, Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC), FTIR e Reologia. A genipina extraida apresentou 0,47% de rendimento extrativo, enquanto os hidrogéis
produzidos com 3% de genipina apresentaram um perfil caracteristico de gel polimérico.

Palavras-chave: Hidrogéis; Genipina; Quitosana; Agente reticulante.

Abstract

A variety of hydrogels, which correspond to a class of highly hydrated polymeric materials, are being used as
biomaterials. In particular, chitosan hydrogels stand out for being an adhesive matrix that presents antibacterial,
osteogenic and non-toxic properties. And they are able to retain, release and deliver therapeutic agents at the application
site. The production of chitosan-based hydrogels has been achieved by mixing chitosan solutions with crosslinking
agents or charged polymers under specific reaction conditions. The most commonly used reagent is glutaraldehyde,
however, it has high cytotoxicity, and therefore, it has been replaced by less toxic and biologically safe crosslinkers,
such as genipin, a natural reagent. Therefore, the objective of this work was to promote the extraction and purification
of genipin in solid form from green fruits of Jenipapo, carrying out its identification through thin layer chromatography
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(TLC), mass spectrometry, infrared spectroscopy with transform Fourier test (FTIR) and quantification by gravimetric
analysis. And the production of chitosan hydrogels using the obtained genipin as a crosslinking agent. The samples
obtained were characterized by water absorption, Differential Scanning Calorimetry (DSC), FTIR and Rheology. The
extracted genipin showed 0.47% extractive yield, while the hydrogels produced with 3% genipin showed a characteristic
profile of a polymeric gel.

Keywords: Hydrogels; Genipine; Chitosan; Crosslinking agent.

Resumen

Se estan utilizando como biomateriales una variedad de hidrogeles, que corresponden a una clase de materiales
poliméricos altamente hidratados. En particular, los hidrogeles de quitosano destacan por ser una matriz adhesiva que
presenta propiedades antibacterianas, osteogénicas y no toxicas. Y son capaces de retener, liberar y administrar agentes
terapéuticos en el sitio de aplicaciéon. La produccién de hidrogeles a base de quitosano se ha logrado mezclando
soluciones de quitosano con agentes reticulantes o polimeros cargados en condiciones de reaccion especificas. El
reactivo mas cominmente utilizado es el glutaraldehido, sin embargo, tiene una alta citotoxicidad y, por lo tanto, ha
sido reemplazado por reticulantes menos toxicos y biolégicamente seguros, como el genipin, un reactivo natural. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue promover la extraccion y purificacion de genipina en forma sélida a partir de frutos
verdes de Jenipapo, realizando su identificacion mediante cromatografia en capa fina (TLC), espectrometria de masas,
espectroscopia infrarroja con transformada prueba de Fourier (FTIR) y cuantificacion mediante andlisis gravimétrico.
Y la produccion de hidrogeles de quitosano utilizando la genipina obtenida como reticulante. Las muestras obtenidas se
caracterizaron por absorcion de agua, Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), FTIR y Reologia. La genipina extraida
mostré un rendimiento extractivo del 0,47%, mientras que los hidrogeles producidos con genipina al 3% mostraron un
perfil caracteristico de un gel polimérico.

Palabras clave: Hidrogeles; Genipino; Quitosano; Agente de reticulacion.

1. Introducéo

O Jenipapo é o fruto do jenipapeiro, arvore da espécie Genipa americana Linnaeus oriunda do noroeste da América
do Sul e distribuida de norte a sul do Brasil, principalmente encontrada em matas mais Umidas, ou préximas a rios (Francis,
1993). O jenipapo € utilizado como pintura corporal por nativos na América do Sul, isso porque, do néctar do fruto verde, se
extrai uma tinta de coloracdo azul-escura que serve para pintar paredes, pele, cerdmicas, dentre outros. (Renhe, I. R. T. et al,
2009).

No ano de 1960, Djerassi e colaboradores descobriram o (Metil (1S,2R,6S)-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-
oxabiciclo[4.3.0]nona-4,8-dieno-5-carboxilato), conhecido comercialmente como genipina. A genipina é um composto organico
conhecida como a aglicona do geniposideo. A diferenca entre o geniposideo e a genipina se da principalmente na estrutura do
carbono 1 do hexano, onde o geniposideo, apresenta uma glicose e a genipina uma hidroxila. E preciso considerar que ambas,
genipina e geniposideo, séo substancias polares e suas concentra¢des variam de acordo com a parte do fruto. Portanto, uma vez
que o foco é a obtencdo da genipina, é preciso diminuir os riscos da extracdo de geniposideo e isso pode ser feito por meio da
utilizacdo das partes ricas na primeira substancia e pobres na segunda (Velasquez, 2014).

A genipina é um agente natural de ativac&o ou reticulante, que pode ser associada covalentemente a diversos materiais
para elevar sua estabilidade fisica e quimica e prover a possibilidade de reacdes biofuncionais, sendo empregada na imobilizacao
de enzimas, liberacdo gradativa de farmacos, bioadesivos na constituicdo de proteses para aumentar a resisténcia mecanica de
0ss0s € cartilagens, no tratamentos de ferimentos cutaneos, entre outros. Essa substancia ainda apresenta atividades contra danos
por oxidacdo e trombose, acdo antimicrobiana e anti-inflamatéria, protege o hipocampo dos neurénios, doencas hepaticas e
diabetes, e gera corantes estaveis para industria téxtil e alimenticia. (Velasquez; Rivas; Ocanto, 2014; Ramos-de-La-Pend el al.,
2016; Bellé, 2017; Neves; Meireles, 2018).

Diversas séo as técnicas de extracdo da genipina, podendo elas serem empregadas de forma isolada, combinada ou
sequenciada. As trés principais técnicas conhecidas sdo: hidrolise enzimatica (agdo de B-glicosidases), solventes (geralmente

utilizado em sistema aquoso bifasico) e ultrassom (ondas ultrassdnicas propiciam o rompimento de células e a formacdo de
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cavitagOes na parte interna do material empregado (Yang etal. 2011; Wang et al. 2012; Winotapun et al. 2013; Dong et al. 2014;
Zhu et al. 2014).

A genipina apresenta estabilidade entre os pHs 4 e 9 e étima solubilizacdo em solventes, principalmente em etanol,
éter dietilico e propilenoglicol. Apesar de ser uma substancia mais hidrofébica que o geniposideo, ela ainda possui capacidade
de se solubilizar em meios aquosos (Djerassi et al. 1960; Ramos-de-la-Pefia et al. 2016).

O uso de genipina, como agente reticulante, na obtencéo de hidrogéis, vem sendo relatada para aplicacfes voltadas a
engenharia de tecidos, principalmente acelerando o processo de cicatrizagdo de feridas, utilizando como base a fibroina, celulose
e quitosana. Os géis obtidos pelo complexo genipina-quitosana possuem caracteristicas desejaveis para aplicacdo na imobilizacao
de enzimas, pois a genipina gera uma estabilizacdo nas cadeias da quitosana promovendo um aumento na resisténcia mecénica
do derivado (Zhu et al., 2015; Bellé, 2017).

Conforme dito anteriormente, a genipina pode ser utilizada como reticulante, substituindo polimeros convencionais
utilizados em imobilizagdes enzimaticas, inclusive, em substitui¢do a glutaraldeido que possui elevada citotoxicidade. Estudos
tém demostrado a sinergia entre a caracteristica de agente reticulante da genipina, usada na preparacéo de hidrogéis, com suas
propriedades curativas, que promove aceleracdo no processo de cicatrizagcdo em ferimentos e favorece a regeneracgdo de tecidos
(Bellg, 2017).

Dentre os polimeros naturais mais estudados em processos de regeneracdo de pele, destaca-se a quitosana. Este
polissacarideo apresenta a¢do antimicrobiana (bactericida, bacteriostética, fungicida e fungistatica) e de redugédo no tempo de
cicatrizagdo de lesdes provenientes de agressdes fisicas a tecidos animais, como por exemplo, ferimentos ou queimaduras
(Craveiro, 2000). Além disso, a quitosana é biodegradavel (Lee; Ha; Park, 1995), biocompativel (Rao; Sharma, 1997) e confere
excelente resisténcia mecanica aos biomateriais produzidos a partir de seu uso (Mima et al., 1983). Além disso, a quitosana pode
ser utilizada na preparacao de hidrogéis poliméricos.

A producdo de hidrogéis a base de quitosana ocorre através da mistura de solucGes de quitosana com reticulantes ou
polimeros carregados sob condi¢des especificas, tais como pH e temperatura, para formar um gel viscoso (Vunain; Mishra;
Mamba, 2017). Os hidrogéis formados in situ através de reticulacdo fisica tem recebido notavel atencdo, por ndo envolver
componentes toxicos. Entretanto, uma das maiores desvantagens dessa reticulagéo consiste na baixa propriedade mecénica que
limita suas aplica¢Bes. Visando uma melhoria nas propriedades, hidrogéis formados com quitosana tem sido reticulado
quimicamente, através de ligacdes covalentes com diferentes reagentes, tais como: glutaraldeido (Yu et al., 2017), formaldeido
ou epoxi (Ornoff et al., 2016). No entanto, estes reagentes apresentam toxicidade, e vem sendo substituidos por reticulantes
menos toxicos, e biologicamente seguros como a genipina, um reagente natural (Xu et al., 2015).

O uso de genipina, como agente reticulante, na obtengéo de hidrogéis, vem sendo relatada para aplica¢fes voltadas a
engenharia de tecidos, principalmente acelerando o processo de cicatriza¢éo de feridas, utilizando como base a fibroina, celulose
e quitosana (Chronopoulou et al., 2018; Sun et al., 2018). Os géis obtidos pelo complexo genipina-quitosana possuem
caracteristicas desejaveis para aplicacdo na imobilizacdo de enzimas, pois a genipina gera uma estabilizagdo nas cadeias da
quitosana (Pella et al., 2018), promovendo um aumento na resisténcia mecanica do derivado (Yao et al., 2012).

Por tanto, este trabalho tem como objetivo extrair e purificar a genipina obtida pelo método adaptado de Veldsquez
(2009), e utiliza-la como agente reticulante na producéo de hidrogeis de quitosana-genipina. Desta forma, este trabalho se faz
necessario, visto que, avalia as propriedades fisicas, quimicas e reoldgicas da genipina como agente reticulante de hidrogéis de
quitosana, e propde solucdes de baixo custo para a extracdo dessa substancia, favorecendo a aplicacao de tais hidrogéis na area

médica, em especial, no tratamento da regeneracdo de tecidos.
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2. Materiais e Métodos

O trabalho em questéo trata-se de uma pesquisa laboratorial de abordagem quantitativa baseado em Estrela, C. (2018)
e Pereira et al. (2018), onde a extragdo e purificagcdo da genipina foi baseada na metodologia adaptada de Veslasquez (2014),
enquanto a sintese dos hidrogeis seguiu a metodologia aplicada por Marinho (2016). A extragdo da genipina, a sintese dos
hidrogeis e os ensaios de caracterizagdo foram realizados no laboratério de avaliagdo e desenvolvimento de biomateriais do
nordeste — CERTBIO.

2.1 Materiais

o Frutos verdes de Jenipapo (Genipa americana L.);
o Acido Cloridrico (HCI) (37%; Neon);

o Acetona P.A. (P.A.; Dindmica);

o Eter de petréleo (P.A; Dinamica);

o Cloroférmio (99,8%; Neon);

o Diclorometano (99,5%; Vetec);

o Acetato de Etila (P.A.; Quimica Moderna)

2.2 Processo de extragéo e identificagdo da genipina no extrato

Trés frutos verdes (Figura 1A), de tamanhos e pesos semelhantes, foram cortados (Figura 1B) ao meio e despolpados
(Figura 1C) com auxilio de uma faca e uma espéatula de inox. O endocarpo e as sementes foram misturados para serem pesadas.
A amostra da polpa pesada (Figura 1D) foi entdo colocada em um béquer de pléstico, onde foi acidificada e macerada com um
pistilo de porcelana. Em seguida, foi acrescido cloroférmio a mistura (relacdo de 3:1 do peso despolpado), com maceracao
continua até que as sementes estivessem o mais separadas possivel da polpa.

Esta foi entdo armazenada em um frasco Erlenmeyer de 2000mL (Figura 1E) e foi colocada sob agitacdo moderada.
Como a locomogdo do agitador é dificultada pela presenca da grande quantidade de s6lidos suspensos, uma agitagdo manual em
sentido horario e anti-horério foi realizada em intervalos de cinco minutos por um tempo total de 2h e 30min. A amostra foi
entdo filtrada por gravidade com papel de filtro qualitativo e o extrato filtrado (Figura 1F) foi armazenado em um frasco de vidro
ambar com tampa, coberto com papel aluminio e colocado sob refrigeracdo até o0 momento da evaporagéo do solvente.

O extrato foi concentrado por meio da remogéo do solvente em um rota-evaporador (Figura 1G) & temperatura
ambiente por 2 horas. O liquido resultante (cor de mel, odor agudo de jenipapo e consisténcia oleaginosa) foi armazenado em
um frasco coletor com tampa (Figura 1H) e colocado sob refrigeracdo até a etapa de precipitacdo. Antes de realizar o
procedimento de precipitacdo da substancia, uma CCD do extrato foi realizada para confirmacdo de sua presenca. Como pode
ser visto na Figura 3I, havia grande quantidade de genipina - fato reforcado pela altura do padréo (lado esquerdo) — mas ainda

em presenca de impurezas.
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Figura 1. Fluxograma de extracdo da genipina.

Fonte: Autores.

2.3 Recuperacao, purificacéo e identificacdo da genipina sélida

Ao extrato foi adicionado algumas gotas de acetona P.A. para induzir a precipitacdo da genipina, seguida da mistura
com éter de petroleo (Figura 41) e filtrado a vacuo. Mais um pouco de éter de petrdleo foi adicionado ao frasco do extrato para
dissolver o remanescente e lavar o sélido (Figura 2I1). O procedimento foi repetido no filtrado e ambos os solidos retidos foram
misturados. Uma pequena quantidade de amostra foi retirada e uma nova CCD (Figura 2I11) realizada para mapear a remogao
das impurezas. Em comparagdo a CCD do extrato bruto concentrado pode ser observado que houve uma diminuicéo da presenca
de impurezas.

O solido foi raspado do papel de filtro (Figura 2I1) e colocado em um novo frasco coletor, onde foi misturado ao
diclorometano (Figura 21V). Um banho-maria foi preparado (Figura 2V) e o frasco foi submetido & aquecimento brando (~
70°C). Uma vez solubilizado por completo o sélido no solvente, o frasco foi colocado em um banho de gelo (Figura 2V1) até
total precipitagdo da genipina. Realizou-se entdo uma filtragdo a vacuo e o residuo resultante (Figura VII) foi armazenado em
novo frasco coletor. A CCD do sélido branco obtido (Figura VIII) demonstrou excelente correspondéncia com o padréo e

auséncia de impurezas.

Figura 2. Fluxograma de recuperacdo da genipina.

Fonte: Autores.
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2.4 Sintese de hidrogéis

A sintese dos hidrogéis de quitosana foi realizada da seguinte forma: oito solu¢oes foram preparadas, cada uma com
4g de massa total, com agua destilada (99,5%) e acido acético (0,5%). Em seguida, foi adicionado, a cada uma delas, quitosana
em diferentes proporcées (0,9; 1,3; 1,8 e 3%). As solucbes foram agitadas até se dissolverem completamente e depois
centrifugadas. Em etapa posterior, essas mesmas solucdes foram replicadas e adicionadas duas quantidades diferentes de genipina

(0,03 e 0,3%), mais uma vez, as amostras foram agitadas e centrifugadas.

Tabela 1 — ComposicGes dos hidrogéis de quitosana e genipina.
LISTA DE COMPOSICOES REALIZADAS

COMPOSICAO A 0,9% Quitosana 0,03% Genipina
COMPOSICAO B 1,8% Quitosana 0,3% Genipina
COMPOSICAO C 0,9% Quitosana 0,3% Genipina
COMPOSICAO D 1,8% Quitosana 0,03% Genipina
COMPOSICAO E 1,3% Quitosana 0,03% Genipina
COMPOSICAO F 1,3% Quitosana 0,3% Genipina
COMPOSICAO G 3% Quitosana 0,03% Genipina
COMPOSICAO H 3% Quitosana 0,3% Genipina

Fonte: Autores.

Figura 3. Sintese dos hidrogéis.

T e e

l Adigdo de acido acético (0,5%)
[ 0.5% 05% | | 05% l 0.5% ' i 0.5% d.s%f | 0.5% I o.5f% J

Fonte: Adaptado de Marinho (2016).

2.5 Técnicas de Caracterizacao
o Cromatografia de camada delgada (CCD)
A anélise de CCD foi realizada a partir de fragdes do extrato obtido, utilizando placas de silica Gel 60 F254 - MERCK,

e como reveladores foram utilizados ultravioleta e o anisaldeido/vanilina sulfurico.
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o Espectrometria de massa
A analise do solido obtido do processo extrativo foi realizada em espectrometro de massa da Perkin-Elmer, modelo
AXxION 2 TOF.
o Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Os Espectros do s6lido obtido no processo extrativo, foram obtidos em um espectrdmetro da Perkin-Elmer, modelo
Spectrum 400 FT-IR no modo ATR com 16 varreduras por espectro.
o Analise gravimétrica
A guantificacéo foi realizada por meio de gravimetria, utilizando frascos coletores vazios e idénticos que armazenardo
a substéncia purificada e o conjunto.
o Absorcao de agua
A absorcdo de adgua dos hidrogéis foi determinada da seguinte maneira: cerca de 10mg dos hidrogéis liofilizados foram
colocados com 2g de agua deionizada em um tubo proprio e imediatamente, centrifugados durante 30 minutos a 3000rpm. As
amostras foram removidas, 0 excesso de agua retirado com papel de filtro, e pesadas.
o Calorimetria Exploratéria Diferencial
O ensaio foi realizado em equipamento da TA Instruments, modelo DSC Q20. O fluxo de energia trocado entre a
amostra e a vizinhanga, utilizando uma taxa de aquecimento e resfriamento de 10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio de 50
mL/min, foi avaliado utilizando um programa de temperatura em trés estagios.
o Reologia
Foram realizados testes oscilatorios com frequéncia (1 Hz) e tensdo (1 Pa) constantes, em um reémetro MARS |1l da
Thermo Scientific, adquirido um ponto a cada 30 segundos, & temperatura ambiente (25°C). Este teste permitiu avaliar a evolugédo
dos G’ e G*” de modo a saber quando a amostra gelifica. Visto que, em termos reoldgicos a gelificagao ocorre quando o G’ € o
G’’ se intersectam. Também foram aplicados testes rotacionais para a determinagdo das viscosidades das solugfes. Para isso,

foram utilizadas rampas de velocidades de forma crescente (0.5-100 s), sob variagdo de temperatura (25 até 50°C).

3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir e se referem a identificagdo da genipina, quitosana e caracterizacéo

dos hidrogéis.

3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
As amostras extraidas foram submetidas ao ensaio de FTIR com o objetivo de caracterizar em termos de identificagao
e determinacdo de caracteristicas estruturais do extrato a fim de verificar a extracdo da genipina pura. Os espectros

correspondentes a Genipina comercial e a genipina proveniente da extragéo estdo presentes na Figura 4.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18711

Research, Society and Development, v. 10, n. 10, e183101018711, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18711

Figura 4. Espectro de FTIR do Padrdo Comercial e Genipina da Genipa americana L.

104 Genipina comercial
Genipina da Genipa Americana L
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Fonte: Autores.

A Figura 4, exibe os espectros de infravermelho da amostra de genipina comercial e da genipina extraida. Percebe-se
que os picos sdo semelhantes e apresentam bandas caracteristicas dos grupos funcionais da genipina, como: pico em 3393 cm™*
(OH livre) caracteristico da deformagéo axial de OH, e um pico em 3213 cm™* (OH em ligagéo de hidrogénio); percebe-se uma
deformacdo axial de C=C de alcenos (em 1622 cm™); a vibragdo de 1151 cm™ e estiramento com formacédo de pico em 1106 cm
1sdo referentes as vibragdes C-O e C-0O, respectivamente, e a vibracdo de 1681 cm™ corresponde ao grupo dos &cidos carboxilicos
e sdo caracteristicas das C=0 (Silverstein e Webster, 2000; Butler e col., 2003). As bandas de absorcao caracteristicas do padrao
de genipina comercial ndo apresentaram diferencas significativas das bandas apresentadas pelas demais amostras.

A Figura 5, exibe os espectros de infravermelho da quitosana utilizada para a formagéo dos hidrogéis de quitosana —
genipina. Foi observado que as vibragdes de alongamento axial do grupo OH ocorrem em uma faixa de 3000 a 3600 cm™*. O pico
em 1650 cm! refere-se ao grupo carbonilo C=0, enquanto a banda de absorcdo em 1591 cm! refere-se a vibracdo dos grupos
amida e da deformacéo dos N-H (Fan et al, 2018).

Figura 5 — Espectro de FTIR da quitosana CERTBIO.
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Fonte: Autores.

A Figura 6, refere-se aos espectros de infravermelho dos hidrogéis das composicdes (B); (C); (F) e (H). A analise foi
realizada em apenas quatro das oito composi¢es de hidrogéis, pois, apenas as composi¢cdes com elevador teor de genipina
(0,3%) apresentaram um comportamento reoldgico tipico de um gel, enquanto, as demais composi¢des, com baixos teores de

genipina (0,03%), apresentaram um comportamento tipico de uma solugdo polimérica.
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Figura 6 — Espectro de FTIR dos hidrogéis com 0,3% de quitosana. ComposicGes (B); (C);(F) e (H).
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Fonte: Autores.

De acordo com a Figura 6, ndo foi observado nenhuma diferenca significativa entre os espectros de infravermelho dos
hidrogéis com 0,3% de quitosana. No entanto, foi constatado, que ocorreu um crescimento das bandas de vibragdo do grupo
C=0, em 1650 cm™ passando para 1630 cm™. Esse crescimento da banda, indica que ocorreu uma reagdo entre o carbonil da
genipina e o0 grupo amina da quitosana, reacao essa, responsavel pela cor azul nos hidrogéis com alto teor de genipina. Demitri
et al, 2015 obteve resultados semelhantes com respeito as bandas de absorcdo de hidrogéis de quitosana e genipina, como
também, observou o surgimento da coloracdo azulada nos hidrogéis.

3.2 Espectrometria de Massa

A Figura 7 representa os espectros de massa obtidos:

Figura 7. (A) Espectros de massa da Genipina Padrdo e (B) Genipina isolada da Genipa americana L.
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Fonte: Autores.
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A genipina extraida ndo apresentou diferenca significativa nos espectros de massa quando comparada a genipina
comercial, resultado esse enfatizado pela identificacdo realizada através do CCD. Também se comprovou a auséncia de
contaminacdes na genipina extraida. Foi possivel observar através do espectro um valor massa de 227,0823 que é caracteristico

da massa da genipina [C11H1405 + H]*. Enquanto que a massa de 453,160 corresponde a [2M+H] *.

3.3 Quantificacdo da genipina
A quantificacéo foi realizada por meio de gravimetria, com a massa média de dois frascos coletores vazios e idénticos

aos que armazenam a substancia purificada e o conjunto. A massa de genipina obtida foi de:

Mganipina = 0,1379g
O rendimento em massa da extra¢éo é dado por:

R(%) = (Mgenipina/ Mpoipa ) * 100 = (0,1379/97,42) * 100 = 0,1416%
A estimativa para o rendimento do processo extrativo em base seca foi de:
Mpolpa seca= 97,42 — 70%= 29,2264

Mganipina= 0,1379¢g

O rendimento em massa seca da extragdo é dado por:
R(%6) = (Mgenipina/ Mpolpaseca ) * 100 = (0,1379 / 29,226) * 100 = 0,4718%.

3.4 Reologia dos hidrogéis

A partir da andlise oscilatéria em regime dindmico foi possivel caracterizar as amostras quanto & sua capacidade
elastica, ou de armazenamento de energia, atraves da quantificacdo experimental das componentes do médulo complexo em
funcdo da frequéncia angular. Essa andlise permitiu identificar a influéncia de fatores fisico-quimicos, tais como, a concentragdo

de polimero/reticulante e a temperatura, no mecanismo de gelificacdo e inferir o seu efeito a nivel da organizagdo molecular.

O deslocamento do ponto de cruzamento quando G’(w) coincide com G’’(w) permite predizer se estd ocorrendo
aumento ou diminuigdo de massa molar (MM), bem como, o alargamento ou estreitamento da distribuicdo de massa molar

(DMM) conforme mostrado na Figura 8.

Figura 8 — Relac@o da massa molar e das componentes do modulo complexo.
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Fonte: Moura (2015).
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Foi observado que as curvas das componentes do modulo complexo das composi¢cGes com menores teores de quitosana
e genipina se cruzam e sdo deslocados para a direita, indicando um peso molecular menor e consequentemente viscosidade menor
guando comparados as composi¢cdes com maior teor de genipina e quitosana.

Nas composices com maiores teores de quitosana e genipina o cruzamento das curvas acontece mais para a esquerda,
indicando um maior peso molecular e viscosidade. Esse dado era “previsivel”, visto que, um maior teor de quitosana e genipina

na composicado, favorece a reticulacdo e o aumento da massa molar do sistema.

Figura 9 — Curvas das componentes do modulo complexo em fungéo da frequéncia. Composicées (A), (B), (C) e (D).
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Fonte: Autores.

De acordo com as Figuras 9 e 10, foi observado para as composi¢es com (0,03%) de genipina, um comportamento
tipico de uma solucdo polimérica concentrada. Para valores baixos de frequéncia, 0 comportamento é semelhante ao de um
liquido devido a desorganizagdo da rede.

Com teor de 0,3% de genipina, as composicdes apresentaram perfil caracteristico de um gel polimérico. Com o
aumento da frequéncia, ocorreu a distor¢ao da rede, com G’ sobrepondo G’ até se intersectarem, nesse momento, ficou definido
0 ponto de gelificagdo. O sistema apresentou uma resposta predominantemente solida. Este comportamento reflete a existéncia
de uma rede tridimensional em que, quanto maior o valor de G’, maior ¢ o caracter solido do gel e as deformagdes serdo elasticas

ou recuperaveis (Moura, 2015; Manzoor et al., 2018).
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Figura 10 — Curvas das componentes do modulo complexo em funcéo da frequéncia. Composicdes (E), (F), (G) e (H).
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Fonte: Autores.

De modo geral, foi percebido em ambos os graficos (Figuras 9 e 10), que as composi¢cdes com um maior teor de
genipina, manteve a curva de G’ acima de G” ao final do ensaio, demostrando uma tendéncia de comportamento eléstico dos
hidrogéis. Resultados semelhantes foram observados por Moura (2015), onde o uso da genipina, como agente reticulante, em

hidrogéis de quitosana, favoreceu o0 aumento da massa molar dos géis, o que foi atribuido ao surgimento das liga¢des cruzadas
proveniente da genipina.

3.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada em quatro das oito composi¢des, pois, apenas as
composicdes com teores de 0,3% de quitosana apresentaram um comportamento reolégico tipico de um gel, as demais amostras
possuem comportamento de uma solugéo polimérica.

A Figura 11 ilustra os resultados de DSC dos hidrogéis de quitosana e genipina.
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Figura 11 — DSC dos hidrogéis de quitosana e genipina.
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Para todas as composicdes analisadas, foi observado um pico exotérmico em 127 °C e um pico endotérmico a 173°C,
este Ultimo, associado a temperatura de fusdo cristalina da genipina, deslocada para temperatura mais alta, devido a interacdo
covalente com as cadeias de quitosana, e uma exotérmica a 295°C (Dimida et al., 2015; Klein et al., 2016). Como esperado, 0
pico de degradacdo para a amostra seca de genipina-quitosana esta a 290°C, isso pode indicar que a reticulagdo de genipina
estabiliza a estrutura hidrogénio, porque pode criar pontes quimicas entre a espinha dorsal da quitosana (Klein et al., 2016).

3.6 Absorcédo de agua dos hidrogéis
A Figura 12 mostra o resultado dos valores de absor¢do de dgua dos hidrogéis e o efeito da concentragao de genipina

na quantidade de agua absorvida.
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Figura 12 — Absorcéo de agua (%) nos hidrogéis de quitosana e genipina. Q = quitosana; G = genipina.
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A capacidade de absorcdo de &gua é altamente dependente do grau de reticulagdo dos materiais, na medida que, quanto
maior o grau de reticulagcdo, mais rigida serd a estrutura e menor a absorcdo de agua. Porém, os hidrogéis sdo altamente
hidrofilicos e por esse motivo apresentam altos valores de absorcéo de dgua independente do grau de reticulagdo (Pella et al.,
2018).

De acordo com os resultados, foi observado que as composi¢Ges com teores de genipina em 0,3% apresentaram um
menor valor de absor¢do de agua, quando comparadas as demais composi¢Ges. Possivelmente, devido ao maior grau de
reticulacdo, o que dificultou a capacidade de absorcdo de dgua nos hidrogéis. De modo geral, a genipina utilizada atuou como
agente reticulante do sistema, resultando na diminuicao da absorcao de 4gua dos hidrogéis. Estudos semelhantes foram realizados
por Pelld et al., 2018 e Manzoor et al., 2018.

4. Concluséo

A genipina obtida pelo método de baixo custo proposto neste trabalho gerou um material com excelente grau de pureza
e com rendimentos satisfatorios quando comparados aos valores encontrados na literatura, mesmo utilizando um processo mais
simples do que os relatados. A partir dos resultados de reologia, foi observado que quanto maior o teor de genipina e quitosana,
maior sera a viscosidade do material e consequentemente maior massa molar. Notou-se que as composi¢des com uma maior
quantidade de genipina formou-se um perfil reoldgico caracteristico de um gel polimérico, enquanto valores baixos do agente
reticulante proporcionou um perfil tipico de uma solugéo polimérica, evidenciando a necessidade de uma maior quantidade de
genipina na composicdo de hidrogéis de quitosana — genipina. Para melhor compreender a aplicabilidade dos hidrogéis
reticulados com genipina, recomenda-se como trabalhos futuros a preparacdo de scaffolds de quitosana-genipina e sua

caracterizacdo reoldgica e mecanica.
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