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RESUMO

O comportamento higroscopico de produtos desidratados pode ser visualizado a partir da construcéo
de curvas denominadas Isotermas de Sorcdo de Umidade (ISU). Esse tipo de curva relaciona a quantidade
maxima de agua absorvida por uma substancia, com a pressdo de vapor de equilibrio ou a atividade de agua,
numa dada temperatura mantida constante. Com o objetivo de estudar posteriormente a reconstituicdo,
material de embalagem e utilizacdo de implantes feitos a partir de pericardio bovino liofilizado, foram
tracadas curvas de adsorcdo e dessorcdo de umidade em um analisador de sor¢do de vapor de agua,
Hydrosorb™ 1000, nas temperaturas de 15, 25 e 35°C. Os resultados obtidos mostraram 1SU tendendo ao
tipo Il, segundo a classificacdo de BET, reacdo tipica de superficies hidrofilicas com formacdo de
monocamada e multicamadas. O fendmeno da histerese foi observado durante todo o intervalo da ISU. Os
modelos matematicos de Brunauer-Emmett-Teller (BET) e Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) ajustaram
bem os dados experimentais permitindo o calculo do valor monomolecular, importante para a estimativa do
nivel critico de umidade residual que confere maior estabilidade de armazenamento ao produto.

Palavras chaves: Liofilizacdo, pericardio bovino, comportamento higroscépico, isotermas de sorcdo de
umidade.

Hygroscopic behavior of lyophilized bovine pericardium
ABSTRACT

Hygroscopic behavior of lyophilized products can be visualized starting from the construction of
Moisture Sorption Isotherms (MSI). Such curves show the relationship between the maximum amount of
absorbed water for a substance, with the equilibrium vapor pressure or water activity, at a given constant
temperature. Aimed to study later the reconstitution and use of biological materials of lyophilized bovine
pericardium, it was plot adsorption and desorption curves, at temperatures of 15, 25 and 35°C, on
Hydrosorb™ 1000 — water vapor sorption analyzer. The results showed MSI type Il, according BET
classification, typical reaction of hydrophilic surfaces with monolayer and multilayer formation. Histerese
phenomenon was observed during the whole MSI interval. The mathematical models of BET and GAB fitted
well the experimental data and allowed the water monolayer calculation, estimate the critical level of residual
moisture that assures more stability to the product.

Keywords: Lyophilization, freeze-drying, bovine pericardium, hygroscopic behavior, moisture sorption
isotherms.

1 INTRODUCAO

O Pericardio Bovino (PB), membrana que envolve o coragdo bovino, é um tecido bioldgico
amplamente estudado na literatura para a produgdo de produtos de uso médico, varios jd em uso clinico. A
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estrutura de tecidos bioldgicos, tipo PB, € basicamente constituida de colageno e sdo usados na medicina,
apos serem tratados fisica e/ou quimicamente no sentido de melhorar as suas propriedades mecanicas e
imunogénicas, de controle da sua degradacgdo ou calcificagdo. Como exemplos da sua utilizacdo podemos
citar: confeccdo de proteses cardiacas e vasculares, reparacéo de ligamentos, sistemas de liberacdo controlada
de drogas, agentes hemostaticos, enxertos, etc. As proteses valvares confeccionadas com PB possuem um
bom desempenho hidrodindmico e baixa trombogenicidade. [9].

MAIZATO (2003) [9], estudou as alteragcBes provocadas pelo processo de liofilizagdo nas
caracteristicas do PB com a finalidade de demonstrar que € possivel reconstitui-lo e emprega-lo da mesma
forma que o ndo liofilizado. Concluiu que o PB pode ser liofilizado antes ou ap6s o tratamento com
glutaraldeido/formaldeido sem sofrer alterages nas propriedades mecanicas e na temperatura de retracao ou
encolhimento (“shrinkage”) além de promover um decréscimo da citotoxicidade e no teor de aldeidos
residuais.

Diversos autores tém aplicado a técnica de liofilizacdo em biomateriais com a finalidade de
substituir ou restaurar érgédos e/ou tecidos danificados favorecendo a compatibilidade desses materiais com o
ambiente fisioldgico. [8, 11, 13].

O comportamento higroscépico de produtos desidratados pode ser estudado a partir da construcao
de curvas denominadas Isotermas de Sorcdo de Umidade (ISU). Essas curvas relacionam a quantidade
maxima de agua absorvida por uma substancia, com a pressdo de vapor de equilibrio ou a atividade de agua,
numa dada temperatura mantida constante. As ISU propiciam um meio rapido e seguro para predizer a
estabilidade fisica, quimica e microbiolégica do produto com baixo conteddo de umidade, e de seu formato
podem ser retiradas informacdes de grande interesse para o estudo dessa estabilidade, do processo de
desidratacdo e posterior reidratacdo, além de subsidios para a escolha do material de embalagem adequado.
[1].

A quantidade de &gua adsorvida é uma funcédo da afinidade entre a superficie e as moléculas de
agua, temperatura, concentracdo do vapor de agua (pressdo, seja expressa como pressdo parcial, pressao
relativa, umidade relativa ou atividade de agua) e, evidentemente, a area de superficie exposta. Além das
moléculas que sdo adsorvidas diretamente sobre a superficie do solido, moléculas adicionais podem
condensar em poros dependendo do seu tamanho.

A afinidade entre a 4gua e a superficie ndo depende sé de forcas de dispersdo fracas, mas também de
forcas eletrostaticas e mais especificamente de forcas associadas com a formacdo de pontes de hidrogénio. A
forca das pontes de hidrogénio depende da natureza quimica da superficie, especialmente a presenca de
oxigénio. Grupos hidroxilas também exercem um papel importante, dependendo da temperatura de
tratamento. Além disso, alguns materiais poderiam sofrer reacdo quimica adsorvendo umidade de superficie
para formar hidréxidos ou hidratos. Penetracdo da agua adsorvida pode ocorrer no caso da ISU apresentar
comportamento de absorcdo e pode ser acompanhada por aumento de volume ou rearranjo significante dos
cristais de gelo.

Sorc¢do fisica € um processo dindmico, onde moléculas de agua sdo constantemente adsorvidas e
dessorvidas. Diz-se que o sistema estd em equilibrio quando a taxa de chegada de moléculas na adsorcéo se
iguala & taxa de saida de moléculas na dessorcéo. Para estes casos que envolvem forgas predominantemente
fracas, o aumento da temperatura diminuira o equilibrio da quantidade de &gua na superficie e diminuindo a
temperatura deve-se aumentar a quantidade de 4gua adsorvida em virtude da diminuigdo da energia cinética
do sistema. A reidratacdo requer reacdo quimica com a agua, e pode exigir energia térmica suficiente para
superar a barreira de ativacdo. Assim, neste caso, aumentando-se a temperatura haverd um aumento na
captacdo de &gua. [12]

A concentracdo de moléculas de &gua na fase gasosa sobre a superficie solida influencia
significativamente a quantidade de &gua adsorvida. A literatura cita inimeros modelos matematicos para
descrever o comportamento higroscopico de produtos desidratados. [7]

Neste trabalho estudou-se o comportamento higroscépico de PB, tratado com glutaraldeido, com o
objetivo de estabelecer a termodindmica de sorcdo de &gua e verificar a aplicabilidade de modelos
matematicos (Tabela 1): 1) de Brunauer-Emmett-Teller (BET), modelo cinético baseado na formacédo de
camada monomolecular pelo processo de adsor¢do de vapor de dgua pela superficie do solido seco a baixas
pressdes de vapor; 2) de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), é considerado mais eficiente por aplicar-se
em todo o intervalo da ISU. [4, 10]; e 3) a equacéo de Clausius-Clapeyron aplicado no célculo do calor de
adsorcdo do material estudado. [3]
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Tabela 1: Modelos matematicos aplicados as 1ISU de PB liofilizado.

Modelo matematico Equacio
A 1 C-1
BET W= + A
W(l-A) W,C W,C
W CkA
GAB =]
W, (@(-kAXl-kA +CkA)
Clausius-Clapeyron n A = _AHW

w

A, = atividade de 4gua ou umidade relativa; C e k = constantes; W = contetido de umidade (% base seca);
W,, = contetido de umidade na monocamada (% base seca); AH,, = Calor de sor¢éo da dgua (kcal/mol);
R = constante dos gases (1,987 cal/kmol); T = Temperatura (K)

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Produto de Pericardio Bovino (PB) fornecido pelo InCor, produzido com pericardio proveniente de
matadouro e submetido a reticulagdo do colageno por tratamento com glutaraldeido, seguindo padronizacao
ja convencionada para utilizacdo em préteses valvares. [9].

2.2 Liofilizacdo das Amostras

As amostras de PB ap6s sucessivas lavagens em soro fisiolégico foram congeladas em freezer a
-70°C e liofilizadas a temperatura ambiente por 24 horas em um liofilizador FTS Systems, modelo TDS
00209-A. Apds a liofilizacdo as amostras foram embaladas hermeticamente e armazenadas em freezer a -
18°C.

2.3 Construcdao das Isotermas de Sorcédo de Umidade

Em um analisador de Sorcéo de Vapor de Agua, Hydrosorb™ 1000, Quantachrome Instruments, FL,
USA, foram construidas curvas de adsorc¢ao e dessorcéo do PB liofilizado as temperaturas de 15, 25 e 35°C.
Amostras de aproximadamente 30 mg de PB liofilizado, depois de pesadas em balanca analitica, seguindo
um procedimento padrdo, foram colocadas no porta-amostra do equipamento, devidamente calibrado para
cada temperatura estudada. O porta amostra foi entdo acoplado ao equipamento, acionado o sistema de
VACcuo, e assim permaneceu por mais de 12 horas envolto em uma manta a temperatura de 60°C. Este
procedimento tem por finalidade remover vestigios de agua residual em virtude da manipulagdo da amostra.
Apbs esse periodo, a amostra foi novamente pesada e a manta foi substituida por um banho as temperaturas
de 15, 25 e 35°C com agitacdo. Sob vacuo, tracaram-se as ISU no Hydrosorb, condicionando as amostras a
diferentes presses de vapor, estabelecidas por 13 pontos de umidade relativa na adsor¢do e 9 pontos na
dessorcdo. O procedimento foi repetido 3 vezes para 0 mesmo material e temperatura. A anélise durou em
média 9 horas para cada temperatura estudada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isotermas de Sorcédo de Umidade (ISU) a 15, 25 e 35°C
As Figuras 1, 2 e 3, apresentam as ISU do PB liofilizado nas temperaturas de 15, 25 e 35°C.
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Figura 1: Isoterma de Sorcdo de Umidade a 15°C de Pericardio Bovino Liofilizado.
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Figura 2: Isoterma de Sorcdo de Umidade a 25°C de Pericardio Bovino Liofilizado.
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Figura 3: Isoterma de Sor¢do de Umidade a 35°C de Pericardio Bovino Liofilizado.

Como pode ser observado, as ISU das figuras acima mostram que a curva de adsorcdo esta abaixo
da curva de dessor¢do em todo o intervalo de umidade relativa e nas trés temperaturas consideradas, como se
o0 equilibrio tivesse sido alcancado a cada intervalo de umidade. Isto é devido ao fenémeno da histerese, que
faz com que seja necessaria uma menor pressao de vapor para se atingir um certo teor de umidade por um
processo de dessorcao que por adsorcao [1]. Esse fendmeno parece diminuir com 0 aumento de temperatura,
ou seja, a distdncia entre as duas curvas diminui a medida que a temperatura aumenta. Na pratica, a isoterma
de dessorcdo deve ser usada quando o intuito € estudar o processo de secagem e a isoterma de adsorcéo
quando se deseja prever a vida-de-prateleira de um produto desidratado. Visualmente as curvas isotérmicas
nas trés temperaturas apresentam tendéncia a classificacdo das mesmas como isotermas tipo Il segundo
Brunauer-Emmett-Teller, e corroboram com o encontrado por AYROSA e PITOMBO (1996) [3],
trabalhando com carne bovina cozida liofilizada.

3.2 Ajuste das ISU aos modelos mateméticos de BET e GAB

O conhecimento das ISU de um produto liofilizado propicia informagdes para o estabelecimento de
relagdes termodindmicas as quais permitem uma interpretacdo tedrica dos resultados experimentais.

A equacdo de BET (Tabela 1) se assemelha & equagdo de uma reta e, para a maioria dos solidos,
restringe-se a uma regido limitada da curva isotérmica de adsor¢do, normalmente no intervalo de 0,05 a 0,35
de umidade relativa (UR), intervalo este considerado no presente trabalho.

Para a resolucdo da equacdo de GAB (Tabela 1), a mesma foi reduzida a um polinémio de segundo
e solucionada por regressdo quadratica.

A Tabela 2 apresenta os resultados da aplicacdo dos dois modelos, com os respectivos parametros.

Pelos resultados obtidos, observando o valor da constante C, nota-se que para as curvas de adsorcao,
tanto no modelo BET como no GAB o valor fica abaixo de 10. De acordo com a literatura, neste caso, a
isoterma geralmente tem caracteristicas do tipo 11, segundo a classificacdo de BET. ISU do tipo Il é tipica
de adsor¢do de materiais hidrofobicos ndo porosos. Isto contraria os resultados encontrados em literatura
referentes a materiais protéicos como o colageno do PB. J& nas curvas de dessorcao para as trés temperaturas
e ambos 0s modelos o valor da constante C situou-se acima de 10, classificando a curva como tipo Il, o que é
visivelmente observado. A isoterma tipo I, tipica de superficies hidrofilicas, apresenta forma sigmoide e a
formacdo de monocamada e multicamada de adsorcdo de vapor. Na préatica, para esses tipos de isoterma, a
forma é tal que os valores de umidade sdo pequenos, portanto de menor precisdo. O célculo do valor
monomolecular através da equacdo de BET torna-se progressivamente impreciso & medida que o valor de C
se aproxima da unidade. [10]
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Tabela 2: Parametros dos modelos BET e GAB nas ISU de PB liofilizado.

Temperatura BET GAB
°C W C %E Whn C k %E
Adsorg¢do 13,81 3,70 1,91 11,11 5,44 0,98 7,48
w0 Dessorcdo 15,64 2843 043 1578 28,40 0,97 875
Adsorcdo 10,80 3,21 1,52 8,25 491 1,02 7,99
* Dessorcdo 10,97 13,88 0,83 11,23 11,18 1,03 1353
%5 Adsorcdo 18,89 1,36 1,89 1198 245 1,01 10,54

Dessorgdo 1325 1224 0,70 13,11 1211 1,02 1345

%E = desvio médio relativo

Os valores encontrados do contetido de umidade na regido da camada monomolecular, indicam que
o0 produto, em baixas umidades relativas, ndo é excessivamente higroscépico. FULLERTON et al. (2005 a e
b) [5, 6], trabalhando com colageno de tenddo bovino, por cristalografia, encontraram valores semelhantes
aos nossos para o teor de umidade na camada monomolecular.

Verificou-se o ajuste de ambos os modelos, através do calculo do desvio médio relativo %E. Os
modelos sdo considerados satisfatérios quando %E for menor ou igual a 10%. [2, 10]

O modelo BET ajustou perfeitamente as curvas de adsorcdo e dessor¢do de umidade em todas as
temperaturas estudadas. O modelo GAB apresentou valores de %E superiores a 10% nas curvas de dessor¢ao
a 25 e 35°C. Nestas duas curvas, verifica-se a ocorréncia de uma mudanga brusca na inflexdo da curva a
partir de 60% de UR a 25°C e 70% de UR a 35°C. Até esses pontos o ajuste é perfeito ao modelo. Isto pode
ser indicativo de uma mudanca morfoldgica no produto em umidades relativas mais altas.

3.3 Efeito da Temperatura sobre o Equilibrio Higroscépico

A Figura 4 mostra o efeito da temperatura de condicionamento no contetdo de umidade de
equilibrio para os diversos niveis de UR estudados. Como se pode observar, variagdes nas condicBes do
ambiente tém certa influéncia no posicionamento da isoterma. Até 70% de UR, o comportamento das trés
curvas ndo apresenta modificagdes significativas. Teoricamente o aumento da temperatura teria o efeito de
abaixar o posicionamento da isoterma indicando uma diminui¢do da quantidade de agua adsorvida. A partir
de 70% de UR verifica-se o cruzamento das curvas e a de 35°C inverte 0 comportamento aumentando a
quantidade de agua adsorvida até atingir o equilibrio. O cruzamento e a possivel divergéncia das ISU com o
aumento da temperatura tém sido reportado por varios autores e pode estar relacionado com o efeito da
dissolugdo dos sais presentes na amostra. A dissolucéo é favorecida pela alta temperatura em um processo
endotérmico, compensando o efeito oposto sobre os constituintes de alto peso molecular. Em baixos valores
de UR, a adsorcdo é devida principalmente aos biopolimeros como, por exemplo, as proteinas, amidos,
polisacaridios, e um aumento na temperatura tem o efeito normal de abaixar a isoterma em relagdo as
abscissas. [3]

318



AYROSA, AM.1.B., MAIZATO, M.J.S., POLAKIEWICZ, B., BEPPU, M.M,, HIGA, O.Z., PITOMBO, R.N.M.,
Revista Matéria, v. 12, n. 2, pp. 313 — 321, 2007.

200

180 A
160 A
140 A
120 A
100 +

80 A
60

Variacdo em massa (%)

40 -

i -M —
or -

0 20 40 60 80 100

Umidade Relativa (%)

| —— 15°C —8—25°C 35°C

Figura 4. Isotermas de adsorc¢éo de umidade a 15, 25 e 35°C do PB liofilizado.

3.4 Caélculo do Calor Isostérico de Sorcdo de Agua

Aos dados experimentais das ISU, aplicou-se a equacdo de Clausius-Clapeyron (Tabela 1), que é a
funcdo termodindmica usada para expressar a dependéncia da temperatura pela pressdo de vapor. Esta
equacdo, além de permitir o conhecimento do valor da energia de ligagdo das moléculas de agua ligadas aos
sitios de adsorcao, permite prever os valores de sor¢do a outras temperaturas.

Fixando-se niveis de umidade pela equacdo das ISU, obtém-se os valores correspondentes de A,
para as trés temperaturas estudadas. Tracam-se entdo as isésteres correspondentes, mostradas na Figura 5, as
quais relacionam o efeito da temperatura absoluta sobre a A, em diferentes niveis de umidade de equilibrio,
tomadas das ISU.

Pelas tangentes das isosteres, conforme a equagéo de Clausius-Clapeyron, encontram-se os valores
do calor de adsorcdo, 4H,, , que somado ao calor latente de vaporizacéo da agua (10,45 kcal/mol), fornece o
calor total de adsorcdo, representado na Figura 6. Este pardmetro indica a energia de ligacdo entre as
moléculas de vapor de agua e a superficie absorvente. Aproxima-se de zero quando o contelido de umidade é
elevado e torna-se bastante alto em conteldos de umidade proximos ao valor monomolecular. A
comprovagdo prética deste fato esta na grande dificuldade encontrada para remover os Ultimos vestigios de
agua durante a desidratacéo de alimentos, exigindo considerdvel fornecimento de energia. [3]
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Figura 6. Calor total de adsorcéo em funcéo do teor de umidade do PB liofilizado.

4  CONCLUSOES

O modelo matematico de BET ajustou-se bem as ISU em todas as temperaturas estudadas. O
modelo GAB apresentou valores do desvio médio relativo (%E) superiores a 10% para as curvas de
dessorcdo a 25 e 35°C, as demais mostraram bom ajuste. Este fato pode estar relacionado a uma mudanca
morfolégica ocorrida no produto em umidades relativas acima de 60%. Os valores monomoleculares
encontrados por ambos os modelos indicam um produto pouco higroscépico, o que facilita a armazenagem e
a conservacéo.

As ISU fornecem diretrizes metodolégicas que podem contribuir para garantir a aplicacdo segura do
PB liofilizado, boa estabilidade do produto desidratado e facil reconstituigao.
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