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RESUMO

Nanocristais de celulose (CNCs), nanoestruturas cristalinas extraidas de fibras
celuldsicas, tém sido explorado em diversas aplicagdes, especialmente como carga
de reforgo para polimeros. A producdo de CNCs a partir de subproduto de celulose é
um processo que agrega valor a um material que seria descartado, diminui os custos
de producgédo dos CNCs e contribui para minimizar os impactos ambientais gerados
no processo. Nesse contexto, este trabalho explorou a obtencdo de CNCs obtidos a
partir de residuos de celulose bacteriana (CB) advindos da industria de curativos
com a perspectiva de aplicagdo como agentes de reforgco em matriz polimérica.
Foram empregadas duas diferentes rotas na extragdo dos nanocristais: rota acida
utilizando solugdo de acido sulfurico 64% e rota enzimatica empregando um pull
comercial de celulases precedida por um pré-tratamento fisico de moagem. O pré-
tratamento de micronizagdo no caso da via enzimatica diminuiu o tamanho médio
das particulas, o grau de polimerizagdo e a estabilidade térmica da celulose, ao
passo que a por¢cao amorfa da celulose tornou-se mais acessivel ao ataque
enzimatico. Nesse caso, os CNCs obtidos apresentaram formato de esferas com
diametro médio de 48 — 56 nm enquanto os CNCs obtidos via hidrdlise acida
apresentaram alta raz&o de aspecto, com formato de agulhas de comprimento médio
de 158 nm e largura de 11 nm. O potencial zeta superficial dos CNCs obtidos por
rota acida foi de -30,8 mV enquanto no caso da rota enzimatica esse valor foi inferior
a 3 mV, indicando que os CNCs obtidos via hidrélise com acido sulfurico apresentam
suspensao mais estavel com a presenga de cargas negativas geradas pela insergéo
de grupos sulfonatos na superficie dos CNCs. A goma gelana (GG), matriz
polimérica empregada como modelo para se avaliar o efeito da incorporagdo dos
CNCs nas propriedades mecénicas do polimero, foi modificada com 1%, 5% e 10%
(m/m) de CNCs. A incorporagao dessas nanoparticulas resultou em uma diminui¢cao
na transmitancia da GG de 8 — 48% em 550 nm, além de ter afetado o processo de
degradagdo da matriz. Entretanto, apenas os CNCs obtidos via rota enzimatica
empregados na concentragdo de 10% promoveram aumento na rigidez da GG, que
teve seu modulo de elasticidade aumentado de 965 + 407 MPa para 2448 + 675
MPa. Ainda, nenhum dos materiais produzidos apresentou efeito citotéxico sobre as
células L929.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, nanocristais de celulose, hidrélise acida, hidrolise
enzimatica, agente de reforgo



ABSTRACT

Cellulose nanocrystals (CNCs), crystalline nanostructures extracted from cellulosic
fibers, have been employed in several applications, especially as reinforcing fillers for
polymers. The production of CNCs from pulp waste is an environmentally friendly
process that aims to recycle underutilized materials, contributing to the reduction of
environmental impacts. Therewith, the aim of this work is to obtain CNCs from
bacterial cellulose (CB) waste from the wound dressing industry to apply it as
reinforcing agents in a polymeric matrix. Two different extraction routes were
employed: acidic route using 64% sulfuric acid and enzymatic route using a
commercial cellulase enzyme mixture preceded by a physical milling pre-treatment.
The micronization pre-treatment related to the enzymatic route decreased the
average particle size, the degree of polymerization and the thermal stability of
cellulose, while the amorphous portion of cellulose had become more accessible to
enzymatic attack. In this case, the obtained CNCs were sphere-shaped nanoparticles
with an average diameter of 48 — 56 nm while CNCs obtained through acid hydrolysis
exhibited a high aspect ratio, with a needle shape with an average length of 158 nm
and a width of 11 nm. The surface zeta potential of the CNCs obtained though acidic
route was -30,8 mV while for enzymatic routes these values were lower than 3 mV,
indicating that CNCs obtained by the hydrolysis using sulfuric acid were found to be a
more stable suspension with negatively charged nanoparticles (sulfonate groups).
Gellan gum (GG) was the polymeric matrix used as reference to evaluate the effect
of CNCs on the mechanical properties of the polymer; GG was modified with 1%, 5%
and 10% (m/m) of CNCs. The CNCs incorporation resulted in a decrease in GG
transmittance in the range of 8 — 48% at 550 nm, and had affected the matrix
degradation process. Only the GG composite modified with 10% of CNCs obtained
through the enzymatic route had its stiffness increased, whose elastic modulus
increased from 965 * 407 MPa to 2448 + 675 MPa. Furthermore, none of the
produced materials showed cytotoxic effect against L929 cells.

Keywords: Bacterial cellulose, cellulose nanocrystals, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis,
reinforcing agent
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Apresentagao

A celulose bacteriana (CB) é um polimero formado por uma cadeia longa e linear
composta por mondmeros de glicose. A CB pode ser sintetizada por determinadas
bactérias, entre as quais pela bactéria acética Komagataeibacter xylinus,
reconhecida como a principal cepa produtora de celulose. Devido a sua estrutura de
rede tridimensional formada por nanofibras interconectadas e por apresentar alta
pureza, a CB exibe propriedades estruturais distintas da celulose vegetal. A CB tem
sido utilizada como matriz biopolimérica para diversas aplicagdes, notadamente nas
areas médica e biomédica; na area biomédica a CB € amplamente utilizada na forma
de biocurativos. Neste trabalho, retalhos de CB gerados durante a manufatura de
biocurativos, considerados residuo dessa industria, foram utilizados como fonte de
celulose para a extragdo de nanocristais de celulose (CNCs). Os CNCs geralmente
apresentam boas propriedades de refor¢co devido a suas dimensdes nanométricas e
alta cristalinidade e, por essa razdo, sua eficiéncia enquanto agentes de reforgo foi
avaliada em matriz polimérica de goma gelana.

Esta tese esta dividida em quatro capitulos. O capitulo um é dedicado a
introdugdo e versa sobre celulose bacteriana e nanocristais de celulose,
notadamente sobre producdo, propriedades e aplicacbes desses materiais. Ainda,
este capitulo trata da goma gelana, matriz polimérica empregada como referéncia
neste trabalho. Os capitulos dois e trés se dedicam, respectivamente, a
caracterizagao dos materiais de partida empregados na extragdo dos nanocristais de
celulose e a producdo e caracterizacdo dos nanocristais por rotas acida e
enzimatica. O capitulo quatro trata da produgao e caracterizagéo dos filmes de goma
gelana modificados com os diferentes nanocristais de celulose e explora o efeito

dessas nanoparticulas na rigidez e no limite de resisténcia da matriz polimérica.



Capitulo 1

Introducao

1. Secgédo Tedrica

1.1Celulose

Os polimeros naturais sao altamente atraentes para serem empregados no
desenvolvimento de materiais sustentaveis, notadamente por serem obtidos a partir
de recursos renovaveis. A celulose, um biopolimero abundante na Terra, tem uma
producdo anual estimada entre 75 — 100 bilhdes de toneladas [1]. Este biomaterial
tem sido empregado em diferentes areas de aplicagdo, como produgao de papel e
embalagens, téxtil, alimentos, materiais biomédicos e eletrénica [2] .

A celulose pode ser extraida de fonte vegetal ou sintetizada por determinados
micro-organismos, entre eles bactérias Komagataeibacter, Pseudomonas,
Achrobacter, Alcaligene, Aerobacter e Azotobacter. Bactérias do género
Komagataeibacter (anteriormente denominadas Gluconacetobacter/Acetobacter) tém
recebido grande destaque nos ultimos anos, pois sdo capazes de produzir celulose
com maior eficiéncia devido a sua capacidade de metabolizar uma ampla gama de

fontes de carbono e nitrogénio [3, 4, 5, 6].

1.1.1 Celulose Bacteriana (CB)

A CB foi relatada pela primeira vez por Adrian J. Brown em 1886 que identificou a
formacdo de um filme gelatinoso na interface liquido - ar em um caldo de
fermentacdo de vinagre. Esse filme, que descobriu-se mais tarde ter sido produzido
pela bactéria Gluconacetobacter xylinus [atualmente denominada Komagataeibacter
xylinus (K. xylinus)], apresentava composigao quimica idéntica a celulose vegetal [7,
8].

A CB é produzida entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa das
bactérias por meio de fermentagdo oxidativa em meio rico em carboidratos. Essas
bactérias promovem a oxidacdo dos carboidratos sob condicbes aerdbicas,
produzindo, além da celulose, acido acético [7, 8]. Acredita-se que a producéo de
celulose seja um mecanismo de defesa bacteriana, servindo como uma barreira

fisica que fornece protecdo contra os efeitos danoso da radiagcédo ultravioleta [9].
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Dentre as cepas produtoras de celulose, a K. xylinus (Fig. 1) se destaca como a
mais eficiente em meio liquido. Trata-se de uma bactéria Gram-negativa néo-
patogénica que apresenta formato de bastonete, cuja produgao 6tima de celulose se
da entre 25 - 30 °C e pH entre 3-7 [7, 8].

Figura 1. Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da bactéria K. xylinus sob a
superficie da membrana de celulose por ela produzida

Fonte: Basu A. et al. (2018) [10]

1.1.2 Mecanismos Bioquimicos e Moleculares da Biossintese de CB por
Komagataeibacter Xylinus

A via biossintética da CB comega com a polimerizagdo de moléculas de glicose
em cadeias B(1-4)-glucanas, a qual é catalisada pela celulose sintase, seguida pela
excregao das cadeias através de complexos terminais presentes na membrana
celular da bactéria. As cadeias formadas se arranjam linearmente e se cristalizam
através de ligacdes de hidrogénio e forgcas de Van der Waals, formando fibrilas
subelementares de aproximadamente 1,5 nm de didmetro que se associam e
formam nanofibrilas de 2-4 nm de didmetro. Por fim, as nanofibrilas se organizam em
estruturas nanofibrilares de 3-8 nm de didmetro e de até 60 nm de comprimento [11,
12]. Essas nanoestruturas se entrelagam aleatoriamente, formando uma rede de

nanoporos [12] (Fig. 2).
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Figura 2. Representagao esquematica da extrusédo de cadeias glucanas e formagéo da CB

Fonte: Horue M. et al. (2023) [12] (Adaptado)

A produgdo da CB por K. xylinus ocorre via ciclo das pentoses e ciclo de Krebs.
Quando a glicose é usada como substrato, essa molécula é inicialmente
transportada do meio externo para o citoplasma e a sintese da celulose é catalisada
por quatro enzimas bacterianas, da seguinte maneira: i) o carbono 6 da glicose é
fosforilado pela glucoquinase, originando a glicose-6-fosfato; ii) a fosfoglucomutase
catalisa a reagdo de isomerizagdo da glicose-6-fosfato em glicose-1-fosfato; iii) a
UDPG-pirofosforilase converte a glicose-1-fosfato em uridina 5'-difosfato glicose
(UDP-glicose); iv) a UDP-glicose é polimerizada em celulose pela agdo da celulose
sintase [11, 13] (Fig. 3). Quando dissacarideos, como a sacarose e maltose, s&o
usados como as fontes de carbono, a biossintese se inicia com a hidrolise desses
dissacarideos em monossacarideos, como a glicose e a frutose [13].

A sintese da celulose também pode ocorrer a partir de fontes endégenas. Nesse
caso, o processo tem inicio com a transformacédo do oxaloacetato em piruvato pela
acao da enzima piruvato carboxilase. Em seguida, o piruvato é transformado em
fosfoenolpiruvado pela agdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase. A sintese
de celulose pela bactéria € dispendiosa para a célula, consumindo cerca de 10% da
energia proveniente das reacbes catabolicas relacionadas ao metabolismo
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bacteriano. Assim, a energia utilizada para a sintese da CB provém do metabolismo
aerobio [11].
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Figura 3. Representagdo esquematica da via metabdlica de produgéo de celulose por K. xylinus

Fonte: Lustri W. R. et al. (2015) [11] (Adaptado)
1.1.3 Caracteristicas e Propriedades da CB

A CB ¢é constituida por uma rede tridimensional de nanofibras de celulose
firmemente compactadas de até 100 nm de comprimento e de 2-4 nm de didmetro,
composta por dominios ordenados (cristalinos) alternados com regides
desordenadas (amorfas), apresentando elevada cristalinidade (entre 70 e 89%) [4,
14, 15, 16]. A celulose é formada por moléculas de glicose unidas por liga¢des 3-1,4-
glicosidicas e apresenta trés grupos hidroxila acessiveis por unidade de glicose [17],
0s quais interagem entre si por meio de ligagées de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares, que conferem rigidez a cadeia [18] e resultam em diferentes
formas cristalinas. A celulose conta ainda com interagdes hidrofébicas e de van der
Waals, formando cadeias paralelas [18] (Fig. 4).
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Figura 4. Porgbes amorfas e cristalinas das nanofibras de CB, ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares (linhas pontilhadas) e numeragéo dos carbonos da unidade de
glicose formadora do biopolimero

Fonte: ISLAM, M. S. et al. (2018) [15] (Adaptado)

A estrutura cristalina da celulose apresenta quatro diferentes formas polimérficas:
celulose tipo I, II, Il e IV (Fig. 5). A celulose tipo | € a forma mais abundante
encontrada na natureza e consiste de dois tipos de estruturas cristalinas: estrutura
triclinica (la) e estrutura monoclinica (lg), que coexistem e cujas proporgdes
dependem da origem da celulose. A celulose |s € a forma cristalina majoritaria
produzida por bactérias e algas enquanto a celulose Ig € o polimorfo predominante
em plantas superiores. A celulose |s pode ser irreversivelmente convertida em
celulose lg quando submetida a tratamento hidrotérmico alcalino, o que sugere que o
polimorfo Ig € termodinamicamente mais estavel do que o l,. Dado que a estrutura
cristalina da celulose | é termodinamicamente metaestavel, ela pode ser convertida

em celulose Il ou Il em fungéo de tratamento quimico e térmico [19, 20].
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Fonte: WADA, M. et al. (2004) (Adaptado) [21]

Entre algumas propriedades da CB, destacam-se sua baixa solubilidade em agua
e na maioria dos solventes organicos, alta resisténcia a tragéo (60 — 115 GPa), alto
grau de polimerizagdo (7.000 — 16.000 unidades de glicose por macromolécula),
moldabilidade in situ e alta capacidade de retencdo de liquido, sendo capaz de
absorver quase 100 vezes sua propria massa em agua [7, 22].

Por fim, a CB exibe inumeras vantagens interessantes, como: i) obtengcdo na
forma de nanofibras de celulose pura, ij) nanobiomaterial biocompativel, iii) nao-
alergénico, iv) biodegradavel por enzimas naturalmente presentes na natureza, v)
eco-friendly e vi) passivel de ser produzida em larga escala por rota biotecnologica
[4,9, 14, 23, 24].

1.1.4 Producao da CB

A producéo da CB pode ser realizada utilizando cultivos em meios solidos e em
meios liquidos, em cultura estatica ou em cultivo agitado, e em processo de
batelada, batelada alimentada ou continuo. No cultivo estatico tradicional, o meio de
cultura inoculado leva a formagao de um hidrogel de celulose que flutua devido as
bolhas de CO: aprisionadas na matriz que sdo geradas pela bactéria durante o
processo fermentativo; o cultivo geralmente leva de 5 a 20 dias. Na cultura agitada,
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por sua vez, a celulose é produzida sob formas que variam de suspenséao fibrosa a
esferas e pellets, a depender da velocidade de rotacéo aplicada [6, 25, 20].

O meio de cultivo convencional utilizado para a producédo da CB é o meio Hestrin-
Schramm (HS), que contém glicose, peptona e extrato de levedura como fontes de
carbono e nitrogénio, além de micro e macro nutrientes [6]. A glicose é usada como
fonte de carbono para a producdo de celulose. O nitrogénio € fundamental no
metabolismo celular, e compreende entre 8 e 14% da massa seca de bactérias [7].

A CB produzida via processo biotecnologico é obtida quimicamente pura, livre de
lignina, pectina, hemicelulose e demais subprodutos obtidos junto a celulose advinda
de fonte vegetal [3, 14]. Enquanto o tratamento quimico da polpa vegetal para
obtencdo de celulose esta associado a um alto consumo de energia e inclui
tratamento alcalino e acido que geram residuos e contaminantes agressivos ao meio
ambiente, o processo de purificacdo da CB é realizado sob condi¢cbes brandas,
consistindo basicamente do tratamento a quente em meio alcalino diluido [14]. Além
requerer um processo de purificagdo mais simples e de menor demanda energética,
tem-se como uma vantagem adicional da celulose produzida por fermentagéo
bacteriana, em comparag&o com a celulose vegetal, a possibilidade de produgdo em
quaisquer regides, independente da disponibilidade de recursos vegetais e de
condigdes climaticas favoraveis ao cultivo de plantas fontes de celulose.

1.1.5 Aplicagoes da CB

A CB é um biopolimero versatil que encontra aplicagdo nas mais diversas areas: i)
na industria alimenticia como aditivos de baixa caloria, na produ¢do de embalagens
e como estabilizante [6], ii) na industria eletrébnica como substrato para OLEDs
(Diodo Emissor de Luz Orgéanica, do inglés Organic Light-Emitting Diode) e
dispositivos eletrénicos [27], iii) na area biomédica como curativo no tratamento de
pele injuriada por queimaduras, feridas e ulceras e em sistemas de drug delivery
[24], iv) na bioengenharia como substrato para sensores e imobilizagdo de

moléculas [9] e v) na industria cosmética como mascaras faciais [28] (Fig. 6) .
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Figura 6. Principais aplicagdes da CB no Brasil e no mundo.

Fonte: Marestoni L. D. et al. (2020) [9] (Adaptado)

Particularmente, a industria de curativos de CB gera grande quantidade de
retalhos desse material durante a etapa de corte do processo produtivo, que é
normalmente descartada. Entretanto, essa biomassa pode ser utilizada como fonte
de celulose pura [29], 0 que contribui para o reaproveitamento e conversao dos
residuos dessas industrias em produtos de alto valor agregado. Tal abordagem é
explorada no presente trabalho e busca reciclar um material subutilizado de
operagodes industriais para a extragao de nanocristais de celulose (CNCs).

Além de ser utilizada em sua forma nativa, a CB pode ser empregada na
producdo de compdsitos poliméricos, quer seja como matriz polimérica, quer seja
como fonte de nanocelulose para atuar como agente de reforgo. Nesse sentido, os
CNCs sao amplamente empregados por seu potencial em conferir melhorias nas
propriedades mecanicas (aumento na resisténcia a tragdo e modulo de elasticidade)
de matrizes poliméricas. Isso se deve principalmente as propriedades fisicas
singulares dos CNCs e a abundancia de grupos hidroxila em sua superficie [30].
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1.2 Nanocristais de CB Obtidos por Hidrélise Acida: Propriedades e
Aspectos Gerais

Os dominios cristalinos da CB podem ser extraidos por meio da desintegragao
das nanofibras por processos mecanicos, quimicos ou enzimaticos, ou por meio de
suas combinagdes, produzindo CNCs [15]. A depender da fonte de celulose e do
método de preparacéo, CNCs com diferentes razdo de aspecto
(comprimento/diametro), cristalinidade e morfologia podem ser obtidos,
apresentando propriedades distintas.

O principal processo de obtencdo dos CNCs é baseado na hidrélise acida. Neste
processo do tipo top-down, as ligagbes glicosidicas das cadeias de celulose
presentes nas regides amorfas, mais acessiveis e suscetiveis a ataques quimicos e
biolégicos, sao clivadas, liberando os cristalitos individuais em forma de agulha ou
bastéo [15].

Diferentes acidos ou mistura de acidos podem ser empregados na extracdo dos
CNCs, incluindo acido sulfurico, cloridrico, fosforico, hexanoico e citrico [31, 32].
Acidos sdo extensivamente empregados na obtengdo de CNCs negativamente
carregados e neutros [33] (Fig 7). No entanto, o acido sulfurico € o mais comumente
empregado devido a maior estabilidade coloidal da suspensdo obtida [31]. Neste
caso, 0 acido sulfurico reage com os grupos hidroxilas dos CNCs, produzindo
superficies negativamente carregadas com grupo sulfonato (-SOz7). A repulséo
eletrostatica entre os CNCs carregados negativamente gera uma dispersao bastante
uniforme e estavel [15, 33].
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Figura 7. CNCs produzidos a partir de CB por hidrdlise acida com diferentes tipos de acidos

Fonte: Singhsa P. et al. (2017) [34] (Adaptado)

Assim como a CB, os CNCs s&o biocompativeis, biodegradaveis e termicamente
estaveis. As dimensdes dos CNCs dependem do tratamento empregado e da fonte
de celulose e geralmente variam de 2-50 nm de largura e 50-2000 nm de
comprimento [15, 35]. Devido ao carater nanométrico, os CNCs tém uma grande
area de superficie relativa, de 150-250 m? g~'. Apresentam excelentes propriedades
mecanicas, com modulo de elasticidade de 110-220 GPa e resisténcia a tragao de
7,5-7,7 GPa [15]. Ainda, a quimica de superficie dos CNCs pode ser modificada pela
adogao de diferentes estratégias sintéticas no processo de extragdo [31] bem como
por reacdoes de oxidagdo, esterificagdo, eterificacdo, sililagcdo, carbamilacéo,
amidacao e grafting [36].

Embora a hidrélise com acido sulfurico seja a forma mais classica e
comercialmente empregada de obter CNCs, a presenga de grupos sulfonatos na
superficie dos CNCs diminuem a estabilidade térmica da celulose. Além disso, esse
tratamento diminui o grau de polimerizagdo, interferindo negativamente na
resisténcia mecénica que os CNCs promovem enquanto agentes de reforco em
compositos. Por esta raz&o, o emprego de novos métodos de extragdo de CNCs que

mantenham as propriedades intrinsecas da celulose mostram-se relevantes [33] .
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1.3 Nanocristais de Celulose Bacteriana Obtidos por Hidrélise Enzimatica:
Propriedades e Aspectos Gerais

A aplicagdo de praticas de quimica verde na sintese de nanoparticulas é uma
tematica emergente em relagdo a sustentabilidade. As abordagens nesse campo
envolvem especialmente rotas alternativas, mais seguras e que gerem menor
quantidade de residuos toxicos [37]. Nesse sentido, a hidrolise enzimatica
empregada na obtengdo de CNCs que utiliza agua como solvente e n&o gera
residuos toxicos é uma rota sintética ambientalmente ecolégica com menor impacto
ambiental.

A hidrdlise enzimatica ocorre na presenca de celulases e se da em dominios
amorfos com falhas estruturais relativamente grandes. Celulases s&o um complexo
enzimatico constituido por trés enzimas que atuam sinergeticamente ao romper
ligacbes glicosidicas do tipo 3-1,4 de microfibrilas da celulose: as endo-B-1,4-
glicanases, que hidrolisam as ligagdes glicosidicas aleatoriamente em regides
amorfas das fibras da celulose, criando fragmentos menores; as exo-B-1,4-
glicanases, que agem nas extremidades das cadeias gerados pela agdo das
endoglicanases, liberando celobiose; e as [-1,4-glicosidases que convertem os

oligossacarideos gerados em glicose [33, 38, 39] (Fig. 8).
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Figura 8. Mecanismo de acao das celulases

Fonte: Pirich C. L. et al. (2020) [39] (Adaptado)

Devido a especificidade das enzimas, a hidrolise enzimatica € mais seletiva a

algumas regides especificas nas fibras celuldsicas. Portanto, ajustando as condi¢des
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reacionais, a taxa de hidrolise da celulose pode ser controlada, bem como a
morfologia dos CNCs [40].

A metodologia e as condigbes reacionais aplicadas na produgdo dos CNCs
afetam propriedades como morfologia, tamanho médio, distribuicdo de tamanho,
estrutura e grau de cristalinidade das particulas. A Tabela 1 a seguir exibe as

principais propriedades de CNCs extraidos a partir de CB por rotas acida e

enzimatica de acordo com a literatura recente.

Tabela 1. Fontes de CB e rotas de produgdo empregadas na produgédo de CNCs e suas principais

propriedades
Fonte Rota de Produgio Morfologia Tamanho Cristalinidade | Potencial Zeta | Referéncia
(nm) (%) (mV)
K. xylinus Acido sulfurico Agulhas Comprimento 86 -91 NR Lima, LR et
20-2500 al. (2015)
[41]
CB (cepa NR) i. Acido sulfiirico Agulhas Comprimento 1.22-92 1.-53.6 —-24.7 Vasconcelos,
) 200 -2100 NF et al.
ii. Acido sulftrico/ Largura ii. 83 ii. -43.9 (2017) [42]
cloridrico 16 - 50
K. xylinus i. Acido sulftirico Esferas Comprimento i. 85-89 1.-32.4--309 Singhsa, P,
) 100 — 700 Ravin N,
ii. Acido cloridrico ii. 86 — 88 ii. -11.0 Manuspiya H
Largura (2017)
iti. Acido sulfarico/ 10-30 iii. 87 — 89 iii. -22.0 [34]
cloridrico
K. Enzimatica Agulhas Comprimento NR NR Rovera, C et
mcrofermentans 200 — 800 al. (2()1 8)
DSM 15973 Largura [43]
~6
K. hansenii Enzimatica Indefinida NR NR NR Brandes, R et
(ATCC 23769) al. (2019)
[44]
K. xylinus i. Acido sulfiirico Agulhas Comprimento i.71-87 i.-24.6 —-13.1 Arserim-
’ 831 -1232 Ugar, DK et
ii. Acido cloridrico Largura ii. 86 — 91 ii. -6.0--3.2 al. (2020)
18-22 [45]
K. xylinus Acido sulfurico Agulhas Comprimento 88 -45+4 Melo, PTS et
120 +31 al. (2020)
Largura [29]
13 +£3
K. xylinus Enzimatica Indefinida 37-242 NR +15 Soeiro, VS et
(ATCC 53,582) al. (2021)
[46]
CB (cepa NR) i. Acido sulfiirico Esferas/Agulhas | i. Comprimento NR NR Carullo, D et
) 200570 al. (2023)
ii. Acido cloridrico Largura [47]
~22
ii. Comprimento
800 —2500
Largura
~30

NR: ndo reportado
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1.4 Nanocristais de Celulose Bacteriana como Agente de Reforgco em
Matrizes Poliméricas

O conceito de usar CNCs como reforgo originou-se de suas propriedades fisicas
distintas, como baixa densidade (1,5-1,6 g/cm?3), alto médulo de elasticidade, alta
area superficial relativa, alta raz&o de aspecto (~10-70) e superficie rica em grupos
hidroxila que tem o potencial de formar uma rede de percolagdo em compdsitos [48,
49]. O fendbmeno de percolagdo € um dos grandes responsaveis pelo reforgo
produzido pela adicdo de CNCs em baixos niveis de carga em diversos polimeros
[48], sendo resultante das fortes interagdes (ligagdes de hidrogénio) entre os CNCs
e da grande proximidade entre eles [50]. Ainda, a possibilidade de modificagdo da
superficie dos CNCs é uma estratégia amplamente empregada com a finalidade de
melhorar sua interacdo com diferentes matrizes poliméricas, o que viabiliza a
producao de diferentes tipos de nanocompdsitos reforcados com CNCs [51, 52, 53].
A Fig. 9 ilustra o fenbmeno de percolacdo na estrutura de um nanocompdsito
polimérico.

a

'.. k‘ &
0’0 i?f:‘:\.

Figura 9. Esquemas de limiares de percolagdo em compésitos nanoparticulas/matriz polimérica:

Nanoparticulas (a) desconectadas, (b) parcialmente conectadas e (c) totalmente conectadas

Fonte: Choi H. J. et al. (2019) [54]

Compésitos sdo materiais formados por duas ou mais fases que exibem
propriedades de todas as fases que os constituem [55]. Nanocompdsitos, por sua
vez, sdo uma classe de materiais compdsitos multifasicos no qual pelo menos uma
de suas fases possui dimensdes na escala nanométrica (1 nm = 10~° m). A estrutura
dos nanocompdsitos geralmente consiste em uma matriz contendo reforgos ou

cargas [56]. Nesse contexto, as dimensdes nanométricas dos CNCs permitem a
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producao de filmes nanocompadsitos reforcados com excelente transmitancia de luz
visivel [57].

Nanocompdsitos reforgados com CNCs geralmente exibem melhorias nas
propriedades térmicas, mecanicas e de barreira quando comparados a matriz pura
ou aos compdositos convencionais, mesmo com baixas cargas de CNCs [50].

Uma das mais atrativas propriedades dos CNCs € seu elevado valor de médulo
de elasticidade. A Tabela 2 a seguir apresenta valores de modulo de elasticidade e
resisténcia a tragdo dos CNCS e de algumas cargas comumente utilizadas na
producdo de nanocompésitos. Os valores indicam que o emprego dos CNCs
enquanto agente de reforgo mostra-se como uma excelente alternativa a outras

cargas mais convencionais.

Tabela 2. Valores de resisténcia a tracdo e médulo de elasticidade de algumas cargas utilizadas
como reforgo de matrizes poliméricas

Fonte: Duran N. (2011) [58]

Material Resisténcia a Tragao Médulo de Elasticidade
(GPa) (GPa)
Nanowhiskers de celulose 7,5 150
Nanofibras de celulose ~10 ~100
Fibra de vidro 4,8 86
Kevlar 3,8 130
Nanotubos de carbono 11-73 270-970

A literatura apresenta um vasto numero de estudos envolvendo o emprego de
CNCs como agente de refor¢co no desenvolvimento de nanocompadsitos poliméricos.
Em 2014, Silvério e colaboradores [50] desenvolveram nanocompdsitos de
metilcelulose/CNCs extraidos de casca de soja. Em comparagdo com o fiime de
metilcelulose puro, foram observadas melhorias nas propriedades mecanicas e de
barreira, enquanto a estabilidade térmica foi mantida. Particularmente, houve uma
melhoria de 119,7% no mddulo de armazenamento (caracteristica da compactagao
do material) dos nanocompdsitos quando 8% de CNCs foram incorporados a matriz.
Em um trabalho mais recente de 2019, Shi e colaboradores [59] prepararam filmes
de etilcelulose reforcados com CNCs extraidos do caule da planta de tabaco e
modificados por o6leo de soja epoxidado, um plastificante. Nesse estudo, foi
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constatado que com adicdo de 4 partes por cem de borracha (phr, do inglés parts
per hundred of rubber) de CNCs modificados, a resisténcia a tracdo do filme
nanocompodsito mostrou-se cerca de duas vezes maior em relacdo ao filme de
etilcelulose plastificado, e, ainda, a estabilidade térmica do filme nanocompdsito
mostrou-se maior.

Mais recentemente, grande destaque tem sido dado a trabalhos em consonancia
com os preceitos da quimica verde de reaproveitamento e reciclagem de materiais e
que visam a substituicdo de substratos derivados do petréleo por materiais
renovaveis e biodegradaveis. Nessa perspectiva, Melo e colaboradores [29]
exploraram o emprego de sobras de biocurativos de CB resultantes de operagdes
industriais de corte na extracdo de CNCs para a produgdo de fiimes de
hidroxipropilmetilcelulose reforcados com CNCs. Os materiais produzidos e
reforcados com apenas 5% (m/m) de CNCs se mostraram transparentes e
apresentaram maior resisténcia a tragdo (de 61 + 6 para 86 + 9 MPa) e mdédulo de
elasticidade (de 1,5 £ 0,2 a 2,7 + 0,4 GPa) e menor permeabilidade ao vapor de
agua (de 0,40 + 0,02 a 0,31 £ 0,01 g mm h" m2 kPa™'). Esse trabalho pioneiro abre
caminho para a produgao mais sustentavel de CNCs através do uso integral de

biomassa.

1.5 Matriz Polimérica de Goma Gelana Reforgada com Celulose

A goma gelana (GG) é um polissacarideo anidnico linear produzido por
fermentacdo aerdbica de bactérias Gram-negativas do género Sphingomonas,
notadamente por S. elodea e por S. paucimobilis em menor rendimento [60, 61]. A
cadeia linear da GG é formada por duas unidades de B-D-glicose, uma unidade de
B-D-acido glucurdnico e uma unidade de a-L-ramnose na proporgdo molar de 2:1:1
[60, 62]. A GG possui dois grupos acila, acetato e glicerato, ligados ao residuo de
glicose adjacente ao de acido glucurdnico. Esses grupos acila podem ser totalmente
removidos durante o processo de producédo da GG por tratamento alcalino, de forma
a se obter a GG desacetilada. Atualmente, a obtencdo comercial de GG
parcialmente desacetilada também é possivel pelo emprego de métodos mais
brandos de extracdo [60, 63]. Ainda, subprodutos como proteinas e outros

compostos organicos produzidos durante o processo fermentativo podem também
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ser removidos por filtragdo ou centrifugagdo [60]. A estrutura quimica da GG

altamente acetilada e parcialmente desacetilada esta ilustrada na Fig. 10.

D-glicose D-acido D-glicose L-ramnose
-~ glucurénico
(a) [ :I

OH
0

Figura 10. Estrutura quimica da goma gelana (a) altamente acetilada e (b) parcialmente desacetilada

Fonte: Osmatek T. et al. (2014) [62] (Adaptado)

Por ser um polimero aniénico, ambos os tipos de GG, altamente acetilada e
parcialmente desacetilada, tem a capacidade de formar géis; a presencga de cations
monovalentes, bivalentes e trivalentes favorece o processo de gelificagcado [60, 62]. A
quantidade de grupos acila tem grande influencia nas caracteristicas do filme
produzido, notadamente na flexibilidade e na transparéncia [60]. A capacidade de
gelificacdo da GG depende de sua concentragdo no meio, da presencga e do tipo de
cation, do pH e da temperatura da solugao [60, 61, 64]

O mecanismo de espessamento/gelificacdo da GG é termo-reversivel. Em meio
mais diluido e sob aquecimento, as cadeias poliméricas da GG se movimentam
livremente. A medida que o meio sofre resfriamento, as cadeias poliméricas passam
a se ordenar em estruturas helicoidais, as quais, posteriormente, se organizam em

um reticulo tridimensional de dupla-hélice [60, 64, 65], conforme mostra a Fig. 11.
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Figura 11. Processo de gelificagdo da GG

Fonte: Gomes D. et al. (2023) [64] (Adaptado)

A presenca dos grupos acila prejudica a formacdo das zonas de juncédo das
cadeias poliméricas por impedimento estérico, limitando a homogeneidade do
sistema gelificado [65]. Desse modo, filmes de GG acetilada tendem a ser flexiveis,
enquanto filmes de GG desacetilada apresentam maior ordenamento conformacional
e apresentam-se mais rigidos e quebradigos [60, 62, 65].

A GG é uma matéria-prima renovavel, atoxica, biocompativel e biodegradavel.
Este biopolimero é largamente empregado na industria alimenticia como
espessante, componente de textura e no melhoramento das propriedades
organolépticas dos alimentos, tendo sido aprovada para uso em alimentos pelo FDA
(Food and Drug Administration) em 1992 [60, 64]. Devido a flexibilidade e dureza
ajustaveis dos géis e fiimes de GG, sua alta transmiténcia e por ser facilmente
combinada com outras gomas/polimeros, materiais com propriedades intermediarias
tem sido obtidos, ampliando o campo de aplicagdes da GG [60, 61]. Na area médica
e farmacéutica, a GG tem sido explorada na engenharia tecidual na produgéo de
scaffolds e hidrogéis e em sistemas de liberacdo de farmacos na forma de micro e
nanoparticulas [64]. Na area da biotecnologia, a GG tem sido empregada na
producdo de meios de cultura solidos como substituto do agar [60, 64]. Embora um
estudo tenha explorado o emprego de CNCs como agente de reforgo em hidrogel de
GG [66], ndo ha publicagdes que tenham investigado o emprego e a eficacia de
CNCs com propriedades e morfologias diferentes como agente de reforgo em filmes
de GG.
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2. Objetivos do Trabalho

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar a eficiéncia de nanocristais de
celulose extraidos a partir de residuos industriais de CB por rotas acida e enzimatica
como agentes de reforco em matriz polimérica de GG, a qual foi empregada como
modelo neste estudo.
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Capitulo 2

Producao e Caracterizagao de Celulose Bacteriana e Celulose
Bacteriana Micronizada para Extragao de Nanocristais

1. Resumo do Capitulo

A CB é um biopolimero sintetizado por diversas espécies de bactérias através de
processos de fermentagdo na presengca de fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes. A CB é geralmente produzida em cultivo estatico na forma de filmes
de nanofibras de celulose altamente puras e interconectadas. Embora sintetizada na
forma de hidrogel, geralmente a CB €& desidratada e empregada na forma de um
filme resistente e flexivel. Dado que a producédo da CB envolve um elevado custo, o
reaproveitamento de toda a biomassa de celulose € fundamental para aumentar a
viabilidade comercial dos processos produtivos nas industrias desse ramo
biotecnoldgico. Nesse contexto, retalhos de CB que seriam descartados, foram
cedidos pela industria de curativos. De posso desse material, objetivou-se
caracteriza-lo e submeter parte desses retalnos a um processo mecanoquimico de
moagem em moinho de bolas para posterior utilizagdo desses materiais na produg¢ao
de CNCs. Tanto os retalhos de CB como o material micronizado foram
caracterizados quanto aos aspectos morfologicos por MEV e AFM e estruturalmente
por FTIR e DRX. As propriedades térmicas e o impacto da moagem no grau de
polimerizagdo do material também foram avaliados. A moagem dos retalhos de CB
levou a formagédo de particulas com dimensdes micro e nanométricas. Embora a
estrutura quimica tenha se mantido a mesma apds a micronizagao, o processamento
mecanico causou um aumento no ICr de cerca de 8% e uma diminuicdo no GP (de

1576 para 1388) e na estabilidade térmica da CB, com diminuigao de Tpico em 11 °C.
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2. Objetivos
Obter e caracterizar os materiais de partida utilizados na obtengdo dos CNCs:

i. Aparas de CB, material subutilizado de operagdes industriais, a serem
empregados na hidrolise acida

ii. CB processada em moinho de bolas a serem empregados na hidrolise
enzimatica dada a necessidade de se facilitar o acesso das enzimas aos

dominios amorfos da celulose

A caracterizagdo dos substratos incluem as seguintes técnicas: Microscopia de
Forca Atdbmica, Microscopia Eletrbnica de Varredura, Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier, Difratometria de Raios-X, Analise

Termogravimétrica e determinac&o do grau de polimerizagao.
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3. Materiais e Métodos

3.1Membranas de Celulose Bacteriana

Retalhos de membranas de CB resultantes de operacdes de corte para produgao
comercial de curativos foram gentimente cedidos pela empresa BioSmart

Nanotechnology LDTA.

3.2Preparo da Celulose Micronizada

As aparas de curativos de CB foram moidas em um moinho de bolas (Impact
Grinder, Polymix PX-IG 2000, Kinematica) durante 20 minutos na frequéncia de
10Hz, tendo-se obtido um p6 de baixa granulometria. A amostra de CB micronizada
foi nomeada como MicroCell.

3.3Microscopia de Forga Atomica

A anadlise de microscopia de forga atébmica (AFM, do inglés Atfomic Force
Microscopy) foi realizada em parceria com a Anton Paar Brasil com o microscopio
TOSCA 400 com mesa de isolamento ativo de vibragao para bancadas. Utilizou-se o
modo tapping e cantilever tipo Arrow™ NCR da Nanoworld.

3.4Microscopia Eletronica de Varredura

A caracterizagado morfolégica das amostras por meio da Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) de Alta Resolugdo com Emissdo por Campo foi realizada no
microscopio eletrénico Jeol JSM 7500F com aceleragao de voltagem de 2,00 kV. As
amostras foram acomodadas em stub de latdo com o auxilio de fita dupla face de
carbono e recobertas com carbono no metalizador Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater.

3.5Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier por
Reflectancia Total Atenuada

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier no modo de

reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) foi realizada no espectrofotobmetro Bruker-Vertex

70 empregando-se 64 varreduras na faixa de absorgdo de 4000-650 cm™ com

resolugdo de 2 cm.
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3.6Difracao de Raios-X

Os materiais foram analisados pela técnica de difragcdo de raios-X com um
difratrémetro Shimadzu XRD-6000 operando com radiagdo CuKa (A = 1,54148 A) a
uma tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA no intervalo angular de 20 entre 5 e 40°,
velocidade de varredura de 2°min’' e passo angular de 0,02°. O indice de
cristalinidade relativo (ICr) dos materiais foram determinados a partir do método de
Segal [67] com o auxilio do software Origin 8.0.

O calculo do ICr pelo método de Segal foi realizado conforme a equacgédo a

ICr =[‘2°°—‘“’j x 100
I200

Onde I200 = intensidade maxima de difrac&o do pico referente ao plano (200) em

seguir:

20 = 22,8° relativo as regides cristalinas e amorfas, e lam = intensidade de difracédo
em 20 = 18° relativo apenas a regido amorfa.

3.7Determinagcao do Grau de Polimerizagdo Médio das Amostras de
Celulose

Determinou-se o grau de polimerizagao (GP) da celulose através da viscosimetria.
Secou-se a celulose a 105 °C até massa constante. Pesou-se 0,125 g de celulose e
transferiu-se para um Erlenmeyer. Com o auxilio de uma bureta, adicionou-se 12,5
mL de agua destilada e colou-se o sistema em agitacdo orbital a 400 rpm sob
atmosfera de nitrogénio até completa desagregacédo (cerca de 1 minuto). Com o
auxilio da bureta, adicionou-se ao sistema 12,5 mL de etilenodiamina cuprica
1 molL" (N. ONU 1604, Lote 90454, Dindmica Quimica Contemporéanea Ltda.),
obtendo-se uma solugdo 0,5 molL' de Cu. Colocou-se novamente o sistema em
agitacdo orbital a 400 rpm sob atmosfera de nitrogénio por mais 2 horas. Adicionou-
se 7mL da solugdo preparada ao viscosimetro capilar manual (Cannon-Fenske de
fluxo direto N. 150, Special Glass) e manteve-se o sistema em banho termo
estatizado a 25 °C por 5 minutos. Feito isso, determinou-se o tempo de fluxo das
solucdes e do branco em ftriplicata (t1, t2 e t3) bem como o tempo médio (t) de fluxo
das solugdes [68]. Os dados obtidos para a determinacdo do GP sio apresentados
no Item Resultados e Discusséao.
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A partir dos dados coletados, determinou-se, para cada caso, a viscosidade
relativa (nr), especifica (nsp) € intrinseca (n), a massa molecular média de cada
material (M) e, finalmente, o grau de polimerizagdo conforme as equagdes abaixo
[68].

Viscosidade relativa (n)
n.=tlt,

Onde t = tempo médio de fluxo da solugéo e f, = tempo médio de fluxo do
solvente, em segundos.

Viscosidade especifica (nsp)

77sp :”r_l

Viscosidade intrinseca (n)

2@, —Inp)

c

Onde ¢ = concentracdo especifica da celulose dissolvida na solu¢gado, em g/dL, ou
seja, c = 0,5.

Massa Molecular Média

A massa molecular média (M), em cada caso, foi calculada a partir da equagéao

empirica de Mark—Houwin:
n=KxM*

Onde a = 0,905 e K=1,33 x 10™* dL/g para o sistema celulose-etilenodiamina
cuprica nas condi¢gbes empregadas [69].

Grau de Polimerizagao

O GP foi entao calculado dividindo-se a massa molecular média de cada material
pela massa molecular de uma unidade de anidroglicose (162):

GP=M
162

3.8 Caracterizagao Térmica

As propriedades térmicas dos materiais foram determinadas por analise
termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis), termogravimetria
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derivada (DTG, do inglés Derivative Thermogravimetric) e calorimetria diferencial de
varredura (DSC, do inglés Differential Scanning Calorimetry). As medidas foram
obtidas no equipamento SDT Q600 da TA Instruments sob atmosfera de nitrogénio
com fluxo continuo de 100 mL min™' e razdo de aquecimento de 10 °C min™,
de 30-600 °C. Utilizou-se aproximadamente 5 mg de amostra e cadinho de alumina

como referéncia.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Microscopia de Forgca Atomica (AFM)

AFM é uma técnica capaz de medir quantitativamente as trés dimensdes da
superficie de uma amostra: o plano (eixo xy) e a altura (eixo z). Assim, a AFM
oferece informagdes qualitativas e quantitativas da amostra, incluindo tamanho e
morfologia das particulas, topografia da superficie e rugosidade. As micrografias
obtidas por essa técnica incluem imagens bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D)
de alta resolugao do material [70].

Na Fig. 12 é exibida uma fotografia da MicroCell. As Figs. 13a e 13b apresentam
as imagens 2D e 3D referentes a topografia da superficie da CB obtidas com a
técnica de AFM em 50 e em 10 uym? de material, respectivamente. Na Fig. 13a é
possivel observar a sobreposicao de fibras menores, formando um emaranhado de
didmetro maior, da ordem de 20-30 um. Na Fig. 13b observa-se que as fibras
menores de celulose apresentam diametro de 5-8 um.

As Figs. 13c e 13d apresentam as imagens 2D e 3D da MicroCell em 3 e em 1
um? de material, respectivamente. Essas imagens permitem observar que o
micronizado apresenta grande irregularidade no tamanho e no formato das
particulas. Particularmente, as particulas de celulose apresentam dimensdes

nanomeétricas, cujo tamanho varia de 60-200 nm.

Figura 12. MicroCell obtida a partir do processamento em moinho de bolas de curativos de CB
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Figura 13. Microscopias de Forga Atdmica com imagem 2D e 3D da CB (a) em 50 um? de material e

(b) em 10 ym? de material, e da MicroCell (c) em 3 um? de material e (d) em 1 ym?de material
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4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Assim como a AFM, a MEV é uma técnica amplamente utilizada para caracterizar
a morfologia e a topografia de materiais solidos. A obtengdo de imagens em alta
resolucdo e magnificacdo de MEV permite a visualizagdo detalhada da estrutura
nanomeétrica da CB.

As Figs. 14a e 14b apresentam as micrografias da CB. Observa-se na Fig. 14a
que as fibras estao orientadas na mesma direcao, corroborando com as informacoes
extraidas da analise de AFM. Entretanto, na micrografia de maior magnificacao (Fig.
14b) verifica-se que tais fibras sdo, na realidade, formadas por nanofibras
aleatoriamente dispostas cujo didametro gira em torno de 50 nm.

As Figs. 14c e 14d apresentam as micrografias da MicroCell. Observa-se em
ambas as figuras que as fibras celuldsicas foram desfibriladas pelas forgas de
cisalhamento do processo de moagem/micronizagao, tendo fragmentado tais fibras
tanto em aglomerados nanométricos, conforme apontado com a analise de AFM,
quanto em particulas de dimensdes micrométricas. Vale destacar que a celulose
micronizada obtida neste trabalho se assemelha muito a celulose microcristalina,
derivado celulésico amplamente empregado na industria como excipiente
farmacéutico, tanto na aparéncia visual (pé de coloragao branca) quanto no aspecto
morfolégico (particulas micrométricas) [71]. Entretanto, ao contrario da celulose
microcristalina que € obtida a partir da hidrélise da celulose usando acidos minerais

diluidos, a obtencdo da celulose micronizada requer apenas tratamento mecanico.
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Figura 14. Microscopias Eletronicas de Varredura da CB com magnificagdo de (a) 500x e
(b) 30.000x e da MicroCell com magnificagéo de (c) 500x e (d) 500x

4.3Difracao de Raios-X (DRX)

As propriedades fisicas da celulose, assim como seu comportamento quimico e
reatividade, sao fortemente influenciadas pelo arranjo das moléculas de celulose e
pelo indice de cristalinidade do material. A interagdo de agua, enzimas e demais
reagentes acontece preferencialmente nas regides amorfas da celulose e é somente
nessas regides com baixo nivel de organizagao e na superficie dos cristalitos que as
reagdes quimicas acontecem [72].

A analise de DRX foi utilizada para categorizar a forma cristalina da celulose e
para se obter informagdes acerca do grau de cristalinidade dos materiais. O indice
de cristalinidade relativo (ICr) € um parametro usado para descrever a quantidade
relativa de material cristalino no polimero e pode ser determinado com diferentes
técnicas, incluindo DRX, ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (*C RMN),
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia Raman [73]. Nesse estudo, o ICr
dos materiais foi calculado a partir do método desenvolvido por Segal e
colaboradores [67] que considera a altura dos picos para determinagado do grau de
cristalinidade dos materiais. Os difratogramas da CB e da MicroCell sdo exibidos na

Fig. 15 a sequir.
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O padrao de difracdo dos materiais € similar, mas ha diferencas a serem
destacadas. Ambos apresentam picos em 20= 14,5° e 22,7°, o0s quais
correspondem aos planos cristalograficos da celulose tipo I, e tipo Ig: (100)i, (110)
e (010)p em 14,5° e (110). € (200)3 em 22,7° [74]. No difratograma da MicroCell
observa-se com maior evidéncia os picos em 16,8° e 34,3° também presentes no
difratograma da CB, os quais correspondem, respectivamente, aos planos (110)..e
(004),[75, 76]; a maior definicdo desses picos € um indicativo de aumento no grau
de cristalinidade do polimero. Dessa forma, tem-se que ambos os materiais sao
constituidos majoritariamente de celulose tipo | em uma mistura de duas formas

cristalinas distintas: celuloses Iq (triclinica) e Ig (monoclinica).
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Figura 15. Difratogramas de raios-X da CB e da MicroCell

Os valores de ICr da CB e da MicroCell foram determinados em 70,5% e 79,2%,
respectivamente. Os resultados estdo em consonancia com o aparecimento de
novos picos no difratograma da MicroCell (em 16,8° e em 34,3°) e mostram que o
tratamento mecanico aplicado para a obtencdo do micronizado causou um aumento
no ICr da CB. Assim, o tratamento mecanico em moinho de bolas € uma estratégia
comum empregada para diminuir a cristalinidade e o grau de polimerizagdo de
substratos celulésicos [77, 78]. Entretanto, presume-se que, nas condi¢coes
aplicadas, o tratamento mecéanico levou a quebra das ligagbes de hidrogénio
intercadeias na regido amorfa da celulose, causando um aumento da cristalinidade
do polimero. Essa metodologia simplificada e livre de solvente € uma alternativa
interessante capaz de facilitar o acesso de enzimas ao substrato, por exemplo [78].
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4.4Determinagao do Grau de Polimerizagao (GP)

O termo grau de polimerizagéo refere-se ao numero de unidades monoméricas
que constitui um polimero. Valores mais altos de GP estdo associados a melhores
propriedades mecéanicas [79].

O tempo de fluxo das solu¢des em ftriplicata (t1, t2 e t3) bem como os valores de
tempo médio (t) de fluxo obtidos no ensaio de viscosimetria e o GP correspondente
das amostras sdo exibidos na Tabela 3 abaixo. O GP determinado para a CB (1576)
mostrou-se muito proximo ao valor apresentado na literatura em um estudo onde a
bactéria Komagataeibacter sucrofermentans (mesmo género da cepa produtora das
membranas de CB desse estudo) foi empregada na producéo de celulose e cujo GP
foi de 1620 [68]. Essa proximidade de valores indica que o ensaio de viscosimetria
empregado apresenta boa reprodutibilidade. Vé-se, ainda, que o processo de
moagem da CB levou a uma diminuigdo no GP do polimero (1388), conforme
previsto na literatura [77, 78], indicando a clivagem da celulose em suas regides
amorfas.

Tabela 3. Dados referentes ao tempo de fluxo das solugdes empregadas na determinagéo do grau de
polimerizagéo e os valores de GP obtidos para a CB e para a MicroCell

Tempo de fluxo (s)

GP
t1 t2 ts t
CB 988 | 977 | 967 | 977 1576
MicroCell 796 798 | 801 798 1388
Etilenodiamina cuprica + Agua 1:1 31 31 31 31

4.5Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier por
Reflecténcia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia vibracional é uma técnica capaz de identificar grupos funcionais
e auxiliar no estudo da estrutura de macromoléculas. A maior parte dos estudos
referentes a absorgdo no infravermelho referem-se a regido meédia, de 4000 a
400 cm™', onde se localizam as frequéncias vibracionais fundamentais [80].

Na Fig. 16 é apresentado o espectro de FTIR-ATR da CB e da MicroCell.
Observa-se que os substratos celuldésicos apresentam bandas de absorgao
correspondentes com o mesmo perfil. Esse resultado é um indicio de que os grupos
funcionais da celulose foram mantidos apos o tratamento mecénico, ou seja, a

estrutura quimica da celulose se manteve a mesma pos micronizagao.
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A banda alargada em 3300 cm é atribuida a deformagéo axial da ligagdo O-H e é
mais intensa para a MicroCell provavelmente devido a maior exposi¢ado dos grupos
hidroxila; a banda em 1650 cm™ se refere a deformagéo angular da ligagdo O-H. A
banda em 2885 cm™ é atribuida ao estiramento C-H dos grupos CH; e CHs
enquanto a banda em 1425 cm™' se refere a deformagao angular simétrica do CH,. A
banda em 1365 cm™ é atribuida a deformagdo angular do grupo C-H enquanto as
bandas em 1055 cm™' e 900 cm™' se referem, respectivamente, a deformagdes axiais
da ligacdo C-O e deformacgdes axiais das ligagdes glicosidicas C-O-C existentes

entre as unidades de glicose [74].
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Figura 16. Espectro vibracional na regido do infravermelho da CB e da MicroCell

4.6 Caracterizacao Térmica

A analise termogravimétrica (TGA) € uma técnica de analise térmica que monitora
o comportamento de uma amostra submetida a uma programagao controlada de
temperatura. Através da deteccdo de alteragdes da massa da amostra em fungao
da temperatura e/ou tempo, € possivel monitorar rea¢des de desidratagao, oxidagao,
combustédo, decomposigao, etc. As curvas referentes a termogravimetria derivada
(DTG) ao evidenciarem as inflexdes da TG, permitem a determinagcdo das

temperaturas nas quais a taxa de variagdo de massa € maxima, Tpico, bEM como das
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temperaturas onde sao observados o inicio e o fim da deflexdo das curvas térmicas,
Tonset € Tendset, respectivamente [81].

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), por sua vez, é utilizada para
avaliar eventos que envolvam fluxo de calor na amostra. Em geral, transi¢cdes de
fase, desidratagcbes, redugdes e algumas reacdes de decomposicdo estdo
associados a eventos endotérmicos ao passo que cristalizacédo, oxidacdo e outras
reacdes de decomposicao se relacionam a eventos exotérmicos [81].

Na Fig. 17 s&o apresentadas as curvas de TGA, DTG e DSC da CB e da
MicroCell.
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Figura 17. Caracterizagdo Térmica: Curvas (a) TG da CB e da Microcell; (b) DTG da CB e da
Microcell; (c) DSC da CB e da MicroCell

Na Fig. 17a observa-se que os materiais apresentam perfil de perda de massa
semelhante. O primeiro evento de perda de massa (aproximadamente 4%) ocorre
entre 30-125 °C e se refere a perda de moléculas de agua retidas na superficie do
material; a evaporagado é um processo fisico que demanda energia, sendo, portanto

um evento endotérmico, conforme observado nas curvas DSC (Fig. 17¢). O segundo
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evento de perda de massa (cerca de 70%) que ocorre entre 180-400 °C esta
associado a decomposicéo da celulose: processos de despolimerizacédo, quebra das
ligagdes glicosidicas e formacgé&o de residuos carbonaceos. Conforme observado nas
curvas DSC, trata-se de um evento endotérmico [82].

Conforme mostrado nas curvas DTG (Fig. 17b), o processo de micronizagao
causou uma diminuicdo no valor de Tpico €, portanto, uma diminuicdo das
temperaturas de decomposi¢ao (redugcdo da estabilidade térmica). Isso porque o
tratamento mecénico levou a quebra de ligagdes de hidrogénio majoritariamente nas
porcoes amorfas do polimero e consequente formacdo de cadeias poliméricas
menores (dado a diminuicdo no GP). Assim, os resultados estdo em consonéncia
pois o consequente aumento da entropia do sistema diminui a estabilidade térmica

do material [78].
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5. Conclusoes do Capitulo

A moagem de retalhos de CB em moinho de bolas, um processo mecanoquimico
alternativo para o reaproveitamento e uso integral da celulose, levou a formagéo de
particulas de diferentes formatos e tamanhos, cujas dimensdes atingiram as escalas
micro e nanométrica. Embora a estrutura quimica tenha se mantido a mesma apéds a
micronizagdo, o0 processamento mecanico desfibrilou a CB e alterou suas
propriedades intrinsecas, causando um aumento no ICr (de 70,5% para 79,2%) e
uma diminuicdo no GP (de 1576 para 1388) e na estabilidade térmica do polimero
(Tpico passou de 352 °C para 341 °C).
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Capitulo 3

Producao e Caracterizagao de Nanocristais Extraidos de Celulose
Bacteriana por Rotas Acida e Enzimatica

1. Resumo do Capitulo

Os CNCs sao nanoestruturas cristalinas de celulose extraidas por meio da
desintegragdo das nanofibras por processos mecanicos, quimicos ou enzimaticos,
ou por meio de suas combinag¢des. Esses nanomateriais possuem caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas unicas, como alta resisténcia mecanica, alta area
superficial, baixa densidade e biodegradabilidade, além de grande quantidade de
grupos hidroxila passiveis de sofrerem modificagdes quimicas. Os CNCs encontram
aplicacdo em diversos setores, notadamente nas areas biomédica, farmacéutica e
eletrbnica, além de serem empregados na produ¢do de nanocompdésitos e de filmes
com propriedades mecanicas e de barreira melhoradas. Nesse cenario, objetivou-se
extrair CNCs a partir dos retalhos de CB cedidos pela industria de biocurativos e da
CB micronizada, através de tratamento com acido sulfurico 64% e com enzimas
comerciais Cellubrix-L, respectivamente. Os CNCs produzidos foram caracterizados
quanto aos aspectos morfolégicos por MET e estruturalmente por FTIR, e as
propriedades térmicas e eletroquimicas de superficie foram determinadas por
TG/DTG-DSC e via Potencial Zeta por DLS. Através da hidrélise acida foram obtidos
CNCs em formato de agulhas, com comprimento médio de 158 nm e largura de 11
nm, enquanto a hidrolise enzimatica levou a obtengcdo de CNCs esféricos, com
didametro médio variando de 48-56 nm. Os CNCs obtidos por rota acida

apresentaram maior estabilidade em suspensao e menor estabilidade térmica.
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2.

Objetivos

O objetivo principal deste capitulo do trabalho é extrair CNCs a partir de residuos

de CB por rota acida e rota enzimatica e caracteriza-los quanto a morfologia, ao

tamanho de particula, sua estabilidade térmica e em solugdo. Os objetivos

especificos incluem:

a)

b)

c)

d)

obter CNCs via hidrolise acida empregando-se solugdo de acido sulfurico 64%
utilizando aparas de CB como material de partida;

obter CNCs via hidrélise enzimatica empregando-se um pull comercial de
enzimas utilizando CB micronizada como material de partida;

caracterizar os CNCs quanto a sua morfologia e tamanho de particula por
MET;

obter dados referente a carga elétrica superficial dos CNCs e a estabilidade
das suspensoes via Potencial Zeta por DLS;

analisar a estabilidade térmica dos CNCs por TG/DTG-DSC e avaliar possiveis
mudancas em estrutura quimica por FTIR;

estudar a influéncia de duas diferentes cargas enzimaticas, 25U e 50U, nas
propriedades dos CNCs.
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3. Materiais e Métodos

3.1Preparo dos Nanocristais de Celulose via Hidrélise Acida (a-CNCs)

Os a-CNCs foram preparados conforme protocolo pré-estabelecido e otimizado
em nosso grupo de pesquisa, o Laboratorio de Biopolimeros e Biomateriais
(BioPolMat). Os residuos de curativos de CB foram triturados em moinho de facas
IKA A11 Basic a fim de aumentar a superficie de contato do material. Para a
extragdo dos a-CNCs, as membranas trituradas foram submetidos a reacdo de
hidrolise acida. Para tanto, preparou-se uma solugédo de acido sulfurico 64% (m/m).
Aqueceu-se 17,5 mL da solucdo acida 64% até 50 °C e apds a estabilizacdo da
temperatura e sob vigorosa agitagdo, adicionou-se 1 grama de CB. Manteve-se a
temperatura e a agitagdo constantes por 30 minutos [41].

Para cessar a reacdo de hidrdlise acida, foi adicionado ao béquer contendo a
solugédo de a-CNCs um volume de agua destilada gelada 10 vezes maior em relagéo
ao volume de acido utilizado (175 mL agua destilada gelada). Para remogao do
excesso de acido e concentragdo dos nanocristais, a suspensao foi centrifugada a
8000rpm (8560G) durante 10 minutos. Feito isso o precipitado foi resuspendido em
60 mL de agua milliQ com o auxilio de um vortex. A suspensao final foi entdo
submetida a dialise com agua milliQ, utilizando-se membranas semipermeaveis de
acetato de celulose. A agua foi trocada algumas vezes durante 2 dias até que o
sistema tivesse atingido pH 5,0. A suspenséo foi sonicada durante 10 min (545 W,
pulso 5 segundos ligado e 2 segundos desligado) em um ultrassom de ponteira da
Ecosonics, modelo Ultronique 20kHz, em banho de gelo.

3.2Preparo dos Nanocristais de Celulose via Hidrélise Enzimatica

O preparo dos nanocristais por rota enzimatica se deu no Laboratério de
Nanobiotecnologia e Bioprodutos (Nanobiotech), localizado na Escola de Engenharia
de Lorena (USP Lorena) e coordenado pelo Prof. Dr. Valdeir Arantes. Inicialmente
processou-se 10,0g de MicroCell em um ultra-refinador de discos
SuperMassColloider (Masuko, modelo MKCAG-5J) na concentragdo de 1% m/m de
celulose seca/agua. Misturou-se a celulose em 1L (1000g) de agua, obtendo-se a
concentracdo final de 1% m/m. No ultra-refinador, foi realizados um total de 12
ciclos. Feito isso, a porcentagem de solidos foi determinada com o auxilio da
balanca de infravermelho. A massa seca foi determinada em 1,46%.
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A hidrdlise enzimatica foi realizada colocando-se um pull de enzimas Cellubrix-L
(Novozymes, Araucaria-PR, Brasil) com atividade de 1448 U/g em contato com a
polpa a 0,5% m/m de celulose seca/agua. Como a massa seca da polpa foi
determinada em 1,46%, ajustou-se a concentragéo para 0,5% m/m. Duas cargas de
enzimas foram testadas: 25U e 50U (25U/1g de celulose seca e 50U/1g de celulose
seca). Para tanto, colocou-se a polpa a 0,5% m/m em agitagao orbital a 250 rpm a
50 °C até homogeneizagdo. Em seguida, adicionou-se a carga de enzimas e
diminuiu-se a agitagdo para 150rpm. Manteve-se o sistema nessa condi¢do (150
rom a 50 °C) por 72h. Para cessar a reagéo, colocou-se o meio em um banho de
agua em ebuligdo por 10 minutos. O processo de lavagem para retirada de agucar,
enzimas, surfactantes e demais subprodutos se deu por centrifugagdo a 4300rpm
(4258G) por 15 minutos (rampa com subida a 1 min e parada a 3 min) por trés
vezes.

Determinou-se novamente o teor de massa seca do produto final e ajustou-se a
concentracao da polpa para 0,1%. Para cada 1L de polpa a 0,1%, sonicou-se 0 meio
durante 30 minutos no Sonicador Sonics Vibra-cell Modelo CV33 [83]4 (1h de
equipamento operando com pulso 10seg on e 10seg off) e filtrou-se. Analisou-se o
liquido filtrado no Mastersizer 3000 e Hydro MV para determinagdo do tamanho
meédio das particulas obtidas. Quando necessario (obtengdo de particulas grandes),
sonicou-se novamente o meio na mesma condi¢do por mais 30 minutos. Finalmente,
concentrou-se os meios com a utilizagdo de um Amicon de 400 mL empregando-se

uma membrana de celulose regenerada de 10KDa.

3.3Microscopia Eletronica de Transmissao

A analise de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi realizada com o
microscopio Philips CM200 no Instituto de Quimica da Unesp Araraquara. As
amostras foram submetidas ao ultrassom, gotejadas no porta amostra e secas para

serem analisadas.

3.4Espalhamento de Luz Dinamico

As medidas referentes a didmetro hidrodinamico e potencial zeta para os CNCs
extraidos por rota acida foram realizadas com o analisador de particulas Litesizer
500 da Anton Paar e as curvas de distribuicdo de didametro hidrodinamico foram

95



geradas no software Kalliope. As medidas para os CNCs extraidos por rota
enzimatica foram realizadas com o analisador de particulas Zetasizer Nano ZS da
Malvern Instruments modelo ZEN3600. As curvas de distribuicdo de diametro
hidrodinamico foram geradas no software Zetasizer Nano APS verséo 7.10 da
Malvern. As medidas foram realizadas em triplicata.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizagdo dos Nanocristais de Celulose via Hidrélise Acida

4.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A MET é uma técnica largamente empregada na analise microestrutural de
materiais, permitindo a obtencdo de imagens da microestrutura e padrbes de
difragdo de sistemas cristalinos bem como informagées microestruturais
quantitativas. Através da analise digital de imagens € possivel calcular o diametro
equivalente das particulas. Embora a MET apresente melhor resolugdo em relagéo a
MEV, as areas observadas sao restritas [81].

As Figs. 18a e 18b exibem as imagens de MET dos a-CNCs e as Figs. 18c e 18d
apresentam os histogramas de distribuigdo de comprimento e espessura das
particulas. Observa-se que os a-CNCs apresentam dimensdes nanométricas e
formato de agulhas, com comprimento de 158 + 64 nm e largura de 11 £ 2 nm.
Dessa forma, a razdo de aspecto, ou seja, a razdo entre o comprimento e a
espessura, foi determinada em 14 + 6. Estudos anteriores demonstram que CNCs
derivados de CB e extraidos por rota acida apresentam mesma morfologia de
agulha/bastdo e dimensdes/razdo de aspecto semelhantes [41, 29]. Assim, os
resultados obtidos corroboram com estudos anteriores [29, 84] que demonstram a
viabilidade do uso de residuos celulésicos na extracdo de CNCs e sua contribuigao

com a economia circular.
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Figura 18. Microscopias Eletronicas de Transmissdo dos a-CNCs com (a) barra de escala = 500 nm e
(b) barra de escala = 200 nm; Histogramas de distribuigdo de tamanho gerados a partir das
micrografias referentes ao (c) comprimento dos a-CNCs e (d) espessura dos a-CNCs

4.1.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta

A técnica de DLS e medidas de potencial zeta sdo comumente empregadas na
caracterizacgao fisico-quimica de sistemas coloidais. Ao medir, no decorrer do tempo,
as flutuagcdes da intensidade de luz espalhada causada pelos movimentos das
particulas em solucao, a técnica de DLS permite obter informacgdes de distribuicao
de tamanhos de nanoparticulas [81]. O potencial zeta, por sua vez, permite obter
informacgdes acerca da carga superficial de nanoparticulados. Valores de potencial
zeta menores que -20 mV ou maiores que +20 mV refletem uma alta forga repulsiva
entre as nanoparticulas e, portanto, alta estabilidade coloidal [85].

Os a-CNCs isolados neste trabalho apresentaram potencial zeta de -30,8 + 1,73
mV. Esse resultado estd em consonéncia com os valores obtidos por Singhsa, P,
Ravin N, Manuspiya H (2017) [34] e Melo PTS et al. (2020) [29] que prepararam
CNCs em condigbes semelhantes e obtiveram suspensdes estaveis (potencial zeta
entre -45 e -30,9 mV). O valor obtido (-30,8 £ 1,73 mV) indica alta estabilidade e a
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carga negativa é resultante da substituicdo de grupos hidroxila por grupos sulfonatos
na superficie dos a-CNCs.

A Fig. 19 a seguir exibe as curvas geradas via DLS da distribuicdo do diametro
hidrodinamico dos a-CNCs em suspensdo. Observa-se a presenca de duas
populagdes, sendo uma delas majoritaria. O didmetro hidrodindmico médio foi
determinado em 144 nm e o indice de polidispersividade (Pdl, do inglés
polydispersive index) em 27%. Como se trata de CNCs de morfologia ndo esférica, o
didmetro hidrodinamico determinado pelo DLS nao deve ser confundido com seu
comprimento. Além disso, os valores de diametro hidrodindmico que incluem as
camadas de contra-ions e de hidratagdo, mesmo para particulas esféricas ndo estao
necessariamente relacionados aos nanocristais individuais, mas podem refletir

valores relacionados a aglomerados.
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Figura 19. Distribuicdo do tamanho hidrodindmico dos a-CNCs
4.2 Caracterizagao dos Nanocristais de Celulose via Hidrélise Enzimatica
4.2.1 CNCs-MicroCell-25U-son30

4.2.1.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao

As Figs. 20a e 20b exibem as imagens de MET dos CNCs obtidos por rota
enzimatica com carga de 25U e sonicados por 30 minutos e a Fig. 20c apresenta o
histograma de distribuicdo do didmetro das particulas. Observa-se que os CNCs
apresentam morfologia esférica e dimensdes nanomeétricas com diametro de
48 £+ 14 nm, e que esta medida varia de 20-80nm. Vé-se, ainda, a presenca de
nanofibras de celulose na amostra. Em trabalhos anteriores que exploraram a

utilizacdo de enzimas na produgcdo de CNCs, a morfologia das nanoparticulas se
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mostrou significativamente distinta dos whiskers obtidos por rota acida, com

formatos e tamanhos heterogéneos [46, 44].

(c) MicroCell-25U-son30
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Figura 20. Microscopias Eletronicas de Transmissdo dos CNCs-MicroCell-25U-son30 com (a) barra
de escala = 1 um e (b) barra de escala = 500 nm; (c) Histograma de distribuigao de didmetro gerado a
partir das micrografias

A literatura aponta que, no geral, a absorcdo de nanocelulose nas células é
geralmente baixa, sem efeitos citotoxicos e genotdxicos significativos. No entanto, os
macréfagos que, devido a sua fungéo fagocitaria, internalizam CNCs em formato de
agulhas/bastdes, podem desencadear uma reagado inflamatéria de moderada a
grave, a depender também da funcionalizagdo dos CNCs [86]. Dessa forma, tem-se
que, devido a morfologia esférica, os CNCs obtidos por hidrélise enzimatica no
presente trabalho tem grande potencial de aplicagdo em areas como biomedicina e

embalagem de alimentos.
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4.2.1.2 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta

A Fig. 21 exibe as curvas geradas por DLS da distribuigdo do diametro
hidrodinamico dos CNCs. Observa-se a presenga de trés populacdes, sendo uma
delas (a de menor diametro) minoritaria. O didmetro hidrodindmico médio foi de 1200
nm e o Pdl de 82%. O alto Pdl sugere que a distribuicdo do tamanho de particula &
heterogénea, corroborando com os dados referentes a distribuicdo de diametro
gerado a partir das micrografias de MEV (Fig. 20c). Ainda, a analise conjunta dos

dados sugere a presenga de aglomerados, incluindo aglomerados de nanofibras de
celulose.
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Figura 21. Distribuicdo do tamanho hidrodindmico dos CNCs-MicroCell-25U-son30

Os CNCs extraidos nas presentes condigdes (carga enzimatica de 25U seguido
de sonicagéo por 30 minutos) apresentaram um potencial zeta de 1,41 + 3,77 mV. O
valor obtido indica baixa estabilidade e auséncia de carga.

4.2.2 CNCs-MicroCell-50U-son30

4.2.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao

As Figs. 22a e 22b exibem as imagens de MET dos CNCs obtidos por rota
enzimatica com carga de 50U e sonicagdo de 30 minutos e a Fig. 22¢c apresenta o
histograma de distribuicdo do didmetro das particulas. Assim como observado na
condicdo anterior, os CNCs apresentam morfologia esférica e dimensdes
nanomeétricas, porém com didametro um pouco maior de 56 £ 11 nm, cuja medida
varia de 30-100nm.
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Figura 22. Microscopias Eletronicas de Transmissdo dos CNCs-MicroCell-50U-son30 com (a) barra
de escala = 1 um e (b) barra de escala = 500 nm; (c) Histograma de distribuigao de didmetro gerado a
partir das micrografias

4.2.2.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta

A Fig. 23 exibe as curvas geradas por DLS da distribuicdo do didmetro
hidrodinamico dos CNCs. Observa-se, assim como no caso anterior, trés populacbes
e didametro hidrodinamico médio similar, neste caso de 1149 nm, e Pdl um pouco

menor, de 73%. Ainda assim, esses dados sugerem a presenga de aglomerados.
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Figura 23. Distribuicdo do tamanho hidrodindmico dos CNCs-MicroCell-50U-son30
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Os CNCs extraidos nas presentes condi¢des (carga enzimatica de 50U seguido
de sonicagao durante 30 minutos) apresentaram um potencial zeta de 2,70 + 3,32
mV. O baixo valor obtido reflete a baixa estabilidade da suspensdo. Os dados
obtidos até aqui demonstram, portanto, que o aumento da carga enzimatica
mantendo-se 0 mesmo tempo de sonicacao teve pouco efeito sobre o tamanho das

nanoparticulas e a estabilidade da suspenséo.

4.2.3 CNCs-MicroCell-50U-son60

4.2.3.1 Microscopia Eletronica de Transmissao

As Figs. 24a e 24b exibem as imagens de MET dos CNCs obtidos por rota
enzimatica com carga de 50U e sonicagdo de 60 minutos, e a Fig. 24c apresenta o
histograma de distribuigdo do didmetro das particulas. Tal qual observado nas
condi¢cdes anteriores, os CNCs apresentam morfologia esférica e dimensdes

nanomeétricas, e, particularmente, didmetro de 49 + 11 nm que variou de 30-75nm.

14
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Figura 24. Microscopias Eletronicas de Transmissdo dos CNCs-MicroCell-50U-son60 com (a) barra

de escala = 1 um e (b) barra de escala = 500 nm; (c) Histograma de distribuigao de didmetro gerado a
partir das micrografias
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4.2.3.2 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta

A Fig. 25 apresenta as curvas geradas por DLS da distribuigdo do diametro
hidrodinamico dos CNCs. Vé-se, assim como nas condi¢cdes anteriores, trés
populagdes e diametro hidrodindmico médio semelhante, de 1235 nm, além de um

Pdl de 78%, o que também sugere a presenga de aglomerados.
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Figura 25. Distribuicdo do tamanho hidrodindmico dos CNCs-MicroCell-50U-son60

Os CNCs extraidos com carga enzimatica de 50U seguido de sonicagao por 60
minutos apresentaram um potencial zeta de 1,17 £ 3,81 mV, refletindo a baixa
estabilidade da suspens&o. Dessa forma, os dados obtidos até aqui demonstram
que tanto aumento da carga enzimatica (de 25U para 50U) quanto o aumento na
sonicagao (de 30 para 60 minutos) teve pouco efeito sobre o tamanho das
nanoparticulas e estabilidade das suspensdes.

A Tabela 4 exibe os dados de morfologia, tamanho e potencial zeta apresentados
pelos CNCs extraidos em todas as condi¢cdes testadas.

Tabela 4. Formato, tamanho médio e potencial zeta dos CNCs obtidos

CNCs Formato Diadmetro (nm) Potencial zeta (mV)

Rota Acida Agulhas Comprimento: 158 + 64 -30,8 £ 1,73
Largura: 11 £ 2

MicroCell-25U-son30 | Esferas 48 £ 14 1,41+ 3,77

MicroCell-50U-son30 | Esferas 56 + 11 2,70 £ 3,32

MicroCell-50U-son60 | Esferas 49 + 11 1,17 + 3,81

Conforme apresentado, as propriedades dos CNCs obtidos via rotas acida e
enzimatica mostraram-se significativamente diferentes entre si. Entretanto, nas
condigcbes empregadas de hidrdlise enzimatica, os CNCs apresentaram mesma

morfologia esférica bem como valores de didmetro médio e potencial zeta préximos
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entre si. Poucos estudos na literatura exploraram o emprego da CB na producgéo de
CNCs [46, 44, 43] e, a principio, em nenhum deles nanoparticulas de morfologia
esférica foram obtidas. No entanto, CNCs esféricos com tamanho semelhante foram
previamente sintetizados por hidrélise com acido sulfurico a partir de cascas de

sementes de sagu [87] e algod&o [88].

4.3Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier por
Reflecténcia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Na Fig. 26 sdo apresentados os espectros de FTIR-ATR dos a-CNCs e dos CNCs
antes e apos o processo de sonicagdo. Observa-se que os materiais apresentam as
mesmas bandas de absor¢ao caracteristicas da celulose, ou seja, o mesmo perfil de
absorgdo. Esse resultado indica que os tratamentos empregados nao afetaram a
estrutura quimica da celulose. As bandas de absorgéo presentes sdo: 3300 cm™ -
deformacgéo axial da ligagdo O-H; 2900 cm™ - estiramento C-H dos grupos CH; e
CHs; 1425 cm™ - deformagdo angular simétrica de C-H; 1365 cm™ - deformacgéo
angular do grupo C-H; 1050 cm™ - deformagdes axiais da ligagdo C-O e 900 cm™ -
deformacgdes axiais das ligagdes glicosidicas C-O-C [74].
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Figura 26. Espectro vibracional na regido do infravermelho dos CNCs obtidos via rotas acida e
enzimatica

4.4 Caracterizacao Térmica

Na Fig. 27 sdo apresentadas as curvas de TGA, DTG e DSC dos a-CNCs e dos
CNCs extraidos por rota enzimatica.

Conforme observado na Fig. 27a, os a-CNCs apresentam duas etapas principais
de perda massica acima de 100 °C. A primeira etapa (entre 100-300 °C
aproximadamente) esta associada ao processo de desidratacdo e degradacdo de
possiveis impurezas. Em temperaturas mais elevadas ocorre a degradagédo das
cadeias de celulose, com Tpico = 364 °C. Observa-se que a quantidade de residuos
carbonaceos a 600 °C é aproximadamente 10% maior do que o residuo deixado pela
CB na mesma condigao. Isso acontece porque o acido sulfurico facilita a remogao de
grupos hidroxila do anel, o que, por sua vez, diminui a despolimerizacédo e a

quantidade de volateis liberados durante a degradagao térmica, contribuindo para a
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formagao do residuo. Além disso, a presenga de grupos sulfonatos enxertados na

celulose também contribui para o aumento da massa do residuo [89, 41].
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Figura 27. Caracterizagdo Térmica: Curvas (a) TG/DTG dos a-CNCs e (c) DSC dos a-CNCs; Curvas

(c) TG e (d) DTG das amostras de celulose submetidas a hidrolise enzimatica antes e apds o
processo de sonicagao; Curvas (e) DSC das amostras de celulose submetidas a hidrélise enzimatica
antes do processo de sonicagao e (f) DSC das amostras de celulose submetidas a hidrolise
enzimatica apds o processo de sonicagao;

Na Fig. 27c observa-se que o perfil de perda de massa dos CNCs obtidos por
rota enzimatica antes e apos o processo de sonicacido é diferente, possivelmente

devido a presenga de impurezas nas amostras ndo filtradas e ndo sonicadas e de
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particulas de diferentes tamanhos/propriedades. A sonicacdo € uma técnica
amplamente empregada na extracdo de nanocelulose por promover desfibrilagao,
transferéncia de massa, homogeneizagdo do meio e desaglomeragéo, o que resulta
em suspensdes mais homogéneas, com distribuicbes de tamanho de particula
menores [90] e, nesse caso em particular, contribui com a liberagdo dos CNCs
presos aos emaranhados de fibras de celulose. Conforme se observa nas curvas
DTG (Fig. 27d), as amostras sonicadas e filtradas apresentam decomposicdo em
etapa unica, assim como a CB, ao passo que as amostras nao-sonicadas e nao-
filtradas apresentaram perfil de perda massica distinto. Nesse caso, presume-se que
a perda massica entre 170-270 °C esteja relacionada a decomposi¢cao de impurezas
e em temperaturas mais elevadas (entre 250-400 °C) ocorre a decomposi¢cao da
celulose.

As curvas DSC apresentadas nas Figs. 27b, 27e e 27f mostram um pico
endotérmico entre 30-125 °C referente a evaporagcdo de agua de superficie. Os
demais picos endotérmicos estdo associados a eliminagdo de moléculas de agua, a
decomposicido de impurezas e a decomposicado da celulose e formacéo de residuos
carbonaceos [82].

Quantos aos CNCs obtidos por rota enzimatica, dentro do mesmo grupo (nao-
sonicados e sonicados), a mudanga na carga enzimatica (de 25U para 50U) n&o
afetou o comportamento térmico das amostras. Entretanto, observa-se que o
tratamento enzimatico seguido da sonicagao e filtragdo aumentou a estabilidade
térmica do produto final, o que pode estar associado a menor concentracdo de

impurezas e de particulados amorfos nesse material.
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5. Conclusodes do Capitulo

As condi¢gbes de hidrélise empregadas permitiram a obtengdo de particulados
celulésicos com dimensdes nanométricas, os CNCs. A partir da hidrélise acida
obteve-se CNCs em formato de agulhas, com comprimento médio de 158 nm e
largura de 11 nm, enquanto as condigdes empregadas de hidrélise enzimatica
levaram a obtencdo de CNCs esféricos, com didametro médio variando de 48-56 nm.
A estabilidade da suspensédo de CNCs obtidos por rota acida foi significativamente
superior, mas todas as condi¢cdes analisadas levaram a formagao de aglomerados.
Entre os CNCs produzidos, os a-CNCs apresentaram a menor estabilidade térmica.
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Capitulo 4

Producgao e Caracterizagao de Filmes Nanocompdsitos de Goma
Gelana Reforgados com Nanocristais de Celulose Bacteriana

1. Resumo do Capitulo

A GG é um polissacarideo anidnico linear atéxico, biocompativel e biodegradavel
produzido por fermentagdo aerdbica de bactérias Gram-negativas do género
Sphingomonas. Tradicionalmente utilizada na industria alimenticia como agente
espessante, a GG tem sido amplamente explorada nas areas médica e
farmacéutica, notadamente na engenharia tecidual, no desenvolvimento de sistemas
de liberacado de farmacos e na produgao de meios de cultura sélidos alternativos.
Composta por [B-D-glicose, B-D-acido glucurénico e a-L-ramnose, a GG tem a
capacidade de formar géis e filmes transparentes e flexiveis. Nesse contexto,
objetivou-se produzir filmes nanocompdsitos de GG reforgados com os CNCs
obtidos pelas duas diferentes rotas exploradas neste trabalho empregando-se
diferentes concentragdes de carga a fim de avaliar a influéncia dos diferentes CNCs
nas propriedades dos filmes de GG. Os materiais produzidos foram caracterizados
quanto aos aspectos morfolégicos por MEV e estruturalmente por FTIR e DRX. As
propriedades térmicas e o impacto dos CNCs na transparéncia e na homogeneidade
dos filmes também foram avaliados por termogravimetria e UV-Vis, respectivamente.
Ainda, a citotoxicidade dos filmes produzidos foi avaliada em cultura de fibroblastos
e o efeito dos CNCs na rigidez e no limite de resisténcia desses materiais foi
investigado através dos resultados extraidos dos ensaios mecanicos de tragcdo. A
incorporagao dos a-CNCs e e-CNCs na matriz de GG diminuiu a transmitancia dos
filmes de 8 — 48% em 550 nm. Os filmes nanocompdsitos reforcados com e-CNCs
nas concentragées de 5% e 10% tiveram sua temperatura inicial de degradagao
diminuida e passaram a apresentar decomposicao térmica em duas etapas. Quanto
as propriedades mecanicas dos filmes, apenas os e-CNCs empregados na
concentragédo de 10% promoveram aumento na rigidez da matriz polimérica. No que
se refere ao ensaios celulares, nenhum dos filmes apresentou efeito citotoxico sobre

as células L929 testadas.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste capitulo do trabalho € produzir filmes de GG reforgados
com os CNCs extraidos por rotas acida (a-CNCs) e enzimatica e avaliar a influéncia
dos diferentes CNCs na aparéncia e nas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas
dos filmes de GG, bem como avaliar a citotoxicidade dos filmes nanocompdsitos
produzidos. Haja vista as propriedades semelhantes dos CNCs extraidos por rota
enzimatica, elencou-se os CNCs obtidos com o emprego de carga enzimatica de
50U e sonicagao de 30 minutos (MicroCell-50U-son30), mais estavel em suspenséo,
como referéncia dessa condicdo. Neste capitulo, esses CNCs passam a ser
denominados e-CNCs.

Os objetivos especificos incluem:

a) analisar o aspecto visual dos filmes e sua transparéncia através da analise por
UV-Vis;

b) avaliar a morfologia superficial e a segao transversal dos filmes;

c) analisar a estabilidade térmica dos filmes por TG/DTG-DSC e avaliar possiveis
mudancgas na estrutura quimica por FTIR;

d) avaliar a citotoxidade in vitro dos filmes nanocompdsitos produzidos em cultura
de fibroblastos derivados de tecido conjuntivo;

e) avaliar a rigidez dos filmes preparados por meio dos valores de mddulo de
elasticidade, bem como a tensdo de ruptura e deformacédo na ruptura dos

materiais.
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3. Materiais e Métodos

3.1Preparo dos Filmes de GG

Os filmes de GG foram preparados conforme metodologia desenvolvida por
Faraco, TA et al. (2021) [91] dado ser um procedimento de preparagéo simples por
casting que levou a obtencdo de filmes finos flexiveis e transparentes, propriedades
estas fundamentais em aplicagbes como substratos para dispositivos flexiveis
emissores de luz, embalagens transparentes e peliculas protetoras, por exemplo.
Em um béquer contendo 17 mL de agua destilada, adicionou-se 34 mg de glicerina
(Neon, Lote 65926). Colocou-se o sistema sob vigorosa agitagdo a 70 °C e
adicionou-se lentamente 340 mg de GG em pd (CP Kelco Brasil, Lote1C8430A);
manteve-se 0 meio sob aquecimento e agitagdo até completa homogeneizagdo. Em
seguida, verteu-se a solugdo em uma placa de Petri de 10 cm de didmetro. Apos
secagem a temperatura ambiente de 21 °C, os filmes formados foram removidos por

destacamento [91].

3.2Preparo dos Filmes Nanocompésitos de GG

Em um béquer contendo 17 mL de agua destilada, adicionou-se 34 mg de
glicerina (Neon, Lote 65926) Colocou-se o sistema sob vigorosa agitagado a 70 °C e
adicionou-se lentamente 340 mg de GG em po6 (CP Kelco Brasil, Lote1C8430A). Em
seguida, foi adicionada a suspensdo de CNCs contendo 3,4 mg, 17 mg e 34 mg de
CNCs, o que corresponde a 1%, 5% e 10% da quantidade total de GG,
respectivamente. Manteve-se 0 meio sob aquecimento e agitacdo até completa
homogeneizagdo. Em seguida, verteu-se a solugdo em uma placa de Petri de 10 cm
de diametro. Apds secagem a temperatura ambiente de 21 °C, os filmes formados
foram removidos por destacamento. Os filmes de GG reforgados com 1%, 5% e 10%
de a-CNCs foram nomeados GG1 a-CNCs, GG5 a-CNCs e GG10 a-CNCs,
respectivamente. Os filmes de GG reforcados com 1%, 5% e 10% de e-CNCs foram
nomeados GG1 e-CNCs, GG5 e-CNCs e GG10 e-CNCs, respectivamente.

3.3Microscopia Eletronica de Varredura

A caracterizagdo morfologica da segao transversal das amostras por meio da
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de Alta Resolugdo com Emissao por

Campo foi realizada no microscépio eletrénico Jeol JSM 7500F com aceleracao de
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voltagem de 2,00 kV. A amostra foi previamente congelada em nitrogénio liquido
para evitar danos a secao transversal e quebrada por flexdo. As amostras foram
acomodadas em stub de latdo com o auxilio de fita dupla face de carbono e
recobertas com carbono no metalizador Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater.

3.4 Espectroscopia UV-Visivel

A transparéncia dos filmes foi analisada por medidas de transmiténcia de luz em
um espectrémetro de UV-Visivel PerkinElmer modelo LAMBDA 365. As medidas de
absorgao foram obtidas no intervalo de 200 a 700 nm com resolugédo de 1 nm e taxa
de varredura de 600 nm/min. Posto que houve pequena variagdo na espessura dos
filmes, conforme verificado através da medicdo empregando-se o micrdmetro digital,
a espessura do filme GG foi utilizado como padréao para normalizar a transmitancia

dos demais materiais.

3.5Ensaio Mecanico

O teste mecanico para determinagcdo dos valores de mddulo de elasticidade,
alongamento total e tensdo de ruptura foi realizado de acordo com a norma ASTM
D882-02, que € empregada especificamente para materiais com menos de 1Tmm de
espessura. As medidas de espessura dos filmes foram realizadas em triplicata com o
auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo, Modelo 293-821-30, capacidade de 0-25
mm, resolugdo 0,001 mm). Para a produgao dos corpos de prova, os filmes foram
preparados em férmas de silicone retangulares e cortados em tiras retangulares de
dimensao 10 cm x 2,5 cm. Os corpos de prova foram armazenados em dessecador
em ambiente controlado nas 48 horas anteriores ao teste mecéanico. O ensaio foi
realizado em um texturbmetro (TA XT.plus) nas dependéncias do Centro
Multiusuario de Funcionalidade de Macromoléculas (CEMFUM/ZEA — USP, Campus
Pirassununga), nas seguintes condigbes: velocidade de estiramento de 0,06 mms™"
(3,6 mmmin-), distdncia entre as garras de 6 cm e célula de carga de 5 kgf (49
Newton). Foram ensaiados quatro corpos de prova de cada amostra. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey em um nivel
de confianga de 95% para verificar possiveis diferencas entre pares de médias em
relacdo ao mddulo de elasticidade, tensdo de ruptura e deformacao na ruptura,
utilizando-se o software OriginPro 8.5.
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3.6 Avaliacao da Citotoxicidade Celular dos Filmes

Para o ensaio, utilizou-se fibroblastos murino derivados de tecido conjuntivo
(L929) adquiridos da ATCC (American Type Culture Collection), que foram
gentilmente cedidas pelo laboratorio da Prof®. Gisele Faria da Faculdade de
Odontologia de Araraquara/UNESP.

Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM, do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e antibidticos (penicilina 100 U/mL;
estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubagéo em estufa a 37°C e 5% de COa..
Ap06s dois repiques consecutivos, iniciou-se o ensaio de citotoxicidade, empregando-
se uma concentragdo de 2x10* células/poco em placa de 96 pogos. A placa foi
mantida por 24 horas em incubadora, respeitando-se os mesmos parametros de
temperatura e porcentagem de CO> descritos anteriormente.

Paralelamente ao plaqueio das células, os meios de extragcdo empregando-se 0s
filmes foram preparados de acordo com a ISO 10993-12 [83]. Para tal, 1 cm? de
cada amostra foi disposto em tubo cbnico de 15 mL e mantido sob radiagao
ultravioleta por 30 minutos. Em seguida, 1 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de
SFB) foram adicionados em cada tubo. As amostras em contato com os meios foram
deixadas sob agitagcdo por 24 horas a 37 °C. Finalizado o periodo de agitagéo, os
meios foram filtrados em filtro de seringa 0.22 ym. Apés a filtragem, os meios de
extragdo oriundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular
empregando 100 ul/pogo, seguido da incubagdo em estufa de CO2 por mais 24
horas. Decorridas as 24 horas de tratamento, os meios de extragdo foram
removidos, seguido da lavagem com tampdo fosfato salino (PBS, do inglés
Phosphate Buffer Saline) por duas vezes consecutivas. Finalizada essa etapa, 100
uL de  MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide)
previamente diluida na concentragdo de 1 mg/mL foram adicionados em cada poc¢o.
A placa foi novamente incubada a 37°C, ao abrigo da luz, até a formagao dos cristais
violeta de formazana (3 horas). Finalizado o periodo de incubagédo, o MTT foi
retirado dos pogos e os cristais de formazana formados foram dissolvidos
adicionando-se 50 uL de alcool isopropilico absoluto.

Os valores de absorbéncia (Abs) foram obtidos em espectrofotdbmetro de

microplacas (SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 570 nm.
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Como controle de sobrevivéncia, as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB,
enquanto para o branco, os pogos foram mantidos somente com os reagentes
empregados em cada etapa do ensaio. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata, em trés ensaios independentes, incluindo os controles [92]. Com os
valores de Abs, calculou-se a média da porcentagem de viabilidade celular em
relagdo ao controle de sobrevivéncia (100%), conforme apresentado pela equagao
abaixo (norma ISO 10993-5) [93]:

(Abs da amostra — Abs branco)

(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco) x
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4. Resultados e Discussao

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Fig. 28 exibe as micrografias dos filmes GG e compdsitos reforcados com a-
CNCs e e-CNCs. Nas Figs. 28a e 28b observa-se que o filme de GG apresenta
superficie densa, lisa e ndo-uniforme, com presenca de poros micromeétricos. Ainda,
se verifica que a matriz € permeada por particulas de GG de tamanhos variados e
formato irregular firmemente compactadas. Essa mesma morfologia foi observada
em estudos anteriores [94, 95] nos quais se constatou, tal qual no presente estudo,
que o processo de gelificagdo termo-induzido nao foi capaz de produzir uma matriz
de GG homogénea nas condi¢des empregadas.

Nas Figs. 28c - 28h ¢ possivel observar que os filmes nanocompdsitos
apresentam morfologia similar ao filme de GG. Entretanto, as micrografias revelam
a presenca de estruturas filiformes incorporadas a matriz, possivelmente nanofibras
de celulose haja vista que tais estruturas foram observadas previamente nas

imagens de MET dessas particulas.
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Figura 28. Microscopias Eletronicas de Varredura da (a) segao transversal do filme GG, (b)
superficie do filme GG, (c) segao transversal do filme GG1 a-CNCs, (d) segao transversal do
filme GG5 a-CNCs, (e) segéo transversal do filme GG10 a-CNCs, (f) segdo transversal do
filme GG1 e-CNCs, (g) segao transversal do filme GG5 e-CNCs, (h) segéo transversal do filme
GG10 e-CNCs

4.2 Espectroscopia UV-Visivel

A Fig. 29 apresenta os filmes obtidos apds o processo de secagem. Observa-se
que o filme de GG apresenta boa transparéncia e homogeneidade. Os filmes
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nanocompositos reforgcados com a-CNCs se mostram homogéneos, porém se
observa com menos detalhes a imagem atras dos materiais, o que indica que esses
filmes sdo menos transparentes (mais translucidos) do que o filme de GG. Isso
acontece, possivelmente, devido a presenga de microbolhas de ar e/ou baixa
dispersdo dos a-CNCs na matriz polimérica haja vista que, a principio, essas
nanoestruturas nao interferem na transparéncia do material dado que suas
dimensbes sdo menores que o comprimento de onda da luz visivel. Os filmes
nanocompositos reforcados com e-CNCs, por sua vez, se mostram menos
homogéneos: observa-se no material algumas regides transparentes e outras mais
translicidas, notadamente nas bordas dos filmes, possivelmente devido a e-
CNCs/nanofibras de celulose aglomerados nessas regides.

im == 7

er:-

Figura 29. Fotos dos filmes (a) GG (b) GG1 a-CNCs, (c) GG5 a-CNCs, (d) GG10 a-CNCs, (e) GG1 e-
CNCs, (f) GG1 e-CNCs na regiao mais translucida (g) GG5 e-CNCs, (h) GG5 e-CNCs na regido mais
translucida (i) GG10 e-CNCs, (j) GG10 e-CNCs na regido mais translucida

A Fig. 30 exibe os espectros UV-Vis obtidos para os filmes puro e compdsitos de
GG. Em consonancia com o aspecto visual dos filmes, as curvas obtidas indicam
que os filmes reforgcados com a-CNCs apresentam, na mesma porcentagem de
reforgo, maior transmitancia do que os reforgados com e-CNCs nas regides mais
translucidas. Particularmente, observa-se que em 550 nm os filmes nanocompdsitos
reforcados com a-CNCs exibem transmitancia entre 45 — 70%, enquanto que os
reforcados com e-CNCs exibem transmitancia entre 30 — 65%; o filme de GG se
mostra como o mais transparente em 550 nm, com transmitancia de 78%.

Filmes poliméricos de alta transparéncia, como é o caso do filme de GG, sao

materiais de consideravel interesse no meio académico e na industria por serem
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amplamente empregados no desenvolvimento de dispositivos eletrénicos flexiveis.
Produtos de alto valor agregado como telas e sensores flexiveis sdo exemplos de
dispositivos que requerem esse tipo de plataforma [96]. A industria alimenticia
também tem grande interesse em desenvolver embalagens que apresentem alta
transmitancia uma vez que elas permitem que o consumidor veja com clareza o
produto e avalie diretamente seu aspecto, o que € necessario em diversas ocasides
para a tomada de decisao do cliente [97].
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Figura 30. Espetros de transmissdo no UV-Vis da GG e dos filmes nanocompositos reforgados com
(a) a-CNC e (b) e-CNCs

4.3Difracao de Raios-X (DRX)

Os difratogramas dos materiais sao exibidos na Fig. 31 a seguir. O filme GG
apresenta picos alargados em 20 = 9,8° e 19,4°, conforme reportado na literatura
[98, 99, 100]. O pico em 28,8° caracteristico da porg¢ao cristalina do polimero indica a
formagdo de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias de GG, que apresenta

estrutura heterogénea composta por regides amorfas intercaladas por regides
cristalinas [100].

Nos difratogramas dos filmes nanocompdsitos de GG com maior concentragéao de
CNCs é observado um padrao de difragdo diferente. No caso dos materiais
compositos modificados com a-CNCs, observa-se novos picos alargados em 20 =
7,2° caracteristico da GG [98, 99], em 20 = 15° que corresponde aos planos
cristalograficos (100), (110) e (010) da celulose tipo la e If [74] e em 206 = 22,8°
referente a contribuicdo da por¢ao amorfa da GG [98, 99, 100] e dos planos (110) e
(200) da celulose tipo la. e If [74]. O padrao de difragdo dos materiais modificados

com e-CNCs é semelhante ao reportado anteriormente, porém os picos de difragao
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se mostram deslocados para a esquerda em aproximadamente um grau. Essa
diferenga se deve a uma alteracdo na rede cristalina da GG, que gera uma mudanca
na posigao angular dos picos de difragao.

Assim, tem-se que, de maneira geral, os filmes nanocompdsitos apresentam
contribuicbes de ambos os componentes e que a presenga dos CNCs nao alterou

significativamente a GG em termos estruturais.
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Figura 31. Difratogramas de raios-X da GG e dos filmes nanocompositos reforgados com (a) a-CNCs
e (b) e-CNCs

4.4Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier por
Reflecténcia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Nas Figs. 32a e 32b sao apresentados os espectros de FTIR-ATR dos filmes GG
e compositos de GG reforgados com a-CNCs e e-CNCs, respectivamente. Observa-
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se que os filmes nanocompdsitos apresentam as mesmas bandas de absorgao
caracteristicas da GG e celulose, notadamente com o mesmo perfil de absorgéo da
matriz de GG. As bandas de absorgdo presentes sdo: 3300 cm™' - deformacéo axial
da ligagdo O-H; 2920 cm™ e 2878 cm™' - estiramento C-H dos grupos CH, e CHj;
1408 cm™' - deformagao angular simétrica de C-H; 1023 cm™' - deformagdes axiais da
ligagdo C-O; 1605 cm™ e 900 cm™' - deformagdes axiais das ligagdes glicosidicas C-
O-C [74, 98]. A banda alargada em 3300 cm™' € mais intensa para os filmes de GG

devido a maior quantidade de moléculas de agua adsorvidas na superficie desses

materiais.
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Figura 32. Espectro vibracional na regido do infravermelho da CB, GG e dos filmes nanocompdsitos
reforgados com (a) a-CNCs e (b) e-CNCs

4.5Caracterizacao Térmica

Na Fig. 33 sdo apresentadas as curvas TG e DTG dos filmes obtidos e na Fig. 34
séo exibidas as curvas DSC dos materiais.
Na Fig. 33a observa-se que o perfl de perda de massa dos filmes

nanocompositos reforcados com a-CNCs € semelhante ao do filme de GG. O
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primeiro evento de perda de massa, que ocorre entre 30-115 °C, se refere a perda
de agua na superficie dos materiais. Essa perda de massa foi de 11,5% paraa GG e
de 4,0%, 9,4% e 12,4% para os filmes nanocompédsitos GG1 a-CNCs, GG5 a-CNCs
e GG10 a-CNCs, respectivamente. Dessa forma, tem-se que os a-CNCs adicionados
em menor quantidade diminuiram a perda de agua de superficie das amostras, que
€ um evento endotérmico e pode ser observado nas curvas DSC (Fig. 34a). O
segundo evento de perda de massa (endotérmico) ocorre entre 200-280 °C e esta
associado a decomposicao da GG, notadamente da cadeia carbdnica do polimero
[100]; essa perda foi de 52,9% para GG e GG1 a-CNCs e de 44,4% para os filmes
GGS5 a-CNCs e GG10 a-CNCs. Conforme observado nas curvas DTG (Fig. 33b e
33c), a presengca dos a-CNCs nado altera expressivamente o0 processo e a
temperatura de degradagao da matriz polimérica de GG. Apos 280 °C, a perda de
massa € continua e gradual; a massa residual foi de 16,8% para a GG e de 25%,
28,5% e 21,2 % para os filmes nanocompositos GG1 a-CNCs, GG5 a-CNCs e GG10
a-CNCs, respectivamente.

Na Fig. 33d observa-se que o perfil de perda de massa dos filmes
nanocompositos reforcados com 5% e 10% de e-CNCs divergem significativamente
do filme de GG, apresentando decomposicdo em duas etapas. A perda de massa
associada a agua superficial (evento endotérmico, conforme observado na Fig. 34b)
foi de 10,7%, 11,9% e 11,2% para os filmes nanocompdsitos GG1 e-CNCs, GG5 e-
CNCs e GG10 e-CNCs, respectivamente, tendo os e-CNCs pouca influéncia sobre a
perda de agua de superficie da GG. Conforme observado nas curvas DTG (Fig. 33e
e 33f), a presenga dos e-CNCs nas concentracbes de 5% e 10% altera
expressivamente o processo e a temperatura inicial de degradacdo dos filmes
poliméricos de GG, possivelmente devido a presenca de aglomerados de nanofibras
residuais de celulose e de e-CNCs. Apds 280 °C, entretanto, a perda de massa é
continua e gradual para todos os filmes; a massa residual foi de 26,2%, 21,7% e
18,98% para os filmes nanocompositos GG1 e-CNCs, GG5 e-CNCs e GG10 a-
CNCs, respectivamente.
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Figura 33. Caracterizagdo Térmica: Curvas (a) TG, (b) DTG e (c) DTG aproximada da GG e dos
filmes nanocompdsitos reforgados com a-CNCs; Curvas (d) TG, (e) DTG e (f) DTG aproximada da
GG e dos filmes nanocompdsitos reforgados com e-CNCs
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4.6 Avaliagao das Propriedades Mecanicas

A Fig. 35 a seguir ilustra curvas tensdo-deformacgao tipicas de materiais frageis e

ducteis obtidas a partir de um ensaio de tragao.
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Figura 35. Curvas tensdo-deformagao obtidas em um ensaio de tragao [101] (Adaptado)
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Quando submetidos a tragao uniaxial, materiais ducteis inicialmente apresentam
comportamento elastico, ou seja, a tensdo e a deformacédo tendem a aumentar
linearmente e, se a carga for retirada, o corpo retorna a sua forma original. Nesta
primeira regido da curva, chamada de zona elastica, € possivel determinar o médulo
de elasticidade do material, também conhecido por moddulo de Young, que é
proporcional a rigidez do material [101, 102, 103].

A partir do ponto denominado limite de proporcionalidade, o corpo entra no regime
plastico de deformacao, ou seja, se a tensdo é removida, o material ndo € capaz de
retornar ao seu estado original. A partir do ponto de escoamento, o corpo se
deforma até uma tenséao limite, denominado limite de resisténcia. A partir da tensao
maxima, tem inicio a estricgao e, por fim, a ruptura. A tensédo e a deformagéo nesse
ponto sdo chamadas de tensdo de ruptura e deformagdo na ruptura. Materiais
frageis, por sua vez, praticamente ndo apresentam dominio plastico, rompendo-se
facilmente na fase elastica [101, 102, 103].

Ainda, com base na curva tensdo-deformagao obtida através do ensaio de tragao,
€ possivel estimar a tenacidade de um material por meio da area abaixo da curva. A
tenacidade € uma medida da energia mecénica total absorvida por um material
(energia elastica e energia plastica) até sua fratura [103].

A Fig. 36 apresenta as curvas tensao-deformacao obtidas nos ensaios de tragéo
a partir de um corpo de prova de cada amostra. Observa-se que os filmes
apresentam comportamento tipico de material fragil e que a tensdo de ruptura e a
deformacéo na ruptura mostram-se maiores para os materiais modificados com e-

CNCs em comparagao aos modificados com a-CNCs.
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Figura 36. Curvas tensdo-deformagao obtidas no ensaio de tragdo a partir de um corpo de prova de
cada filme produzido

A Tabela 5 exibe os valores de média e desvio-padréo relativos ao moédulo de
elasticidade, tenséo de ruptura, deformagao na ruptura e tenacidade obtidos a partir
dos ensaios de tragao realizados com os filmes produzidos. Esses mesmos valores
bem como o resultado dos testes estatisticos aplicados nos trés primeiros casos séao
apresentados por meio de graficos de barras nas Figs. 37, 38 e 39. O moddulo de
elasticidade dos filmes de GG preparados neste trabalho foi determinado em 965 +
407, enquanto os valores de tensdo de ruptura e deformacdo na ruptura foram
determinados em 17,1 + 4,1 MPa e 2,7 + 1,0%, respectivamente. Criado P. et al.
(2015) [104] avaliaram estas mesmas propriedades em filmes de GG, porém
preparados com menor concentragéo de plastificante (1% m/v de GG e 1% m/m de
glicerina). Nesse estudo, o modulo de elasticidade dos filmes foi determinado em =
650 MPa e os valores de tensdo de ruptura e deformagdo na ruptura foram
determinados em 37 MPa e 11%, respectivamente.
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Tabela 5. Médulo de elasticidade, tensdo de ruptura e deformacao na ruptura calculados a partir das
curvas tensao x deformacao dos materiais

Médulo de Tensao de Deformacgao Tenacidade
Elasticidade Ruptura na Ruptura (Jm?3)
(MPa) (MPa) (%)
GG 965 + 407 17141 2,7+£1,0 (18,3 +£17,1)108
GG1 a-CNCs 566 + 153 43+1,1 1,004 (1,6 £0,5)10°
GG5 a-CNCs 950 + 184 7,747 1,0£0,5 (4,8 +4,8)10°
GG10 a-CNCs 944 + 224 9,5+3,0 1,3+0,1 (4,8 +2,3)10°
GG1 e-CNCs 2041 £ 375 33,5+45 2,3%+0,6 (32,8 £ 15,5)108
GG5 e-CNCs 1909 £ 642 40,8 £ 21,4 29+0,9 (72,1 £50,1)108
GG10 e-CNCs 2448 £ 675 40,6 £ 9,7 26+1,0 (45,3 £ 24,6)108

Observa-se nas Figs. 37a e 37b que, no geral, os valores de mddulo de
elasticidade sdo maiores para os filmes reforcados com e-CNCs em relacdo aos
reforcados com a-CNCs. Conforme exibido na Fig. 37a, os valores de mddulo de
elasticidade dos filmes GG e modificados com a-CNCs ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si, o que significa que os a-CNCs n&o tiveram
efeito sobre a rigidez da GG nas concentragdes testadas. Na Fig. 37b observa-se
uma diferenga estatisticamente significante entre mdédulo de elasticidade do filme
GG e do filme GG10 e-CNCs: os valores demonstram que os e-CNCs empregados
na concentragao de 10% aumentaram a rigidez da matriz polimérica. Esse resultado
demonstra o potencial competitivo que os CNCs, particularmente os e-CNCs,
apresentam para serem empregados como agentes capazes de aumentar a rigidez

de matrizes poliméricas, alterando suas propriedades mecanicas.
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Figura 37. Médulo de elasticidade dos filmes nanocompositos reforgados com (a) a-CNCs e (b) e-
CNCs
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Embora a modificagcdo da GG com a-CNCs nao tenha impactado a rigidez da
matriz, observa-se nas Figs. 38a e 39a que todos os filmes nanocompdsitos tiveram
diminuidas a tensao de ruptura e deformacédo na ruptura. A modificagdo com e-
CNCs, entretanto, ndo foi capaz de impactar essas mesmas variaveis, conforme
observado nas Figs. 38b e 39b.
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Figura 38. Tensao de ruptura dos filmes nanocompésitos reforgados com (a) a-CNCs e (b) e-CNCs
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Figura 39. Deformagao na ruptura dos filmes nanocompésitos reforgados com (a) a-CNCs e
(b) e-CNCs

4.7 Avaliagao da Citotoxicidade Celular dos Filmes

De acordo com a Fig. 40, é possivel verificar que nenhum dos materiais
apresenta toxicidade para as células L929, haja vista a manutencdo da viabilidade
celular acima de 70% em todos os casos. Cabe ressaltar que, de acordo com a ISO
10993-5 [93], a viabilidade celular deve ser superior a 70% para que o0s

materiais/dispositivos médicos testados sejam considerados atdxicos e seguros.
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89



5. Conclusodes do Capitulo

Os filmes nanocompdésitos de GG reforgados com a-CNCs mostraram-se mais
homogéneos do que os reforcados com e-CNCs. Ambos a-CNCs e e-CNCs
provocaram uma diminuigdo na transmitancia dos filmes na regido do UV-Vis, de
forma que os filmes de GG, GG reforgados com a-CNCs e GG reforcados com e-
CNCs apresentaram transmitancia em 550 nm de 78%, entre 45 — 70% e entre 30 —
65%, respectivamente. A GG, que apresenta estrutura heterogénea composta por
regides amorfas intercaladas por dominios cristalinos, teve sua rede cristalina
alterada pela presenca dos CNCs nas concentracdes de 5% e 10%. Os a-CNCs
adicionados em menor quantidade (1% e 5%) diminuiram a perda de agua de
superficie das amostras, mas em nenhum caso alterou expressivamente o processo
e a temperatura de degradagdo da matriz polimérica de GG. Os e-CNCs, por sua
vez, tiveram pouca influéncia sobre a perda de agua de superficie da GG, mas sua
presenca nas concentracdes de 5% e 10% alterou expressivamente o processo € a
temperatura inicial de degradagdo dos filmes poliméricos de GG, possivelmente
devido a presenga de aglomerados de nanofibras de celulose e de e-CNCs. Ainda,
todos os filmes apresentaram viabilidade celular superior a 70% frente a células
L929, indicio de que sado atoxicos e seguros. Por fim, os filmes apresentam
comportamento tipico de material fragil, de forma que os a-CNCs nao tiveram efeito
sobre a rigidez da GG nas concentracbes testadas, mas apenas os e-CNCs
empregados na concentragdo de 10% aumentaram a rigidez da matriz polimérica.
Particularmente, os valores de modulo de elasticidade, tensdo de ruptura,
deformacéo na ruptura e tenacidade dos filme de GG foram determinados em 965 +
407 MPa, 17,1 £ 4,1 MPa, 2,7 + 1,0 % e (18,3 £ 17,1)10% Jm™ e para o fiime GG10
e-CNCs em 2448 + 675 MPa, 40,6 + 9,7 MPa, 2,6 + 1,0 % e (45,3 + 24,6)10° Jm™3,

respectivamente.
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Conclusoes Finais

A micronizagdo da CB em moinho de bolas se mostrou um processamento
mecanico eficaz na producdo de um material de partida para extracdo de CNCs via
hidrélise enzimatica. Esse tratamento nao alterou a estrutura quimica do polimero,
mas promoveu um aumento no ICr (de 70,5% para 79,2%) e uma diminuicdo no GP
(de 1576 para 1388) e na estabilidade térmica do material, com diminuigdo no valor
da temperatura de maxima degradagao de 352 °C para 341 °C. Os CNCs extraidos
a partir da hidrolise com acido sulfurico 64%, os a-CNCs, mostraram-se mais
estaveis em suspensdo e apresentaram morfologia de agulhas com comprimento
médio de 158 nm e largura de 11 nm, enquanto as condi¢des empregadas de
hidrélise enzimatica levaram a formagao de e-CNCs esféricos, com diametro médio
variando de 48 — 56 nm. A incorporacdo de a-CNCs e e-CNCs na matriz de GG
impactou as propriedades intrinsecas do filme polimérico, tendo causado uma
diminui¢cdo na transmiténcia de 8 — 48% em 550 nm. Particularmente, o processo de
degradagdo da matriz polimérica de GG foi afetado no caso dos filmes
nanocompdsitos reforcados com e-CNCs nas concentragdes de 5% e 10%, os quais
tiveram sua temperatura inicial de degradacédo diminuida e passaram a apresentar
decomposicéo térmica em duas etapas. Por fim, apenas os e-CNCs empregados na
concentracdo de 10% promoveram aumento na rigidez da matriz polimérica; os
filmes GG e GG10 e-CNCs exibiram modulo de elasticidade de 965 + 407 MPa e
2448 + 675 MPa, respectivamente. No que se refere ao ensaios celulares, nenhum

dos filmes apresentou efeito citotdéxico sobre células L929.
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Perspectivas

Com o intuito de melhorar a homogeneidade dos filmes nanocompdsitos
reforcados com e-CNCs, tem-se por perspectiva adaptar/otimizar as condi¢des
experimentais de producdo dos materiais e reavaliar suas propriedades mecanicas.
Ainda, a fim de avaliar as possibilidades de utilizagado dos filmes preparados, tem-se
também por perspectivas do trabalho realizar ensaios de permeabilidade ao vapor
de agua e ao oxigénio a fim de investigar o efeito da adicdo dos CNCs nessas

propriedades e submeter os materiais produzidos ao ensaio mecéanico de flexao.
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