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RESUMO

Um dos problemas ambientais mais graves que a sociedade atual enfrenta é a
poluicdo causada, principalmente, por embalagens para alimentos produzidas
de fontes ndo biodegradaveis. Nesse sentido, ha uma atencéo voltada para uso
de materiais biopoliméricos na producdo de sistemas nanocompa@sitos
ambientalmente corretos, como, por exemplo, a celulose bacteriana. A celulose
bacteriana (CB) é atdxica, biocompativel, biodegradavel, além de possuir uma
rede tridimensional naturalmente nanométrica, que Ihe confere alta cristalinidade
e resisténcia mecanica, propriedades que qualificam a CB como um material
promissor para aplicacdo em nanocompositos. O objetivo deste estudo foi, a
partir de uma abordagem de desintegracdo da celulose bacteriana, elaborar
filmes nanocompdsitos all cellulose por meio de rotas de desintegracéo quimica
e fisica para obtencdo de nanocristais e nanofibrilas, respectivamente.
Adicionalmente, avaliou-se 0 emprego dos nanocristais na suspensao
filmogénica para producéo dos filmes, bem como, o emprego do ultrassom na
sua dispersdao. Os filmes foram caracterizados quimica, fisica e
morfologicamente, bem como quanto a sua citotoxicidade in vitro considerando
uma futura aplicacdo em embalagens de alimentos. O processo de obtencéo das
nanofibras apresentou um rendimento de 89%. As nanofibras apresentaram um
alto indice de cristalinidade (84%), boa estabilidade de suspensao (Zeta = -58
mV) morfologia caracteristica de CB, com 41% de reducdo na largura das
nanofibras (40 nm). Os filmes all cellulose composite apresentaram-se opacos e

de aparéncia amarelada, hidrofilicos, insolGveis em agua - com matéria insolavel

variando de 88 a 93% - alta cristalinidade (média de indice de cristalinidade
84%), boa estabilidade térmica, resistentes, rigidos, com pouca deformacao e
nao toxicos para células Caco-2. Os resultados obtidos mostraram que é
possivel combinar oxidacdo mediada pelo radical TEMPO e misturador de alta
rotacdo para obter nanofibras de celulose, bem como, a partir da celulose
bacteriana oxidada nanofibrilada (CBOXNF) produzir filmes com caracteristicas
excepcionais sem adi¢cao de nanocristais de celulose, podendo reduzir 0os custos

de producéo, tornando-se um material ainda mais atrativo.



Palavras-chave: embalagens biodegradaveis, celulose bacteriana, embalagens

alimentares, all cellulose composite



ABSTRACT

One of the most serious environmental problems facing society today is pollution
mainly caused by packaging for food produced from non-biodegradable sources.
In this sense, attention is focused on the use of biopolymer materials in the
production of environmentally correct nanocomposite systems, such as bacterial
cellulose. The bacterial cellulose (CB) is non-toxic, biocompatible, biodegradable,
and has a naturally nanosized three-dimensional network, which gives it high
crystallinity and mechanical resistance, properties that qualify CB as a promising
material for application in nanocomposites. The objective of this study was to
develop nanocomposite films of all cellulose by means of chemical and physical
disintegration routes to obtain nanocrystals and nanofibrils, respectively, from a
bacterial cellulose disintegration approach. Additionally, the use of nanocrystals
in the film-forming suspension for film production was evaluated, as well as the
use of ultrasound in their dispersion. The films were characterized chemically,
physically and morphologically, as well as their in vitro cytotoxicity considering a
future application in food packaging. The nanofibers presented a high crystallinity
index (84%), good suspension stability (Zeta = -58 mV), characteristic
morphology of CB, with a 41% reduction in width of the nanofibers (40 nm). The
all cellulose composite films were opaque and yellowish-looking, hydrophilic,
insoluble in water - insoluble matter ranging from 88 to 93% - high crystallinity
(mean crystallinity index = 84%), good thermal stability, resistant, rigid, with little
deformation and non-toxic to Caco-2 cells. The results showed that it is possible
to combine TEMPO radical-mediated oxidation and high-rotation mixer to obtain
cellulose nanofibers, as well as, from nanofibrillated oxidized bacterial cellulose
(CBOXNF), to produce films with exceptional characteristics without the addition
of cellulose nanocrystals, which can reduce production costs, making it an even

more attractive material.

Keywords: biodegradable packaging, bacterial cellulose, food packaging, all

cellulose composite
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1 INTRODUCAO

A tecnologia de embalagem desempenha um papel preponderante na
industria alimentar, onde o desenvolvimento de novos sistemas com
caracteristicas biodegradaveis representa uma vantagem cientifica e tecnolédgica
francamente competitiva. Produtos naturais e funcionais tém sido, cada vez
mais,uma exigéncia do consumidor nas Ultimas décadas e direcionam a industria
atual a buscar novas alternativas tecnoldgicas para reduzir a geracao de lixo ndo
biodegradavel, grande parte do qual resulta do descarte de embalagens de
alimentos, geralmente produzidas a partir de polimeros derivados de petréleo
(AZEREDO; ROSA; MATTOSO, 2017). Nesse contexto, a celulose bacteriana
(CB), descoberta ha dois séculos, tem atraido cada vez mais a atencdo de
pesquisadores em campos académicos e industriais (CACICEDO et al., 2016).

A CB é um tipo de celulose que apresenta morfologia naturalmente
nanomeétrica produzida por bactérias do género Komagataeibacter (antigo
Gluconacetobacter), Agrobacterium, Rizobium e Sarcina a partir da fermentacéo
de meios ricos em acucar e nitrogénio organico (RUKA; SIMON; DEAN, 2014;
YAMADA et al.,, 2012a, 2012b). E sintetizada em forma de uma rede
tridimensional composta por cadeias glicosidicas lineares ligadas por pontes de
hidrogénio intra e intermoleculares, organizadas em nanofibras com 40-70 nm
de diametro (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; RUKA; SIMON; DEAN, 2014; UL-
ISLAM; KHAN; PARK, 2012). A CB tem como caracteristicas uma area
superficial elevada, alto indice de cristalinidade, alta resisténcia a tracao, alto
grau de polimerizacédo, boa estabilidade térmica e alta capacidade de retencao
de agua, é atdxica, ndo alergénica, biodegradavel e biocompativel, permitindo
sua aplicacdo em diferentes segmentos, incluindo inddstria téxtil, industria
alimenticia, aparelhos eletroacusticos, biomedicina, odontologia, e como refor¢o
na industria de papel. (CACICEDO et al., 2016; KINGKAEW et al., 2014; QIU;
NETRAVALI, 2014; SANTOS et al., 2014; SHI et al., 2014).

O método majoritario de obtencdo da CB é em forma de uma pelicula
gelatinosa; por isso, a deseintegracédo e/ou modificacdo, quimica ou fisica, para

obtencao nanoestruturas, agrega versatilidade e expande ainda mais o leque de
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aplicacdes da CB (HU et al., 2014; LIN et al., 2015; RAMBABU et al., 2016; SONI
et al., 2016).

Uma possibilidade de aplicacdo da CB desintegrada é o all cellulose
composite . Uma nova classe de biocompdsitos a base de celulose que utiliza
celulose tanto na matriz como para refor¢o e sdo designados como compositos
de polimero Unico baseados em celulose. E um material que apresenta forte
interagdo quimica na interface refor¢co-matriz e, consequentemente,

propriedades mecanicas superiores (HUBER et al., 2012)

Assim, 0 objetivo deste estudo foi estabelecer uma metodologia para
desintegrar celulose bacteriana usando uma combinacéo de oxidacdo mediada
pelo radical 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxilo (TEMPO) e misturador de alta
rotacdo para obtencéo de celulose nanofibrilada para possiveis aplicagcbes em
embalagens para alimentos, bem como produzir filmes all cellulose composite
utilizando celulose bacteriana nanofibrilada como matriz e nanocristais de
celulose bacteriana como carga, avaliar o emprego do ultrassom na dispersao
das nanoestruturas, avaliar a citotoxicidade dos filmes obtidos, além de avaliar
as carcacteristicas quimicas, morfolégicas, mecanicas, de transporte, opticas e

hidrofébicas dos filmes obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Obter filmes all cellulose composite a partir da desintegracdo de celulose
bacteriana.

2.2. Objetivos especificos

e Estabelecer rota para obtencdo de celulose bacteriana nanofibrilada a
partir da combinacao de oxidacdo mediada a TEMPO e homogeneizador
de alta rotacéo.

e Avaliar o emprego do ultrassom na dispersdo dos nanocristais na
suspenséao filmogénica.

e Caracterizar os filmes all cellulose composite quanto a carcateristicas

guimicas, fisicas, morfologicas e avaliar a citotoxicidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Celulose

Celulose é o principal polimero da terra e possui uma grande importancia
na economia mundial (KESHK, 2014). No Brasil, desde os anos 60, é constante
o crescimento da producéo de celulose, atingindo, em 2016, volume de producéo
na ordem de 1,8 x 1012 ton. (FUNCHAL, 2014; SERRO, 2016). O estudo
sistemético da quimica da celulose foi primeiramente realizado pelo francés
Anselm Payen, de 1837 a 1842, quando descobriu que todas as plantas jovens
possuem uma substancia fibrosa com uma substancia quimica que a academia

francesa denominou de celulose (SUHAS et al., 2016).

Caracterizada como homopolimero de alta massa molar, a celulose é
formada por ligagdes do tipo $-1,4 de unidade de D-glicose deslocada 180° com
relacdo a seus vizinhos, e o0 segmento de repeticdo € frequentemente
considerado um dimero de glicose, denominado de celobiose. Essas ligacdes
formam fibras compactas que constituem a parede celular (Figura 1) dos

vegetais, juntamente com lignina, hemicelulose.

Figura 1 - Estrutura da parede celular da celulose vegetal.
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Fonte: www.todamateria.com.br/paredecelular

As fontes predominantes de celulose incluem madeira e algodao;

entretanto; a celulose pode também ser obtida de diferentes partes de plantas,
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algas, invertebrados e bactérias. Quando produzida unicamente por bactérias, a

celulose é denominada celulose bacteriana (CB).

3.2.Celulose Bacteriana
3.2.1. Definicdo

Descoberta pela primeira vez ha dois séculos por Brown (BROWN, 1886),
a CB vem sendo bastante exploradas nas ultimas década pela comunidade
cientifica (CACICEDO et al., 2016). Com a mesma férmula quimica (CsH100s)n
da celulose extraida de plantas, a CB é produzida através de fermentacdo
oxidativa de meio rico em nutrientes, por bactérias do género
Agrobacterium , Rhizobium , Sarcina e Komagataeibacter (antiga
Glucnacetobacter) este ultimo é o principal género produtor (ESA; TASIRIN;
RAHMAN, 2014). O processo de obtencéo através de fermentacéo a diferencia
da celulose vegetal (CV) principalmente por ser obtida pura, livre de lignina,

hemiceluloses e outros componentes constituintes da parede celular das plantas.

A CB possui excelentes propriedades mecanicas e organolépticas que
permitem suas aplicacfes tanto na area alimentar, como aditivo, bem como
componentes de embalagens para alimentos (PADRAO et al., 2016; SHI et al.,
2014). Visando as aplicacdes em que a CB pode ser inserida, muitos estudos,
atualmente, buscam a diminuicdo dos custos de producdo e aumento do
rendimento da CB através do uso de meios alternativos ao meio sintético
utilizado (BAE; SHODA, 2004; BUDHIONO et al.,, 1999; CARREIRA, 2010;
KESHK; SAMESHIMA, 2005).

3.2.2. Sintese

As propriedades estruturais da CB séo fortemente influenciadas pela
nanoestrutura do material, caracteristica que esta diretamente ligada ao tipo de
bactéria utilizada na fermentacdo (ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014). As
bactérias produtoras de CB comumente utilizadas sdo da familia
Acetobactereaceae e, em particular, pertencem ao género Komagataeibacter,
Agrobacterium, Rhizobium e Sarcina (CAMPANO et al.,, 2016; KUMBHAR,;
RAJWADE; PAKNIKAR, 2015; RUKA; SIMON; DEAN, 2014; TSOUKO et al.,

2015). Entretanto, os principais produtores de celulose pertencem ao género
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Komagataeibacter, recentemente criado por reclassificacdo do género
Gluconacetobacter com base na filogenia da sequéncia rRNA 16S e nas
caracteristicas fenotipicas, ecoldgicas e quimiotaxinomicas (YAMADA, 2014).

Essas bactérias sdo Gram-negativas e possuem crescimento em faixa de
pH de 2 a 6, com temperatura variando entre 28 e 30°C, vivem principalmente
em frutas e vegetais em decomposicédo, e sdo capazes de converter fontes
comuns de carbono como glicose, glicerol, sacarose, frutose, manitol, entre
outros em celulose em poucos dias, além de serem estritamente aerdbicas e ndo
fotossintéticas (CACICEDO et al.,, 2016). Quimicamente a CB possui
composicao igual a celulose extraida de plantas. Ambas sdo um polimero linear
de unidades de B-D- glucopiranose ligadas entre si por ligagbes glicosidicas [3-
1,4; entretanto, em termos estruturais, as cadeias poliméricas de CB sdo mais
curtas e mais ordenadas espacialmente que a CV pelo que sua cristalinidade &

mais elevada.

A CB pode ser produzida por processo fermentativo estatico ou agitado.
A fermentacédo estética leva a producédo de uma pelicula de aspecto gelatinoso
gue flutua na superficie do meio de cultura, enquanto o processo de fermentacao
agitado a CB apresenta-se em forma de esferas (ANDRADE et al., 2010). Em
um processo, a melhor forma de producédo, a ser estabelecida, dependera da

aplicacdo que sera dada as membranas de CB.

A CB desempenha um papel muito importante para a bactéria, pois
funciona como mecanismo de flotacdo, permitindo ao micro-organismo
permanecer em uma interface ar/liquido para obter oxigénio com maior facilidade
para seu metabolismo, além de prevenir a desidratacdo do substrato devido ao
seu carater higroscépico (DONINI et al., 2010). A pelicula funciona também como
protecdo contra a radiacdo UV,metais pesados, melhora o transporte de
nutrientes e ajuda na adesdo celular durante interacdes simbidticas
(BUDHIONO et al., 1999).

Nos micro-organismos, a celulose é secretada em duas etapas
intermediarias. A primeira € a formacgao das cadeias de 1,4 3-glicano e a segunda
€ a montagem e cristalizacdo das cadeias. O processo de formagao das cadeias

de celulose ocorre entre as membranas interna e citoplasmatica das células
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(BOLDRIN, 2015). A bactéria possui enzimas capazes de ligar moléculas
individuais de glicose entre si, formando longas cadeias de celulose. Estas
cadeias sdo expelidas da célula através de 100 poros especializados, existentes
na sua membrana celular. Essas cadeias agrupam-se através de ligagdes do tipo
pontes de hidrogénio, em conjunto com 37 unidades que formam subfibrilas de
1,5 nm. Estas subfibrilas sdo montadas em nanofibrilas de aproximadamente 2
a 4 nm de diametro, compostas por 10-250 cadeias poliméricas Unicas. Essas
cadeias poliméricas possuem comprimento de 1-9 nm e podem conter de 18000
até 20 000 unidades de glicose organizadas em nanofitas de 40 a 80 nm de
largura. As fibras de celulose assim dispersas no meio de cultura formam um
filme gelatinoso (Figura 2) que flutua a superficie e serve como matriz de suporte
ao crescimento da populacéo bacteriana (CACICEDO et al., 2015; KLEMM et al.,
2005).

Figura 2 - Estrutura hierarquica da formacédo da CB
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Fonte: Adaptado de Cacicedo et al 2015

As microfibrilas que compdem as fibras, resultantes do arranjo das
moléculas de celulose, sdo constituidas de regifes cristalinas, altamente
ordenadas, e amorfas, desordenadas. As regides amorfas séo resultado da ma
formacdo da estrutura devido a alteracdo no processo de cristalizacdo. As
regides cristalinas sao resultado da acdo combinada da biopolimerizacdo e
cristalizacdo da celulose comandada por processos enzimaticos. (DE JESUS

SILVA; D’ALMEIDA, 2009).
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Nas regi¢Oes cristalinas existe um arranjo geomeétrico, com dimensodes
bem definidas, que se repete nos eixos principais da estrutura cristalina para
formar o volume total do cristal, denominado de cela unitaria. Para a celulose
existe mais de uma forma polimoérfica, significando que ndo ha uma dimensao
Unica para a cela unitaria (DUFRESNE, 2012).

A forma cristalina de celulose nativa é a celulose |, que € composta por
duas formas cristalinas com diferentes padrdes de ligagdo de hidrogénio:
celulose la e celulose IB. O alomorfo la possui estrutura cristalina triclinica
(Figura 3 A), contendo somente uma cadeia por célula unitaria. A forma I8 possui
estrutura cristalina monoclinica (Figura 3 B), com duas cadeias de celulose por
célula unitaria. A relacéo entre as duas formas diferentes de celulose | varia de
acordo com a espécie. As algas e a CB sdo dominadas pela celulose la e as
plantas superiores, como por exemplo o algodao, sdo dominadas pela celulose
IB (HALONEN, 2012; POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013).

Existem ainda outros polimorfos de celulose (Il, Ill1, lll2 e 1V) que se
diferenciam entre si pelas redes de ligacdes de hidrogénio e orientacdes
moleculares e suas obten¢des dependem do tratamento - quimico e/ou térmico
—aque acelulose (I ou Il) é submetida. Celulose lll1 e lll> sdo produzidas através
de tratamento com amonia das celuloses tipo | e Il, respectivamente, e com a
modificacdo da celulose Il se obtém a celulose tipo IV (KLEMM et al., 2005;
LAVOINE et al., 2012).

Depois da celulose 1, a celulose Il é a estrutura cristalina mais estudada
e pode ser formada a partir da celulose | por tratamento com solucédo de hidréxido
de sodio (merceirizacdo) ou pela dissolucdo de celulose em subsequente
precipitacdo ou regeneracao. A celulose Il € a mais estavel e a que possui maior
relevancia técnica, pois € muito utilizada na fabricacdo de materiais como
celofane, rayon e liocel, entretanto possui médulo de elasticidade menor
(88GPa) do que a celulose | (138GPa) (HALONEN, 2012; MESQUITA, 2012).
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Figura 3 - Estruturas cristalinas da celulose nativa. A). Apresenta a estrutura triclina da celulose
la e B). Apresenta a estrutura monoclinica da celulose IB.

Fonte: Adaptado de Mesquita, 2012

3.2.3. Aplicacdes da Celulose Bacteriana

Do ponto de vista aplicativo, a CB possui um vasto espectro. Nesse
contexto, muitas pesquisas cientificas tém focado no desenvolvimento da
engenharia ideal objetivando a producéo de produtos baseados em CB. Dentre
as areas que abrangem o uso da CB encontra-se a industria alimentar, a
biomedicina, biotecnologia, industria de papel, cosmética, entre outras
(GALLEGOS et al., 2016)

Uma das primeiras aplicacdes de CB que se ouviu falar € a tradicional
sobremesa conhecida como nata de coco. Trata-se de um produto originado nas
Filipinas, mas que ja € popularmente conhecido. Trata-se de um produto da
fermentacdo direta da bactéria Komagaitebacter xylinus (antes
Gluconacetobacter Xylinus), tradicionalmente, em agua de coco ou suco de
abacaxi, gerando um produto final muito apreciado pelo seu sabor adocicado
(GAMA; GATENHOLM; KLEMM, 2013)
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Figura 4 - Sobremesa comercializada a base de CB conhecida com nata de céco.
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Fonte: www.filstop.com/laguna-nata-de-coco-120z.html

Na industria de alimentos as propriedades da CB vao além da
sobremesa. Usada como ingrediente em formulagbes, mesmo em baixa
concentragdes, a CB pode aumentara estabilidade dos alimentos em uma faixa
de pH, temperatura, congelamento/descongelamento, funcionando como
espessante, geleificante e estabilizante além de ja esta bem estabelecida como
fibra dietética, regulamentada e reconhecida como segura”, do inglés, “generally
recognized as safe” (GRAS), aceita como tal pelo Food and Drug Admnistration
(FDA) dos EUA em 1992 (SHI et al., 2014).

Em aplicacdes biomédicas a CB destaca-se em varios segmentos. Sua
alta umidade, biocompatibilidade e atoxcidade permitem o uso das membranas
em sistema de cicatrizacdo no tratamento de feridas cronicas e queimaduras.
Além de curativo a CB é estudada como um material em potencial para ser
empregado em cartilagens, vasos sanguineos artificiais, valvulas para o coracao,
0SS0, cornea e engenharia de tecidos (KESHK, 2014; ULLAH et al., 2016). Além
das aplicacGes citadas acima, a CB € também utilizada na producdo de
diafragma para fones de ouvido, desenvolvidos pela Sony corporantion em
parceria com Ajinomoto, industria de papel, cosmética e producdo de
nanocompésitos (CHAWLA et al., 2009; KESHK, 2014; ULLAH et al., 2016).

Na area de nanocompdsitos a CB destaca-se por sua alta cristalinidade
gue resulta em excelentes propriedades mecanicas. Essas caracteristicas estédo

associadas a sua estrutura hanométrica organizada em nanofibrilas altamente
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cristalinas, com ligagdes intra e intermoleculares como parte de microfibrilas
maiores e fibras macroscépicas. Os dominios nanofibrilares ou nanocristalinos,
geralmente referidos como nanocelulose, podem ser separados um do outro,
superando as extensas e fortes ligacbes de hidrogénio interfibrilares com
produtos quimicos corrosivos agressivos, enzimas especificas e / ou forcas
mecanicas intensas (JIANG; HSIEH, 2013)

3.3. Nanocelulose

O estudo dos nanomateriais tém proporcionado grandes descobertas nos
altimos anos no que diz respeito ao desenvolvimento de novos materiais
sustentaveis. A descoberta de novas tecnologia de engenharia de nanomateriais
tém o poder de alavancar e revolucionar sistemas industriais, abordando
guestdes relacionadas com saude e sustentabilidade. Um desses materiais
incansavelmente estudado nos udltimos anos é a celulose e suas estruturas.

O conceito de nanocelulose surgiu no contexto mundial ha algum tempo
e em consequéncia disso, novos e potentes materiais tém sido desenvolvidos
com caracteristicas Unicas visando aplicagcdes industriais (DAMASIO, 2015). O
termo “nanocelulose” refere-se a materiais celulésicos que possuem pelo menos
uma de suas dimensbes na escala nanométrica. Esses materiais veem
conquistando espaco nos meios académicos e industriais por possuirem
caracteristicas como, alta estabilidade térmica, elevada relacdo de aspecto, ao
seu efeito de reforco mecanico, suas propriedades Opticas, além de sua
biodegradabilidade (FUKUZUMI et al., 2009; MOON et al., 2011; NOGI et al.,
2009). Essas caracteristicas permitem a aplicacdo da nanocelulose nos mais
diversos segmentos, como nanocompositos, tecidos absorventes, cosméticos,
artigos de higiene, revestimento de papel cartdo e embalagens para alimentos
(FERNANDES et al.,, 2009; GEA et al.,, 2011; GHADERI et al., 2014a;
PANAITESCU et al., 2016).

As nanoceluloses podem ser classificadas em duas subcategorias
principais — nanocristais e nanofibras - que variam de acordo com suas
dimensdes, funcdes e métodos de preparacédo e que dependem, em sua maioria,
da fonte e das condi¢des de processamento (quimico e/ou fisico) (Figura 5). Os

nanocristais (ou “whiskers” ou “nanowhiskers”) sao nanoparticulas em forma de
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agulha produzidas por hidrélise acida, enquanto o termo “nanofibras” (ou
celulose nanofibrilada) é usado para designar nanoparticulas longas e flexiveis,
consistindo de dominios cristalinos e amorfos alternados (ABDUL KHALIL et al.,
2014; POTULSKI et al., 2014)

Figura 5 - Nanoestruturas obtidas por desintegracéo da CB por processo quimico e/ou fisico
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.1. Celulose Nanocristalina

O recente interesse na utilizacao de particulas nanomeétricas rigidas como
materiais de reforco em matrizes poliméricas, compdsitos ou hanocompaositos,
tem aumentado. Um bom exemplo desse tipo de particulas sdo 0s nanocristais
de celulose (MONDAL, 2017).

Nanocristais de celulose sdo pequenas particulas em forma de hastes
gue consistem em segmentos de celulose em uma estrutura cristalina perfeita e
gue podem ser obtidos a partir de diferentes fontes celulésicas como polpa da
madeira, fira de algodéao, algas, tunicados e bactérias(GEORGE; SABAPATHI,
2015). A obtencdo dos nanocristais € realizada quimicamente através de
hidrélise acida e enzimatica. A hidrolise acida € a mais utilizada e por isso sera

abordada mais detalhadamente.

O principal método de obtencdo dos nanocristais de celulose (NCC)
ocorre através de hidrélise acida. Essa via de isolamento baseia-se no fato de

gue as regides cristalinas da estrutura da celulose séo insoltveis nas condi¢cfes
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em sdo empregados, devido a alta organizacdo molecular da celulose em sua
nanoestrutura (DE JESUS SILVA; D’ALMEIDA, 2009). Por outro lado, a
desorganizagdo natural da celulose nas regides amorfas permite a
acessibilidade dos acidos e consequentemente a quebra das cadeias de
celulose presentes nessa regido. Durante a hidrdlise, ions hidrénio penetram
entre as cadeias de celulose nas regides amorfas, clivam as ligacdes glicosidicas
ocorrendo a liberacdo dos nanocristais (DURAN et al., 2011).

Os acidos sulfurico e cloridrico sdo os acidos mais comumente utilizados
no isolamento dos NCC. A estabilidade da suspensdo é especialmente
influenciada pelo tipo de acido, concentracéo e pelo binbmio tempo/temperatura
da reagad (ALEMDAR; SAIN, 2008). Quando somente o &cido sulfurico é
utilizado na reacédo, obtem-se suspensdes coloidais altamente estaveis, com
altos valores de potencial Zeta, devido a elevada quantidade de carga negativa
promovida pelo processo de sulfonagdo da superficie dos cristais de celulose.
Em contrapartida, a elevada quantidade de grupos sulfatos na superficie da
celulose catalisa a reacdo de decomposicdo dos nanocristais causando uma
diminuicdo na temperatura de degradacdo térmica A hidrélise com acido
cloridrico apesar de gerar uma baixa densidade de carga e consequentemente
uma suspensdo menos estavel (menores valores de Zeta, em moédulo), gera
nanocristais com maior estabilidade térmica devido a ausencoa dos grupos
sulfatos na superficie (MARTINEZ-SANZ; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2011).
Por isso, tem-se estudado, na obtencdo dos nanocristais, a hidrdlise atraves de
acidos combinados (sulfurico e cloridrico) , a fim de que sejam produzidos NCC

mais com suspensdes mais estaveis e termicamente mais resisistentes.

O processo de obtencdo dos nanocristais de celulose consiste em varias
etapas como preparacao da matéria prima, hidrolise, centrifugacao, dispersao e
didlise. A disperséo é realizada através do uso do ultrassom e a aplicacao deste
€ de fundamental importancia, tanto na obtencdo dos nanocristais como na boa

dispersdo destes em matrizes poliméricas (SANTOS et al., 2014).

Muitos estudos reportam o uso do ultrassom como pré-requisito para
alcancar os resultados esperados quando essas nanoparticulas sédo utilizadas

como refor¢o, pois quando uma alta concentracéo de nanocristais é adicionada
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a matriz, eles tendem a formar aglomerados (Figura 6) que provavelmente atuem
como defeitos ou concentradores de estresse. Uma boa dispersdo das
nanoparticulas os NCC podem ser distribuidos de forma mais uniforme na matriz,

proporcionando as caracteristicas de refor¢o esperadas (CAO et al., 2016)

Figura 6 - A esquerda: representacdo de como sdo os aglomerados de NCC. A direita:
nanocristais dispersos apos tratamento da suspensao com ultrassom.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.2. Celulose Nanofibrilada

O termo "celulose nanofibrilada” (CNF) refere-se a fibras de celulose
sujeitas a alguma desagregacéao fisica e/ou quimica em fibras de diametros
nanomeétricos (menos de 100 nm) e comprimento tipico de varios micrometros
gue resultam em mudancas quimicas e estruturais na superficie da fibra e que
influenciam nas propriedades destas nanofibras em nanocompdsitos
(MISSOUM; BELGACEM; BRAS, 2013; RODIONOVA; ERIKSEN;
GREGERSEN, 2012).

As primeiras nanofibras de celulose foram isoladas em 1983, a partir de
celulose vegetal, utilizando um homogeneizador de Gaulin de alta pressao
(HERRICK et al., 1983; TURBAK; SNYDER; SANDBERG, 1983). Na ocasiao, foi
obtida uma suspenséo altamente viscosa e fibrilada, composta de nanofibrilas
com 10-100 nm de diametro; no entanto, aplicacées visando o uso desse tipo de
material s6 surgiram 20 apds sua descoberta (MISSOUM; BELGACEM; BRAS,
2013). Desde entdo, pesquisadores de todo o mundo buscam métodos fisicos
mais eficientes para obter CNF. Dentre esses métodos estdo: homogeneizacao
de alta pressédo (ZIMMERMANN; BORDEANU; STRUB, 2010), moagem (ABE;
YANO, 2009), ultrassom, (CHEN; YU, LIU, 2011), cryocrushing (ALEMDAR;
SAIN, 2008) e misturadores de alta (UETANI; YANO, 2011) que foram testadas
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em uma variedade de matérias-primas, como polpa de beterraba (HABIBI;
VIGNON, 2008), palha de trigo, pele de soja (ALEMDAR; SAIN, 2008), sisal
(SIQUEIRA; BRAS; DUFRESNE, 2009) e de palmeiras (BENDAHOU;
KADDAMI; DUFRESNE, 2010). As nanofibras possuem alta razéo de aspecto e
uma um alta capacidade de formar géis com agua (NECHYPORCHUK;
BELGACEM; BRAS, 2016). Entretanto, as rotas de producdo estédo
normalmente associadas a altos consumos de energia para a delaminagéo das

fibras sendo necessaria a combinagdo com processos quimicos ou enzimaticos.

3.3.2.1. Oxidacdo mediada pelo radical TEMPO

Um dos pré-tratamentos mais eficientes e amplamente utilizado para a
celulose é a oxidacdo mediada pelo 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxilo (TEMPO),
um meétodo que modifica, seletivamente a superficie da celulose sob condi¢des
aquosas. A oxidacdo de carboidratos glicosidicos parcialmente protegidos e
pertencentes a grupos de alcool primario foi publicada pela primeira vez por
DAVIS; FLITSCH, (1993). O principio basico deste pré-tratamento consiste na
oxidacado de fibras de celulose através da adicdo de NaClO na presenca de
guantidades cataliticas de TEMPO e NaBr em pH 10-11, a temperatura
ambiente. O processo (Figura 7) converte grupos hidroxila ligados a um carbono
primario C6 permitindo a formacédo de grupos carboxilatos anidnicos em altas
densidades na superficie da microfibrilas (ISOGAI; SAITO; FUKUZUMI, 2011).
A facilidade da desintegracdo € atribuida as forcas repulsivas interfibrilares
geradas pelos grupos carboxilatos superficiais (BACKSTROM; BOLIVAR;
PALTAKARI, 2012). Essa modificacdo possibilita a diminuicdo da adeséo entre
as fibrilas de celulose através da prevencdo de formacdo de pontes de
hidrogénio interfibrilares e assim obter fibrilas individualizadas e sem agregacao
significativa ( SAITO; ISOGAI, 2004; PUANGSIN et al., 2013).

A oxidacdo TEMPO tem sido amplamente utilizada para obter CNF de
origem vegetal (FUJISAWA et al., 2012; HABIBI; CHANZY; VIGNON, 2006), pois
demonstrou oferecer vantagens em comparacédo com a oxidacdo enzimatica ou
catalisada por metal tais como: alta taxa de reacao, alta relacdo de conversao,

alta seletividade, diminuicdo parcial do peso molecular dos polissacarideos
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durante o processo (se controlado), baixo custo como co-oxidante (PIERRE et
al., 2017).

As nanofibras derivadas de celulose bacteriana séo alternativas valiosas,
seguras e biodegradaveis aos surfactantes padrées utilizados para estabilizacédo
da interface éleo/dgua em emulsdes (PIERRE et al., 2017). Entretanto, poucos
estudos relatam essa técnica para auxiliar na obtencdo de nanofibras a partir de
CB (CHEN et al., 2017; FENG et al., 2014; LUO et al., 2013; NGE et al., 2010).
Em um trabalho desenvolvido por Jia e colaboradores (2016), esferas de CB
foram desintegradas pela oxidacdo de TEMPO e investigadas para estabilizar
emulsBes alimentares, tdpicas e farmacéuticas, substituindo surfactantes, que
muitas vezes provocam reacdes irritantes (JIA et al., 2016). Em outro estudo, foi
adicionada CB oxidada a TEMPO seca como um reforco para matrizes
poliméricas hidrofobicas, tal como acido polilactico (PLA) (PANAITESCU et al.,
2016).

Figura 7 - Mecanismo de acao da oxidacao regioseletiva de hidroxilas primarias do carbono C6,
em grupos carboxilatos por oxidacdo TEMPO/ NaBr/NaClO em pH 10-11.
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Fonte: Isogai; Saito; Fukuzumi (2011).

Devido as suas propriedades mecanicas, quimicas e fisicas especificas
as nanofibras oxidadas a TEMPO encontraram, na ultima década, as mais
diversas aplicacbes em campos que variam desde o uso como aditivos para a
formulacBes especifica ou nanoestruturadas em filmes a hidrogéis e aerogéis
para aplicagoes avancadas em biomedicina (ISOGAI; SAITO; FUKUZUMI, 2011;
PIERRE et al., 2017).
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3.4.Nanocomposito

Compdésitos sdo sistemas que apresentam em sua constituicdo, no
minimo, dois materiais, conhecidos como fases, que podem ser da mesma
natureza, ou ndo. Em sua maioria, os compa@sitos sdo formados por duas fases:
a fase continua, composta pelo material mais ductil e sendo a que apresenta
uma maior propor¢ao no composito; e uma fase dispersa, composta, geralmente,
por um material mais rigido e apresenta uma menor proporcdo no compdsito
(VALENCIA, 2017).

No material compdésito a fase dispersa pode ser adicionada ao sistema
com duas finalidades: a primeira é reduzir o custo do material, neste caso ela é
chamada de carga de enchimento ou carga inerte; e a segunda é melhorar as
propriedades do material produzido, neste caso ela € chamada de carga de
reforgo (DE PAOLI, 2009).

Os nanocompositos sdo aqueles que possuem pelo menos uma de suas
dimensdes em escala nanométrica e que apresentam propriedades melhoradas,
mesmo com a quantidade de nanoparticulas em baixas concentracbes (MEHL,
2011). Ao contrario da abordagem tradicional de compdsito, em que o0 uso de
particulas tem, muitas vezes, a funcdo de preenchimento para reduzir os custos
do produto final, a interacdo da matriz com as nanoparticulas oferece sempre
uma melhoria nas propriedades mecanicas, elétricas, Opticas e térmicas
(ESTEVES; BARROS-TIMMONS; TRINDADE, 2004). Exemplos de materiais

nanocompésitos sao os filmes produzidos a partir dos biopolimeros.

O uso de polimeros de base natural depende de varios fatores, dentre
eles custo, disponibilidade, atributos funcionais, propriedades mecanicas (forca,
resisténcia, flexibilidade), qualidade éptica (brilho e opacidade), requisitos de
barreira (ao vapor de agua e a gases como O2 e CO2), resisténcia a agua e
aceitacao sensorial (MARKARIAN, 2008; VALENCIA, 2017).

O interesse em usar nanoestruturas de celulose como reforgco na
composicado de polimeros aumentou notavelmente durante a Ultima década,
devido a propriedades como, alto modulo de elasticidade, baixo custo,
cristalinidade e renovabilidade (LAVOINE et al., 2012; MAIA et al., 2017,
OKSMAN et al., 2016; POTULSKI et al., 2014). Nestes sistemas, 0
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estabelecimento de um numero muito alto de ligac6es de hidrogénio na rede
percolada formada por nanoparticulas de celulose e seus emaranhados sdo
cruciais para a obtencdo da capacidade de reforco dessas nanoestruturas e em
qualquer material a dispersdo e distribuicdo das nanofibrilas, bem como a
interface entre a nanoparticula e a matriz, desempenham um papel fundamental

nas propriedades mecanicas resultantes (MAIA et al., 2017).

Um dos grandes desafios da éarea de nanocompdsitos é a
incompatibilidade existente entre matriz e reforgo, que dificulta a obtencao das
propriedades esperadas devido as diferengas quimicas entre os componentes.

Desta forma, buscando superar o problema critico de aderéncia entre
reforgo e matriz, uma nova classe de materiais, discutido pela primeira vez por
Nishino et al 2004 e denominado compadsitos all cellulose composite (ACC), tem
ganhado destaque na area de nanocompoésitos (NISHINO; MATSUDA; HIRAO,
2004).

3.4.1. All-Cellulose Composite

A area que abrange producéo de bionanocompdsitos encontra uma vasta
gama de aplicacbes que vao desde estruturais até biomédicas. Entretanto a
imcompatiblidade quimica inerente entre uma matriz e reforgco provoca, muitas
vezes, fracas ligacOes interfaciais, conduzindo a uma ineficiéncia na
transferéncia de tensdo e, portanto, uma baixa resisténcia mecanica e
rigidez(HONG et al., 2006; JOHN; THOMAS, 2008; RIEDEL; NICKEL, 2001). De
fato, a resisténcia e a rigidez de compdésitos reforcados com celulose raramente
ultrapassam 300 MPa e 30 GPa, respectivamente (DUCHEMIN; NEWMAN;
STAIGER, 2009).

A compatibilidade quimica pode, muitas vezes, ser melhorada por
tratamento quimico por vulcanizacao, silanizacdo, acetilacdo, enxerto quimico,
entre outros. Entretanto, a crescente consciéncia ambiental e o crescente
interesse em conceitos de materiais sustentaveis, levam, cada vez mais, ao
desenvolvimento de compdsitos usando fibras naturais em alternativa as

sintéticas como os all cellulose composite (ACC) (SANJAY et al., 2018)

Por definicdo, all cellulose composite é considerado um produto

composto por um Unico componente quimico — nesse caso a celulose- em que
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as fases componentes tém diferentes caracteristicas morfologicas e/ou
estruturais e que promete diminuir a incompatibilidade reforgco/matriz e, assim,
melhorar as interagbes quimicas podendo exibir propriedades mecéanicas
superiores, além de facilitar a reciclagem (HUBER et al., 2012).

Atualmente, duas rotas sado usadas para a producdo de all cellulose
composite: a primeira envolve inicialmente a dissolucdo de uma porcao de
celulose em um solvente que € regenerado na presenca de celulose néo
dissolvida. Como exemplo tém-se as fibras de rami que foram introduzidas numa
solucdo de celulose preparada a partir de polpa de fibras kraft dissolvida num
solvente misto de cloreto de litio (LiCl) e N, N- dimetilacetamida (DMAc) com
posterior fabricacdo dos compdsitos (NISHINO; MATSUDA; HIRAO, 2004). A
segunda rota caracteriza-se por um Unico passo que envolve a dissolucao
parcial da superficie das fibras celuldésicas que, em seguida, é regenerada no
local para formar uma matriz em torno da porcdo nao dissolvida. Neste
procedimento, a camada externa do material de celulose é dissolvida para formar
uma fase de matriz que cobre a parte do nucleo (celulose nédo dissolvida)
atuando como refor¢o (GINDL; KECKES, 2005; HUBER et al., 2012).

Ambos os métodos de producdo de ACC utilizam solventes, tais como
cloreto de litio / N, N-dimetilacetamida (LiCl / DMAc), tetroxido de diazoto /
dimetilformamida (N204/ DMF), N -metilmorfolina- N -6xido (NMMO), acidos
minerais, hidroxido de sodio (NaOH), fluoreto de dimetilsulfoxido/ fluoreto de
tetrabutilamoénio (DMSO / TBAF), cloreto de dimetilimidazolona / litio e varios
hidratos de sal fundido e liquidos i6nicos (ILs). Alguns deles tém capacidade de
dissolucdo limitada, taxa de dissolucdo lenta, alta toxicidade e né&o
reciclabilidade, além de ser um processo caro e demorado, uma vez que a
dissolucédo é seguida pela remocéao, regeneracdo e secagem do solvente da
celulose, dificultando seu uso em escala industrial (WANG et al., 2018a). Além
disso, apesar da natureza biolégica desses materiais, 0 conceito de material
“verde” precisa ser revisto, pois 0 processo para producao desses compositos
envolve um numero de etapas de processamento baseadas em solu¢des que,
do ponto de vista ambiental, ndo sdo amigaveis. (SOYKEABKAEW,; NISHINO;
PEIJS, 2009).
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A Tabela 1 mostra caracteristicas de alguns all cellulose composite
relatados na literatura e obtidos a partir de diferentes fontes de celulose,
diferentes processos e solventes. Varios materiais de celulose incluindo polpas
de madeira, rami, sisal e fibras de ceulose regenerada, pos de celulose
microcristalina, CB e papel de filtro tém sido utilizados na producéo de ACC. O
tempo necessario para dissolucdo necessita ser adaptado , pois depende
fortemente da estrutura da fibra, especialmente o grau de orientacdo e
cristalinidade na perte externa. Assim, as condi¢des de dissolugcdo necessitam
serem adapatadas de acordo com as diferentes fontes de celulose durante a
obtencdo do ACC despadronizando e variando muito o processo (GINDL;
KECKES, 2005; SOYKEABKAEW:; NISHINO; PEIJS, 2009; WANG et al., 2018b).

Tabela 1- Caracteristicas dos ACC obtidos a partir de diferentes métodos, solventes e fontes de celulose.

Fonte de Resisténcia Modulo de  Elongacgéao Cristalinidade
celulose Solvente atracao Elasticidade naruptura (%) Referéncia
(MPa) (GPa) (%) °
Fibras de
Lyocell de : " SOYKEABKAEW:; NISHINO;
baixarazio de  -CVDMAC & & & PEIJS, 2009
estiramento
Fibras de
Lyocell de alta . SOYKEABKAEW; NISHINO;
razdo de LIC/IDMAC 190 8 15 i PEIJS, 2009
estiramento
Celulose . DUCHEMIN; NEWMAN;
microcristalina  -IC/DMAC 2e e B ©3 STAIGER, 2009
Ba%Z‘r?f; de  |icipmAc 140 12,8 - 72 GHADERI et al., 2014
Celulose L
microcristalina "l'g#il:dg 49 3,6 2,11 50,8 MA et al., 2011
pré tratada
Fibras de SHANSHAN; JIANQING;
canhamo NMMO 289 1.82 208 i ZHENGWEI, 2012
Polpa de
Algodao / NaOH/uréia 124 51 & & Ql et al., 2009
Linter
CB LiCl/DMAc 411 18 3,3 * SOYKEABKAEW et al., 2009

Embora o processo de obtencdo precise ser ainda bem investigado e
padronizado, o ACC é um material inovador com capacidade para ser utilizado
em aplicacfes estruturais bem como biomédicas (SHAH et al., 2013), além das
suas propriedades melhoradas permitirem producdo de materais inteligentes
produzidos a parir de celulose regenerada. Além disso as propriedades

mecanicas dos ACC podem fornecer uma alternativa atraente ao papel de
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celulose e uma excelente aplicacdo na producédo de embalagens (GHADERI et
al., 2014b; HALONEN, 2012)

3.5.Embalagens

As embalagens tém a funcgéo principal de proteger o alimento contra o
meio externo, além fornecer as mais variadas informacdes aos consumidores,
como ingredientes, valor nutricional, restricdo de componente, adequacdo de
armazenamento, entre outras. (TANG et al., 2012). A maioria dos materiais
utilizados para a producdo de embalagens sdo provenientes de combustiveis
fGsseis. Esses materiais ndo sao biodegradaveis em sua estrutura, de modo que
0 uso generalizado acarreta uma série de preocupacdes no que diz respeito ao
impacto ambiental causado pelo descarte dos mesmos (GHADERI et al.,
2014a). Por esta razao, cientistas e engenheiros de alimentos estdo tentando
desenvolver novos materiais para filmes biodegradaveis, principalmente com
base em materiais de fontes renovaveis que sdo abundantes na natureza. Em
geral, esses materiais sédo baratos e muitos deles sao considerados residuos ou
subprodutos (AIDER, 2010; BARAO, 2011)

Os materiais obtidos a partir de fontes naturais renovaveis que tém sido
usados para produzir filmes comestiveis incluem principalmente proteinas,
lipidios, polissacarideos e todas as combinacfes possiveis entre eles e, as
vezes, incorporacao de aditivos,como nanoparticulas, destinados a melhorar as
propriedades do filme, definindo um novo tipo chamada de bionanocompadsitos
(CAZON et al., 2017).

Os bionanocompdésitos fazem parte de uma classe de material composto
por espécies naturais (principalmente biopolimeros) e sélidos inorganicos de
estrutra variada e morfologia em escala hanométrica que exibem propriedades
de embalagem notavelmente melhoradas devido a grande area superficial e
razbes de aspecto significativas. Além disso, essa classe de materiais é
sucetivel a degradacdo por microorganismo, resultando em boa
biodegradabilidade, uma caracteristica promissora para seu uso como material
de embalagem (SHANKAR; RHIM, 2018).
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Na producao dos bionanocompdsitos, na maioria dos casos, é necessaria
a adicao de plastificantes, pois sem eles os filmes produzidos, principalmente os
baseados em varios polissacarideos, apresentam-se frageis, devido as
interacdes entre as cadeias poliméricas.Os plastificantes reduzem a coesédo
entre as cadeias poliméricas adjacentes, melhorando as propriedades, pois
reduzem a tensdo a deformacao, dureza, densidade e viscosidade, aumentando
a flexibilidade da cadeia polimérica, bem como a resisténcia a fratura . Alguns
plastificantes comumente usados sao polidis (glicerol, sorbitol e polietilenoglicol),
acucares (glicose e sacarose) e lipidios (monoglicerideos, fosfolipidios e
surfactantes) (ESPITIA et al., 2014; VIEIRA et al., 2011)

A garantia da qualidade e a seguranca, principalmente, dos alimentos
industrializados dependem do sistema de embalagem a ser utilizado. O uso
correto do material para cada tipo de alimentos (desidratados, liquidos, soélidos,
pastosos, etc.) e seu dimensionamento garantem a conservacado dos alimentos
e a aumento da sua vida util. A embalagem é um fator essencialmente
importante para os alimentos, pois oferece para o consumidor um alimento
seguro, atraente, de qualidade, e traz consigo informacdes relativas ao produto

em questao.

A depender da aplicacédo, os materiais utilizados para compor embalagens
para alimentos necessitam possuir boas propriedades, entretanto, no geral, as
propriedades que chamam mais a atencdo dos pesquisadores sao as
propriedades mecéanicas, de barreira a CO2> , O2 e ao vapor de agua,

transparéncia, solubilidade, toxicidade e biodegradabilidade (TANG et al., 2012).
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4 METODOLOGIA
Etapal - Obtencao e caracterizacao de nanofibras de CB.

O esquema (Figura 8) a seguir ilustra, em resumo, 0 processo do
obtencao e carcaterizacédo das nanofibras de CB utilizando homogeneizador de

alta rotacgao.

Figura 8 - Esquema de obtengcdo da CBOXNF a partir da CB oxidada a TEMPO utilizando
homogeneizador de alta rotacéo.

; OXIDAGAO . cB
CELULOSE PURIFICAGAQ E DESINTEGRAGAO NANOFIBRILADA
; SECAGEM TEMPO
BACTERIANA NEUTRALIZAGAO DA CBOX
¢ (CBOX) (CBOXNF)

D Processo

D Material obtido

Fonte: préprio autor

4.1. Materiais

Glicose (D+, 99%, Vetec), peptona bacteriologica (Himedia - India), extrato de
levedura ( K25-611005 — Kasvi — Brasil), acido citrico (99,5% -Sigma Aldrich -
Alemanhd), fostfato de sodio dibasico P.A (Santa Cruz Biotecnologia — Brasil),
hidroxido de sddio (97% - Sigma Aldrich - Alemanhd), acido cloridrico (37% -
Sigma aldrich - Alemanhad), acido sulfurico (95-98% Sigma aldrich - Alemanha),
Oleo de silicone (Vetec/Sigma aldrich — Brasil), 2,2,6,6 -tetrametil -1- piperidiniloxi
— TEMPO (98% - Sigma aldrich - Alemanha), brometo de sédio P.A (Dinamica -
Brasil), hipoclorito de sddio (10 — 12% - Dinamica), cloreto sédio (Vetec/Sigma
aldrich - Brasil), bifitalato de potassio P.A. (Vetec/Sigma aldrich - Brasil), glicerol
P.A —(Vetec/Sigma aldrich - Alemanha), MEM - Minimum Essential Medium -
(Thermo Scientific — Reino Unido) Penicilina / estreptomicina, soro bovino fetal
(FBS) e aminoacidos ndo essenciais (Millipore - Alemanhd), Presto Blue (Gibco-
Invitrogen — Estados Unidos), piruvato de sédio (Sigma-Aldrich - Alemanhd),
tripsina 0,25% (p / v) (Thermo Scientific — Reino Unido), solu¢do salina tampéao
fosfato (PBS).
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4.2.Métodos
4.2.1. Preparacédo das peliculas de CB

As membranas de CB foram produzidas, no laboratério de Microbiologia de
Alimentos, da Embrapa Agroindustria Tropical pela bactéria Komagataeibacter
xylinus ATCC 53582 em condi¢des estaticas por fermentacdo de meio HS
sintético (SCHRAMM; HESTRIN, 1954). O meio foi esterilizado a 121 °C por 15
min inoculado com a cultura (3% v / v) e incubado por 10 dias a 30 °C, em
bandeja de vidro (25x27x2cm), contendo 500 mL de meio de cultura. ApGs a
fermentacdo, as membranas foram purificadas por fervura em 2000 mL de agua
corrente a 100 °C durante 1 h, em seguida, foram transferidas para uma solucao
a 2% (p/v) de NaOH a 80 °C durante 1 h. Esses passos de purificacdo foram
realizados duas vezes. As membranas de CB foram entdo lavadas em agua

destilada até pH 7.

As peliculas purificadas foram secas por 48 horas em estufa a 50°C e
moidas em homogeneizador de alta rotacdo por 15 minutos ou até a obtencao

de um po que foi posteriormente armazenado para analises posteriores.

4.2.2. Oxidacado mediada por TEMPO

A CB foi oxidada de acordo com o método proposto por (SAITO et al.,
2007) com algumas modificacdes. O p6 de CB foi suspenso em agua destilada
(100 mL por cada grama de CB) contendo TEMPO e KBr (0,016 g e 0,1 g por
grama de CB, respectivamente). A oxidacao foi iniciada pela adicdo de uma
solucdo de NaClO a 11% (numa quantidade suficiente para atingir uma
concentracdo de NaClO de 5,0 mmol / g em base CB seca) a 25 °C sob agitacao
magnética (750 rpm). Durante a reagéo o pH da suspenséo foi ajustado para 10
por adicdo de uma solucédo de NaOH 0,5 M e mantida sob agitacdo durante 2 h.
Em seguida, a suspensédo de CB oxidada foi filtrada com sucessivas lavagens

até pH 7, sendo referida como celulose bacteriana oxidada (CBOX).

422.1. Determinacdo do contetido de carboxilato na CBOx

O teor de carboxilato na CBOx foi determinado por titulacdo

condutimétrica. Adicionou-se 1 g de CBOx em 183,3 mL de 4gua destilada, 16,67
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mL NaCl 0,01M com posterior agitadacao magneticamente a 200 rpm por 10 min.
Por fim, a suspenséo foi acidificada até pH 3 com HCI 0,1 M e titulada com
solucdo de NaOH 0,04 M a uma razdo aproximada de 1 mL / min até pH 11
(BESBES; ALILA; BOUFI, 2011; SILVA PEREZ, D; MONTANARI; VIGNON,
2003; SAITO; ISOGAI, 2004).

A curva de titulacado foi plotada em um grafico de condutividade versus
volume de NaOH. O teor de carboxilato (C) foi calculado de acordo com a
equacao 1.

€ = ((, = 1)) * CNaOH) /m (1)

Onde, V1 e V2 séo os volumes inicial e final, respectivamente, baseado no platd
da curva (Figura 9) CNaOH é a concentracdo de NaOH em mmol/g de CBe m é

a massa da amostra (Q).

Figura 9 - Curva de titulagdo condutimétrica de CB oxidada a
TEMPO.

25

20

Condutividade (mS/cm)

05

VNaOH (mL)
Fonte: Silva Perez, D. et al., (2003)

4.2.2.2. Nanofibrilacdo da CBOx

Uma suspensdo CBOx de 1% (m / v) foi processada em um
homogeneizador de alta rotacdo (Vita-Prep 3, Vitamix Corp., Cleveland, OH,
EUA) a 24 000 rpm durante 30 min, em 3 etapas de 10 minutos, com intervalos
de 10 minutos entre essas etapas, produzindo a celulose bacteriana oxidada
nanofibrilada (CBOXNF). A suspensdo foi congelada a -80°C, seca em

liofilizador LP 510 (Liotop / Liobras, Sao Carlos, Brasil) e armazenada.
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4.2.2.3. Rendimento do processo de obtencdo das nanofibras de
CB

O rendimento do processo de obtencdo de CBOXNF foi calculado pela
razdo entre a massa final de CBOXNF apos liofilizacdo que sera usada como
matriz na producao dos filmes all cellulose composite e a massa de CB seca
inicial que entrou no processo de oxidagao. Para a analise foi utilizada balanga
de infravermelho (MARTE — ID45) e os ensaios foram feitos em triplicata.

) __massa de entrada (g)

n (% (2)

massa saida

4.2.2.4. Liofilizacdo e Redispersdo da CBOXNF

NFBC e BC liofilizadas em um liofilizador LP 510 (Liotop / Liobras, Séao
Carlos, Brasil) foram moidas em moinho analitico de impacto (IKA-All) e
denominadas CBOXNFL e CBL respectivamente. Uma solugdo com
concentracao 0,5% m/v foi agitada magneticamente a 200 rpm durante 24 h para
avaliar a redispersibilidade e a estabilidade das dispersdes. Apos 24 h, o

potencial Zeta foi medido (conforme descrito no item 4.3.4).

4.3.Caracterizacao da CB, CBOx e CBOXNF
4.3.1. Analise Termogravimétrica (TGA)

O TGA foi feito usando um analisador térmico Shimadzu TGA-50. Uma
amostra liofilizada de 6 a 7 mg foi ajustada em panela de aluminio e analisada
de 25 a 600 °C a 10 °C / min, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 40 mL /

min.
4.3.2. Espectroscopiano Infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de absorcdo de infravermelhos foram obtidos de 4.000 a
400 cm-1, com resolucao espectral de 4 cm-1 e 25 varreduras. As amostras de
CB secas foram moidas e pastilhas de KBr foram montadas em uma proporcao
de 1:10 m/m (amostra / razdo de KBr). Em seguida as pastilhas foram analisadas

em um espectrometro FTIR Agilent Cary 660.
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4.3.3. Difracdo de Raios-X

As analises das amostras de CB, CBOX e CBOXNF foram realizadas no
Laboratdrio de Raios X da Universidade Federal do Cearad. Os difratogramas
XRD foram coletados em um difratdmetro XPert Pro MD (PANalytical, Holanda)
com um tubo de cobre a 40 kV e 40 mA a uma faixa 26 de 10° a 30°, com uma
velocidade de varredura de 2 °C / min. Os indices de cristalinidade (IC) foram
calculados a partir do método proposto por Segal (SEGAL et al., 1959).

1002—Iam
1002

1cee) = ( )x 100 3)

Onde:
1002 - é aintensidade maxima de difragdo da regiao cristalina (26 ~ 22,6°)
lam - € a intensidade de difracdo da regidao amorfa (26 ~18°)

4.3.4. Potencial Zeta

O potencial Zeta foi medido em suspensdes de CBOX e CBOXNF (pH 7)
previamente diluidas em agua destilada em uma proporcéo de 1:10 amostra:
agua e nas amostras de CBL e CBOXNFL ,ambas em pH 7, imediatamente apos
a agitacdo. O potencial Zeta foi medido em um analisador Zetasizer 3000

NanoZS (Malvern Instruments, Reino Unido), em triplicata.

4.3.5. Andalise Turbidimétrica

Mediante resultados da analise do potencia Zeta para CBL e CBOXNFL
foi realizada uma andlise turbidimétrica apenas em suspensfes de NFBCL. O
ensaio turbidimétrico foi realizado de acordo com as normas descritas em Lutz,
2008. A suspenséao (5 mg/mL) de NFBCfd foi diluida 50 vezes antes da leitura
no turbidimetro (turbidimetro 2100P - Hach). A unidade mais comumente usada

para medir a turbidez € a unidade nefelométrica (NTU)

4.3.6. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)

Para analise de MET, a CBOXNF foi dispersa em agua Mili-Q (1,25 g /L)

e montada em grids de 300 mesh revestidas com formvar com adicdo de uma
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gota de solucéo de acido fosfotungstico contrastante (0,1% m/v). Os grids foram
visualizados no microscépio eletrénico de varredura Tescan Vega 3 (Tescan,
Republica Tcheca), com detector STEM sob tenséo de aceleragédo de 30 kV. Os
didmetros médios das nanofibrilas de pelo menos 200 estruturas foram
determinados usando o programa Image J (National Institute of Health-NIH).

Para analise de MEV, CB liofilizada foi montada em stubs e a seguir
metalizados com ouro e observados em um microscoépio eletrbnico de varredura
MEV TESCAN, sob aceleracado de tensdo de 15KV. Os diametros médios das
nanofibrilas de pelo menos 200 estruturas foram determinados usando o
software Image J (NIH, EUA).

Etapa 2 — Obtencéo, caracterizacdo e estudo do uso do ultrassom na

obtencao dos filmes all cellulose composite

O esquema (Figura 10) a seguir ilustra, em resumo, 0 processo de
obtencao dos filmes all cellulose composite utilizando a CBOXNF, obtida na

etapa anterior, como matriz.

Figura 10 - Esquema de obtenc¢é&o dos filmes all cellulose composite a partir de CB desintegrada.

[ CB J | CBOXNF

OBTENGCAO DE g -
NANOCRISTAIS DE CB - GLICEROL +
NCCB NCCB-0a7,5% AGUA

FILMES ALL CELLULOSE FILMES ALL CELLULOSE
COMPOSITE COMPOSITE nédo
[ Processo ultrassonicados - ACCU ultrassonicados - ACC
[ [ materiais obtidos Estudo do uso do ultrassom na suspensdo filmogénica

Fonte: Proprio autor
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4.4.0btencé&o e rendimento dos Nanocristais de Celulose Bacteriana
(NCCB)

Os NCCB foram obtidos por hidrélise &cida, seguindo a metodologia
relatada por Vasconcelos et al., (2017), com modificagdes. Em resumo, foi
misturado 1g de CB com 50mL de solucédo acida contendo &cido sulfdrico (60%)
e acido cloridrico (35%) na razdo de 1:1. Posteriormente a suspensédo foi
adicionada a um banho de silicone liquido a 45 °C sob agitacdo magnética por
1h. A suspensé&o foi adicionada dgua gelada na proporcdo de 5mL de agua para
1mL de solucdo acida posteriormente foi centrifugada a 15,64 G por 15 min a
20°C, ultrassonicada (Unique / Desruptor, potencia ultrassonica de 250W —
microponta de titanio de 4mm de diametro) por 2 min a uma frequéncia de 60Hz
e dialisada em membrana de troca iGnica (Spectra/Por 5) com diametro de poro
de 48mm e massa molar variando entre 12000 e 14000 Dalton em agua destilada
com duas trocas diarias até pH 7 (VASCONCELOS et al., 2017).

O rendimento dos NCCB foi calculado pela razdo entre a massa final apos
a hidrolise (base seca) e a massa inicial de CB que foi hidrolisado, conforme
equacao 3. Para a analise foi utilizada balanca de infravermelho (MARTE — 1D45)

e 0s ensaios foram feitos em triplicata.

massa de entrada (g)

n (%) = 3)

massa saida

4.5.Preparacao dos filmes all cellulose composite

Os filmes foram produzidos pela técnica casting utilizando diferentes
concentracfes de NCCB 0 %, 2,5%, %5 e 7,5% em peso com base na massa
de matriz (CBOXNF) seca. Para cada pelicula, adicionou-se 50% de glicerol
como plastificante. Foi adicionada agua destilada para ajustar o teor de sélidos
a 1,0 g /200 mL. A suspensao formadora de filme foi homogeneizada em
homogeneizador de alta rotacao (Vita-Prep 3, Vitamix Corp., Cleveland, OH,
EUA) a 24000 rpm durante 15 min, ultrassonicada a uma poténcia de 60Hz
durante 2 min (Unique / Desruptor DES500, potencia ultrassonica de 250W —
microponta de titanio de 4mm de diametro) e foram denominados ACCU 0%,
ACCU 2,5%, ACCU 5,0% e ACCU 7,5%. Para comparar e verificar o efeito do

ultrassom na suspensédo filmogénica, filmes sem sonicagdo também foram
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produzidos e referidos como ACC 0%, ACC 2,5%, ACC 5,0% e ACC 7,5%. As
bolhas de ar foram removidas sob vacuo. As peliculas foram secas em bandeja
de aco inoxidavel (20x30 cm) a 50 °C durante 48 h.

4.6.Caracterizagcdo dos NCCB e filmes all cellulose composite
46.1. NCCB

Nos nanocristais foram realizadas analises de portencial Zeta, DRX, FTIR,
TGA e microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Suspensbes de NCCB (pH 7) foram previamente diluidas em &agua
destilada para uma proporcdo de 1:10 amostra: agua (v / v) e o potencial Zeta
foi medido em um analisador Zetasizer 3000 NanoZS (Malvern Instruments,
Reino Unido), em triplicata. As analises de TGA, FTIR e DRX seguiram
metodologias mencionadas nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3, respectivamente.

Para verificar a morfologia, os NCCB foram visualizados em Microscopio
Eletrénico de Transmisséao (MET) da marca FEI Company, modelo Tecnai Spirit
Biotwin G2, operando com uma tensdo de 80 Kv, pertencente Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas do Centro de Pesquisa Ageu Magalhaes da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Recife — PE. Para esta analise, uma aliquota da
suspensao de nanocristais foi colocada em “grids” e o excesso drenado com o
auxilio de papel filtro. A seguir, o material foi tingido com uma solucéo de acido
fosfotungstico (1%) e seco por 24 horas. A partir das imagens, o comprimento
(L), alargura (D) e a razao de aspecto (L/D) dos nanocristais foram medidos por
meio do software Image J com base na medida 100 cristais, calculando-se a

média e o desvio padréo.

4.6.2. Filmes all cellulose composite

A espessura dos filmes (acondicionados a temperatura ambiente) foi
determinada pela média de 10 medidas feitas com um medidor de espessura

AKROM, KR1250 (margem de erro do equipamento: £ 1 um).
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46.2.1. Difracado de raios X (XRD)

Os padrbes DRX foram analisados usando um instrumento de difracao de
raios X (X'Pert® Powder, PANalytical, Almelo, Holanda), entre 26 = 10° e 20 =
50° com um tamanho de passo 26 = 0,02° e registrou 14 pontos/s com um tubo
de cobre, tubo de raios-X (A = 1,54056 A) a 45 kV e 40 mA em um. O indice de
cristalinidade (Crl) foi definido por SEGAL et al.,, 1959 conforme descrito na
equacédo 3 desta tese. As analises de Raios-X dos filmes foram realizadas no
Laboratorio Ibérico Internacional de Nanotecnologia (INL — Braga/PT).

4.6.2.2. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier = FTIR

O espectro FTIR dos filmes foi gravado com um Bruker FT-IR VERTEX 80
/ 80v (Boston, EUA) no modo de reflexao total atenuada (ATR) com um acessorio
de cristal de platina na faixa de comprimento de onda: 4000-400 cm-1, usando
16 varreduras a uma resolucdo de 4 cm-1. Antes da analise, um espectro de
fundo aberto foi registrado como um espac¢o em branco. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata. As analises foram realizadas no Laboratorio Ibérico

Internacional de Nanotecnologia (INL — Braga/PT).

4.6.2.3. Andlise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica dos filmes (Laboratorio Ibérico Internacional
de Nanotecnologia (INL — Braga/PT) foi realizada utilizando um analisador
térmico simultaneo e um calorimetro de varredura diferencial (TGA / DSC 3+,
Mettler Toledo, EUA). Foram colocados 6 a 10 mg de cada pelicula em panela
de aluminio e analisadas em um intervalo de temperatura de 25 a 600 °C. Foram

avaliadas trés réplicas de cada amostra.

4.6.2.4. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram medidas com pelo menos
dez repeticbes em amostras de teste obtidas em uma prensa CEAST em
dimensdes 125 mm x 12,5 mm, acondicionadas por 48 h em um ambiente com
temperatura controlada e umidade relativa (23 + 1 °C e 50 + 5%) com base no

método D882-01 (ASTM, 2001), usando uma maquina de teste universal Emic



50

DL-3000 com célula de carga de 100 N, separacao inicial entre as garras de 100

mm e velocidade de deformagéao de 12,5 mm / min.

4.6.2.5. Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A morfologia da superficie dos filmes foi examinada utilizando microscopia
eletronica de varredura (Quanta FEG 650, FEI, EUA) com uma tenséo de
aceleracdo de 5 kV. Antes da analise, todas as amostras foram montadas em
“stubs” de aluminio usando fita adesiva de carbono e revestidos de ouro com
tinta dourada e, em seguida, analisados. As micrografias foram feitas em
microscopio no Laboratério Ibérico Internacional de Nanotecnologia (INL —
Braga/PT).

Etapa 3 - Caracterizacdo e avaliacdo biologica dos filmes all cellulose

composite ultrassonicados.

O esquema (Figura 11) a seguir mostra descricdo da etapa 3, realizada
apos o estudo do ultrassom nos filmes ACC e ACCU. Esta etapa inclui estudo
da citotoxicidade,permeabilidade, hidrofobicidade de superficie, cor e opacidade
dos filmes ACCU.

Figura 11 - Esquema das principais tarefas realizadas na terceira etapa nos filmes all cellulose

composite ultrassonicados

FILMES ALL CELLULOSE FILMES ALL CELLULOSE
COMPOSITE COMPOSITE nao
ultrassonicados - ACCU ultrassonicados - ACC

Estudo do uso do ultrassom na suspensao filmogénica
| |

ACCU E— Avaliacdo citoxicidade

- Permeabilidade ao vapor
de agua

- Scolubilidade

- Hidrofobicidade

- Cor e opacidade

Caracterizacoes

I:I Material obtido

Fonte: Préprio autor
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4.6.2.6. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) foi determinada
gravimetricamente segundo método ASTM E96-00 (ASTM, 2000). Foram
utilizadas células de permeacdo com 24 mm de diametro contendo 1,5 mL de
agua, mantendo um espaco livre na célula de, aproximadamente, 10 mm de
altura. Os filmes, em formato de disco, foram selados no topo das células, que
foram colocadas em dessecador vertical ARSEC DCV-040 com circulacdo de ar
contendo silica gel (0% UR) previamente seca a 105 °C por 24 horas. Foram
feitas, no minimo, 8 repeticdes para cada tratamento. As células foram mantidas
a 25°C e 30% UR durante no minimo 24 horas e foram pesadas 8 vezes ao longo
de 24 horas, com intervalos de, no minimo, 1 hora. O ganho de peso foi plotado
em funcéo do tempo e a PVA foi definida conforme equacéo 4.

PVA = TPVA. . (4)

TPVA é a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (declividade da reta
dividida pela area do filme), ou seja, taxa de transmisséo de vapor de agua (g.m
2.h'1) através do filme, calculada a partir da inclinagéo da linha reta dividida pela
area exposta do filme (m?) e a espessura, AP é a diferenca de presséo parcial

de vapor de agua entre as faces do filme.

4.6.2.7. Solubilidade em aqua

A solubilidade em agua foi determinada seguindo o método Soni e
colaboradores (2016) com modificacdes. Para isso, 4 réplicas de cada filme,
medindo aproximadamente 2x2 cm?, foram secos em estufa a 105 °C por 24 h,
ponderados e submetidos a agitacdo (150 rpm) durante 24 h a 25 °C em 50 mL
de agua destilada. Posteriormente, o material restante foi filtrado, seco a 105 °C
durante 24 horas e ponderado novamente (SONI et al., 2016). Os resultados
foram expressos em porcentagem de perda de massa. A porcentagem da

matéria insolavel total (% MI) foi calculada usando a equacéo 5:

o%MI = peso inicial —peso final 100 (5)

peso inicial
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4.6.2.8. Hidrofobicidade de superficie

A hidrofobicidade superficial dos filmes foi avaliada medindo o angulo de
contato (AC) de uma gota de agua na superficie da pelicula através de um
medidor de angulo de contato 6ptico (Instrumentos GBX). Para medir os angulos,
foi colocada uma gota na superficie dos filmes (3x3 cm) fixados em uma placa
de Petri. Apés a fixacdo, os videos de gotejamento de agua foram gravados na
superficie do filme, na cdmera Pixe Link Nikon acoplada no angulo de contato
GBX Intrumentation Specifique. A medida do angulo de contato foi realizada no
momento em que a gota tocou a superficie do filme, coletado através do software

Visiodrop.

46.2.9. Cor e Opacidade

Os parametros de cor e opacidade dos filmes foram determinados
utilizando um colorimetro Minolta (Cr 400; Minolta Japéo). Foi utilizada uma placa
padrao de cor branca (Y=93,7, x = 0,32, y = 0,33) como plano de fundo para
calibracdo do equipamento e como plano de fundo para as medidas de cor. Os
parametros determinados foram L* a* e b* (Sistema CIELab) que sao
recomendados pela Comissao Internacional de lluminacdo. No sistema de
cores L* representa a luminosidade (variando de preto a branco) enquanto que
a* e b* sdo as coordenadas cromaticas, onde + a * e - a * estdo nas direcdes
vermelha e verde, respectivamente, enquanto que + b * esta na dire¢cdo amarela
e - b * estd na direcédo azul. A opacidade dos filmes de celulose foi determinada
de acordo com o0 método Hunter Lab, como a relacéo entre a opacidade de cada
amostra em um padréo branco (YW) e um padréo preto (Yb) (BALLESTEROS et
al., 2017). Para ambas as analises de cor e opacidade foram feitas trés medidas

para cada filme.

4.7.Avaliacado de citotoxicidade utilizando células epiteliais intestinais
4.7.1. Culturacelular

A linha celular Caco-2 do carcinoma do c6lon humano (ATCC, HTB-37)
foi utilizada nas passagens 25-40. As células de Caco-2 foram cultivadas em
frascos de cultura contendo Meio Minimo Essencial (MEM), suplementado com

20% de soro de bovino fetal, 0,1 mg / mL de piruvato de sodio, 1% de
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aminoacidos néo essenciais e 1% de penicilina / estreptomicina. As células foram
mantidas a 37 °C em uma atmosfera contendo 5% de CO2 a 95% de umidade
relativa (incubadora Binder, CB 160). As células foram cultivadas perto da
confluéncia em um baldo de plastico de 75 cm2 e colhidas semanalmente com

tripsina.

4.7.2. Citotoxicidade - viabilidade celular através do ensaio de

resazurina

O ensaio de resazurina foi utilizado para avaliar a viabilidade celular de
Caco-2 apos incubacao com filmes de ACC (ANSAR AHMED; GOGAL; WALSH,
1994; XU; MCCANNA; SIVAK, 2015). Células Caco-2 foram semeadas em
placas de 96 pocos a uma densidade de 10 000 células por poco e deixadas
aderindo durante a noite. Ap0s a adesdo, o meio de cultura foi removido e
substituido pelas peliculas ACCU diluidas no meio de cultura a uma
concentragéo de 2,0 ou 0,5 mg / mL.

Os filmes ACCU contendo 0%, 2,5%, 5,0% ou 7,5% de NCCB foram
cortados em pequenos pedacos e 50 mg de cada pelicula foi adicionada a 20
mL de agua destilada. As suspensdes foram agitadas magneticamente a 700
rpm durante 3 h e depois homogeneizadas por um misturador elétrico mini mixer
durante 5 minutos. Depois disso, as suspensdes foram centrifugadas (Universal,
320, Hettich) a 645G durante 5 minutos para remover a agua. Apés a
centrifugacédo, as amostras foram dispersas em 5 mL de meio de cultura,
sonicadas durante 10 min (frequéncia 80Hz, poténcia 90 W) e submetidas a
agitacdo em vértex durante 3 minutos, obtendo a solucdo-méae (SM) com uma
concentracdo de 10 mg. mL-1. As concentragcfes de teste foram preparadas por
diluicdo da SM no meio de cultura e expostas a luz ultravioleta durante 30 min

para esterilizacao.

Um controle negativo foi realizado usando células que crescem no meio
de cultura (considerado como 100% de viabilidade celular). Foram utilizados
30% de DMSO como controle positivo. As amostras foram incubadas durante 24
h ou 48 h com 10% de solucao de resazurina (concentragao final 0,01 mg / mL).
A resazurina foi adicionada simultaneamente com amostras, uma vez que néo é

toxica, para proporcionar uma sensibilidade adequada (ANSAR AHMED;
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GOGAL; WALSH, 1994; XU; MCCANNA,; SIVAK, 2015). Para todas as amostras,
um branco foi realizado utilizando amostras diluidas no meio de cultura

incubadas com resazurina (sem células).

A intensidade de fluorescéncia, que € proporcional a viabilidade celular,
foi medida utilizando um Microplate Fluorescence Reader (Synergy, BioTek H1,
EUA) com um comprimento de onda de excitagdo de 560 nm e um comprimento
de onda de emissdo de 590 nm. A viabilidade celular foi expressa como
percentagem de fluorescéncia em células tratadas (amostras) em comparacao
com a cultura de controle (fluorescéncia de células que crescem no meio de

cultura) como se segue:

% de viabilidade celular = (Fluorescéncia de células tratadas com amostra -
Fluorescéncia da amostra) / (Fluorescéncia de células que crescem no meio de

cultura - Fluorescéncia de meio de cultura) * 100

4.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando a analise de variancia
produzida com o software Statistic10. O teste de Tukey foi aplicado para detectar

diferencas significativas, e p <0,05 foi considerado estatisticamente significante.

O esquema (Figura 12) a seguir mostra um resumo das etapas realizadas

durante o desenvolvimento dos all cellulose composite.
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Figura 12 - Esquema resumdo das principais tarefas realizadas na obtencdo dos filmes all
cellulose composite.

CELULOSE BACTERIANA
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Fonte: Préprio autor
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5 RESULTADAOS E DISCUSSAO
Etapa 1 — Obtencéo e caracterizacao de nanofibras de CB

5.1.Quantificacdo de Carboxilato CB Oxidada a TEMPO

Os grupos carboxilato (-COO'Na* formados apds a oxidagcdo TEMPO
promovem a repulséo eletrostatica entre cadeias, facilitando a desagregacéao de
nanofibrilas e uma suspensdo mais dispersa a pH neutro (SAITO et al., 2011). A
CBOX apresentou 0,244 mmol de grupos carboxilato por grama de celulose
(grau de oxidagéo, 0,04), evidenciando a funcionalizagdo. Mesmo com teor de
carboxilato da CBOX tendo sido inferior ao valor minimo (0,8 mmol / Q)
recomendado para uma fibrilacdo eficiente (ISOGAI et al., 2011) foi possivel
através uso de misturador de alta rotacdo promover a formacéo de nanofibras
de CB como um gel homogéneo. Uma vez que CB tem uma cristalinidade
naturalmente maior (ou seja, regidbes menos amorfas), em comparacdo com
outras celuloses nativas, é mais dificil que ions nitrosdnicos (provenientes da
oxidacdo) penetrem em regibes cristalizadas. Portanto, apenas as fibrilas
expostas na superficie podem ser oxidadas, explicando o baixo grau de oxidac&o
obtido para a CBOX (ISOGAI; SAITO; FUKUzZUMI, 2011; JIA et al.,
2016). Adicionalmente sabe-se que condi¢cdes de oxidacdo mais severas, que
levaram a maiores niveis de carboxilato, poderiam resultar em fibrilas com
comprimentos muito menores, conforme observado por Liu, Oksman e Mathew
(2016).

5.2.Rendimento do processo de obtencédo das nanofibras de CB

O rendimento de um processo € calculado para observarmos as perdas
gue acontecem durante a obten¢éo ou conversao de um material em um produto.
Essas perdas precisam ser identificadas, entendidas e avaliadas para que se
uma boa aplicabilidade do processo. O rendimento das nanofibrilas foi calculado
a a partir da CB seca, antes do processo de oxidacao até a a etapa de liofilizac&o
e o valor obtido foi de 89% (base seca). Nota-se que houve uma perda de,
apenas, 11% em todo o processo (oxidacao — nanofibrilacdo — liofilizac&o), o que
€ natural devido a amostra, apés liofilizagdo, ser moida em pequena

glanulometria e dificil contencéo. Ainda ndo se tem dados na literatura sobre o
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rendimento da obtencdo de celulose nanofibrilada a partir de homogeneizador
de alta rotacao, entretanto Nunes (2014), obteve rendimento semelhante (87%),
passando a suspensdo de celulose de origem vegetal 15 vezes por um
homogeneizador de alta pressdo, oque acarretou muita energia ao processo
(NUNES, 2014). Vale ressaltar que os valores de rendimento obtidos no
processo de nanofibrilagdo por homogeneizador de alta rotagdo nao foram tao
aguém dos equipamentos ja utilizados, podendo ser uma alternativa de baixo
custo para obtencao de nanofibras de celulose.

5.3.Caracterizacdo CB, CBOX, CBOXNF e CBOXNFL
5.3.1. Potencial Zeta

Varios métodos de secagem de nanofibras de celulose, como secagem
em estufa, liofilizacdo e secagem supercritica ja foram estudados (PENG;
GARDNER; HAN, 2012; QUIEVY et al., 2010; ZEPIC et al., 2014). No entanto,
todos esses métodos resultaram em agregacao ou formacao de uma rede forte
de nanoparticulas. A analise de potencial Zeta tem como finalidade avaliar a
presenca de cargas superficiais na molécula, além da estabilidade
(VASCONCELOS et al., 2017).Valores de potencial Zeta maiores que 30mV em

mdédulo, indicam uma boa estabilidade da suspensao (CRUZ, et al 2012).

CBOX, CBOXNF apresentaram valores de potencial Zeta de -67, e —58
mV respectivamente. Esses resultados mostraram que, apesar do grau de
oxidacao da CBOXNF ter sido menor que o da celulose vegetal nanofibrilada (0,8
mmol / g), a oxidacdo mediada pelo radical TEMPO descrita neste estudo foi
suficiente e essencial para proporcionar alta estabilidade a celulose nanofibrilada
guando comparada ao potencial Zeta da CB nanofibrilada ndo oxidada que é
relatada na literatura com sendo -12,9 mV (JIA et al., 2016). Esta estabilidade da
dispersdo aumentada é atribuida a repulsao eletrostéatica fornecida pelos grupos
carboxi anidnicos apos a oxidacdo (EYHOLZER et al., 2010; ISOGAI; SAITO;
FUKUZUMI, 2011)

A secagem das suspensdes nanofibriladas € importante por dois motivos
principais: alargar o seu ambito de aplicacdo e reduzir os custos de transporte.

Um grande desafio com os nhanomateriais de celulose € quando uma suspensao
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bem dispersa deve ser seca. A agregacao de cadeia irreversivel (conhecida
como hornificacdo) geralmente ocorre como resultado da secagem de
nanofibrilas de celulose devido a formacao de ligagcbes de hidrogénio adicionais
entre partes amorfas das fibrilas (EYHOLZER et al., 2010), levando a perda de
propriedades relacionadas a nanoestrutura do material (BECK; BOUCHARD;
BERRY, 2012). De fato, a CBOXNFL redispersa apresentou maior potencial Zeta
(-63mV) quando comparado ao CBL (-25 mV), o que implica que CB néo
modificado tende a ter suas cadeias agregadas apés a secagem.

A Organizacgao Internacional de Padronizacao (International Organization for
Standardization - 1ISO) define a turbidez como "reduzindo a transparéncia de um
liquido causada pela presenca de matéria ndo dissolvida" (ISO, 2016). Ou seja,
a turbidez é diretamente proporcional a sua concentracdo, entdo quanto mais
turva a suspensdo, mais concentrada ela sera. Os valores de NTU para agua
destilada, agua encanada e agua bruta sdo de 0,08, 0,54 e 3,52,
respectivamente, mas valores muito mais altos, bem acima de 150 NTU, s&o
comuns em muitos sistemas hidrologicos (LAWLER, 2005). O valor
turbidimeétrico obtido na analise BCOXNFR foi 2951 NTU, e quando comparado
com os valores utilizados como padrédo para agua destilada (0,08 NTU) &
bastante elevado, caracterizando uma suspenséao altamente turva, corroborando
o alto valor de estabilidade da suspensao encontrado na analise de potencial
Zeta (-63mV). Ao mesmo tempo, foi realizada a analise turbidimétrica da amostra
de BC e BCNF, porém os valores turbidimétricos foram semelhantes aos da agua
encanada (0,54 NTU), devido a rapida precipitacdo das amostras antes da

andalise.

5.3.2. Analise Termogravimétrica — TGA

A Figura 12 mostra as curvas termogravimétricas e suas respectivas
curvas derivadas (DTG) de CB, CBOX e CBOXNF. As trés analises
apresentaram curvas de degradacdo térmica semelhantes. Os picos de
degradacéao térmica iniciais (Tonset) para CBOX (190 °C) e CBOXNF (218 °C)
foram claramente inferiores comparados aos de CB integra (260 °C). Esta
diminuicdo na temperatura inicial de degradacéo provavelmente foi causada

pelos grupos carboxilato de sédio presentes na estrutura de CBOX e CBOXNF
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provenientes da oxidagdo TEMPO (FUKUZUMI et al., 2010). Por outro lado,
observa-se que o pico de degradacdo maximo da CBOX e CBOXNF foi em
301°C e 330°C, respectivamente, evidenciando mais uma vez a oxidagao e a
diminuicdo na estabilidade térmica da CB causada pela inser¢cdo dos grupos
carboxilartos de soédio, quando comparado a Tmax da CB (351°C). A tabela
mostra a porcentagem de perda de massa referente aos principais eventos para

as trés amostras analisadas.

Tabela 2 - Temperatura de degradacao inicial (Tonset) e temperatura maxima de degradacao
(Tméax), percentuais de perda de massa e cinzas da CB, CBOX e CBOXNF.

Amostra Tonset Tmax Perdade massa Cinzas

*C) *C) (%) (%)

CB 260 351 81 19
CBOX 190 301 64 36
CBOXNF 218 330 56 44

Figura 13 - Curvas termogravimétrica (A) e curvas derivadas (B) correspondentes a analise
térmica da celulose bacteriana (CB) sem modificacdo quimica, celulose bacteriana oxidada a
TEMPO (CBOX) e celulose bacteriana oxidada nanofibrilada (CBOXNF).
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5.3.3. Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 13 apresenta os espectros FTIR de CB, CBOX e CBOXNF. Além
das bandas tipicas de CB (alongamento de OH a 3350 cm, flexdo de OH a
2900 cm?, alongamento de C-O-C a 1160 cm™ e alongamento de CO a 1030
cmt), CBOXNF apresentou uma banda adicional a 1608 cm™ que é atribuida a
C = O, confirmando a formacdo de grupos carboxilatos (SILVA PEREZ, D.;
MONTANARI; VIGNON, 2003; ZHANG et al.,, 2016). A auséncia de picos
referentes ao grupo aldeido na regido (1720-1740 cm!) indica que esses grupos
foram transferidos ou transformados em outros grupos apés oxidacao,
provavelmente grupos carboxilatos (BENHAMOU et al., 2014; ISOGAI et al.,
2011).

Figura 14 - Espectros de FTIR da celulose bacteriana (CB) sem modificacdo quimica, celulose
bacteriana oxidada a TEMPO (CBOX) e celulose bacteriana oxidada nanofibrilada (CBOXNF)
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Fonte: Préprio autor
5.3.4. Difracdo de Raios-X
A Figura 14 apresenta os difratogramas DRX. Os indices de cristalinidade

(IC) foram 84%, 71% e 84%, respectivamente, para CB, CBOx e CBNF. Os
seguintes picos foram identificados: para CB, 14,7°, 17,1° e 22,8°; para CBOx
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11,8°, 14,2°, 16,6° e 22,4°; e para CBNF, 14,7 ° e 22,9°. Os picos de cerca de
15°, 17° e 22°, atribuidos aos planos cristalogréficos (101), (101) e (002),
respectivamente, sdo caracteristicos da celulose I; os angulos 12,5°, 20,1° e
22,7° sdo comuns na celulose Il. A presenca de celulose Il pode ser atribuida a
conversado de celulose | através de tratamentos alcalinos e acidos durante o
processamento da matéria-prima, onde a celulose | é o alomorfo mais forte
(HUBER; PANG; STAIGER, 2012). A sobreposicao e o deslocamento de picos
podem ocorrer por deformacdo e/ou destruicdo de cristais durante o
processamento mecanico, como a fibrilagdo (XU et al., 2013). Nenhuma das
amostras apresentou picos a 20,1°, indicando que ndao houve conversao de
celulose I. Apés a oxidagao, um novo pico apareceu a 11,8°, e a intensidade do
pico a 16,6° diminuiu. Apoés a fibrilagcdo, o perfil cristalografico foi notavelmente
alterado, com deslocamento e sobreposicéo dos picos a 11,7° e 16,6°. O indice
de cristalinidade aumentou apos a nanofibrilacdo da CB oxidada, devido a
despolimerizacdo das cadeias celuldsicas por reacdes de eliminacdo (ISOGAI;
KATO, 1998) que, quando combinadas com o tratamento mecanico, resultaram
em maior conteludo de regibes cristalinas, que s&o quimicamente e
mecanicamente mais estaveis.

Figura 15 - Difratogramas de Raios-X correspondentes aos picos cristalinos da celulose

bacteriana (CB) sem modificagdo quimica, celulose bacteriana oxidada a TEMPO (CBOX) e

celulose bacteriana oxidada nanofibrilada (CBOXNF) e seus respectivos indices de cristalinidade
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Fonte: Préprio autor

5.3.5. Microscopia Eletronica de varredura (MEV) e Microscopia

eletrénica de transmissao (MET)

Em virtude das caracteristicas fisicas do material as amostras de CB
foram visualizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e as amostras
de CBOXNF foram visualizadas utilizando microscopia eletrénica de transmisséo
(MET). Em ambas as amostras as micrografias (Figura 16) apresentaram
morfologias com perfil semelhante, indicando que os processos de oxidacéo e
nanofibrilacdo na CB, ndo modificou sua estrutura. Os grupos da superficie
podem ter influenciado a aglomeracdo das nanofiboras em CBOXNF,
evidenciando uma maior desagregacdo, quando comparada a CB, que
apresenta uma estrutura mais aglomerada (LAl et al., 2014). As espessuras
médias das nanofibras foram de 68 nm + 15 nm para CB (variando de 29 a 160
nm) e 40 nm £ 8 nm para CBOXNF (variando de 18 a 131 nm), semelhantes aos
valores relatados para nanofibras de celulose de diferentes fontes (ALEMDAR,;
SAIN, 2008; SAITO et al., 2006; XU et al., 2013). Vale ressaltar que a oxidacao
mediada pelo radical TEMPO, embora com baixo (0,244 mmol/g de CB) teor de
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carboxilato mencionado no item 5.1, foi necesséria e suficiente para obtencao

das nanofibras de celulose bacteriana desagregadas.

Figura 16 - Micrografias representando a morfologia da celulose bacteriana sem modificagdo
guimica (CB), celulose bacteriana e celulose bacteriana oxidada nanofibrilada (CBOXNF).
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Fonte: Proprio autor

Etapa 2 — Obtencéo, caracterizacdo e estudo do uso do ultrassom na

obtencéao dos filmes all cellulose composite

5.3.6. Caracterizacdo e Rendimento dos Nanocristais de CB

A caracterizacdo dos nanocristais obtidos estdo apresentadas na Figura
17. A degradacdo térmica da celulose bacteriana envolve a despolimerizacéo, a
desidratacéo e a decomposicdo das unidades glicosidicas seguidas da formacao
de um residuo carbonizado (SOUZA, 2015). A curva TG (Figura 17 A) e sua
respectiva DTG dos nanocristais apresenta perfil caracteristico de CB com um
pico de degradacédo em torno de 350 °C. Essa alta estabilidade térmica obtida
nos nanocristais pode ser explicada pelo uso da mistura combinada dos acidos
sulfarico e cloridrico (CORREA et al., 2010). Estudo comparando diferentes
condicdes de hidrolise, relata uma estabilidade térmica 17% maior ao utilizarem
uma mistura de acidos (H2SOs / HCI) na obtengcdo de nanocristais de CB
(VASCONCELOS et al., 2017).
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Os padrdes de raios X mostraram os trés picos de difracéo (Figura 17 B)
que sao caracteristicos da celulose la (triclinica) e que prevalecem na CB. Estes
trés picos, 20 = 4,6°, 19,9° e 22,9°, sdo atribuidos aos planos cristalograficos de
(100) e (101) (regido amorfa) e (200) regido cristalina, respectivamente. O indice
de cristalinidade tem influéncia direta nas propriedades mecanicas dos materiais.
O indice de cristalinidade dos NCCB (88%), como esperado, foi elevado, uma
vez que durante o processo de hidrolise, a fase amorfa da celulose € destruida,
liberando os nanocristais e aumentando o indice de cristalinidade (HENRIQUE
et al., 2015).

A Figura 17 C apresenta os espectros de FTIR dos NCCB. Os graficos
mostram bandas caracteristicas de CB em 3360 cm™ e 1640 cm'!, associadas a
vibracdo de estiramento e vibracdo de flexdo do -OH, respectivamente. O
espectro mostrou também, bandas em 2897 cm (alongamento C-H), 1371 cnr
! (deformacdo angular simétrica de C-H), 897 cm! (deformacgdo angular
de ligacdes C-H), 429 cm™ (deformacdo angular assimétrica de ligagGes C-H)
(HENRIQUE et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2017).

As micrografias de MET (Figura 17 D) dos NCCB, como esperado para
nanocristais obtidos por hidrélise acida, mostram pequenas estruturas em
formato de haste que lembram agulhas. A razdo de aspecto (L/D) é um
parametro importante na obtencdo dos nanocristais que sdo destinados ao
reforco de nanocompdsitos e pode ser diretamente influenciada por fatores como
concentracdo de acido utilizado na hidrdlise, fonte de celulose e forca idnica
(DUFRESNE, 2012). O comprimento (L) dos nanocristais variou de 900 a 2200
nm, com largura (D) variando de 60 a 90, produzindo valores médios de L = 1469
+ 362 nm, D = 72 £ 20 e uma razao L/D = 20. Nanocristais apresentam uma
razao de aspecto que podem variar de 1 a 100 e quanto mais préximo de 100,
melhor sera seu potencial de reforco em nanocompdésitos (FARUK et al., 2012).
Em geral, uma raz&o de aspecto maior que 13 é considerada boa para aplicacéao

dos nanocristais como reforco em nanocompoésitos (DUFRESNE, 2012).
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Figura 17 - Caracterizacdo dos nanocristais de CB. A) curvas TG e DTG da andlise
termogravimétrica B) Difratogramas de Raios-X C) Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier - FTIR D) Microscopia eletrbnica de transmissdo — MET
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Fonte: Préprio autor

O potencial Zeta é analisado para verificar a estabilidade da suspenséao
pela presenca das cargas de superficie. A suspensdo de NCCB analisadas
apresentou valore de potencial Zeta -35 mV. Uma boa estabilidade na suspenséo
€ considerada quando valores de Zeta apresentam-se maiores que >30 mV em
modulo (MIRHOSSEINI et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2017)

O rendimento foi calculado com base de massa seca de NCCB obtido
apos a hidrdlise e a massa de CB seca inicial do processo. O percentual de
rendimento de nanocristais foi 56%, em base seca. Poucos trabalhos na
literatura apresentam resultados para o rendimento de NCCB. Tapina, 2012
encontrou valores de rendimento de 65, 68 e 71% para nanocristais obtido a
partir de fibras de curaud, celulose microcristalina e fibras de algodao (TAIPINA,
2012).
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5.4.Caracterizacdes dos Filmes ACC e ACCU
5.4.1. Difracdo de Raios-X

De acordo com a Figura 18, todos os filmes (ACC e ACCU) mostraram o
mesmo perfil de difragédo de raios X com picos caracteristicos de celulose Ilcom
20 = 14,5° 16,6° e 22,6° (CHEN et al., 2013; JIANG; HSIEH, 2013), atribuidos
aos planos cristalograficos (101), (101) e (002). Todos os picos apresentaram
intensidade semelhante, sugerindo que a estrutura original da CB nativa foi
essencialmente mantida (FENG et al., 2012; TSOUKO et al., 2015). Devido a
correlagédo entra as propriedades mecanicas e a cristalinidade dos materiais
celulésicos, é imprescindivel a avaliacdo desta caracteristica em filmes
nanocompoésito. O indice de cristalinidade (IC) foi, em média, 77% para os filmes
ACC (Figura 18 A) e 84% para os filmes ACCU (Figura 18 B), em ambos os
filmes a cristalinidade permaneceu alta quando comparados a estrutura original
de CB (IC = 84%) na Figura 18 C. Em relacdo ao processo de obtencéo dos all
cellulose composite produzidos a partir de celulose dissolvida em solventes,
observa-se que a cristalinidade diminui consideravelmente quando ha um
aumento do tempo de dissolugdo. Em estudo feito por Soykeabkaew e
colaboradores (2009), que avaliaram a influéncia do tempo de dissolucéo
seletiva nas fibras de celulose, 0 aumento do tempo de duas para doze horas de
imersdo diminui a cristalinidade das fibras em mais de 50% representando uma
desvantagem no processo quando se pretende obter nanocompdsitos com boas
propriedades mecanicas (SOYKEABKAEW et al., 2009). Em um tempo de
imersdo maior, 0 solvente possivelmente penetra mais através nos espacos
vazios entre os cristalitos e dissolve tanto as cadeias amorfas quanto os
cristalitos, afetando a cristalinidade (TANPICHAI; WITAYAKRAN, 2016).
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Figura 18 - Difratogramas de Raios-X de all cellulose composite A) sem uso do ultrassom: ACC
0%, ACC 2,5%, ACC 5% e ACC 7,5%, (B) com uso do ultrassom: ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU
5% e ACCU 7,5% e (C) celulose bacteriana integra
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Fonte: Préprio autor

5.4.2. Espectroscopia no Infra-vermelho por transformadada de
Fourier = FTIR

Como esperado, os espectros FTIR de ACC e ACCU (Figura 18)
apresentaram bandas de vibracédo tipicas de CB a 1163 cm? (distenséo
assimétrica de ligagées CH), 1371 cm! (tensdo angular simétrica CH), 1429 cmr
! (tensdo angular assimétrica de ligacdes CH), 3362 cm, (alongamento de
ligacdes OH). No comprimento de onda de 1608 cm™, pode-se observar um pico
em relacdo ao grupo de sal de sédio do acido carboxilico, referente a oxidacéo
TEMPO realizada. A auséncia de um pico evidente em 897cm* (deformacéo da
ligacdo B-glicosidica C1-O-C4) na regido anomérica 950 a 700 cm™ pode
significar clivagem na ligagcao B-glicosidica por tratamentos mecanicos e/ou
guimicos (JIANG; HSIEH, 2013). No espectro, ndo foram observadas bandas em
relacdo a vibracédo simétrica (807cm™) associada aos grupos sulfato, derivada
da esterificacdo da hidrolise (VASCONCELOS et al., 2017).
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Figura 19 - Espectros FTIR dos filmes all cellulose composite (A) sem uso do ultrassom: ACC
0%, ACC 2,5%, ACC 5% e ACC 7,5%, (B) com uso do ultrassom: ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU
5% e ACCU 7,5% e (C) celulose bacteriana integra
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5.4.3. Anédlise Termogravimétrica - TGA

A Figura 19 mostra curvas de andlise termogravimétrica e suas
respectivas curvas derivadas (DTG). No geral, para todos os filmes, a perda de
massa no primeiro pico em torno de 80°C foi de 6 a 10% correspondente a
evaporacao da agua adsorvida. Nos filmes all cellulose composite sem o uso do
ultrassom (ACC — Figura 19 A) e com o uso do ultrassom (ACCU - Figura 19 B)
foram observados um pico de temperatura inicial em torno de 242 e 262 °C,
respectivamente, com uma média de perda de massa de 34,6 % (ACC) e 37,8%
(ACCU), apresentadas na Tabela 3. O grafico C da figura 19, além do pico de
evaporacao da agua (em torno de 60°C), mostra um segundo pico em torno de
350°C, indicando a degradacdo da celulose. As temperaturas iniciais de
degradacdo dos filmes mostram claramente uma diminuicdo na estabilidade
térmica quando comparados a CB devido a degradacdo das unidades de
anidroglucoronato de sédio, presentes nos filmes apos a oxidacdo TEMPO (DE
BRITTO; ASSIS, 2009; FUKUZUMI et al., 2010).
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Figura 20 - Curvas termogravimétricas (TG) e curvas derivadas (DTG) para filmes all cellulose
composite (A) sem uso do ultrassom: ACC 0%, ACC 2,5%, ACC 5% e ACC 7,5%, (B) com uso
do ultrassom: ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU 5% e ACCU 7,5% e (C) celulose bacteriana integra
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Tabela 3 - Média das Temperaturas de degradacéo inicial (Tonset), temperaturas maxima de
degradacédo (Tmax), percentuais de perda de massa e cinzas dos filmes all cellulose composite
sem uso do ultrassom: ACC 0%, ACC 2,5%, ACC 5% e ACC 7,5%, com uso do ultrassom: ACC
0%, ACC 2,5%, ACC 5% e ACC 7,5%, com uso do ultrassom: ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU
5% e ACCU 7,5% e celulose bacteriana integra

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Tonset Tméax | Perda Tonset Tmax Perda Tonset Tméax | Perda CINZAS
FILMES (°C) (°C) de (°C) (°C) de (°C) (°C) de (%)
Massa Massa Massa
(%) (%) (%)
ACC 41 83 6,0 144 242 34,6 283 333 33,7 25,3
ACCU 39 \ 81 9,97 142 262 37,8 295 345 32,69 19,2
CB 25 53 2,5 84 351 82,2 Fkkx Fkkkx Fkkxx 14,6
5.4.4. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecéanicas avaliadas sdo apresentadas na Tabela 4.

Observa-se gue nos filmes sem utrassom (ACC) a resisténcia a tracéo (o)
aumentou de 53MPa (ACC 0%) para 64MPa (ACC 7,5%), equivalente a uma

adicdo de 20%. Nos filmes em que o ultrassom foi utilizado na suspensé&o
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filmogénica (ACCU), esse percentual foi de 30 %, aumentando a resisténcia a
tracdo de 50 MPa para 65 MPa. Seguindo esta l6gica, podemos observar que,
em ambos os filmes (ACC e ACCU) os resultados de deformacéo (g) diminuiram
com a adi¢do das nanoparticulas, mostrando-se menos flexiveis. Os resultados
do modulo de elasticidade (Y) mostram que nos filmes sem o uso do ultrassom
(ACC) e com uso do ultrassom (ACCU), ndo houve uma padronizagdo nos
resultados, com o aumento da concentracdo de nanocristais. Entretanto
observa-se valores acima de 1,5 GPa para ambos os filmes (ACC e ACCU)
sendo observados os melhores resultados de médulo elasticidade (Y) para os
filmes com concentragdes de 2,5 e 7,5% de NCCB com valores equivalentes a
2GPa corroborado pelo maior grau de cristalinidade encontrados nos mesmos
filmes e mencionados na secdo 5.3.1. O uso do ultrassom aumentou a
resisténcia e arigidez do material, atribuido a melhor disperséao dos nanocristais,
entretanto ndo foi observado um ganho significativo referente a variacdo da
concentragcdo dos nanocristais como observa-se em outros trabalhos que usam
nanoparticulas como reforco. A avaliacdo do efeito dos nanocristais de amido
nas propriedades fisico-quimicas de filmes biocompdésitos de amido mostrou um
aumento de resisténcia a tracao de 2,08 MPa para 6,7MPa em filmes com 0 e
10 % de nanocristais, respectivamente (MUKURUMBIRA; MELLEM,;
AMONSOU, 2017). Melhores propriedades mecanicas foram obtidas em filmes
de gelatina com diferentes concentracdoes de nanocristais apdés o uso do
ultrassom na suspenséo filmogénica (SANTOS et al., 2014). Além disso, 0s
valores de modulo de elasticidade (Y) obtidos neste trabalho para ambos os
filmes sdo superiores a valores obtidos em filmes derivados da industria
petroquimca como por exemplo o polietilieno de baixa densidade que varia de
102 a 240 MPa (COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003)
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Tabela 4 - Propriedades de all cellulose composite sem sonicagéo (ACC 0%, ACC 2,5%, ACC
5%, ACC 7,5%) e com sonicagdo (ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU 5%, ACCU 7,5%). o
(resisténcia a tragao), € (elongagéo a ruptura), Y (modulo de elasticidade).

Espessuras (mm) o (Mpa) € (%) Y(GPa)

ACC 0% | 0,11 + 0,012 53 +3,4° 5,7+0,5% 1,6 +77°

ACC 2,5% 0,11 + 0,022 38 +6,7° 3,3+0,4° 1,2 +80°
ACC 5% | 0,15 +0,01° 38+6,1° 3,5+0,5° 1,1 +130°
ACC 7,5% 0,11 +0,022 64 +1,82 4,5+0,3" 1,7 +167°
ACCU 0% 0,12 + 0,052 50 +2,0° 4,9+0,47° 1,6 +172°
ACCU25% 0,11 + 0,042 61 +5,0% 4,2 +0,44° 1,9 + 1422
ACCU 5% 0,12 + 0,012 52 +2,9° 3,6 £0,33° 1,6 + 166°
ACCU7,5% 0,13 +0,01° 65 + 5,42 4,1 +0,45° 2,0+130°

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a amostra estatisticamente diferentes ao nivel
de confianca de 95%.

5.4.5. Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A Figura 20 mostra as imagens de MEV dos filmes all cellulose composite
sem uso do ultrassom (ACC) e com uso do ultrassom (ACCU), com as diferentes
variacdes de concentracao de nanocristais de celulose (0 a 7,5%). Nas imagens
de 20A2 a 20A4, que correspondem aos filmes ACC 2,5% a ACC 7,5%,
respectivamente, observa-se pequenas particulas aglomeradas que remete aos
nanocristais mal dispersos na suspensao filmogénica antes da secagem. As
imagens 20B2 a 20B4 que correspondem aos filmes ACCU 2,5% a ACCU 7,5%,
respectivamente, ndo foram observados os aglomerados provavelmente por que
a técnica de MEV possui algumas limitagcdes como, aumento e profundidade,
nao sendo possivel observar os nanocristais dispersos na superficie dos filmes.
Entretanto essa limitacdo ndo impediu de concluir que os NCCB foram bem
dispersos por ndo estarem evidenciados aglomerados na superficie analisada,
confirmando a necessidade do uso do ultrassom. Além disso, as imagens em B
mostram uma estrutura densa e homogénea, indicando uma boa relacdo de

adesdao entre matriz e carga.
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Figura 21 - Imagens de microscopia eletronica de varredura dos filmes all cellulose composite.
Al - ACC 0%, A2 — ACC 2,5%, A3 — ACC 5%, A4 — ACC 7,5% e B1 — ACCU 0%, B2 — ACCU
2,5%, B3 — ACCU 5%, B4 — ACCU 7,5%. Todas a imagens possuem ampliacdo de 10000x.

Fonte: Proprio autor

A partir dos resultados obtidos na etapa 2: Obtencéo, caracterizagcédo e
estudo do uso do ultrassom na obtencdo dos filmes all cellulose composite,
decidiu-se realizar as demais caracterizacdes dos filmes ultrassonicados
(ACCU), representados na figura 22.

Figura 22 - Filmes ACCU com 0, 2,5,5 e 7,5 % de nanocristais de CB.

5.5.Caracterizacéo dos Filmes all cellulose composite ultrassonicados
5.5.1. Permeabilidade ao vapor de agua (Pva)

A Tabela 5 mostra os resultados de permeabilidade ao vapor de agua.
Nos filmes ACCU a Pva variou de 2,2 (ACCU 5%) a 3,5 g.mm.kPal.hlm?
(ACCU 2,5%). A permeabilidade no filme com 5% de NCCB foi 37% menor do
gue o maior valor de Pva obtido no ACCU 2,5%, no entando, este valor, foi
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apenas 27% menor do que no filme sem adicdo de nanocristais (ACCU 0%). A
permeabilidade ao vapor de agua de qualquer material de embalagem de
alimentos deve ser tdo baixa quanto possivel para minimizar a transferéncia de
umidade dos arredores para o alimento (MUKURUMBIRA; MELLEM,;
AMONSOQU, 2017). Embora tenha havido uma diminuicéo significativa da Pva
no filme 5% comparado ao ACCU 0%, neste estudo, o efeito da adicdao dos
nanocristais mostrou-se inconsistente frente ao esperado, quando comparado a
outros estudos feitos com diferentes matrizes. Mukurumbira e colaboradores
(2017) avaliando o efeito dos nanocristais (0 a 10%) em matriz de amido de
tubérculos (batata e amadumbe) encontrou reducdes de 22% (Pva = 1,8
g.mm.kPal.h1m?) e 17 % (1,5 g.mm.kPal.ht.m?), em filmes contendo 10%
de nanocristais, quando comparado ao filme de amido puro. Santos et al. (2014),
em filmes contendo 15% de nanocristais de celulose em matriz de gelatina,
obteve uma reducéo de 30% (1,8 g.mm.kPa1.h-t.m?) no valor de Pyva, em relacdo
aos resultados dos filmes sem nanocristais. Nota-se que, a depender da matriz
utilizada, a adicdo de nanocristais causard um maior ou menor efeito. Na
literatura, matrizes conhecidas por sua alta Pva, como a de amidos e gelatina, os
nanocristais causam um efeito linear a medida que séo adicionados, entretanto,
nos filmes ACCU, isso ndo aconteceu. A hipotese € que, neste estudo, a matriz
de celulose bacteriana oxidada a TEMPO nanofibrilada seja melhor sozinha do
gue com adicdo de nanocristais quando comparada as outras matrizes, nao
justificando a agregacdo de mais uma etapa na confeccdo dos filmes. As
propriedades hidrofilicas, bem como a quantidade de plastificante, tal como
glicerol, sdo também responsaveis pela elevada permeabilidade em filmes
devido a sua afinidade pela a4gua, facilitando a solubilizacdo e permeacédo do
filme (GHADERI et al., 2014a; PINHEIRO et al., 2010).

Tabela 5 - Permeabilidade ao vapor de agua (PVA), Percentual de matéria insoltvel (Ml), &ngulo
de contato (AC) e opacidade (Y) em filmes ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU 5%, ACCU 7,5%.
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Pua (g.mm.kPalhim? Ml (%) AC (°) /t=0s Y (%)
ACCU 0% 3,0 + 0,5% 93 +0,6° 85+ 2,9 16,7 + 4,4°
ACCU 2,5% 3,5+0,2° 90 + 0,65 75+ 1,7° 17,6 + 0,5
ACCU 5% 2,2+0,3 91+1,3 85 + 5,00 18,2 + 0,6%
ACCU 7,5% 2,7+0,42 88 +1,1° 88 +1,6° 18,8 + 0,9°

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a amostras estatisticamente diferentes a nivel
de correspondem aamostras estatisticamente diferentes a nivel de confianga de 95%.

5.5.2.  Solubilidade em agua

A Tabela 5 mostra valores de matéria insoltvel (% MI) obtidos para os
filmes ACCU, variando de 88 a 93%. O menor percentual de matéria insoltvel
foi obtido no filme com 7,5 % de NCCB (Ml = 88%), no entanto esse valor foi
apenas 5%menor do que o encontrado para o fime sem adi¢cdo de nanocristais
(ACCU 0% - MI = 93%), indicando que a adi¢cdo de nanocristais de CB também
nao ocasionou o efeito esperado, denotando que, por si sO, a matriz de CB
nanofibrilada possui uma alta solubilidade, dispensando a adicdo dos
nanocristais ao processo. A solubilidade € uma importante propriedade em
filmes, pois fornece informacdes sobre sua integridade quando expostos a
sistemas aquosos, indicando sua resisténcia a agua (PINHEIRO et al., 2010).
Filmes com baixa solubilidade (maiores percentuais de matéria insoltuvel) sé&o
interessantes quando o objetivo € a preservacdo de alimentos com grandes
guantidades de agua ou a liberacdo de antimicrobianos (OZDEMIR; FLOROS,
2008). Os valores de matéria insolavel encontrados neste estudo sao bastante
superiores quando comparados a filmes compostos por outras matrizes como a
gelatina (MI= 58% a 25°C), galactomanana (Ml = 26%) conhecidos por
possuirem alta solubilidade (NISHIHORA, 2015; ZAFAR et al., 2016). Vale
ressaltar que a estrutura dos filmes ACCU permaneceu intacta apos 24 h imersos
em agua e sob agitacdo. A Figura 23 mostra o filme ACCU integro em A e em
B, amostras do mesmo filme durante a analise de solubilidade. Nota-se que,
apos a imersao dos filmes ACCU em agua eles praticamente ndo se dissolvem,

permanecendo integros.
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Figura 23 - Filmes ACCU antes da analise de solubilidade (A) e depois de 24 horas, sob
agitacdo e imersos em agua (B)

Fonte: prdprio autor

5.5.3. Angulo de Contato (AC) e Opacidade

A Tabela 5 mostra valores de angulos de contato nos filmes all cellulose
composite variando de 75 a 88°. Nota-se que, apesar da reducéo do angulo de
85° em ACCU 0%, para 75° em ACCU 7,5%, ndo observa-se um efeito
homogéneo e linear na suspensao filmogénica apds a dicdo dos nanocristais. A
medida do angulo de contato de uma gota depositada sobre a superficie de um
filme auxilia a determinar diretamente a hidrofobicidade ou hidrofilicidade deste
filme, em outras palavras, a afinidade dos filmes com a agua, devido sua relacéo
direta com a tenséao superficial entre o liquido e a superficie sélida (BRACCO;
HOLST, 2013). Todos os valores de AC (Figura 24) nos filmes ACCU indicam
gue a superficie dos filmes possui uma tendéncia a ser hidrofébica, pois, em

todas, 0 angulo de contato foi superior a 65° (Su et al. 2010).

A opacidade € um indicador da quantidade de luz que atravessa o filme,
podendo ser de grande importancia para controlar a incidéncia de luz em
alimentos com alto teor lipidico e que sofrem com o processo de foto-oxidacgéo,
como produtos que passardo por processos de maturacdo, cura ou exposicao
demorada. Quanto maior a opacidade, menor sera a quantidade de luz que
atravessa o filme (PINHEIRO et al., 2010). Entretanto, em outros casos, a
opacidade é indesejada, como em alimentos em que Sdo necessarios uma
transparéncia da embalagem. Na tabela 6 observa-se que todos os filmes foram

ligeiramente opacos, e que a medida que a concentracdo de NCCB aumenta, os
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valores de opacidade sofrem um pequeno aumento. Os resultados

apresentados indicam que a adicdo dos NCCB’s deixa os filmes mais opacos.

Figura 24 - Representacédo das medidade de angulo de contato em filmes all cellulose composite
ultrassonicados ACCU 0%, ACCU 2,5%, ACCU 5%, ACCU 7,5% no moemnto em que a gota
toca a superficie do filmes

ACCU 0% ACCU 2,5% ACCU 5% ACCU 7,5%

Fonte: Proprio autor

5.6.Avaliacao da Citotoxicidade
5.6.1. Viabilidade celular através do ensaio de resazurina

A viabilidade das culturas celulares € rotineiramente avaliada pela
utilizacédo da capacidade metabdlica (potencial redutor) das células. As células
convertem bioquimicamente produtos quimicos (normalmente corantes
coloridos) que podem entéo ser convenientemente medidos em comprimentos
de onda especificos usando um leitor multiplacas. O reagente Presto Blue é uma
solucdo a base de resazurina, um exemplo de um desses compostos
metabolicamente ndo toxicos e permeaveis as células. Apos a difusdo em células
vivas, a resazurina (azul e nao fluorescente) é convertida em resorzufin (rosa e
altamente fluorescente) através de reacbes de reducdo por enzimas
mitocondriais, citosolias nas células metabolicamente ativas. Portanto, a

fluorescéncia resultante é proporcional ao numero de células viaveis por poco.
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Figura 25 - Porcentagem de viabilidade celular em relacéo as células (Caco-2) cultivadas em
meio de cultura avaliado através do teste de Presto Blue apds 24h e 48 h de incubagédo com
filmes de celulose com sonicacdo em diferentes concentragbes (0,5mg/mL e 2,0 mg/mL). O
DMSO (30%) foi usado como controle positivo.
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Fonte: Préprio autor

Conforme mostrado na Figura 25, a atividade das células metabdlicas ndo
foi, em geral, afetada pelas nanofibras nem pela concentracdo de nanocristais,
caso contrario, as células perderiam sua viabilidade como ocorreu quando
incubadas com DMSO (controle positivo), conforme esperado. Em todas as
condicOes testadas, a quantidade de resazurina reduzida € semelhante a
guantidade de resazurina reduzida no controle (células cultivadas no meio de
cultura), que significa um percentual de viabilidade celular em torno de 100%.
Isto € considerado como uma clara indicacdo de que nanofibras e nanocristal

contidos nos filmes ndo séo toxicos no intervalo de concentracao testado.

Estudo realizado por Machado (2016) avaliou a citotoxicidade de
nanocristais de celulose de diferentes fontes (eucalipto, milho e céco) em
embalagens para alimentos e nao observou nenhum efeito toxico, em
concentracdes que variaram de 33 a 333 pug.mLt apds 24 h de contato com as
células Caco-2 (MACHADO, 2016). Embora em estagio inicial, estudos
toxicolégicos de materiais celulosicos, relatam que concentracfes de

nanocristais de celulose entre 0,02 a 100 pg.mL* ndo causaram citoxicidade,
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entretanto concentragées acima de 200 pg.mL™* induziram a morte celular em
fibroblastos (DONG et al., 2012; JORFI; FOSTER, 2015; PEREIRA et al., 2013).

6 CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, conclui-se que € possivel obter, a partir
da combinacéo de homogeneizador de alta rotacéao e oxidagcdo TEMPO, celulose
nanofibrilada com alto rendimento e com caracteristicas excepcionais como alta
cristalinidade e estabilidade. Especialmente interessante foi o alto potencial zeta
da CBOXNFL que demonstrou que a estabilidade da disperséo, alcancada pelo
processo de oxidacdo-nanofibrilagdo, ndo diminuiu apo6s a liofilizacdo, o que

torna o material obtido muito versatil.

A obtencdo de nanofibras e nanocristais de CB permitiu a confeccéo de
filmes all celulose com alta cristalinidade, boa estabilidade térmica, resistentes,
rigidos e com pouca deformacéo. Foi necessario o uso do ultrassom para uma
melhor dispersédo dos nanocristais. Foram obtidos filmes opacos e de aparéncia
amarelada, o que pode ser uma caracteristica desejavel a depender da
aplicacdo. Além disso os filmes foram resistentes a agua, apresentando um
percentual de matéria insolivel em torno de 90%, denotando um excelente valor
guando comparado a outros biopolimeros e ndo apresentaram toxicidade para
as células Caco-2, nas concentracdes estudadas. Viu-se, também, que celulose
bacteriana oxidada e nanofibrilada (CBOXNF) pode ser utilizada para producao
de filmes com caracteristicas excepcionais sem adicdo de nanocristais de

celulose ou nenhum tipo de nanoreforco.

Com isso, conclui-se que a matriz oxidada e nanofibrilada obtida a partir
da CB é um material potencialmente capaz de ser inserido na producédo de
nanocompédsitos para aplicacdo de embalagens de alimentos, sem a
necessidade de adicionar nenhum outro processo e/ou componente
(nanoparticulas) para a obtencao dos filmes, torando-a um material ainda mais
atrativo e promissor devido a possivel reducdo de custo do processo de

fabricacéao.
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