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RESUMO

As emulsdes pickering tém ganhado consideravel atencdo na inddstria alimenticia como
alternativa sustentavel aos estabilizantes convencionais e a sua alta estabilidade. Diferentes
particulas coloidais tém sido utilizadas para estabilizar as emulsdes com formatos distintos, que
exige a compreensdo das caracteristicas tecnofuncionais das particulas e dos processos
envolvidos no desempenho pratico dos sistemas de emulsdes. Dentre as macromoléculas
naturais, os recursos celulésicos tém atraido grande atencdo devido a sua renovabilidade e
degradabilidade. Dessa forma, foi realizado um estudo sistematico do processamento e
caracterizacdo de nanoceluloses bacteriana, nomeadamente nanocristais e nanofibrilas, com o
objetivo de compreender e validar sistemas mais verdes e escalonaveis de emulsdes pickering
voltados para a industria de alimentos. As nanoceluloses em suspensdo ou em p6 foram
avaliadas quanto as suas caracteristicas morfolégicas, funcionalizacdo, molhabilidade, tenséo
interfacial e cristalinidade. A aplicacdo das nanoceluloses em sistemas de emuls6es pickering
ocorreu usando os métodos de emulsificacdo por alto cisalhamento, ultrassom e
microfluidizador de alta pressdo. O tipo, a concentracdo e densidade de carga superficial das
nanoceluloses influenciaram na formacdo e estabilidade de emulsdes pickering. A neutralizacdo
balanceada de nanocristais por NaOH substituiu efetivamente o uso de dialise por membrana,
ndo alterando suas propriedades tecnoldgicas, mantendo-os adequados para a estabilizacdo de
emulsdes. O processamento de CMC (carboximetilcelulose) juntamente com as fibrilas de
celulose bacteriana propiciou um tipo de funcionalizagdo por contato que pode substituir o uso
de funcionalizacdo quimica pelo catalizador TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxil), que
demanda menor tempo de processo. A secagem por spray dryer originou nanocristais e
nanofibrilas de celulose bacteriana completamente redispersiveis, ndo alterando suas
propriedades tecnoldgicas. As novas abordagens de processamento permitiram a producdo de
suspensdes de nanoceluloses bacteriana estaveis através de processos escalonaveis e aptas para

a aplicacdo em sistemas de emulsdes pickering na industria.

Palavras-chave: celulose bacteriana; emulsificante; nanocristais; nanofibrilas; produgdao em

escala



ABSTRACT

Pickering emulsions have gained considerable attention in the food industry as a sustainable
alternative to conventional stabilizers due to their high stability. Different colloidal particles
have been used to stabilize emulsions with distinct structures, which requires an understanding
of the techno-functional characteristics of the particles and the processes involved in the
practical performance of emulsion systems. Among natural macromolecules, cellulosic
resources have attracted great attention due to their renewability and degradability. Therefore,
a systematic study was conducted on the processing and characterization of bacterial
nanocellulose, specifically nanocrystals and nanofibrils, with the aim of understanding and
validating greener and scalable Pickering emulsion systems for the food industry. Nanocellulose
in suspension or powder form was evaluated for its morphological characteristics,
functionalization, wettability, interfacial tension, and crystallinity. The application of
nanocellulose in Pickering emulsion systems was carried out using high-shear emulsification,
ultrasound, and high-pressure microfluidizer methods. The type, concentration, and surface
charge density of the nanocellulose influenced the formation and stability of Pickering
emulsions. The balanced neutralization of nanocrystals with NaOH effectively replaced the use
of membrane dialysis, without altering their technological properties, making them suitable for
emulsion stabilization. The processing of CMC (carboxymethylcellulose) along with bacterial
cellulose fibrils enabled a type of contact functionalization that can replace chemical
functionalization using TEMPO catalyst (2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxyl), requiring less
processing time. Spray-drying produced fully redispersible bacterial cellulose nanocrystals and
nanofibrils, without altering their technological properties. These new processing approaches
allowed for the production of stable bacterial nanocellulose suspensions through scalable

processes, making them suitable for application in Pickering emulsion systems in the industry.

Keywords: bacterial cellulose; emulsifier; nanocrystals; nanofibrils; scale production
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CAPITULO 1: APRESENTACAO DA TESE

Esta tese estd organizada em seis capitulos centrais. No Capitulo 2 encontra-se a
introducdo geral para a apresentacdo do assunto, destacando a relevancia da pesquisa, o
problema especifico que sera abordado e como contribuira para o conhecimento existente.
Neste capitulo 2 encontram-se também os objetivos da pesquisa de tese. O Capitulo 3 consiste
em uma revisao da literatura, em que serdo expostos os aspectos necessarios ao entendimento
da pesquisa. Nos Capitulo 4 e 5 sdo apresentados o desenvolvimento e resultados da pesquisa.
Cada capitulo compreende as se¢des de introdugdo, materiais e métodos, resultados e discussao
e conclusdo, seguido pela lista de referéncias bibliograficas utilizadas. O Capitulo 4 concentra-
se em determinar os efeitos da forca ionica e do tipo e concentragdo de nanocelulose na
estabilidade de sistemas de emulsdes com baixa fragdo de 6leo. No Capitulo 5 ¢ apresentado
aprimoramentos para os processos de obtencdo de nanofibrilas de celulose e nanocristais de
celulose bacteriana, visando facilitar sua produ¢do em escala industrial e otimizar a aplicagao
dessas nanoceluloses em emulsdes Pickering. No capitulo 6 as conclusdes gerais sdo

apresentadas, seguido das perspectivas futuras no tema.
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CAPITULO 2: INTRODUCAO E OBJETIVOS

Na industria alimenticia, emulsdes de 6leo em agua sdo geralmente estabilizadas
por emulsificantes de qualidade alimentar, como proteinas, fosfolipidios, surfactantes e
polissacarideos. Esses emulsificantes sdo adsorvidos na interface 6leo-agua, protegendo as
goticulas de emulsdo contra a agregacdo, principalmente através da redug¢do da tensao
interfacial (CAI et al., 2023; MCCLEMENTS, 2015).

Os emulsificantes mais utilizados na industria alimenticia sdo surfactantes de
molécula pequena, biopolimeros anfifilicos e matéria particulada ativa na interface (Jiang et al.,
2020). Embora os emulsificantes convencionais (ou seja, surfactantes) tenham sido usados com
sucesso, seu consumo tem recebido atengdo da pesquisa nos ultimos anos devido a evidéncias
preliminares de efeitos adversos a saude humana (CHASSAING ET AL., 2015; COX et al.,
2021; JIANG et al., 2020; JIA et al., 2016; NAIMI et al., 2021; RIBER, 2021; VIENNOIS et
al., 2020). Consequentemente, a ciéncia das emulsdes tem impulsionado o desenvolvimento de
novas abordagens para melhorar a qualidade e funcionalidade dos alimentos (BAl et al., 2021a).

Nesse contexto, foram desenvolvidos novos tipos de emulsdes, como as emulsdes
Pickering, que sdo livres de surfactantes, emulsdes altamente estaveis revestidas por uma
camada de particulas solidas na interface 6leo-agua (BAI et al., 2021a), apresentando afinidade
por ambas as fases (anfifilicidade) que resulta em propriedades adequadas de molhabilidade.
Emulsdes Pickering geralmente t€ém uma resisténcia forte a coalescéncia devido a ligacdo quase
irreversivel de particulas coloidais a superficie das goticulas, substituindo os surfactantes
(MING et al., 2023; MORAIS et al., 2023).

Dentre as macromoléculas naturais, os recursos celulosicos tém atraido ampla
atencao devido as suas caracteristicas tecnologicamente funcionais, econdmicas, renovaveis e
ndo toxicas. Atendem a requisicdo basica como estabilizadores de particulas permanecendo
insoluveis e intactos em ambas as fases durante a vida util do sistema de emulsdo Pickering,
portanto funcionam como emulsionantes eficientes de Pickering e aceitdveis para uso em
produtos alimenticios em escala comercial (LI et al., 2021).

A nanocelulose ¢ um material versatil com propriedades multifuncionais para uma
ampla gama de aplicagdes na ciéncia de alimentos, ndo somente devido as suas caracteristicas
naturais e verdes, mas também facilmente acessiveis as modifica¢des fisicas ou quimicas

(ANGKURATIPAKORN et al., 2017; DUPONT et al.,, 2020; PAXIMADA et al., 2020;


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421001345#bib86
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AMORIM et al., 2020). A nanocelulose pode exibir grande area superficial e propor¢ao de
aspecto, sendo a cristalinidade, propriedades mecanicas, estabilidade térmica e funcionalidade
quimica da nanocelulose diferentes daquelas dos materiais a granel (PENG et al., 2020; XIAO
et al, 2016).

Os varios tipos de nanoceluloses, incluindo os nanocirstais e nanofibrilas de origem
vegetal e bacteriana foram aplicados com sucesso para formar emulsdes Pickering estaveis e
numerosas pesquisas tém se concentrado na fabricagdo de sistemas de emulsao Pickering de
qualidade alimentar estabilizados por nanoceluloses (HUANG et al., 2024; KALASHNIKOVA
etal.,2011; Z. LIU et al., 2021; PAXIMADA et al., 2016; SOMMER; STAROSZCZYK, 2023;
WANG et al., 2023; WU et al., 2023; YAN et al., 2017; K. ZHANG et al., 2024; S. ZHANG et
al., 2023). Esses sistemas de emulsdes Pickering baseados em nanocelulose estdo atualmente
ganhando uma demanda crescente nos campos de tecnologia de impressao tridimensional (JI;
WANG, 2023), sistemas de entrega direcionados (BAI et al., 2021b) e materiais de embalagem
de alimentos (WONG et al., 2023), o que ¢ extremamente importante para aplicagdes praticas
em produtos de qualidade alimentar.

No entanto, a viabilidade do uso das nanoceluloses em produtos alimenticios em
escala comercial € precedida da fabricacdo de nanocelulose como matéria-prima. Assim, o
estudo dos tipos de processos para a producdo de nanoceluloses em larga escala pode contribuir
para viabilizar os beneficios oriundos da sua aplicagdo. Definir sistemas com o menor consumo
de recursos naturais e a reducdo da quantidade de residuos gerados, sem alterar suas
propriedades fisicas e quimicas estd entre os principais objetivos no desenvolvimento de uma
cadeia de suprimento sustentdvel.

Portanto, o presente trabalho visou desenvolver um estudo sistematico do
processamento e caracterizacdo de nanoceluloses bacteriana, nomeadamente nanocristais e
nanofibrilas, com o objetivo de compreender e validar sistemas verdes e escalondveis de
emulsdes Pickering voltados para a indistria de alimentos. Para isso, nanoceluloses em
suspensdo ou em poé foram avaliadas quanto as suas caracteristicas morfologicas,
funcionalizagdo, molhabilidade, tensao interfacial, cristalinidade e citotoxicidade. A aplicagdo
das nanoceluloses em sistemas de emulsdes Pickering foi realizada usando os métodos de
emulsificagdo por alto cisalhamento, ultrassom e microfluidizador de alta pressdo e seus
desempenhos avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas, morfologicas e reoldgicas, e

sua estabilidade em fun¢do do tempo de armazenamento.
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2.1 Objetivos

O trabalho apresentado nesta tese visa contribuir para o conhecimento e a amplia¢ao
da aplicagdo da celulose bacteriana. No ambito do projeto sdo propostos processos e aplicagdes
de nanocelulose bacteriana como estabilizadores de emulsdes Pickering com foco em alimentos.
Os principais objetivos deste trabalho sao:

e Avaliar o desempenho de nanofibrilas oxidadas pelo catalizador TEMPO e
nanocristais obtidas por hidrélise com acido sulfurico em emulsdes Pickering com

baixa fragdo de 6leo (1%);

e Caracterizar as nanoceluloses obtidas e avaliar o efeito das suas propriedades como
estabilizadores das emulsdes com baixa fragdo de oleo;

e Aprimorar os processos de obten¢do de nanofibrilas e nanocristais visando facilitar
sua aplicacdo industrial;

e Avaliar a capacidade de secagem das nanoceluloses, redispersdo, e suas
caracteristicas no efeito das suas propriedades como estabilizadores de emulsdes

Pickering 6leo em agua.
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CAPITULO 3: REVISAO DE LITERATURA

3.1 Celulose bacteriana: estrutura e propriedades

A celulose bacteriana, também chamada de nanocelulose bacteriana, celulose
microbiana ou biocelulose, ¢ um metabolito secundario sintetizado por diferentes bactérias, a
partir da fermentacdo oxidativa de meios de cultura ricos em sacarideos. Como parte do
metabolismo da glicose, a bactéria produz cadeias de celulose que sdo secretadas no meio por
extrusdo através de poros localizados na membrana celular. A unido dessas fibrilas forma uma
pelicula que retém as bactérias formando um biofilme sobre o substrato em decomposi¢ao
(Figura 3.1) (MUIRURI et al., 2023; HUANG et al., 2013 ).

A celulose ¢ um componente importante dos biofilmes bacterianos, que aumentam
a tolerancia das células para uma série de estresses bioticos e abidticos e aumentam a adesao a
superficie, a cooperacdo celular e a captura de recursos. Os biofilmes contendo celulose também
demonstraram estar envolvidos na patogenicidade, permitindo que as bactérias resistam aos

antibioticos e a desinfeccao (NICOLAS et al., 2021).

Figura 3.1 — Rede de nanofibrilas de celulose produzidas por
fermentacao de bactérias

Nanofibra de % Bactérias
celulose bacteriana

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Miyashiro et al., 2020.

Os poros localizados na membrana celular das bactérias sdao chamados de
complexos terminais lineares (CT) (GU; SOMERVILLE, 2010; GAMA et al., 2017). Cada CT
contém vdrias subunidades com multiplos locais cataliticos, onde as cadeias de celulose sdo

polimerizadas, agregadas e cristalizadas. Cada subunidade de CT secreta multiplas cadeias que
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se ligam entre si, formando folhas ordenadas por forcas de van der Waals. Essas folhas se
agrupam em fibrilas elementares dentro do CT através de ligacdes de hidrogénio entre as
cadeias. Varias fibrilas elementares se agregam em microfibrilas, que podem se organizar em
estruturas de fibras mais complexas (MARTINS, 2021). A Figura 3.2 ilustra a formacdo de
celulose bacteriana, mostrando como as fibrilas elementares sdo organizadas apos serem

secretadas através do CT.

Figura 3.2 — Imagem de microscopia eletronica de varredura de Acetobacter xylinus

e formacao de nanocelulose bacteriana
Fita de celulose
Microfibrila dnica (30-60 dnm)

Agregacio
paralela das

cadeias de glucano

Complexos terminais

Bactéria

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptada de Shi et al., 2014 ¢ Wang et al., 2017.

Diferentes organismos ou espécies sintetizadoras de celulose apresentam
configuragdes distintas de CT, resultando em arquiteturas variadas de fibrilas, apesar da
semelhanca quimica das cadeias. Essas variagdes impactam a morfologia final do material
(MARTINS, 2021; NICOLAS et al., 2021).

As bactérias do género Komagataeibacter, anteriormente designada
Gluconacetobacter, sao consideradas organismos modelos para o estudo da biosintese de
celuloses bacteriana e como cepas industriais para a fermentagdo comercial, pois possui a
capacidade de assimilar varios agucares e produzir altos niveis de celulose em meio liquido
(CHUNYAN ZHONG, 2020; RYNGAJOO et al., 2020; YAMADA et al, 2014).
Komagataeibacter pertencem ao grupo de bactérias acido acético (BAA); sdo bactérias gram-
negativas estritamente aerObicas classificadas em a-Proteobactérias. A  espécie
Komagataeibacter xylinus ¢ a mais amplamente utilizada para a producdo de celulose

bacteriana. Um aspecto importante do uso da BAA para a producdo de celulose ¢ a sua
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caracteristica de serem bactérias de grau alimenticio ou GRAS (geralmente reconhecidas como
seguras) (GORGIEVA et al, 2019).

A celulose bacteriana ¢ um polissacarideo que produz naturalmente, redes
tridimensionais de nanofibrilas porosas com didmetros de aproximadamente 30-60 nm, e por
isso, também ¢ conhecida como nanocelulose bacteriana. Suas fibras sdo mais finas que a
celulose de origem vegetal (cerca de 100 vezes). Além disso ¢ a forma mais pura de celulose,
sem a presenca de hemicelulose, lignina ou pectina (REINIATI et al., 2016; MISHRA et al.,
2022; MANAN et al., 2022; WANG et al., 2017).

Estruturalmente, a celulose em sua forma mais simples, consiste em cadeias de
glucano ligadas por ligacGes p-1,4. As Ligacdes de hidrogénio se formam entre grupos hidroxila
e atomos de oxigénio tanto dentro de uma unica cadeia de glicose (ligacdes intracadeias) quanto
entre cadeias vizinhas (ligagOes intercadeias). As ligacdes intracadeias estabilizam a
configura¢do linear de uma cadeia de glicose, enquanto as ligagdes intercadeias ajudam a
formar agregados organizados de varias cadeias de celulose. Juntamente com as forgas de van
der Waals, as ligacfes de hidrogénio agregam firmemente as cadeias de glucano lado a lado,
promovendo uma ordenacao paralela de microfibrilas de celulose (LI et al., 2014).

As microfibrilas altamente ordenadas constituem a celulose cristalina, que alterna
com regides desordenadas durante a sua formacdo, conhecidas como celuloses amorfas. A
celulose amorfa resulta de regides onde ligagdes de hidrogénio sdo quebradas e o arranjo
ordenado ¢ perdido. Na celulose cristalina, as moléculas de glicose ao longo das cadeias sao
giradas em ~180° em torno das ligacdes B-1,4, formando a menor unidade de repeti¢ao da
celulose, a celobiose (CASTANEDA et al., 2013; COCINERO et al., 2009). A Figura 3.3 ilustra
a estrutura de cadeias da celulose, mostrando como as unidades de glicose se conectam, a
disposi¢do das ligagdes de hidrogénio que conferem estabilidade a estrutura da regido cristalina
e a unidade repetidora de celobiose.

Cada monomero de glicose possui trés grupos hidroxila (-OH). Esses grupos sao
muito reativos e capazes de formar ligagcdes de hidrogénio com moléculas de agua, sendo
responsaveis pela ligagdo de moléculas de 4gua dentro da estrutura da celulose bacteriana. Além
do teor de celulose (2% em massa) e quantidades minimas de proteinas e 4cidos nucleicos, o
maior conteudo presente (98% em massa) na celulose bacteriana ¢ a dgua (PORTELA et al.,

2019).
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Figura 3.3 — Estrutura da celulose com destaque da unidade repetidora de celobiose
entre colchetes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptada de Nascimento, 2017.

O numero total de unidades de glicose nas cadeias de celulose ¢ chamado grau de
polimerizacdo. O grau de polimerizagdo varia conforme a fonte da celulose e pode ser estimado
por diferentes métodos, como a média numérica, a média ponderal e a média de viscosidade. A

Tabela 3.1 apresenta o grau de polimerizacdo de diferentes fontes de celulose.

Tabela 3.1 — Grau de polimerizacao da celulose de varias fontes

Fonte Grau de polimerizagdo (intervalo)
Madeira 250-10000
Planta 1000-15000
Bacteria 7000-16000
Alga 2500-4300
Tunicado 700-3500

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Seddiqi et al., 2021.

Na celulose bacteriana, o grau de polimerizagdo também pode variar, dependendo
de fatores como géneros/cepas bacterianas, condi¢gdes de fermentacao e fontes de nutrientes
(ZHONG, 2020). Os valores de grau de polimerizac¢do na celulose bacteriana encontram-se na

faixa de 7.000 a 16.000 (SEDDIQI et al., 2021), o que corresponde a massas molares de



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
30

1.134.000 a 2.592.000 g/mol (D’ALMEIDA, 1988). Este parametro desempenha um papel
importante nas propriedades fisico-quimicas do material celulésico (AZEVEDO, 2011). Por
exemplo, a massa molecular ¢ um dos fatores que afetam a solubilidade da celulose e,
consequentemente, determina sua aplicabilidade (ARMIR et al., 2021).

A estrutura da celulose bacteriana ¢ essencialmente cristalina. O arranjo espacial da
agregacao pré-microfibrilar fornece uma alta cristalinidade, de até 84—89%, enquanto os valores
para celulose vegetal variam de 40 a 60%. Isso resulta em um moddulo de Young tipico na faixa
de 15-35 GPa, com a resisténcia a tra¢ao na faixa de 200-300 MPa. O modulo relativamente
alto faz com que a celulose bacteriana atue como elementos de reforco em matriz polimérica
(HUANG et al., 2014).

A celulose pode existir em diferentes formas cristalinas, conhecidas como
polimorfos, que incluem principalmente a celulose I e a celulose II. Cada uma dessas formas
possui uma organizagdo distinta das cadeias de glucano e, portanto, um numero diferente de
ligacdes de hidrogénio entre elas. A forma critalina nnatural da celulose € a celulose 1, onde as
cadeias de glucano estdo organizadas de forma paralela (sem ligagdes de hidrogénio entre as
folhas) e fortes ligagdes covalentes se estendem em uma dire¢do longitudinal e reticuladas por
ligagdes de hidrogénio. Na celulose 11, as cadeias sdo antiparalelas (com ligagdes de hidrogénio
entre as folhas) (FARIA-TISCHER et al., 2015).

A diferenca na organizacao das celuloses I e II resulta em variagdes no padrdo e na
densidade das ligagdes de hidrogénio, o que influencia diretamente a estabilidade e a resisténcia
do material (THOMAS et al., 2008). A quantidade e a for¢a dessas ligagdes de hidrogénio
determinam a rigidez e a resisténcia da estrutura da celulose a degradag@o. Quanto mais ligagdes
de hidrogénio houver, mais dificil serd quebrar a estrutura cristalina da celulose, aumentando
sua resisténcia a decomposicao e conversao por processos quimicos ou biologicos. Portanto, a
forma cristalina da celulose afeta sua recalcitrancia geral (JALAK, 2017; YOUNESI et al., 2019;
IVANOVA et al., 2020).

A celulose natural ou celulose I, possui liga¢des de hidrogénio mais organizadas e
estaveis e geralmente, € mais resistente a degradacao biologica do que a celulose I1, o que ¢
relevante para aplicacdes que exigem durabilidade contra enzimas ou microrganismos. No
corpo humano, ndo ha enzimas capazes de catalisar a degrada¢ao da celulose (IVANOVA et al.,
2020). Dessa forma, a celulose I ¢ utilizada em biotecnologia e medicina como curativos para

feridas e em suportes para engenharia de tecidos, devido a sua alta pureza e resisténcia mecanica
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(ABOELNAGA et al., 2018; RAJWADE et al., ; ANTON-SALES et al., 2019; PORTELA et
al., 2019).

A celulose II ¢ termodinamicamente mais estavel e pode ser obtida a partir da
celulose I por duas rotas distintas: mercerizacdo (tratamento irreversivel com alcali) e
regeneragdo (solubilizagdo e posterior recristalizagdo) (CASTANEDA et al., 2013).

A mercerizagao ¢ um processo quimico que envolve o tratamento da celulose com
uma solucdo alcalina concentrada (geralmente NaOH 17-20%) (KARIMI et al., 2016; UPPAL
et al., 2022). Esse tratamento altera a estrutura da celulose I, tendendo a enfraquecer as ligagdes
de hidrogénio intermoleculares e diminuir a cristalinidade da celulose, resultando em uma
estrutura de celulose II mais amorfa e reativa (NAGARAJAN et al., 2017). Essas mudancas
produzem propriedades importantes com aplicagdo na industria téxtil e de papel que incluem
aumento da resisténcia, melhora da absor¢ao de corantes, redugdo do encolhimento ¢ aumento
do brilho (BULKCOTTON, 2024; THOMAS, 1967). Estas aplicagdes sdo comuns para
celulose de plantas. Na celulose bacteriana, a mercerizagao pode ser usada para modificar a
estrutura e ajustar as propriedades mecanicas para aplicagdes biomédicas, desde propriedades
rigidas como osso até propriedades semelhantes a tenddes (YOUNESI et al., 2019).

A regeneracao da celulose I compreende a dissolug¢ao da celulose em um solvente,
como o N-methylmorpholine N-oxide (NMMO), e subsequente precipitagdo para formar a
celulose II (BAGHERIJERI et al., 2024). Esse processo altera a conformacao da cadeia de
celulose, resultando em uma estrutura com mais regides amorfas, porém com ligagdes de
hidrogénio intermoleculares mais fortes e cristalinidade aprimorada. Isso permite modificacdes
extensivas nos produtos de celulose regenerada, como hidrogel, aerogel, criogel, xerogel, fibras,
membranas e filmes finos (ARMIR et al., 2021).

Outras formas cristalinas menos comuns de celulose sdo as celuloses 111 e I'V, ambas
as formas podem ser obtidas por tratamentos quimicos para modificagdes estruturais da cadeia
de celulose e sdo derivadas da celulose I ou celulose II (SEDDIQI et al., 2021). A Figura 3.4

mostra as aplicagdes da celulose bacteriana nas formas cristalinas celulose I e celulose II.
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Figura 3.4 — Aplicagdes da celulose bacteriana: (a) celulose I - curativos para
feridas; (b) e celulose II — filme de celulose regenerada antibacteriano para
embalagens de alimentos

Além das propriedades e aplicacdes das formas convencionais da celulose
bacteriana (celuloses I e II), destacam-se as nanoceluloses obtidas em forma de cristais ou
fibrilas, nomeadamente nanocristais de celulose ou celulose nanofibrilada respectivamente
(DUFRESNE, 2017; NASCIMENTO et al., 2015). A utilizagdo dessas nanoestruturas de
celulose oferece vantagens significativas, devido as propriedades Unicas que inclui alta
resisténcia mecanica, maior darea de superficie especifica, transparéncia Optica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de modificar sua quimica de superficie
(CHUNYAN, 2019; TRACHE et al., 2020). Portanto, diferentes processos de obtengdo de
nanoceluloses, considerando a origem e aplicagdes, t€ém sido estudados para o avango de

diferentes setores industriais (HEDJAZI et al., 2018).

3.2 Nanocelulose: fundamentos, conceitos e aplicacoes

Os materiais a base de celulose e seu potencial para diferentes aplicagdes tém sido
objeto de estudo por mais de um século (CAROLIN et al., 2023). Anselme Payen, um cientista
francés, extraiu celulose de plantas pela primeira vez em 1837 (PENG et al., 2020). No entanto,
somente na metade do século XX foi possivel extrair e caracterizar adequadamente celulose em
escala nanométrica, que hoje conhecemos como nanoceluloses.

Nanocelulose foi produzida, intencionalmente, em 1949 e 1951 por Ranby et al.,

referindo-a como micelas de celulose. Ranby utilizou hidrolise acida com 4acido sulfurico
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diluido para produzir nanocristais de celulose (NCCs) de madeira e algodao e obteve as
primeiras imagens de microscopia eletronica de transmissdao (MET) dessas estruturas. Apesar
da descoberta inicial, a nanocelulose permaneceu pouco estudada por varias décadas (BORDES
etal.,2017; GIRARD etal., 2024). A descri¢do do método para obter uma suspensao de celulose
nanofibrilada por Turbak et al. e Herrick et al. ocorreu apenas em 1983. A propriedade liquido-
cristalina de nanocristais de celulose dispersos em agua foi estudada pela primeira vez por
Marchessault et al. em 1959, porém o mecanismo de formagao da fase liquido-cristalina quiral
nematica em filmes nanocristais de celulose foi apenas relatado em 1992. Anos depois, em 1995,
Favier et al. relataram a primeira tentativa de reforcar um polimero com nanocristais de celulose.
Desde entdo, os materiais de nanocelulose foram misturados ou dispersos em uma variedade de
matrizes poliméricas e usados para diferentes aplicacdes (NASCIMENTO et al., 2018).

Nos ultimos vinte anos, o interesse na pesquisa de nanoceluloses, especialmente a
bacteriana, levou a um niimero elevado de publicacdes, patentes e simposios (BORDES et al.,
2017). O niimero de publicagdes sobre nanoceluloses a cada ano, ¢ mostrado na Figura 3.5, de

acordo com informagdes coletadas do banco de dados de pesquisas cientificas Science Direct.

Figura 3.5 — Producgdo cientifica sobre nanocelulose de plantas e celulose
bacteriana (2003-2024)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os principais grupos de nanoceluloses estudados incluem os nanocristais de
celulose, celulsose nanofibrilada, celulose bacteriana e, mais recentemente, nanocristais de

celulose pilosa (DUFRESNE, 2014; DUFRESNE et al., 2019), e a diferenca ¢ essencialmente
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em suas geometrias. Cada geometria possui uma ou mais dimensdes externas na faixa de
tamanho 1-100 nm para 50% ou mais das particulas na distribui¢do do tamanho numérico,
definindo-as como um nanometrial (2011/696/EU) (AFKHAMI, A.; MADRAKIAN, T;
AHMADI, M., 2023).

A contrucdo dos diferentes grupos de nanoceluloses envolve abordagens tedrico-
experimentais chamadas de top-down (construgao de cima para baixo) e bottom-up (construgao
de baixo para cima). O método top-down envolve a redugao de materiais de maior escala para
estruturas nano através de técnicas fisicas ou quimicas, enquanto o método bottom-up usa
moléculas ou atomos individuais para construir blocos em escala nano. A Figura 3.6 mostra

uma representacao das abordagens de top-down e bottom-up na constru¢do de nanomateriais.

Figura 3.6 — Abordagens de construcdo fop-down e bottom-up de nanomateriais

Top-down Bottom-up
® ®
e Y ¢ [ ] ® ® e ™
® ¢ -1 .. ®e
o © ®
¢ ® ¢ o ® o
¢ © e © ¢ ©
¢ ¢ e 'YX
) N @
¢ e %o
=
Material em escala Nanomaterial Moléculas

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Lu et al., 2020.

A celulose bacteriana ¢ um nanomaterial construido naturalmente através da
biossintese bacteriana, utilizando o método de constru¢do molecular bottom-up. Consiste na
construgdo e crescimento das cadeias de glucose por meio da automontagem, para formar
membranas compostas por redes de nanofibrilas de celulose agregadas (NASCIMENTO et al.,
2018).

A técnica bottom-up pode ser usada para combinar celulose bacteriana a outro
biopolimero ou material in sifu ou ex situ. Na técnica in situ, nanofibrilas de celulose bacteriana
podem crescer quando um segundo componente ¢ adicionado ao meio de cultura, resultando na
formacdo de diferentes nanocompoésitos automontados. As propriedades do material
introduzido podem influenciar e modificar a estrutura da celulose bacteriana, alterando seu
padrdo estrutural (AZEREDO et al., 2019). Xiloglucano, xilano e carboximetilcelulose (CMC)
foram relatados para diminuir a cristalinidade da celulose bacteriana e estimular a sua produgao

(ZHOU et al., 2007; GU E CATCHMARK, 2012; CHENG et al., 2009). Poli-3-hidroxibutirato
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(PHB) foi incorporado entre as fibrilas de celulose, indicando que a combinagao in situ pode
representar um mecanismo para polimeros insoluveis, e pode fornecer a celulose bacteriana
melhorias em modificagdes feitas diretamente no meio de cultivo (RUKA et al., 2013). A
presenca de pectina, gelatina ou CMC no meio de cultura melhorou as propriedades mecanicas
em comparag¢do a celulose bacteriana pura. Isso foi atribuido a ligagao desses polissacarideos a
celulose bacteriana, alterando a estrutura da rede de celulose e a capacidade de ligagao de agua
(DAYAL E CATCHMARK, 2016).

Na técnica ex situ, a nanocelulose bacteriana produzida pelo método bottom-up
pode ser isolada e modificada quimicamente, usando reagentes para alterar sua composicao
quimica, ou fisicamente geralmente através da absorcao fisica. Neste caso, a matriz porosa da
celulose bacteriana pode ser preenchida com solucdes ou suspensdes de particulas.
Nanocomposito de celulose bacteriana e fibroina de seda foi preparado usando um método de
modificacdo fisica ex situ. A proporcao igual de celulose e fibroina em scaffolds demonstrou
melhorar a permissividade celular em comparagao com celulose bacteriana pura, preservando
as propriedades individuais de ambos os materiais (BARUD et al., 2015). De maneira
semelhante a absorcdo de polietilenoglicol 400 em esponja de celulose bacteriana foi
investigada, resultando em uma esponja com alta area de superficie, alta porosidade e excelente
biocompatibilidade (GAO et al., 2010). Modificacdo quimica ex situ foi aplicada como um
método fécil para incorpora¢do de nanoparticulas de zinco em celulose bacteriana. Pileos de
celulose bacteriana foi imergida em solucdo de nitrato de zinco, seguido pelo tratamento com
solucdo NaOH, produzindo nanocompdsito com propriedades antibacterianas e atividade
fotocatalitica (WAHID et al., 2019).

Outros materiais comumente adicionados in situ ou ex situ com capacidade de
melhorar as propriedades funcionais da celulose bacteriana produzidas via buttom-up incluem
aloe vera, polimeros condutores, 6xido de grafeno, nanoparticulas metalicas, nanotubos de
carbono de paredes multiplas, alginato de sddio, hidroxiapatita, nisina, bromelina, e-polylysine
e cepas probidticas (SAIBUATONG et al., 2009; MULLER et al., 2012; ZHU et al., 2015;
ARIAS et al., 2016; YAN et al., 2008; JIANG et al., 2020; LUO et al., 2014; SANTOS et al.,
2018; ZHU et al., 2010, JANCIC et al., 2024).

Além da abordagem buttom-up para a produgdo de celulose bacteriana e
nanocompdsitos de celulose bacteriana, as membranas produzidas naturalmente podem ser

descontruidas utilizando abordagem top-down, para produzir nanofibrilas (NFCs) e nanocristais
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(NCCs) isolados (POTOCNIK et al., 2023). As nanoestruturas de celulose isoladas sdo mais
faceis de combinar em formulagdes, ¢ as propor¢des de componentes podem ser controladas
com mais precisao para as diferentes aplicagoes (AZEREDO et al., 2019). Possuem uma maior
area de interagdo superficial (area de superficie) e podem alcangar maior dispersdo em uma
matriz, promovendo maior efeito de reforco mecanico ou protegcdo (YANG et al., 2023). Podem
ainda ser aplicadas como agente espessante, modificador reologico ou para estabilizar emulsdes
(CHAVAN et al., 2023).

Nanofibrila de celulose bacteriana obtida por oxida¢do mediada por 2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidinoxil (TEMPO) em uma mistura de biopolimero com goma de cajueiro, foi
usada como matriz transportadora de probidticos em filmes comestiveis. As nanofibrilas
apresentaram efeito protetor durante estabilidade de armazenamento, com contagens celulares
viaveis superiores a 7 log UFC.g! por pelo menos 45 dias (OLIVEIRA-ALCANTARA et al.,
2020). Em uma aplicacdo semelhante, filmes all-bacterial cellulose foram produzidos
utilizando nanofibrilas obtidas por oxidagdo TEMPO como matriz e nanocristais como reforgo,
que resultou em filmes com notével resisténcia a tragao, moédulo de elasticidade e resisténcia a
desintegracdo em agua (NASCIMENTO et al., 2021). Celulose bacteriana desintegrada com
um liquidificador de alto cisalhamento foi usada como espessante e comparada a goma xantana
e goma de alfarroba. Uma menor concentragdo de celulose bacteriana (0,1%, em contraste com
0,7% goma xantana e 1% goma de aalfarroba) foi necessaria para obter a mesma viscosidade
de cisalhamento (estresse de escoamento), indicando que a celulose bacteriana pode ser
considerada uma alternativa de espessante alimentar de menor custo (PAXIMADA et al., 2016).

Nanocristais de celulose obtidos com 30% de acido (hidrélise com acido sulfurico)
apresentaram maior estabilidade de emulsdo 6leo em agua quando comparado a sistemas de
emulsdo estabilizados com a celulose bacteriana natural homogeneizada. A maior estabilidade
da emulsao com os nanocristais da celulose bacteriana observada resultou da densidade de carga
superficial adquirida durante desconstrucdo por hidroélise 4cida (SOMMER et al., 2023). A
montagem interfacial de nanocristais preparados por hidrolise do acido sulfurico da celulose
bacteriana biossintetizado também foi avaliada para melhorar a compatibilidade entre alginato
e o farmaco alfacalcidol dissolvido na fase oleosa. A montagem interfacial dos nanocristais de
celulose bacteriana proposto melhorou a carga e a liberacdo sustentada de alfacalcidol,
preservando as goticulas em solucgdo de alginato (YAN et al., 2019).

Nanofibrilas e nanocristais de celulose bacteriana sdo relatadas também, em
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aplicagdes como aditivo alimentar de baixa caloria, hidrogel, aerogel, suporte para catalise e
imobilizacdo de enzimas, scaffolds para engenharia de tecidos, veiculo para sistema de
liberacao controlada, biossensor e excipiente farmacéutico (PARK et al., 2021; VELASQUEZ-
COCK et al., 2019; BIRDSONG et al., 2024; KIM et al., 2015; LI et al., 2021; YANG et al.,
2023; TORRES et al, 2020; PANDEY, 2021). A Figura 3.7 mostra uma representacdo da
biossintese natural da celulose bacteriana bottom-up (a) e a sua desconstrug¢ao top-down (b)

para producao de nanofibrilas e nanocristais isolados.

Figura 3.7 — Biossintese natural da rede de nanocelulose bacteriana bottom-up (a) e a sua
desconstrugdo fop-down para produgao de nanofibrilas e nanocristais isolados (b)
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Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Carvalho et al., 2024,

3.2.1 Celulose nanofibrilada

A celulose nanofibrilada, também conhecida como nanofibrilas de celulose,
microfibrila de celulose, celulose microfibrilada ou celuose nanofibrilar, ¢ isolada através da
descontrugdo fisica das fibras de celulose ao longo do eixo longitudinal (PHANTHONG et al.,
2018). A desconstrucdo das fibras ocorre geralmente por métodos mecanicos, como
homogeneizagao de alta pressao, moagem ou trituracdo (ANDRADE et al., 2019; MENEGUIN
et al., 2020), que sdo frequentemente combinados com pré-tratamentos quimicos

(NASCIMENTO et al., 2019) ou enzimaticos (KASHCHEYEVA et al., 2019), resultando em
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dispersdes de fibrilas com uma alta propor¢ao de aspecto (relagdo comprimento/didmetro).
Caracterizam-se por comprimentos (C) na escala micrométrica e didmetros (D) na escala de
cinco a centenas de nanometros, que variam com base na fonte das fibras de celulose e o tipo
de tratamento (POULOSE et al., 2022). A Figura 3.8 compara a morfologia de nanofibrilas de

celulose bacteriana antes e apds diferentes tipos de tratamentos.

Figura 3.8 — Imagem de microscopia eletronica de varredura de celulose bacteriana antes
e apo6s diferentes tipos de tratamentos: (A) nanocelulose bacteriana natural (B) celulose
bacteriana nanofibrilada por trituracdo (C) celulose bacteriana nanofibrilada por oxidagao
TEMPO (pré-tratamento quimico) e trituragao

N L

Fonte: Nascimento et al. 2019.

Dispersdes aquosas concentradas de celulose nanofibrilada formam géis de alta
viscosidade e mesmo em concentragdes baixas como, por exemplo, 0,1% (m/v) formam géis
viscosos (ISOGAI et al., 2018). Os géis formados sao resultado do emaranhamento das fibrilas
longas e cargas superficiais presentes, que podem ser moduladas através do controle da repulsao
eletrostatica por alteragdo do pH ou pelo uso de sais (ALVES et al., 2024; REID et al., 2023).
Na celulose nanofibrilada as regides amorfas e cristalinas se mantém conservadas, como
observado na Figura 7. As regides amorfas sdo estruturas desordenadas e cineticamente mais
acessiveis, fazendo com que os tratamentos quimicos afetem essas regides de maneira mais
significativa. Quando essas regides desordenadas sdo completamente hidrolisadas com um
acido forte, formam-se estruturas cristalinas em forma de bastdo, o que chamamos de

nanocristais de celulose.
3.2.2 Nanocristais de celulose

Nanocristais de celulose, também referidos como celulose nanocristalina ou

nanowhiskers de celulose, sdo formados pela hidrélise das regides desordenadas presentes nas
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fibras de celulose, usando um é&cido forte. A remocdo seletiva das regides desordenadas
promove a quebra das cadeias longas de celulose, formando nanocristais de celulose (regides
cristalinas resistentes ao acido) de tamanho coloidal e altamente cristalinos. Estes nanocristais
formados possuem menores proporcdes de aspecto (C/d) comparado a celulose nanofibrilada,
com diametro cerca de 3-50 nm, e comprimento na escala de centenas de nanometros. Mas
semelhante a celulose nanofibrilada, suas dimensdes dependem da fonte de celulose. Ao
contrario da celulose nativa, os nanocristais de celulose formam solugdes totalmente
homogéneas quando estabilizadas em solu¢des aquosas, com comportamento cristalino liquido
dependente da concentracdo (GIRARD et al, 2024; VANDERFLEET et al., 2021;
VASCONCELOS et al., 2017). A Figura 3.9 mostra a aparéncia e morfologia de nanocristais de

celulose bacteriana antes e ap6s diferentes tipos de tratamentos.

Figura 3.9 — Imagem de microscopia eletronica de transmissdo de celulose bacteriana antes
e apos diferentes tipos de tratamentos: (BC) nanocelulose bacteriana natural, (CNC)
nanocristais de celulose bacteriana por hidrolise com acido sulfurico e (D-CNC) nanocristais
de celulose bacteriana por hidrélise com é4cido sulfurico e periodato de so6dio

CNC - D-CNC
Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Nam et al. 2021.

Muitos 4cidos sdo usados para realizar a clivagem de regides desordenadas da
celulose, produzindo nanocristais de celulose, entre os quais o acido sulfirico ¢ o 4cido mais
comum. Embora as regides desordenadas sejam preferencialmente hidrolisadas, as regides
cristalinas também podem ser hidrolisadas em condi¢des mais adversas, por exemplo em altas
concentracdes de acido, resultando em nanoparticulas menores e, eventualmente, cadeias
totalmente solubilizadas (ARSERIM-UCAR et al., 2021; DUFRESNE et al., 2012).

Associada a alta area de superficie, a celulose nanofibrilada e os nanocristais de
celulose dispde de numerosos sitios ativos (grupos hidroxila —OH), que podem ser
quimicamente modificadas com uma variedade de grupos funcionais. Essas modificacdes
permitem adaptar as propriedades interfaciais de substratos de nanocelulose ou ajustar seu

equilibrio hidrofilico-hidrofébico (HABIBI et al., 2014; OSONG et al., 2015). Técnicas
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quimicas, bioquimicas ¢ mecanicas sao usadas para fornecer abordagens para ajustar a
nanocelulose e produzir propriedades aprimoradas visando aplicag¢des praticas (BEJOY et al.

2018).

3.3 Propriedades das nanoceluloses e caracterizacio

O desempenho da celulose nanofrilada ¢ dos nanocristais de celulose pode ser
avaliado de forma geral com base em trés propriedades-alvo: estabilidade coloidal em meio
aquoso, tamanho e indice de cristalinidade. Estas propriedades sdo fundamentais para
determinar o comportamento e a adequacao das nanoceluloses em diferentes aplicagdes como
na produgdo de materiais compositos, revestimentos e estabilizadores de emulsdes (CASTRIN
et al., 2020; BENSELFELT et al., 2023).

A estabilidade coloidal refere-se a capacidade de particulas permanecerem
uniformemente dispersas em um meio liquido, sem se agregarem ou sedimentarem. Isso ¢
essencial para garantir que as dispersoes de nanoceluloses tenham desempenho consistente em
aplicagdes praticas (LOPES, 2020). Essa estabilidade ¢ governada pela teoria de Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek, nomeada DLVO, que descreve o equilibrio entre a atragdo de van
der Waals e a repulsdo eletrostatica das particulas (HERNANDEZ, 2023).

A atragdo das forcas de van der Waals ocorre devido a flutuagdes temporarias nas
distribuicdes de elétrons em atomos e moléculas adjacentes, promovendo a agregacdo e a
formagdo de aglomerados. A repulsdo eletrostatica resulta de cargas elétricas nas superficies
das particulas coloidais em meio liquido, formando camadas duplas elétricas ao redor de cada
particula. Quando duas particulas se aproximam, suas camadas duplas elétricas podem se
sobrepor, gerando uma forca de repulsdao devido a interacao eletrostatica. Esta forca de repulsao
tende a manter as particulas separadas, promovendo a estabilidade da suspensdo
(BENSELFELT et al., 2023).

Portanto, se a forga de repulsdo for suficientemente forte para superar a forga de
atracdo, o sistema coloidal serd estdvel, com as particulas permanecendo completamente
dispersas no meio liquido. Caso contrario, se a atracdo de van der Waals predominar, as
particulas tenderdo a se agregar, resultando em uma suspensdo instdvel. No caso de
nanoceluloses pilosas, classe mais recente de nanocelulose, a estabilidade coloidal resulta da

repulsdo estérica ou eletroestérica (CASTRIN et al., 2020; DUFRESNE et al., 2019).
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A afinidade entre as particulas e o meio também influencia a estabilidade dos
sistemas coloidais. Particulas com alta afinidade pelo solvente (coldides liofilicos) aumentam
a forca de repulsao e promovem a estabilidade. J& particulas com baixa afinidade pelo solvente
(coloides liofobicos) aumentam a atragao de van der Waals, levando a agregacao e instabilidade
(LOPES, 2020). Assim, nos coloides liofilicos, a afinidade com o solvente e a repulsdo
eletrostatica dominam, enquanto nos coloides liofobicos, a atragcdo de van der Waals predomina,
levando a instabilidade.

A alta estabilidade coloidal é essencial para produzir dispersdes uniformes com
desempenho previsivel. O processamento do material, a reologia e a vida util sdo altamente
dependentes da estabilidade coloidal (CASTRIN et al., 2020). Durante algumas aplicagdes
especificas as dispersdes precisam se manter estdveis em uma ampla gama de temperaturas e
condi¢des quimicas, exigindo alta estabilidade coloidal (LOPES, 2020).

A estabilidade coloidal de particulas carregadas pode ser inferida medindo a a carga
de superficie e o potencial de superficie, por meio de titulagdes condutométricas e medidas de
mobilidade eletroforética, respectivamente (VANDERFLEET, 2021). A titulagdo condumétrica
baseia-se na medi¢ao da condutividade elétrica de uma soluc¢ao durante a adigao de um titulante.
A condutividade da solucdo muda a medida que ions sdo adicionados ou neutralizados,
permitindo a determinagdo da carga de superficie das particulas presentes (STEFANO et al.,
2011). As cargas de superficie nas nanoceluloses sdo resultado de grupos funcionais adquiridos
no isolamento e processo de produgdo especificos, que influenciam as suas propriedades
coloidais, estabilidade em suspensdo e interacdes com outros materiais (BENSELFELT et al.,
2023; SINGHSA et al., 2017).

O potencial zeta ou potencial eletrocinético pode ser calculado seguindo a teoria de
Smoluchowski ou a equagdo modificada de Oshima—Overbeek, relatada recentemente
(UEMATSU, 2024; LIN et al., 2019). Quando medimos o potencial zeta, estamos medindo o
potencial elétrico no plano deslizante de um sistema de particulas. Uma particula carregada
atraird contra-ions que se tornam mais difusos quanto mais longe da superficie da particula.
Esses contra-ions que viajam com a particula definem o plano deslizante e seu potencial zeta
associado. O potencial zeta ndo ¢ uma propriedade da particula, mas do sistema, que € composto
pela particula e 0 meio. Mudangas no meio, como concentragdo de ions, tipos de ions e pH,
afetam o potencial zeta (MALVERN, 2014).

O valor do potencial zeta medido pode ser classificado amplamente em termos da
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magnitude da carga. Valores absolutos de potencial zeta até 10 mV sao classificados como
altamente instaveis; entre 10 ¢ 20 mV como relativamente estaveis; entre 20 ¢ 30 mV como
moderadamente estaveis; e acima de 30 mV como altamente estaveis (MALVERN, 2014;
PATEL; AGRAWAL, 2011). A estabilidade coloidal também pode ser avaliada utilizando a
transmissdo de luz através de uma suspensao de nanoceluloses ou medindo o tamanho aparente
das particulas por espalhamento dindmico de luz (DLS) ao longo do tempo, para determinar se
e quando ocorre agregacao ou sedimentagao (METZGER, et al., 2021; STOCK et al., 2024).

As dimensoes, formas ¢ flexibilidade das nanoceluloses, também sdo determinantes
para suas propriedades e desempenho (TANAKA et al., 2015, LU et al., 2021). Particulas em
nanoescala e alta propor¢ao de aspecto (C/d) possuem uma area de superficie maior em relagao
ao volume, ou seja, possui uma maior area de superficie disponivel para interagdo com o meio,
o que pode melhorar suas propriedades fisicas e quimicas, como reatividade, capacidade de
ligacdo e formagao de emulsdes (BABAEI-GHAZVINI et al., 2022; DUNLOP et al., 2021;
TEO et al., 2022;).

O tamanho e a forma das nanoceluloses também influenciam a capacidade de
formar redes percolante e fases cristalinas liquidas, que sdo importantes em muitas aplicagdes
(LEON et al., 2019; LIU et al., 2023). Redes percolante sdo estruturas interligadas que se
estendem por toda a matriz de um material ou sistema. Em compositos poliméricos, por
exemplo, uma rede percolante de nanocelulose pode proporcionar melh significativas nas
propriedades mecanicas, elétricas e de barreira do material (SILVERIO et al., 2014; XIONG et
al., 2019). Em emulsdes, a formacdo de redes percolante (estrutura tridimensional
interconectada no interior da emulsdo) pode encapsular e estabilizar as goticulas de dleo,
prevenindo que elas coalescam. Além disso, essas redes podem aumentar a viscosidade do
sistema, dificultando a movimentacdo das goticulas e, consequentemente, melhorando a
estabilidade fisica da emulsdo (LU et al., 2021).

Em geral, nanoceluloses mais longas e com maior propor¢do de aspecto tém uma
maior probabilidade de se sobrepor e se entrelagar umas com as outras, facilitando a formagao
de uma rede percolante continua (BABAEI-GHAZVINI et al., 2023). Porém, a carga de
superficie e concentracdo de nanoceluloses também sdo consideradas, podendo facilitar ou
impedir a formacdo de uma estrutura continua, adequadamente dispersa dentro de uma matriz
ou sistema. (JARDIN et al., 2020; SINCLAIR et al., 2019).

As fases cristalinas liquidas, ou cristais liquidos, sdo materiais que apresentam
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propriedades intermedidrias entre solidos cristalinos e liquidos amorfos, caracterizando-os
como uma mesofase. Como um liquido, possuem algum grau de isotropia, com propriedades
uniformes em todas as dire¢des, semelhante aos liquidos. No entanto, ao contrario dos liquidos
amorfos, os cristais liquidos preservam uma ordem orientacional em uma dire¢do especifica,
como nos soélidos cristalinos. Isso significa que suas moléculas, geralmente alongadas ou
anisométricas, tendem a se alinhar em uma direcdo preferida, sem que isso implique em uma
estrutura posicional rigida (THIRUGANASAMBANTHAN et al., 2022).

A auto-organizacdo de fases cristalinas liquidas sdo facilmente alcangadas em
suspensao coloidal de nanoceluloses do grupo dos nanocristais ou nanoesferas de celulose (LIU
et al., 2023; LAGERWALL et al., 2014). As caracteristicas da fase anisotrdpica, bem como a
faixa de concentragdes em que essa fase aparece, dependem das dimensdes da nanocelulose, da
sua razdo de aspecto, quiralidade, da quimica de superficie, além da forca i6nica da suspensao
(KOROLOVYCH et al., 2018). A capacidade de formar cristal liquido pode melhorar as
propriedades mecanicas e de barreira dos compositos; € pode ser usada para controlar a
liberacdo eficiente de medicamentos de sistemas de entrega direcionados (SINGH et al., 2024).
Proporcionam também uma organizacao molecular que pode contribuir para a estabilidade de
emulsoes. A orientacao das nanoceluloses na fase cristalina liquida pode criar barreiras estéricas
ou eletrostaticas ao redor das goticulas de dleo, dificultando a coalescéncia, estabilizando a
emulsdo (PERRIN et al., 2023).

O tamanho das nanoceluloses pode ser medido por técnicas de microscopia,
principalmente microscopia de forca atomica (MFA), microscopia eletronica de transmissao
(MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV) ou calculado através de espalhamento de
néutrons ou raios X em pequenos angulos. Também pode ser inferido por métodos de
espalhamento de luz, como DLS (Dynamic Light Scattering) ou espalhamento de luz a laser
(GARAVAND et al., 2023; MAO et al., 2017).

As técnicas convencionais de microscopia sdo usadas como métodos diretos para
observar e medir o tamanho das nanoceluloses. Essas técnicas permitem visualizar as
nanoceluloses em alta resolugdo, revelando detalhes sobre sua forma e dimensao. Para garantir
a precisao na analise da morfologia e dimensdes das nanoceluloses ¢ fundamental utilizar
técnicas de preparo da amostra que minimizem fendmenos de emaranhamento de celulose
nanofibrilada ou a aglomeracdo de nanocristais de celulose (CHEN et al., 2020; GARAVAND

etal., 2023). Em geral, as dimensdes de comprimento e diametro das nanoceluloses individuais



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
44

sao medidas para obter uma média de no minimo 50 estruturas para obter uma visao
representativa de toda a amostra. Essas medidas sdo auxiliadas por ferramentas de software
como ImageJ, Diameter]), Gwyddion ou Gimp (HOTALING et al., 2015; ZHAO et al., 2024;
VASCONCELOS et al., 2017; AIMONEN et al., 2022; AZMI et al., 2023).

As técnicas de espalhamento de néutrons ou raios X calculam o tamanho das
nanoceluloses com base no padrao de dispersdo criada quando essas sdo irradiadas com
néutrons ou raios X. Sdo técnicas utilizadas para estudar materiais em escala nanométrica, em
que a difracdo de particulas fornece dados estatisticos sobre a estrutura e as dimensdes médias
das nanoceluloes em suspensdes diluidas. A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo
pode ainda ser combinada com o espalhamento de raios X a angulo amplo para avaliar o estado
cristalino da nanoceluloses (GARAVAND et al., 2023).

O método de DLS (Dynamic Light Scattering), também conhecido como
espalhamento de luz a laser, ¢ usado para medir o tamanho aparente (ndo o tamanho real) das
nanoceluloses diluidas em suspensdo aquosa. Essa técnica analisa a intensidade da luz
espalhada com base no movimento aleatorio (movimento browniano) das particulas dispersas
(GAMELAS et al., 2015; FRASCHINI et al., 2014; GARAVAND et al., 2023) e fornece a
distribuicao do tamanho das amostras, quantificando a populacao das particulas em numero,
volume ou intensidade para cada intervalo de didgmetros hidrodinamicos (TARRES et al., 2022;
FRASCHINI et al., 2014). Quanto maior a particula, mais lento sera o movimento browniano.
A velocidade de uma particula sob movimento browniano ¢ definida por seu coeficiente de
difusdo translacional, que por sua vez pode ser usado para determinar o raio hidrodindmico das
particulas (supondo que sejam duras e esféricas), conforme derivado da equagdo de Stokes-
Einstein (FRASCHINI et al., 2014).

Embora o DLS ofereca uma forma simples e rdpida para rastrear as particulas, os
dados obtidos podem ndo representar fielmente a dimensdo lateral das particulas, pois as
nanoceluloses frequentemente possui diferentes razdes de aspecto elevado, que induzem
diferentes constantes de difusao translacional (FOSTER et al., 2018). No entanto, a analise de
DLS pode trazer respostas importantes quando combinado com outras técnicas como a
microscopia. O uso do DLS combinado com a microscopia de forca atobmica pode auxiliar na
estimativa do comprimento da celulose nanofibrilada (GAMELAS et al., 2015). Nesse caso, o
comprimento de nanofibrilas foi calculado com base na largura medida pelo MFA e no diametro

hidrodinamico obtido pelo DLS.
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A técnica de DLS ¢ usada como uma ferramenta util para a avaliagao de rotina da
agregacao ou estabilidade coloidal da nanocelulose em meios aquosos em diferentes setores
industriais (REID et al., 2017; YANG et al., 2013; FALL et al., 2011). Em suma, embora nao
haja métodos padrao ou técnicas validadas disponiveis para a avaliagdo de tamanho de
nanomateriais polidisperso com uma alta proporcao, essas técnicas podem ser utilizadas de
forma complementares, fornecendo uma estimativa do tamanho médio das nanoceluloses
(FRASCHINI et al., 2014).

A terceira propriedade usada para avaliar o desempenho das nanoceluloses ¢ o
indice de cristalinidade. O indice de cristalinidade das nanoceluloses ¢ uma medida que reflete
o grau de organizac¢do das cadeias de celulose dentro das estruturas, ou seja, ¢ a medida da
proporcao de regides cristalinas em relagdo as regides amorfas na estrutura da celulose
(DAICHO et al., 2018). Como mencionado anteriormente, regides cristalinas tém uma estrutura
molecular altamente ordenada, enquanto as regides amorfas sdo estruturas menos ordenadas
dentro das cadeias de celulose.

Esse indice ¢ importante porque uma maior cristalinidade geralmente esta associada
a propriedades mecanicas superiores, maior estabilidade térmica e menor solubilidade em agua.
Além disso, o indice de cristalinidade também serve como um indicador da eficiéncia do
processo de producdo das nanoceluloses, sugerindo o quao completa foi a reacdo que originou
essas estruturas (SEPTEVANI et al., 2019). Pode ser usado ainda, para avaliar efeitos de
processamentos, como a influéncia do tipo de secagem (PENG et al., 2013). Assim, ao avaliar
o desempenho das nanoceluloses, a cristalinidade fornece informac¢des importantes sobre a
qualidade e as caracteristicas funcionais do material.

Os nanocristais de celulose sdo o grupo de nanoceluloses em que predominam
maiores indices de cristalinidade. O processo de obtencao por hidrolise acida é capaz de
remover os dominios de celulose amorfo, formando nanocristais de celulose (regides cristalinas
resistentes ao 4cido) de tamanho coloidal e altamente cristalinos. Quanto menores as dimensdes
dos nanocristais de celulose obtido no processo de hidrélise, maior sera o indice de
cristalinidade. Ou seja, um encurtamento progressivo do tamanho do nanoceluloses obtido no
processo de hidrélise ¢ acompanhado por um aumento no indice de cristalinidade (WANG et
al., 2019).

O indice de cristalinidade das nanoceluloses pode ser determinado por meio de

diferentes técnicas, incluindo espectroscopia Raman, espectroscopia de RMN e difracdo de
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raios X (DRX), como a mais amplamente utilizada (SALEM et al., 2023; PARK et al, 2010). A
determinagado do indice de cristalinidade das nanoceluloses por difracao de raios X nao requer
calibracao (CASTRIN et al., 2020). Essa técnica envolve a analise do padrao de difracao gerado
quando a amostra de nanocelulose ¢ exposta a um feixe de raios X. Quando um feixe de raios
X incide sobre uma amostra de nanocelulose, os atomos da amostra dispersam os raios em
varias diregoes, conforme lei de Bragg (VARSHNEY et al., 2021). A difragdo resultante gera
um padrao caracteristico que € registrado por um detector. Este padrao consiste em picos de
difracdo que correspondem a planos cristalinos especificos dentro da estrutura da nanocelulose.

No padrao de difracdo de raios X, os picos mais intensos e definidos s3o atribuidos
as regioes cristalinas da celulose. Esses picos sdo usados para calcular a area correspondente as
regides cristalinas e o indice de cristalinidade. A técnica de difracdo de raios X ¢ amplamente
utilizada para essa finalidade devido a sua capacidade de diferenciar de forma mais clara entre
as regides cristalinas e amorfas na estrutura da nanocelulose. No entanto, a precisdo dos
resultados pode ser influenciada por fatores como a preparagdo da amostra, a qualidade do
equipamento e os métodos de analise utilizados para interpretar o padrao de difragdo (SALEM
et al., 2023). Apesar de seu uso generalizado, todos os valores de indice de cristalinidade
determinados por DRX ndo sdo iguais como consequéncia de diferengas na preparacdo da
amostra e procedimentos de ajuste de curva (CASTRIN et al., 2020).

Na espectroscopia Raman o indice de cristalinidade das nanoceluloses ¢
determinado através da analise de caracteristicas especificas das bandas vibracionais
relacionadas a estrutura cristalina da celulose. Diferentes bandas correspondem a vibragdes
especificas das ligagdes quimicas na estrutura da celulose. As bandas associadas as regides
cristalinas e amorfas da celulose possuem frequéncias distintas. Normalmente, as bandas em
torno de 380 cm™ e 1096 cm™! estdo associadas as regides cristalinas, enquanto as bandas em
torno de 857 cm™ estdo associadas as regides amorfas. O indice de cristalinidade ¢ entdo
determinado pela razdo entre a soma das intensidades das bandas cristalinas e a soma das
intensidades das bandas totais (cristalinas + amorfas), sendo o resultado expresso em
porcentagem (QUEIROZ et al., 2021).

A ressonancia magnética nuclear ¢ baseada nas propriedades magnéticas do nucleo
atomico. O fenomeno de ressonancia ocorre em uma frequéncia caracteristica (frequéncia grave)
no espectro eletromagnético quando os nticleos de certos atomos sdo colocados em um campo

magnético forte. Varias técnicas de RMN diferentes sdo usadas para estudar a cristalinidade da
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celulose. No entanto, um dos métodos de RMN mais amplamente utilizados ¢ a separagao do
pico C4 das moléculas de celulose usando espectroscopia '*C CP/MAS NMR. Nesse caso,
dupletos de picos de C4 representam dois sinais diferentes no espectro de 13C, e cada pico ¢
atribuido a uma estrutura de celulose. Um dos picos (mais definido e estreito), localizado em
aproximadamente 89 ppm, indica o carbono C4 em estruturas ordenadas de celulose no interior
dos cristalitos, € outro pico (mais largo e difuso), localizado em aproximadamente 84 ppm,
revela a natureza da celulose amorfa. O indice de cristalinidade € calculado a partir da razdo
entre as areas dos sinais das regides cristalinas e a soma das areas dos sinais cristalinos e
amorfos (SALEM et al., 2023).

Outras técnicas complementares também podem ser utilizadas para analisar o indice
de cristalinidade de nanoceluloses e incluem a espectroscopia infravermelha por transformada
de Fourier AKERHOLM, M.; HINTERSTOISSER, B.; SALMEN, L. et al., 2004; SIROKY
et al., 2010), espectroscopia de vibragao por geracdo de soma de frequéncias (BARNETTE te
al., 2011; HUANG et al., 2020), calorimetria diferencial de varredura (KONG et al., 2002) e
moléculas de ligacdo enzimatica a celulose (KLJUN et al., 2011).

Essas propriedades dependem da fonte de celulose, das condi¢des de isolamento e
processo de producao, bem como dos possiveis pré ou pos-tratamentos. Portanto, definir a fonte
de celulose e um processo de produgdo controlado para obter as propriedades desejadas sdo
premissas importantes dentro do mercado em que as nanoceluloses estdo inseridas e influencia

a sua estratégia de uso (BENSELFELT et al., 2023).

3.4 Processos para obtencdo de nanoceluloses bacteriana

A produgdo de nanoceluloses requer métodos de processamento especificos para
reduzir o tamanho das fibrilas. Estes processos envolvem etapas que incluem a separacao do
material bruto do meio de cultura, purificacdo para remoc¢do de impurezas bacterianas e a
desfibrilagdo para obtencao das nanoestruturas fibriladas ou cristalinas.

A definicdo do processo de obtencdao e eficiéncia dessas etapas determina a
qualidade do produto e impacta diretamente seu rendimento e suas propriedades fisico-quimicas,
como cristalinidade, tamanho e funcionalidade (KARGARZADEH et al., 2017). As estratégias
de processamento e funcionalizagdes devem estar inseridas dentro de um conceito sustentavel,

visando aumentar o rendimento, reduzir custos e direcionar a aplicacdo das nanoceluloses
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(NECHYPORCHUK et al., 2016). No direcionamento da aplicacao das nanoceluloses, além
das propriedades requeridas, devem ser consideradas as areas de aplicagdo. Aplicacdes
biomédicas, por exemplo, exigem maior grau de pureza do produto (YANG et al., 2017),
enquanto aplicacdes alimentares inclui o rotulo clean label, que indica o uso de pouco
processamento e poucos ingredientes, com énfase para o natural, por exemplo (FOOD CHAIN
MAGAZINE et al., 2024). A avaliagdo de todos esses fatores determina a escolha de um método

frente a outro.

3.4.1 Separacdo e purificacio da celulose bacteriana

A purificacdo e separagao da celulose bacteriana do meio que contém nutrientes
remanescentes da fermentacdo € uma etapa importante no processo de obtencdo da celulose
nanofibrilada e nanocristais de celulose bacteriana. Nessa etapa, as membranas de celulose sdo
lavadas e fervidas com uma solucdo alcalina diluida (geralmente NaOH 2%) para promover o
rompimento das células bacterianas. Apds o tratamento com NaOH, as peliculas de celulose sao
lavadas repetidamente com dgua destilada até atingir o pH neutro (NASCIMENTO et al., 2021).
O tratamento alcalino pode ser repetido para promover o rompimento completo das células
bacterianas e remover fracdo de detritos celulares que possam estar ainda contidas nas fibras de
celulose bacteriana. Podendo incluir aumento da concentracdo de alcali ou o acréscimo de
tempo ou temperatura, seguido de ciclos de lavagem com agua destilada.

A remog¢dao de impurezas com solucdo diluida de NaOH pode aumentar as
propriedades mecanicas da celulose bacteriana, por isso, pode também ser usada como um pré-
tratamento (POLOUSE, A. et al. et al., 2022). Filmes de celulose bacteriana tratadas com
solucao de NaOH a 2,5% (m/m) apresentaram o dobro do modulo de Young em comparagao
com folhas nao tratadas (GEA et al., 2011). No entanto, uma solu¢cao de NaOH acima de 6%
causa deformacgao e encolhimento (REINIATI et al., 2016). O tratamento alcalino com solugdes
concentradas de NaOH danifica as microfibras de celulose bacteriana, diminui suas
propriedades mecanicas e pode transformar a celulose I em celulose II em periodos prolongados
de tratamento (GEA et al., 2011).

Na purificag@o por tratamento alcalino, o peréxido de hidrogénio (H20:) pode atuar
sinergicamente com NaOH. O NaOH pode aumentar o pH do meio, o que potencializa a a¢do

oxidante do H20:, tornando o processo de purificacdo mais eficiente. Além disso, o NaOH ajuda
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a abrir as estruturas fibrosas da celulose, permitindo que o H>O: penetre melhor e atue de forma

mais eficaz (LIMA et al, 2017). As membranas de celulose também podem ser purificadas em

meios supercriticos, como o CO > supercritico, fornecendo a inativagdo das bactérias e

esterilidade, simultaneamente. Propondo reducdo de tempo de purificagdo por tratamento

alcalino (PIGALEVA et al., 2019).

A Tabela 3.2 apresenta um resumo das condi¢des da etapa de purificacdo da celulose

bacteriana.

Tabela 3.2 — Condigoes de purificacao da celulose bacteriana

Cepa Meio de Solucao Temperatura  Tempo Referéncia
cultura alcalina
Komagataeibacter ~ Hestrin NaOH 80 °C 2 ciclos Oliveira-
xylinus ATCC & 2% (m/v) delh  Alcantaraetal.,
53582 Schramm 2020
Komagataeibacter ~ Hestrin KOH Temperatura 1 ciclo  Hormaiztegui et
xylinus ATCC & 5% (m/m) ambiente de 12h al., 2021
53582 Schramm
Komagataeibacter ~ Hestrin NaOH 80 °C 2 ciclos ~ Nascimento et
xylinus ATCC & 2% (m/v) delh al., 2021
53582 Schramm
Gluconacetobacter ~ Hestrin NaOH 80 °C 1 ciclo Gromovykh et
hansenii GH- & 1M de2h al., 2017
1/2008 Schramm
Komagataeibacter ~ Hestrin NaOH 100 °C 1 ciclo Hannes et al.,
xylinus DSM & 0,1M de 30 2014
14666 Schramm min.
Komagataeibacter ~ Hestrin K>COs 80 °C 1 ciclo Vasconselos et
hansenii ATCC & 0,3 mol L~ delh al., 2020
53582 Schramm !
Komagataeibacter ~ Suco de NaOH 80 °C I ciclo Limaetal., 2017
hansenii ATCC sisal I N+ delh
23769 H>02 1%
(v/v)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.2 Processos de obtencgdo de celulose nanofibrilada

A celulose nanofibrilada € obtida pela delaminacdo das fibras celuldsicas através de

processos mecanicos, para quebrar as ligacOes de hidrogénio interfibrilar em dominios

cristalinos e amorfos e individualizar a celulose nanofibrilada (KALIA et al., 2014). Processos
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mecanicos de moagem, homogeneizagao de alta pressdao e microfluidizagao, sao os métodos
mais eficiantes usados para desintegrar e reduzir o tamanho da fibrila de celulose, sendo
considerados processos verdes (XU et al., 2022; NECHYPORCHUK et al., 2016; YAO et al.,
2023). Outros processos usados incluem: refino, esmagamento criogénico, explosdo de vapor,
ultrassom, extrusdo, contra-colisdo aquoso e eletrofiagio (FERNANDES et al., 2023).

No método convencional de moagem de alto cisalhamento a polpa passa por um
par de pedras de moagem estatica e giratéria no instrumento (NASIR et al., 2017, PRADHAN
et al., 2022). O processo de fibrilagdo no triturador rompe as ligagdes de hidrogénio e destroi
as estruturas das paredes celulares usando forgas de cisalhamento para transformar as matérias-
primas celuldsicas em fibras em nanoescala (ABDUL KHALIL et al., 2014). O grau de
fibrilacdo depende da distincia entre as pedras, a forma das pedras e do numero de passagens
(FERNANDES et al., 2023). Nesse método o ajuste da distancia entre as pedras permite evitar
problemas de obstru¢do (NECHYPORCHUK et al., 2016). A moagem de alto cisalhamento ¢
um método simples e de baixo consumo de energia comumente usado, porém pode ter sua
eficiéncia reduzida devido a dificuldade de ajustar a folga entre os dois discos apds a redugdo
gradual do tamanho da celulose. Além disso, o ajuste inadequado dos dois discos de moagem
em alta velocidade de rotagdo resulta em colisdo e atrito com fragmentos metéalicos ou
inorganicos. Nesse método a celulose também ¢ facilmente embutida nas ranhuras dos discos
de moagem durante o processo, resultando em baixa uniformidade da nanocelulose (XU et al.,
2022). Ainda, a moagem por cisalhamento produz celulose nanofibrilada com baixa
cristalinidade e baixa estabilidade térmica (FERNANDES et al., 2023).

A moagem por bolas também ¢ um método convencional para obter nanocelulose
(PRADHAN et al., 2022). Nesse processo uma suspensdo de celulose ¢ colocada em uma
concha cilindrica oca parcialmente preenchida com esferas de material aco inoxidavel, ceramica,
borracha (PIRAS et al., 2019) ou zirconia, por exemplo. A colisdo de alta energia entre as
esferas desintegra as fibras de celulose a medida que a concha gira (NECHYPORCHUK et al.,
2016). Nesse tipo de moinho, a velocidade de rotagdo, o tempo de moagem, o tamanho das
esferas, a relagdo entre o peso das esferas e o da celulose, o numero de esferas e o estado seco
ou umido da celulose sdo fatores que influenciam a producao de nanocelulose na moagem por
esferas (PRADHAN et al., 2022; PHANTHONG et al., 2018). O procedimento de moagem por
esferas também ¢ simples, possui baixo custo e sistema dificil de obstruir, ¢ uma grande

quantidade de matéria-prima pode ser processada simultaneamente. Além disso, devido a
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presenca de orificios dentro da camara, ¢ facil incorporar celulose durante o processo de
moagem (XU et al., 2022). Algumas das limitagdes desse método incluem a geracao de ruido,
longos tempos de operacao, alta contaminagao (PIRAS et al., 2019), alto consumo de energia e
a geracdo de grande quantidade de calor durante o processamento (TEO et al., 2020).

A homogeneizacao de alta pressdo ¢ considerada um método mecanico verde bem
estabelecido, que tem sido amplamente utilizada para produzir celulose nanofibrilada em larga
escala ou em escala laboratorial. Esta técnica envolve forgar a suspensao através de um canal
ou orificio estreito usando um pistdo, sob alta pressao constante (50-2000 Mpa), (PRADHAN
et al., 2022; KARGARZADEH et al., 2017; YAO et al., 2023). A alta velocidade de fluxo da
suspensdo aumenta a pressao dindmica e reduz a pressao estatica, formando bolhas de gas que
colapsam ao sair da lacuna de homogeneizacdo, gerando ondas de choque e cavitagdes que
rompem a estrutura fibrilar da celulose. A reduc¢do do tamanho das fibras ocorre devido a queda
de pressdo, forcas de cisalhamento, fluxo turbulento e colisdes entre particulas. A eficiéncia da
fibrilagdo da celulose depende da pressdo aplicada e do numero de ciclos de homogeneizagao,
sendo maior quanto maior a pressdo (KARGARZADEH et al., 2017).

A microfluidizagdo utiliza um principio muito semelhante ao processo de
homogeneizacao de alta pressdo e, portanto, considerado um método mecéanico verde para a
producdo em larga escala de celulose nanofibrilada na induastria. O microfluidizador combina
as vantagens da microfluidizacdo e da pressdo ultra-alta (XU et al., 2022). No entanto, ao
contrario de um homogeneizador operando a pressao constante, um microfluidizador funciona
a uma taxa de cisalhamento constante (FERNANDES et al., 2023). A suspensao fluida ¢
bombeada através de uma camara em forma de Z ou Y (XU et al., 2022; ALMEIDA, R. O.;
MALONEY, T.; GAMELAS, J. A. et al., 2023), onde atinge uma alta forca de cisalhamento. A
pressao pode alcangar niveis de até¢ 40000 psi, ou aproximadamente 276 MPa. Microcanais de
geometria fixa sdo posicionados dentro da cadmara, pelos quais a suspensao de polpa acelera a
altas velocidades. As forgas requeridas de cisalhamento e impacto sdo geradas quando o fluxo
da suspensdo atinge superficies resistentes ao desgaste. Uma série de valvulas de retengdo
permite a recirculagdo da suspensdo. Ao sair da camara de interagdo, o produto pode ser
direcionado para um trocador de calor, recirculado pelo sistema para processamento adicional
ou direcionado externamente para a proxima etapa do processo. Para alcangar o grau desejado
de fibrilagdo, é necessario repetir o nimero de passagens no microfluidizador e usar cameras

de diferentes tamanhos (KARGARZADEH et al., 2017; MISSOUM et al, 2013). Menor
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distribuicao da dimensao da celulose nanofibrilada foi observada na técnica de microfluidizagao,
quando comparado ao processo de homogeneizagao de alta pressao, devido a facil dissociagao
das ligacdes de hidrogénio intermoleculares da celulose. Além disso, devido a alta pressao e
alta tensdo de colisdo frontal, um tempo mais curto de processo foi requerido (LI et al., 2014;
HU et al., 2011).

Para ambas as técnicas de processamento, homogeneizador de alta pressao ou
microfluidizador, o alto consumo de energia e aglomeracao das fibrilas sdo as principais
limitagdes relacionada ao processo de producao de celulose nanofibrilada. Para superar essas
limitagdes, que também ¢é apresentada no processo de moagem, pré-tratamentos tém sido
propostos para resolver esse problema e facilitar a produg@o em escala (MISSOUM et al, 2013).
Aplicacdo de pré-tratamentos como oxidacdo mediada por TEMPO e hidrolise enzimética sao
comumente utizados (XIE et al. 2018).

A hidrdlise enzimatica ¢ uma alternativa ecologicamente correta, que pode ser
utilizado como pré-tratamento para fabricar celulose nanofibrilada com um consumo de energia
significativamente reduzido. As enzimas agregam vantagem, pois sdo moléculas bioquimicas
atoxicas que se degradam ambientalmente e ndo produzem subprodutos que causem impactos
ambientais negativos (ARANTES et al., 2020).

As enzimas celuloliticas, ou celulases, como sdo comumente chamadas, ajudam a
hidrolisar fibras celuldsicas. Trés enzimas fazem parte do grupo das celulases: endoglucanases,
exoglucanases e beta-glicosidases (KARGARZADEH et al., 2017). As endoglucanases agem
na regido interna da fibra de celulose e liberam compostos menores formados por poucas
unidades de glicose, os chamados oligossacarideos (agtcares pequenos). As exoglucanases
agem nas extremidades das fibras de celulose e liberam unidades de glicose (livres) ou celobiose,
que sdo compostos menores, formados por duas unidades de glicose. As beta-glicosidases
quebram a ligacao quimica existente entre as duas unidades de glicose que formam a celobiose,
liberando unidades de glicose (livres) (UNESP, 2024). O uso de enzimas foi relatado por
melhorar a acessibilidade, hidrata¢do e inchaco da celulose, o que reduz a energia necessaria
durante os processos mecanicos. podem melhorar também a uniformidade do tamanho da
celulose nanofibrilada e promover maiores rendimentos, o que contribui para aumentar a
viabilidade econdmica da producdo em larga escala da celulose nanofibrilada (SQUINCA et al.,
2022). No entanto, o tempo de reagdo relativamente longo, tipicamente variando de 2 a 72 h,

torna o pré-tratamento enzimatico extenso, requerendo um tempo mais longo do que, por
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exemplo, o pré-tratamento mediado por TEMPO (reacao de 2 h) (ARANTES et al., 2020).

A oxidacao mediada por 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO) ¢ o pré-
tratamento quimico mais amplamente utilizado para obter celulose nanofibrilada (PRADHAN
et al., 2022), sendo o procedimento mais simples e eficiente para a introdu¢do de
funcionalidades em fibras de celulose (MILANOVIC et al., 2020). Sua produgdo requer menos
energia do que celulose nanofibrilada produzida via hidrélise enzimatica. a oxidagao ¢ definida
como a perda de elétrons por uma espécie em uma reagio quimica. E uma modificacio utilizada
nas nanoceluloses para dotd-las com carga superficial ¢ estabilidade eletrostatica. Nesse
processo, 0 TEMPO atua como um catalisador redox e ¢ ativado em meio aquoso na presenga
dos agentes oxidantes, hipoclorito de sodio (NaClO) e brometo de sodio (NaBr). E um radical
livre estavel capaz de oxidar seletivamente os grupos hidroxila primarios (-CH20OH) localizados
na posicao C6 da celulose (PITCHER et al., 2023). O TEMPO oxida o grupo hidroxila primario
na celulose, convertendo-o em um grupo aldeido (-CHO). Em presenga continua de NaOCl e
NaBr, o grupo aldeido ¢ rapidamente oxidado a um grupo carboxila (-COOH), completando a
oxidagdo. Apds oxidar o grupo hidroxila, o reagente TEMPO se reduz a uma forma inativa. O
NaOCl reoxida o TEMPO para que ele possa participar de mais ciclos de oxidagdo, tornando o
processo eficiente e continuo.

O conteudo de grupo carboxila presente nas nanoceluloses fornece cargas
superficiais negativas que ajudam a repelir as fibras umas das outras, prevenindo a agregagado e
conferindo estabilidade eletrostatica a suspensdo. As nanofibras de celulose obtidas sdo de
pequeno tamanho lateral, tornando possivel fornecer dispersdes quase transparentes e altamente
viscosas (KALIA et al., 2014, SAITO et al., 2007). Essas caracteristicas sdo importantes para
manter as nanoceluloses dispersas em solucdes, facilita a desfibrilagdo, a redu¢dao do tamanho
das fibrilas e a sua aplicagdo (PATIL et al., 2021).

Contudo, o método apresenta desvantagem com relagdo ao impacto ambiental,
devido ao uso de reagentes halogenados; dificuldades na reciclagem (processos de circuito
fechado) e questdes de custo, pois TEMPO ¢ um reagente caro. Uma preocupacio mais séria
surge do fato de que reagentes a base de haleto, por exemplo, hipoclorito de sédio e brometo
de sddio, sao usados como co-oxidantes (MILANOVIC et al., 2020; ZHANG et al., 2020;
CARLSSON et al., 2014). Uma limitagdo adicional ¢ que, embora o processo tenha sido
implementado pela primeira vez ha cerca de 25 anos, ainda ndo hd um processo comercial em

operagdao (BRAGD et al., 2004).
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Outros agentes oxidantes relatados como pré-tratamento inclui persulfato de
amonio ((NH4)2S20s, APS), peroxido de hidrogénio (H20>) e clorito de s6dio (NaClO») para
realizar a oxidacdo. A seletividade de cada oxidante em relacao aos diferentes grupos hidroxila
na celulose resulta em modifica¢des diferentes, levando a nanoceluloses com morfologias e
propriedades variadas (PITCHER et al., 2023).

Pré-tratamentos mecanicos como misturador de cisalhamento ultra-turrax, moinho
coloidal, reator termostatico, liquidificador, moagem de alto cisalhamento, também sao
relatados como parte do processamento de obtenc¢do de celulose nanofibrilada (PIROZZI et al.,
2021; KARANDE et al., 2011; ZIMMERMANN et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2021).

A Tabela 3.3 apresenta diferentes artigos cientificos envolvendo o uso dos processos
convencionais para obtengao de celulose nanofibrilada, método de processamento, pré-

tratamento e area de aplicagdo.

Tabela 3.3 — Processos convencionais para obtencao de celulose nanofibrilada, método de
processamento, pré-tratamento e area de aplicacao

Fonte da M¢étodo Pré-tratamento Area de Referéncia
celulose aplicacao
Celulose Moagem de bolas - Alimentar PIROZZI et al.,
comercial Homogeneizador =~ Misturador de Alimentar 2021
ou Celulose de alta pressao cisalhamento (Ultra
de bagaco Turrax T-25)
de tomate
Madeira Extrusao de Oxidagao TEMPO Biomédica PATIL et al.,
parafuso duplo 2022
Moagem de alto Oxidacdo TEMPO  Biomédica
cisalhamento
Madeira ou Microfluidizador  Reator termostatico - ZIMMERMA
Palha de NN et al., 2010
trigo
Algodao Moagem de alto -- -- KARANDE et
cisalhamento al., 2024
Madeira Homogeneizador  Liquidificador  + -- STELTE et al.,
de alta pressao Moagem de alto 2009
cisalhamento
Madeira Moagem Hidrolise -- RIBES et al,
enzimatica 2021
Palha de Homogeneizador  Hidrolise Papel ESPINOSA et
trigo de alta pressao enzimatica al., 2019
Moagem de alto Hidrolise Papel
cisalhamento enzimatica
Extrusdo de Hidroélise Papel
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parafuso duplo enzimatica
Quitosana Contracolisdo Oxidagdo TEMPO  Alimentar HAI et al,
aquosa 2020
Polpa  de Microfluidizador  Oxidagdo TEMPO  Farmacéutica =~ WANG et al.,
bagaco 2020
Bactéria Microfluidizador - Biomédica ANDRADE et
Farmacéutica al., 2019
Madeira Homogeneizador  Refino -- BALEA et al.,
de alta pressao 2021
Homogeneizador  Oxidacdo TEMPO  --
de alta pressao
Homogeneizador  Hidrdlize --
de alta pressao enzimatica
Bactéria Microfluidizador - Biomédica ANDRADE et
al., 2019
Algodao Oxidagao -- Alimentar Lletal., 2023
mediada por
TEMPO
Bactéria Moinho coloidal ~ Oxidagdo TEMPO Alimentar NASCIMENT
Oetal., 2021
Celulose Homogeneizador  -- Embalagem YAO et al,
comercial de alta pressao 2023

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com a descoberta dos métodos de pré-tratamento que visam facilitar a

desintegracdo mecanica, a celulose nanofibrilada se tornou um material mais atraente para
aplicagdes comerciais. no entanto, as pesquisas continuam focando na otimizagdo das técnicas
existentes e no desenvolvimento de métodos mais sustentdveis, visando beneficiar o processo
produtivo, o produto de aplicacdo e ou dotar a celulose nanofibrilada de novas propriedades de

interesse (NECHYPORCHUK et al., 2016).

3.4.3 Processos de obtencdo de nanocristais de celulose

Para a obtencao de nanocristais de celulose, 0 método mais utilizado ¢ a hidrolise
de 4cidos inorganicos fortes, que € capaz de degradar a regido amorfa da celulose, preservando
a regido cristalina e formando os nanocristais em forma de bastonete (ZHANG et al., 2020).
Esse método ¢ facil e rapido, e possui aplicacdo bem estabelecida em escala industrial, tendo
sido comprovada como uma solucao eficaz para a geragdo de nanocristais com alto grau de

pureza (NOREMYLIA, et al., 2022).
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A hidroélise € uma reacao quimica que envolve a clivagem das ligagdes quimicas
por agua. A hidrélise ocorre quando as moléculas de agua clivam as cadeias de celulose na
ligagdo glicosidica, que sdo as ligagdes entre as unidades de glicose na cadeia de celulose. Isso
ocorre quando as moléculas de dgua atacam um carbono em ambos os lados da ligagdo
glicosidica, resultando na quebra da ligacao acetal (ligacdo especifica entre as unidades de
glicose) (PITCHER et al., 2023). A clivagem 4cida das ligacdes glicosidicas ¢ atribuida a
diferencas na cinética de hidrolise entre regides amorfas e cristalinas. Os ions hidronio penetram
preferencialmente no dominio amorfo desordenado e frouxamente agrupado em vez da regido
cristalina compactada (REINAITI et al., 2017).

Diferentes acidos inorganicos podem ser usados para essa finalidade, como acidos
cloridrico (HCI), fosforico (H3POs), maleico (C4H404), bromidrico (HBr), nitrico (HNOs) e
formico (CH202) (KARGARZADEH et al., 2017). No entanto, as preparagdes de nanocristais,
geralmente usam acido sulfurico ou acido cloridrico (CASTRIN et al., 2020; REINAITI et al.,
2017).

No processo de hidrolise com acido sulfurico, a celulose purificada ¢ suspensa em
uma solucdo concentrada do acido. O processo de hidrolise ocorre sob condigdes controladas
de temperatura (geralmente entre 40°C e 70°C), tempo e agitacdo. A concentragdao do acido
também ¢é regulada, normalmente variando entre 60% e 70% em peso (POULOSE et al., 2022;
XU et al., 2022). Apds o tempo de reagdo requerido, a reacdo ¢ interrompida, geralmente pela
adicao de agua fria, o que dilui o 4cido e interrompe o processo de hidrolise. Em seguida, a
suspensao ¢ submetida a sucessivas etapas de centrifugacdo e lavagem para remover o acido
sulfurico. A neutralizacdo completa ocorre por didlise com agua destilada, realizada para
remover o acido livre da dispersdo (KARGARZADEH et al., 2017; CASTRIN et al., 2020).

Uma hidroélise incompleta € observada quando a concentragdo de acido sulfurico €
inferior a 63%. Neste processo, sao produzidas particulas com baixa cristalinidade e pequenas
quantidades de polimeros amorfos e aromaticos sdo dissolvidas. Por outro lado, foi observada
produtividade aumentada quando a concentrag@o de 4cido sulfurico varia entre 63% e 64% e a
temperatura esta entre 45°C e 60°C, para um tempo de processo entre 30-120 min. Quando a
concentracao de acido sulfurico ¢ maior do que 65% em massa, existe ainda a possibilidade de
inchago da regido cristalina (XU et al., 2022).

O processo de hidrdlise com 4cido sulfurico também introduz grupos ésteres sulfato

nos nanocristais produzidos, resultante da esterificagdo parcial dos grupos hidroxila. Estes
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grupos conferem uma carga negativa a superficie dos nanocristais que mantém a
dispersibilidade dos nanocristais por meio das forgas eletrostaticas de repulsao, muito eficiente
em prevenir a agregagao dos nanocristais (PATIL et al., 2022; NOREMYLIA et al., 2022;
KARGARZADEH et al., 2017). Portanto, os nanocristais resultantes desse processo, em
condig¢des especificas, sdo estruturas altamente cristalinas com grupos de superficie de ésteres
de sulfato desprotonados que atendem a todas as propriedades alvo discutidas na se¢ao anterior.
Isso torna a hidrolise com acido sulfurico o protocolo mais estudado e mais amplamente usado
para produzir nanocristais e para hidrolisar e esterificar celulose (CASTRIN et al., 2020).

A hidroélise de acido cloridrico € o segundo método mais usado para a preparagao
de nanocristais de celulose. A eficiéncia da hidrolise do &cido cloridrico dos nanocristais de
celulose ¢ reforcada a uma concentragao de acido de 2,5-6,0 N e uma temperatura de 60-105°C,
utilizando tempo de processo entre 120-240 min. Em comparag@o com a hidroélise do acido
sulfurico, os nanocristais hidrolisados por acido cloridrico ndo possuem grupos carregados na
superficie. Desse modo a dispersibilidade do produto em agua ¢ limitada, resultando em facil
agregacao e floculagdo, o que limita significativamente sua aplicagdo (XU et al., 2022; WANG
etal., 2023). Apesar da auséncia de carga, a hidrolise de acido cloridrico apresenta rendimentos
acima de 80% e maior estabilidade térmica dos nanocristais (YU et al., 2013; ZULNAZRI et
al., 2024; VASCONCELOS et al., 2017).

A principal preocupagdo dos métodos de hidrdlise acida ¢ a agua residual acida
gerada a partir do processo de lavagem, a fim de neutralizar o valor de pH da suspensao da
nanocelulose. O processo de lavagem ¢ geralmente realizado pela adigdo de agua fria seguida
de centrifugacao e didlise até que o pH neutro seja atingido. Todo esse processo demanda o uso
de elevado volume de 4gua e, por consequéncia, a geracdo de aguas residuais 4cidas
(FERNANDES et al., 2023; PHANTHONG et al., 2018).

Uma alternativa ¢ adicionar uma solugdo alcalina para neutralizar a suspensao de
nanocristais. Hidroxido de sodio tem sido relatado como o principal alcali usado, resultando na
formagao dos grupos sulfato de s6dio. Nesse processo, o consumo de dgua ¢ reduzido, pois
suprime a fase de didlise, que pode durar dias de troca de agua para neutralidade total da
suspensao (MAITI et al., 2013; WANG et al., 2007; ZHANG et al., 2022). Quando os grupos
de sulfato acido da superficie dos nanocristais de celulose foram neutralizados pela solucao
NaOH, sua degradacdo térmica mudou consideravelmente para a temperatura mais alta. Esta

observacgao indicou que o método de utilizacao da solu¢do de NaOH neutralizou os grupos de
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sulfato de acido, melhorarando também a estabilidade térmica dos nanocristais de celulose
(WANG et al., 2007).

A estabilidade térmica ¢ uma importante propriedade para aplicagdo como
enchimento de refor¢o em compositos de polimeros, como por exemplo, os termoplasticos, em
que a temperatura de processamento muitas vezes excede 200°C (WANG et al., 2007). Porém,
a amplitude de sua aplicagao depende da avaliagdo de outras propriedades. Para a aplicagao
como estabilizadores em emulsdes Pickering, por exemplo, a formacgao de sais de sulfato pode
ndo ser interessante, ja que a presenga de alta concentracdo de sal impede a formacdo de
emulsdes estaveis. No caso, estudos para ajustar parametros de processo pode ser util,
considerando a aplicagdo proposta.

A motivagdo no estudo dos nanocristais de celulose inclui principalmente, o
desenvolvimento de novos métodos de extragdo como um passo facil € com menos ou sem
aguas residuais. Enquanto as propriedades e o rendimento do nanocristal obtido devem ser
mantidos ou superar os métodos tradicionais (PHANTHONG et al., 2018).

A Tabela 3.4 apresenta diversos estudos que exploram o uso de processos de
hidrolise &cida para a obtengdo de nanocristais de celulose, aplicados em emulsdes Pickering,

detalhando o tipo de acido utilizado e os métodos de neutralizacdo empregados.

Tabela 3.4 — Processos de hidrdlise acida para a obtencdo de nanocristais de celulose aplicado
a emulsoes Pickering descrevendo o tipo de acido e o tipo de neutralizagao

Fonte de celulose  Tratamento acido Neutraliza¢ao Referéncia
Aspargos Hidrolise de acido Didlise WANG et al., 2016
sulftirico
Polpa de bambu Hidrdlise de acido Ajuste de pH Lletal, 2019
Tecido de algodao fosforico + para’7
Polpa de madeira homogeneizacdo de alta
pressao
Farelo de arroz Hidrolise de acido Dialise ANGKURATIPAKORN
desfasado sulfurico + sonicagao etal., 2017
Conchas de Hidrolise de acido Dialise NI etal., 2020
sementes de sulftrico +
Ginkgo homogeneizagdo de alta
pressao
Sementes de Hidrolise de acido Dialise DAl etal., 2021
limao sulflirico
Sementes de Hidrolise de acido Dialise ZHANG et al., 2020
limao sulfarico +  oxidagao

TEMPO
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Conchas de Hidrolise de acido Dialise KARISI et al., 2018
pistaquio cliridrico + Modificagdo

com OSA
Macroalga Hidrolise de acido Didlise TIONG et al., 2020
(Eucheuma fosforico
cottonii)
Acetobacter Hidroélise de acido Dialise YAN et al., 2019
xylinum CGMCC sulfarico
5173

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5 Nanocelulose como estabilizadores de emulsdes Pickering em alimentos

As emulsdes constituem a base de uma ampla gama de produtos, incluindo
principalmente, alimentos, cosméticos e itens de cuidados pessoais (EMULSIFIERS MARKET
et al., 2024). Geralmente, essas bases sao formadas a partir da mistura de dois ou mais liquidos
imisciveis, sendo particularmente comuns as emulsdes formadas por gotas de 6leo dispersas em
agua (MCCLEMENTS et al., 2017).

Em produtos alimenticios, goticulas lipidicas fornecem atributos fisico-quimicos e
sensoriais desejaveis, como aparéncia, textura, estabilidade, aroma, sensa¢do na boca e sabor
(MCCLEMENTS et al., 2015). Além disso, emulsdes 6leo em dgua sdo amplamente usadas
para encapsular, proteger e fornecer compostos bioativos lipofilicos, como sabores, cores,
vitaminas, nutrientes, nutracéuticos, antimicrobianos e antioxidantes (MCCLEMENTS et al.,
2016).

Por se tratar de dois liquidos imisciveis, as emulsdes de 6leo em dgua sdo sistemas
termodinamicamente instaveis que tendem a se separar em suas fases originais de 6leo e dgua
com o tempo. Isto ¢ decorrente da tendéncia natural do sistema liquido-liquido se separar para
reduzir a sua energia livre de Gibbs. Em direcdo a uma estrutura termodinamica para descrever
o mecanismo de emulsificacdo, a formagdo de uma emulsdo € espontinea se a energia livre de
Gibbs for menor que zero. No entanto, € necessario fornecer uma certa quantidade de energia a
mistura para provocar a mudanga desejada na energia livre, caso a energia livre de Gibbs seja
maior que zero. Esse requisito de energia pode ser suprido pela adicdo de emulsificantes, que
podem reduzir a tensdo interfacial e promover a dispersdo das gotas, diminuindo assim a
quantidade de energia necessaria para formar uma interface (WANG et al., 2017).

A diminuigdo da tensdo interfacial, que leva a diminuicao na energia livre interfacial,
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¢ a primeira principal fun¢dao de um emulsificante. A segunda ¢ o retardamento do processo de
coalescéncia das gotas e separagao das fases, que ¢ realizado através da formagao de um tipo
de filme ou barreira para a nova interface liquido-liquido pelo emulsificante (MYERS, 1999;
SANTAMARIA-ECHART et al., 2021). Dessa forma, os emulsificantes fornecem aos produtos
comerciais vida util longa e resisténcias as tensdes ambientais (MCCLEMENTS, 2015).

Muitos dos emulsionantes mais eficazes atualmente utilizados em produtos
alimenticios sdo sintéticos, como ésteres de sorbitano, etoxilatos de alcoois graxos e ésteres de
sacarose (MCCLEMENTS et al., 2017). No entanto, a demanda pelo uso de ingredientes
naturais e sustentaveis em produtos alimenticios estd crescendo, devido aos beneficios que
oferecem a saide e a promo¢dao de métodos de producdo industrial mais sustentaveis
(SCHUERMANS, 2024; GRANATO et al., 2023; SANTAMARIA-ECHART et al., 2021). Por
esta razao, muitos fabricantes de alimentos estdo buscando substituir emulsionantes sintéticos
por alternativas naturais, bem como tentar substituir ingredientes de origem animal por
ingredientes a base de plantas ou base biologica (EMULSIFIERS MARKET et al., 2024;
ASKEW et al., 2022; MCCLEMENTS et al., 2021; EFSA, 2024).

Diferentes tipos de emulsionantes naturais podem ser usados em alimentos, como
fosfolipidios (ex. lecitina de soja), biossurfactantes (ex. ramnolipidios), proteinas (ex.
lactoferrin; proteina de soro de leite) e polissacarideos (ex. goma arabica) (OZTURK et al.,
2014; AZEVEDO et al., 2023; MARQUES et al., 2023; PRASAD et al., 2022). Esses
emulsionantes sao Uteis, mas apresentam algumas limitagdes que impedem o amplo uso para as
diferentes categorias de alimentos na industria, como ocorre com os emulsificantes sintéticos.

Normalmente, os polissacarideos de superficie ativos precisam ser usados em niveis
relativamente altos para produzir pequenas goticulas, mas as goticulas formadas sdo altamente
resistentes a mudancas ambientais. Por outro lado, as proteinas ativas na superficie sdo
tipicamente utilizadas em niveis baixos, mas as goticulas formadas sdo altamente sensiveis a
mudanc¢as no pH, forca idnica e temperatura. Certos fosfolipidios sdo capazes de produzir
pequenas goticulas de 6leo durante a homogeneizacdo, mas assim como as proteinas, as
goticulas formadas sdao altamente sensiveis a mudancas nas condigdes ambientais. Os
biossurfactantes podem ser utilizados em niveis baixos para formar goticulas de 6leo fina que
permanecem estaveis em uma variedade de condi¢des ambientais (MCCLEMENTS, 2016). No
entanto, alguns biosurfactantes podem ser produzidos por bactérias patogénicas. Glicolipideos

como os ramnolipideos e lipidios da trealose sdo produzidos principalmente por cepas
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bacterianas como Pseudomonas aeruginosa €, nesses casos, atencao especial deve ser
direcionada para os aspectos de seguranca, que limitam a aplicagdo pratica em alimentos
(RIBEIRO et al., 2020; MOUTINHO et al, 2020).

Com o intuito de superar essas limitagdes existentes, uma grande quantidade de
pesquisas sobre a capacidade estabilizante de novos emulsificantes de bases naturais tem sido
realizada (KIERULF et al., 2020; GUMUS, et al., 2017; FRANCISCO et al., 2020; JOYE, et
al., 2014; KOOCHEKI et al., 2009). A combinagao sinérgica de emulsificantes naturais também
tem sido relatada para fornecer propriedades complementares (RAWAL et al., 2023; MARTINS
et al., 2024; JIAO et al., 2022). A substituicdo parcial do estabilizante de base natural por
emulsificantes naturais se apresenta como outra alternativa (MARTINS et al., 2023).

Alinhado com os emulsificantes de bases naturais, a nanocelulose surgiu como uma
alternativa sustentavel em emulsdes do tipo Pickering relacionadas a alimentos, devido as suas
propriedades  favoraveis, como renovabilidade, baixa toxicidade, anfifilicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e alta razdo de aspecto (JI et al, 2023;
SANTAMARIA-ECHART et al., 2021; LI et al., 2021). Nanoceluloses atuam como particulas
solidas adsorvidas na interface oleo/dgua, mostrando maior resisténcia a coalescéncia de
goticulas e melhores respostas elasticas do que as emulsdes estabilizadas por emulsificantes
sintéticos (BINKS , 2002; GOI et al., 2019; CAPRON et al., 2018).

Nas emulsoes Pickering, particulas solidas utilizadas como
estabilizadores/emulsionantes possuem uma molhabilidade parcial em ambas as fases
imisciveis (dgua e 6leo). A energia necessaria para remover uma particula da interface €
significativamente maior do que a energia térmica ambiente, o que resulta em processos de
adsor¢ao praticamente irreversiveis. Esse comportamento confere as emulsdes Pickering uma
alta estabilidade contra coalescéncia, diferentemente dos emulsificantes convencionais, que
estabilizam a emulsdo por meio da adsorcdo de moléculas anfifilicas na interface 6leo/agua. A
afinidade dessas moléculas pela dgua ou pelo dleo ¢ expressa pelo Numero de Balango
Hidrofilico-Lipofilico (BHL), onde um valor maior indica maior afinidade pela agua
(hidrofilica) e um valor menor indica maior afinidade pelo 6leo (lipofilica). Em contraste, a
tendéncia das particulas solidas em emulsdes Pickering ¢ descrita por sua molhabilidade,
medida pelo angulo de contato, que determina se a particula favorecera a formacao de emulsoes
0leo-em-dgua ou agua-em-o6leo (BINKS, 2002).

Os emulsionantes convencionais moleculares estabilizam as emulsdes ao reduzir a
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tensao interfacial entre as fases de 6leo e 4gua, facilitando a deformagao e ruptura das goticulas
de 6leo durante a energia fornecida ao sistema. Isso resulta na formagdo de pequenas gotas
revestidas por uma camada de moléculas de emulsionante, que cria uma forte repulsao
(geralmente estérica e/ou eletrostatica) que inibe a agregacdo das goticulas. Enquanto os
emulsionantes particulados, que sdo parcialmente molhados pelas fases de 6leo e 4gua, tendem
a se adsorver nas interfaces sem causar uma grande reducdo na tensao interfacial. Como
resultado, a formagao de pequenas gotas ¢ mais dificil durante a homogeneizagao, devido a
tensdo interfacial relativamente alta. Isso significa que as goticulas ndo tém estabilidade muito
boa contra a separagao gravitacional (CUI et al., 2021; MCCLEMENTS et al., 2016). Entretanto,
em comparag¢do com as emulsdes estabilizadas com surfactantes convencionais, as emulsdes
Pickering requerem menos porcdes de estabilizantes durante todo o processo de preparagao
(BELTRAN et al., 2022).

Além disso, particulas agregadas pode se formar na fase continua que envolve as
goticulas, formando uma rede tridimensional que inibe seu movimento. Ainda, as interagdes de
deplecao podem aumentar a atragdao entre as particulas, levando a formagdo de uma rede de
particulas 3D que inibe o movimento das goticulas. Portanto, 0 mecanismo de estabilidade
baseado na adsor¢do de particulas solidas ¢ mais eficaz na prevengdo da desestabilizacdo da
emulsdo em algumas condi¢des ambientais, como alteracdo de pH, for¢a idnica, tratamento
mecanico e condi¢des de temperatura (BELTRAN etal., 2022; CUI etal., 2021; JI et al., 2023;
RIBEIRO et al., 2023).

A Figura 3.10 mostra emulsdes Pickering formadas por particulas solidas (celulose
nanofibrilada e nanocristais de celulose) e a emulsdo convencional formada por moléculas
anfifilicas em interfaces 6leo/agua.

Figura 3.10 — Emulsdes Pickering formada por particulas s6lidas (celulose
nanofibrilada e nanocristais de celulose) e a emulsdo convencional formada
por moléculas anfifilicas em interfaces 6leo/dgua

agua agua agua
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— /
Moléculas Nanocristais de Celulose
anfifilicas celulose nanofibrilada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os diferentes tipos de nanoceluloses, incluindo nanofibrilas de celulose nanocristais

de celulose de diferentes fontes, foram aplicados com sucesso para formar emulsdes Pickering

estaveis, que sao resumidos na Tabela 3.5. Muitas pesquisas tém se concnetrado na produgdo

de sistemas de emulsdes Pickering de grau alimenticio estabilizados por nanoceluloses

(HUBBE et al., 2017; KHAN et al., 2018; LI et al., 2018; SALAS et al., 2014; SIQUEIRA et

al., 2010; JI et al., 2023; ZHANG et al., 2022; LI et al., 2021).

Tabela 3.5 — Resumo de artigos cientificos recentes que relatam producdo de emulsdes de
Pickering estabilizadas por nanocelulose de grau alimenticio

Nanocelulose Emulsao Pickering
Tipo Fonte Tamanho Concentragdo  Fase 6leo A
~ Referéncias
da [razao
nanocelulose oleo:agual
Cristal Atiragem de  Largura: 0,025-0,25% Oleo de milho NI et al.,
bambu 24-50 nm (m/v) 2020
Comprimento: [1:9; 3:7; 5:5;
406-1500 nm 7:3] (v/v)
Algodao Altura: 0,3-0,9% Oleo de coco HEDJAZI
6 nm (m/m) etal., 2018
[1:4] (v/Vv)
Semente de Largura: 0,5; 1,0% em Oleo de ZHANG et
limao 12-42 nm massa girassol al., 2020
Comprimento:
130-380 nm [50%] (m/m)
Casca de Diametro: 0,1-1,5% (m/v) Oleo de milho KASIRI et
pistache 68,8 nm al., 2018
[10%] (v/v)
Aspargo Diametro: 0,1-1,0% em Oleo de WANG et
Dezenas de massa palma al., 2016
nandmetros
Comprimento: [3:7] (v/v)
200 nm
Fibrila Bamboo Largura: 0,05-0,3% em  Dodecane HE et al.,
shoot 24.93- massa 2020
32,78 nm [1:9; 1:5; 3:7]
Altura: (V/v)
5,03—6,77 nm
Casca da Diametro: 0,01% (m/m) Oleo de COSTA et
banana 3,3-3,5 nm girassol al., 2018

Comprimento:
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1492-3493 nm

[10%] (m/m)

Kelp Largura: 0,075-0,9% em Oleo de WU et al.,
10-20 nm massa girassol 2020
Comprimento:
0,61 pm [1:4;2:3; 1:1]
(v/v)
Oil palm fruit Largura: 0-2% em Dodecan Lletal.,
bunch 4 nm massa 2020
Comprimento: [1:4] (v/m)
A few microns
Flammulina  Largura: 0,1-0,6 % em Dodecano HE et al.,
velutiper 24,01- massa 2020
30,15 nm [20, 30, 40%]
Atura: (v/v)
4,77-6,77 nm
Miscanthus Largura: 0,05-0,20 % Dodecano Lletal.,
floridulus 33,27- em massa [1:9] (v/v) 2019
straw 49,79 nm
Altura:
3,68-7,55 nm
Acetobacter Largura: 0,1-0,5 % em Dodecano Lletal.,
xylinus 96,67— massa [1:9; 1:4;3:7, 2019
127,34 nm 2:3; 1:1] (v/v)
Altura:
6,38—12,77 nm
Komagataeib  Diametro: 0,01-0,09 % Peanut oil ZHAI et
acter xylinus ~ 30-80 nm (m/v) al., 2018
Comprimento: [5, 10, 15, 25,
100 nm a 30%] (v/v)
varios
micrometros
Gluconacetob Largura: 0.18-0.70 % Liquid JIA et al.
acter xylinus ~ 5-10 nm em massa paraffin 2016
[1:1] (V/Vv)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparada a biomassa lenhosa, os recursos agricolas contém menor teor de lignina,

exigindo, assim, pré-tratamentos mais suaves, que requer menor consumo de produtos quimicos
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e energia no processo de extragdo de nanoceluloes (ALMASHHADANI et al., 2022). Os
residuos agricolas, particularmente, demonstram ser uma excelente matéria-prima celulosica
devido ao seu baixo custo e sustentabilidade, despertando grande interesse na extragao de
nanoceluloses (OXONUBI et al., 2021; MARINO et al., 2021). Exemplos incluem pomacia de
maca (MELIKO'LU et al., 2019); cascas de banana (COSTA et al., 2018), pomace de uva
(COELHO et al., 2018); farelo de arroz desengordurado (ANGKURATIPAKORN et al., 2017),
casca de maracuja (WIJAYA et al., 2017); conchas de sementes de ginkgo (NI et al., 2020),
sementes de limao (DAI et al., 2021) e conchas de pistache (KASIRI et al., 2018). Por outro
lado, nanoceluloses podem ser mais facilmente obtidos a partir de certas espécies bacterianas
(LIetal.,2019; ZHAI et al., 2018; JIA et al. 2016). A celulose bacteriana compartilha a mesma
formula molecular com as celuloses vegetais, no entanto ¢ livre de lignina, hemiceluloses e
pectina, o que torna a sua purificagdo um processo facil e de baixa energia, enquanto a
purificacao de celuloses vegetais geralmente requer processos quimicos severos ou moderados
(AZEREDO et al., 2019; HUANG et al., 2014).

As emulsdes de Pickering estabilizadas com nanocelulose oferecem vantagens
promissoras em aplicacdes de alimentos. Demonstraram melhorar a estabilidade de compostos
bioativos encapsulados e controlar a liberagdo para maior biodisponibilidade (GAO et al., 2023;
NGWABEBHOH et al., 2018; SOUZA et al., 2021). Filmes funcionais de embalagens de
alimentos formados com emulsdes de Pickering estabilizadas por nanocelulose apresentaram
resisténcia mecanica, propriedade de barreira a umidade, atividades antioxidantes e
propriedades antimicrobianas (ROY et al., 2021; SOUZA et al., 2021 FOO et al., 2022). Além
disso, a barreira fisica gerada pela adsor¢ao irreversivel da nanocelulose na interface 6leo-agua
pode retardar a digestdo de lipidios para promover a reducdo da obesidade (DELOID et al.,
2018). A nanocelulose também forneceu excelentes propriedades reoldgicas das emulsdes de
Pickering para impressdo 3D (MA et al., 2022). Nanocelulose pode ainda ser util para atuar
como um agente estabilizador em produtos de carne com diferentes niveis de gordura ou 6leo
pré-emulsionado. A adi¢do de nanoceluloses melhorou as propriedades de ligagdo a agua e
ligagdo ao 6leo, comportamento reologico e textura, devido ao desenvolvimento de matrizes
com microestruturas coesas € homogéneas (MARCHETTI et al., 2021).

A medida que a pesquisa avanca nas aplicacdes da nanocelulose em alimentos, as
potenciais questdes de seguranga das emulsdes de Pickering a base de nanocelulose também

tém sido estudadas. Estudos de varias linhas celulares e modelos animais exibiram
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citotoxicidade e genotoxicidade limitadas (BHATTACHARYA et al., 2017; VARTIAINEN et
al., 2011). Pequenas quantidades de nanoceluloses ingeridas adicionadas aos alimentos
causaram pouca toxicidade aguda. Além disso, a celulose nanofibrilada ingerida teve poucos
efeitos sobre o metaboloma fecal e alteragdes nos genes de jungdo das células epiteliais em um
experimento de curto prazo conduzido usando um modelo de gavagem em ratos (DELOID et
al., 2019; BRAND et al., 2022). No entanto, dada a complexidade dos sistemas de emulsdo e
produtos alimentares, ¢ importante a realizagao de estudos especificos caso a caso para abordar
possiveis preocupagdes de seguranga relacionadas as emulsdes de Pickering a base de
nanocelulose. Isso sugere que, embora os achados iniciais sejam promissores, pesquisas
detalhadas e complementares sdo necessarias para garantir a seguranca em aplicagdes

alimentares,

3.6 Mecanismo de adsorcao interfacial e estabilizacio das emulsées Pickering

A extensa pesquisa sobre sistemas de emulsdes de Pickering estabilizados por
nanoceluloses tem gerado grande interesse nos mecanismos de adsor¢ao dessas nanoceluloses
nas interfaces 0leo-agua ou ar-agua (SALAS et al., 2014). Finkle, Draper e Hildebrand (1923)
foram os primeiros a observar que nanoparticulas, capazes de serem umedecidas tanto pela fase
aquosa quanto pela fase oleosa, podem formar emulsdes de Pickering (FINKLE et al., 1923).
As particulas solidas adsorvidas tendem a se curvar e contrair em direcdo a fase menos
umedecida, determinando assim o tipo de emulsdo resultante (6leo em agua ou dgua em 6leo)
(BON, 2015; CHEVALIER et al., 2013). A molhabilidade e a energia de dessor¢do (AFE) das
particulas esféricas ou em forma de bastdo foram calculadas de acordo com as Equacgdes (1) a

(3), respectivamente (BINKS et al., 2016; CARPON et al., 2017; HIROSE et al., 2008).

Xmolhabilidade = yp)(,)ﬂ (Eq.3.1)
ow

AE = mr?yo.(1 % cosBy,)? (Eq. 3.2)

AE = lbypa(1 £ cosBy,) (Eq. 3.3)

Onde yro, ypra ¢ yoa sdo as tensdes superficiais das interfaces particula-oleo,
particula-agua e 6leo-agua, respectivamente. Goa ¢ o angulo de contato trifasico da particula

solida com as fases de dleo e agua, r ¢ o raio da particula, e yoa € a tensdo interfacial 6leo-agua
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pura; / e b sdo o comprimento e a largura da particula em forma de bastao.

Com base no calculo de AE, foram concluidas trés qualificagdes basicas para que
as particulas solidas possam estabilizar emulsdes de Pickering: molhabilidade, absorvibilidade
e tamanho da particula. Na molhabilidade, as particulas solidas podem ser parcialmente
molhadas por ambas as fases 6leo e agua. Isso indica que as particulas ndo podem ser
dissolvidas nem pela fase aquosa nem pela fase oleosa. Na adsorcdo, as particulas podem ser
eficientemente adsorvidas na interface oleo-agua. Quanto ao tamanho, admite-se que as
particulas podem ser uma ordem de magnitude menor do que a gota da emulsdo de Pickering
desejada (TEO et al., 2022; ALBERT et al., 2019; CAPRON et al., 2017; LI et al., 2021).

Normalmente, a energia necessaria para que as particulas se desanexem da interface
(AE) ¢ quase nula quando o dngulo de contato ¢ proximo de 0° ou 180°. Isso significa que as
particulas ndo tém uma forte afinidade por permanecerem na interface 6leo-agua, resultando
em uma menor estabilidade da emulsdo. Quando o angulo de contato estd proximo de 90°, a
energia necessaria para estabilizar as emulsdes ¢ minima, o que torna essas emulsdes de
Pickering mais estaveis. Isso ocorre porque a energia de dessor¢do (a energia necessaria para
que as particulas se desanexem da interface) ¢ igual para ambas as fases, o que favorece a
estabilidade da emulsdo (SCHMITT et al., 2014; LI et al., 2021). Nesse ponto, particulas com
um 0 < 90°, associado a um comportamento moderadamente hidrofilico, tendem a estabilizar
emulsodes 0leo em agua, enquanto as particulas com 8> 90°, moderadamente hidrofébicas, estao
proximas da fase oleosa e estabilizam a emulsao Pickering 4gua em 6leo (FINKLE et al., 1923).
No entanto, apesar das tendéncias hidrofilica ou hidrofébica das particulas, outros fatores
influenciam a formacao e estabilizagdo de um sistema coloidal.

A escolha do método de emulsificagdo de microcanais se mostrou eficiente para
estabilizar emulsdes de oleo em agua estabilizadas apenas por nanoparticulas de silica
completamente hidrofilica. O aumento da vazdo da fase continua ao longo das saidas dos
microcanais impediu a coalescéncia das goticulas, através da formacdo de camada espessa de
agregados de silica nas superficies das goticulas de 6leo. As emulsdes obtidas pelo método de
emulsificagdo de microcanais se apresentaram estaveis ao longo de varios meses com uma
polidispersdo do tamanho das gotas de 6leo muito reduzida. Em comparagdo, a camada
adsorvida de agregados de silica preparada com um método de homogeneizador foi mais fina,
indicando a ruptura dos agregados durante a homogeneizagao. (XU et al., 2005).

De acordo com a equa¢ao de Young (Eq. (1)), o angulo de contato trifasico esté
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diretamente ligado ao dleo usado através das tensdes interfaciais (yro € yo4). Consequentemente,
a escolha do 6leo ¢ um fator significativo, pois a natureza do 6leo afeta diretamente o valor de
6. Mesmo que todos os outros parametros, como o tipo de particula, a concentragao de particulas,
a razao fase aquosa/fase oleosa e o processo de emulsificagdo sejam mantidos constantes, uma
mudanga no 6leo pode ser significativa para a estabilizagdo da emulsao (ALBERT et al., 2019).
Por exemplo, a polaridade do 6leo pode induzir mudanga no tipo da emulsdao formada.
Nanoparticulas de silica com molhabilidade intermedidria permitiu a estabilizagao da emulsao
6leo em 4agua com 6leos nao polares (como hidrocarbonetos) e emulsdes de agua em 6leo com
o6leos polares (tais como ésteres e alcoois). Portanto, nanoparticulas de silica foram encontradas
como mais hidrofilicas na presenga de 6leos ndo polares e mais hidrofobica na presenca de
0leos polares (BINKS et al., 2000). Comportamento semelhante foi obtido usando latex de
poliestireno (READ et al., 2004).

A densidade do 6leo também ¢é um fator de efeito na estabilidade ¢ formacao de
emulsdes Pickering. Uma pequena diferenca na densidade entre as fases 6leo e agua, implica
uma taxa mais lenta de creaming (por um fator de até 102) em comparacao com goticulas 6leo
em agua do mesmo tamanho meédio. Isso significa que propriedades fisicas de densidade
similares para as fases 6leo e agua tendem a formar emulsdes mais estaveis (DICKINSON et
al., 2019). Sistemas de emulsdes Pickering estabilizadas por nanocristais extraidos por hidrolise
sulfurica foram estudadas com 6leo de diferentes densidades: 6leo de laranja (0,84 g/cm?), 6leo
de milho, 6leo de girassol, 6leo de linhaga, Miglyol 812N e 6leo de peixe (0,92 a 0,95 g/cm?).
O tamanho da gota da emulsdo preparado com 6leo de linhaga foi estatisticamente menor do
que as outras emulsdes, embora o 6leo de linhaga tivesse caracteristicas derivadas da
composicao dos triglicerideos. Esse efeito foi atribuido a menor constituicdo dos componentes
do oleo de linhaca (BAI et al., 2019).

A modulagdo da carga de superficie também ¢ um fator que pode influenciar a
adsor¢ao de particulas na interface da emulsdo. A carga de superficie nas particulas pode estar
presente naturalemnte ou estar associada aos processos de isolamento das particulas, ou
adicionada intencionalmente para fornecer propriedades especificas, como acontece na
modificagdo quimica. Para controlar o tipo de emulsdo (6leo em agua ou 4gua em 6leo, simples
ou multipla) ou o tamanho das goticulas, a molhabilidade das particulas pode ser ajustada
também com a modificagdo de superficie (WONG et al., 2024). A modulacdo das cargas

geralmente acontece nos dois primerios casos, para favorecer a formagao e a estabilidade das
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emulsoes Pickering. Modificagdes na concentragdo de sal ou pH recorrem como moduladores
de carga, refletindo em variagdes no potencial zeta das particulas e em seu angulo de contato
trifasico (TEO et al., 2022). A presenca de sal foi determinante para a formag¢ao de emulsdes
estabilizadas apenas por particulas de hidréxidos duplos em camadas carregadas positivamente,
e o tamanho da gota de emulsdo formada foi ajustado variando a concentracdo de sal. A
adsor¢ao destas particulas na interface 6leo-dgua ocorreu devido a redugao do potencial zeta de
particulas (YANG et al., 2006). A presenca de 50 mM de cloreto de sodio (NaCl) em agua
também favoreceu a formacdo de uma emulsdo de Pickering com nanocristais extraida por
hidrolise sulfurico, que induz a formagdo de grupos sulfatos. Nesse caso, o sal diminuiu a
densidade de carga sulfato dos cristais, reduzindo a repulsdo entre eles, o que facilitou a
ancoragem para a cobertura das goticulas de oleo (LI et al., 2018). Nanofrilas de celulose
bacteriana obtidas por oxidagdo mediada por TEMPO foram utilizadas para preparar emulsdes
Pickering 6leo em agua. A eleavada carga atribuida aos grupos carbixilatos aadquiridos durante
o isolamento das nanofibrilas (1,16 mmol/g celulose seca) foi reduzida pela adi¢do de NaCL
(100 mM), refletindo na redugdo do potencial zeta. Isso facilitou a adsor¢ao das nanofibrilas na
interface e a formacao de uma camada de adsorcdo de nanoparticulas de maior densidade,
reduzindo a tensdo interfacial no sistema (WU et al., 2021).

A influéncia do tamanho da particula na taxa de adsor¢do na interface também deve
desempenhar um papel importante na formagao da emulsdo de Pickering. Particulas com uma
maior razao de aspecto podem formar uma emulsdo de Pickering mais estavel, devido a sua
maior capacidade de molhar tanto as fases continuas quanto as dispersas (IWASHITA, 2020;
WANG et al., 2023). Por esse motivo, o uso de nanocelulose como particulas solidas para
preparar emulsdes de Pickering tem atraido um enorme interesse. Por outro lado, quanto maior
o tamanho da particula, maior o tempo de adsorcao na interface, resultando em um aumento do
tamanho final da gota. A taxa de adsor¢do deve ser mais rapida do que a taxa de coalescéncia
das goticulas da fase dispersa, porque a coalescéncia pode ocorrer antes que as particulas
possam adsorver na interface (TEO et al., 2022). Portanto, menores particulas podem favorecer
a formacdo das emulsdes finas por se adsorverem mais rapidamente na gota de oleo. Isso €
consistente com a Eq. (2) na qual, por meio da energia de adsor¢do, o tamanho influencia a
capacidade das particulas de adsorver na interface (ALBERT et al., 2019).

Além do tamanho, a forma e a concentracdo das particulas mostraram ser

fundamentais no comportamento de formacdo e estabilidade de emulsdes Pickering. A
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concentracdo elevada de particulas geralmente garante a formacao de gotas estaveis, devido a
formagdo de cobertura de superficie efetiva. As pequenas gotas formadas no processo de
emulsificacdo terao a chance de serem totalmente cobertas e, considerando uma rapida taxa de
adsorcao, a formagdo de gotas maiores por coalescéncia serd minima. Portanto, o tamanho das
goticulas tende a diminuir quando a concentracdo de particulas aumenta (BAI et al., 2019;
MIKULCOVA et al., 2023). Além disso, no sistema em regime de alta concentragdo de
particula, a fragdo nao adsorvida nas gotas ficam suspensas na fase aquosa, que atuam como
barreira contra coalescéncia (AVEYARD et al., 2003). Porém, a otimizagdo de formulagdes
estaveis usando uma concentragdo minima de particula ¢ desejavel, dispensando o uso de
contetido emulsificante excedente.

A forma das particulas possui efeito na formagdo e estabilidade das goticulas. As
nanoceluloses em forma de cristais e fibrilas por exemplo, sdo extensivamente estudadas.
Goticulas estabilizadas com nanocristais eram menores do que aquelas estabilizadas com
nanofibrilas, devido as diferentes morfologias e tamanhos das particulas de celulose
estabilizadora. Os nanocristais sdo mais curtos em comprimento, cobrem melhor a superficie
da goticula e formam uma monocamada plana na interface o0leo-agua, facilitando assim a
formagdo de goticulas de emulsdo menores. Em comparacdo, nanofibrilas longas e
emaranhadas de nanofibrilas sdo menos capazes de se adaptar a uma alta curvatura na interface,
o que resulta na formacio de goticulas maiores (MIKULCOVA et al., 2023). Nesse ponto, é
importante considerar também a fragdo de 6leo na emulsdo. Emulsdes contendo fracdes de dleo
mais altas, aumentam a fracdo de empacotamento das goticulas de 6leo e, consequentemente,
apresentam uma area hidrodindmica menor na fase continua. Assim, uma menor concentragao
de particulas € capaz de cobrir a area interfacial das gotas (DICKINSON et al., 1997; SUN et
al.,, 2009; CAPRON et al., 2013). Enquanto, em emulsdes diluidas (com fragdes reduzidas
<10 %), onde a interacao inter goticulas pode ser negligenciada e o processo de creaming pode
facilmente ocorrer, 0 mecanismo de estabilidade pode ocorrer por depleagdo, acima de uma
concentragdo critica de particula. Isso foi evidenciado com um comportamento dependente da
concentra¢do de nanofibrilas de celulose e nanocristais de celulose combinados para estabilizar
emulsoes Pickering em fragdes reduzidas de 6leo de girassol (1 % de 6leo). Nesse sistema, os
nanocristais, por serem menores, adsorveram mais rapidamente nas gotas de dleo e as
nanofibrilas atuaram como rede de depleagdo na fase aquosa (MIKULCOVA et al., 2023).

Emulsdes 6leo em agua de alta fase interna (HIPEs, fragdo de volume de fase interna de 74 %)
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foram obtidas com fragdes de 6leo 85,6 %, estabilizada com menos de 0,1 % de concentragao
de nanocristais de algoddo. Em uma etapa inicial, goticulas de d6leo contendo 10 % foram
previamente formadas. Em um segundo estagio a fracdo de 6leo foi aumentada por acrescimo
direto as goticulas ja estabilizadas com os nanocristais na primeira etapa. A emulsdo estavel
apresentou uma area hidrodinamica menor na fase continua, empacotamento das goticulas e
deformacao da interface, permitindo a cobertura total das gotas de 6leo a uma baixa
concentracdo de nao cristais. A Figura 3.11 mostra a imagem de microscopia da emulsao
Pickering 6leo/agua inicial, contendo 10 % de 6leo e a emulsdo resultante HIPE, contendo 85,6 %

de 6leo (CAPRON et al., 2013).

Figura 3.11 — Microscopia confocal de varredura a laser da emulsao de Pickering
6leo em agua estabilizada com nanocristais de algoddo contendo 10 % de 6leo e a
emulsao HIPE resultante com 85,6 % de 6leo

Emulsao Pickering Pickering HIPE

——

Aumento da
fracao de odleo

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Capron et al., 2013.

A compreensdo do mecanismo de formagao e estabilizagdao das emulsdes Pickering
ainda apresenta desafios, pois abrange diferentes fatores e variaveis, considerando as potenciais
aplicacdes de cada sistema proposto. A complexidade dos sistemas de emulsdo em produtos
alimentares exige a realizacdo de estudos especificos caso a caso, iniciando na qualidade da
matéria prima (ex. fonte, processamento, toxicidade) até as caracteristicas requeridas do
produto final (fisicas, quimicas e sensoriais). Produtos como sorvetes ou produtos carneos,
exigem emulsdes com caracteristicas mais viscosas enquanto emulsdes mais fluidas sdo bem
aplicadas em bebidas e molhos. Em ambos os casos, ¢ necessario testes de formulagao seguido
de validagao do sistema de emulsdo proposto, incluindo estabilidade ao longo do tempo (vida

de prateleira).
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CAPITULO 4: NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA OU NANOFIBRILAS
COMO ESTABILIZADORES DE PICKERING EM EMULSOES DE BAIXO TEOR DE
OLEO: UM ESTUDO COMPARATIVO

A celulose, uma fibra insolivel naturalmente presente em muitos produtos
alimenticios, desempenha um papel importante na dieta humana. A celulose bacteriana
compartilha os beneficios das outras fibras alimentares insoluveis, e seu potencial como aditivo
alimentar tem sido explorado, especialmente por suas propriedades emulsificantes, que
auxiliam no espessamento e estabilidade de emulsdes Pickering. Estudos avaliaram diversas
condigdes de processamento e formulagdes para entender melhor o desempenho da
nanocelulose em sistemas alimentares. Contudo, ainda faltam investigagdes sobre o uso de
nanoceluloses em emulsdes diluidas, com menos de 10 % de 6leo, que tém grande potencial em
produtos como molhos de baixo teor de gordura e bebidas multifasicas. Esta investigacao
avaliou o potencial da celulose bacteriana (CB) em duas formas distintas, nanocristais (NCCB)
e nanofibrilas oxidadas (CBNF), como estabilizadores para emulsdes de baixo 6leo em agua
(1 % v/v). A pesquisa explorou o impacto da for¢a i6nica e da concentracdo de CB nas

caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e propriedades reologicas dessas emulsdes.
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4.1 Introducao

Na industria alimenticia, emulsdes de 6leo em agua sdo geralmente estabilizadas
por emulsificantes de grau alimenticio, como proteinas, fosfolipidios, surfactantes e
polissacarideos. Esses emulsificantes sdo adsorvidos na interface 6leo-agua, protegendo as
gotas da emulsdo contra a agregacgao, principalmente por meio da redugdo da tensdo interfacial
(CAletal., 2023).

Os emulsificantes mais utilizados na industria alimenticia sdo surfactantes de
pequenas moléculas, biopolimeros anfifilicos e particulas com atividade superficial (JIANG et
al., 2020). Embora os emulsificantes convencionais (ou seja, surfactantes) tenham sido
utilizados com sucesso, seu consumo tem atraido atengao em pesquisas nos ultimos anos devido
a evidéncias preliminares de efeitos adversos a saide humana (Chassaing et al., 2015; COX et
al.,2021; JTIA etal., 2016; JIANG et al., 2020; NAIMI et al., 2021; RHODES, 2021; VIENNOIS
et al., 2020). Consequentemente, a ciéncia das emulsdes tem impulsionado o desenvolvimento
de novas abordagens para melhorar a qualidade e a funcionalidade dos alimentos (BAI et al.,
2021).

Nesse contexto, foram desenvolvidas emulsdes revestidas por uma camada de
particulas so6lidas na interface 6leo-agua, conhecidas como emulsdes de Pickering, que sao
livres de surfactantes e altamente estaveis (BAI et al., 2021). As emulsdes de Pickering
geralmente apresentam forte resisténcia a coalescéncia devido a adesdo quase irreversivel de
particulas coloidais a superficie das gotas, substituindo os surfactantes (MING et al., 2023;
MORALIS et al., 2023). Diferentes particulas s6lidas, que apresentam afinidade por ambas as
fases (anfifilicidade) resultando em propriedades de molhabilidade adequadas, tém sido
utilizadas como estabilizadores em emulsdes de Pickering, incluindo tanto nanoparticulas
inorganicas quanto organicas (FUJISAWA et al., 2017).

Nanomateriais de base bioldgica, como polissacarideos, se alinham ao movimento
de rotulo limpo, uma demanda que reflete a preocupagao dos consumidores em utilizar produtos
alimentares mais naturais (BAI et al., 2018; MARUYAMA et al., 2021). A celulose bacteriana
¢ um biopolimero e, embora quimicamente idéntica a celulose vegetal, ¢ naturalmente obtida
livre de lignina e hemiceluloses. Embora ndo seja regulamentada na Europa e nos EUA, a
celulose bacteriana ¢ utilizada na industria alimenticia na Asia e como material implantavel em

diversas aplica¢des médicas, demonstrando sua seguranca. No entanto, isso se aplica a celulose
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bacteriana, ainda nao aos seus nano-derivados (MOTA et al., 2022). Reduzir o tamanho de sua
estrutura fibrilar por meio de processos fisicos e/ou quimicos gera estruturas na forma de
nanofibrilas ou nanocristais. Essas nanoceluloses exibem propriedades unicas resultantes de sua
estrutura e quimica de superficie, com grande potencial para estabilizar emulsdes alimentares
(Azeredo et al., 2019; KOSHANI & MADADLOU, 2018; LIU et al., 2022; MIKULCOVA et
al., 2023; WONG et al., 2023).

A capacidade das nanoestruturas a base de celulose de se organizarem nas interfaces
Oleo-agua ¢ particularmente util e tem levado a recentes artigos e patentes nessa area
(KEDZIOR et al., 2021). Fatores que afetam a capacidade de estabilizar emulsdes 6leo-em-
dgua incluem a origem, forma, tamanho das particulas, densidade de carga superficial e
concentracdo de nanocelulose (LOW et al., 2020). Os estudos com nanocelulose tém sido
limitados ao uso de fragdes de 6leo superiores a 10 %, com énfase em emulsdes com alta fase
interna (HIPEs, fracdo de volume da fase interna >74 %) (BAGO RODRIGUEZ & BINKS,
2022; HUANG et al., 2024; KALASHNIKOVA et al., 2011; Z. LIU et al., 2021; PAXIMADA
et al.,, 2016; SOMMER & STAROSZCZYK, 2023; WANG et al., 2023; WU et al., 2023; YAN
etal., 2017; K. ZHANG et al., 2024; S. ZHANG et al., 2023), o que pode ser considerado uma
alta concentragdo ao considerar aplicagdes direcionadas a sistemas multifasicos, como bebidas
e refrigerantes (BAI et al., 2018), alimentos com baixo teor de gordura (GAO et al., 2023;
ZHAO et al., 2023), ou ao buscar minimizar os custos de produ¢do, mantendo as propriedades
e fungdes das emulsdes (GUO et al., 2022).

Poucos estudos relatam emulsodes de Pickering utilizando nanocelulose com fragdes
de oleo baixas (<10 %), bem como sua aplicacdo na industria alimenticia. Guo et al. estudaram
a estabilizagdo de emulsdes com 1 % de 6leo utilizando nanofibrilas de celulose ou nanofibrilas
de celulose oxidadas por TEMPO a partir de plantas, bem como a adi¢ao sequencial de ambas
(GUO et al., 2022). Em um estudo diferente, as sinergias da combinacdo de nanofibrilas e
nanocristais de celulose vegetal foram exploradas para estabilizar emulsdes com 1 % de 6leo
(BAI et al., 2018). As potenciais aplicagcdes das emulsdes com baixo teor de 6leo na industria
alimenticia incluem molhos e temperos com baixo teor de gordura (FORD KRAFT FOODS et
al., 2004).

De fato, emulsdes com baixo teor de oleo (HEDAYATI et al., 2020) ou
nanoemulsdes (MCCLEMENTS, 2012) representam um desafio, pois tendem a se decompor

rapidamente e a sofrer separagdo de fases devido a quantidade reduzida da fase dispersa.
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Emulsificantes eficientes e métodos de processamento adequados sao necessarios para garantir
a estabilidade dessas emulsdes. Emulsdes com alta fragdo volumétrica da fase oleosa tém sua
estabilidade melhorada devido ao aumento na fracdo de empacotamento das gotas de 6leo
(DICKINSON & GOLDING, 1997).

A forca i6nica demonstrou ter um impacto significativo nas caracteristicas e na
estabilidade das emulsdes de Pickering (COURTENAY et al., 2021; YAN et al., 2017), pois
confere atividade superficial as particulas, tornando-as emulsificantes eficazes ou facilitando
sua desagregacdo da interface quando necessario (ANJALI & BASAVARAJ, 2018). No entanto,
nao ha relatos de tentativas para a producio de emulsoes de Pickering com baixo teor de 6leo,
oleo-em-agua, estabilizadas através da modulagdo da carga pela forca idnica. O efeito
individual dos nanocristais ou nanofibrilas na formacao e estabilidade dessas emulsdes ainda
ndo foi explorado. Em resumo, encontrar abordagens eficazes para produzir emulsdes de
Pickering estaveis usando nanoceluloses bacterianas em sistemas de emulsdo com baixa
concentracgdo de 6leo ¢ particularmente relevante para a sintese de alimentos (MCCLEMENTS,
2015), cosméticos (CHUBERRE et al., 2019; MOHIUDDIN, 2019) e outros materiais
sustentaveis (MOUSTAFA et al., 2022).

Neste estudo, foi proposto o uso de nanoceluloses bacterianas (CBNF ou NCCB)
como estabilizadores na producdo de emulsdes de Pickering com baixa concentragdo de dleo
(1 % v/v). Os efeitos da for¢a idnica (até 50 mM de NaCl) e da concentra¢do de nanocelulose
(até¢ 1 % m/m) nas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e propriedades reoldgicas foram
avaliados. De acordo com a politica da UE, uma alegacao de baixo teor de sal pode ser feita
para produtos que utilizem concentragdes de NaCl inferiores a 51 mM. As concentragdes de
NaCl testadas neste trabalho estdo dentro da faixa de baixo teor de sal da politica da UE.
Nanocristais e nanofibrilas foram produzidos utilizando diferentes metodologias, resultando em
variacdes na forma, tamanho e carga superficial. At¢ onde sabemos, este ¢ o primeiro trabalho
que compara CBNF e NCCB como emulsificantes naturais no desenvolvimento de emulsdes
de Pickering com baixa fracdo de 6leo (1 %). Esta pesquisa demonstrou a formacao de redes
individualizadas de nanocristais ou nanofibrilas como estabilizadores eficazes em sistemas de
emulsdo com baixa fracao de 6leo, que podem ser manipulados controlando a concentragao de

sal ou nanocelulose bacteriana.



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
107

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

Membranas purificadas de celulose bacteriana produzidas por Komagataeibacter
xylinus ATCC 53582, por fermentagdao em condi¢des estaticas em meio sintético HS (do
Nascimento et al., 2019), foram fornecidas pela EMBRAPA Agroindustria Tropical (Brasil).
Brometo de potassio (NaBr), hipoclorito de sodio (NaClO), hidroxido de sddio (NaOH) e acido
sulfurico (H2SO4) foram obtidos da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) e utilizados sem purificagdo
adicional, conforme recebidos do fornecedor. Saco de dialise, 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidino-
oxil (TEMPO), formvar e 4cido fosfotiingstico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (Sao
Paulo, Brasil).

Cloreto de sédio (NaCl) foi comprado da Sigma-Aldrich Co. (Helsinque, Finlandia).
Oleo de girassol refinado comercial (34s, Fula, Grupo Sovena, Algés, Portugal) foi comprado
em um supermercado local (Braga, Portugal) e iso-hexadecano foi gentilmente fornecido pela
Lanxess (Leverkusen, Alemanha). B-caroteno (Tipo II, sintético, >95 % (HPLC), cristalino) foi
comprado da Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Agua ultrapura foi utilizada em todos os

experimentos (Milli-Q, Darmstadt, Alemanha).

4.2.2 Preparacdo de nanofibrilas de CB oxidadas (CBNF)

A CB foi oxidada por oxidagdo mediada por TEMPO e nanofibrilada seguindo o
método proposto por Pereira et al. (PEREIRA et al., 2020). A CB foi suspensa em agua destilada
(10 mg/mL, base seca) contendo TEMPO e NaBr dissolvidos (0,016 ge 0,1 g por grama de CB,
respectivamente). A oxidagdo foi iniciada pela adicdo de uma solugdo de NaClO a 11 %
(suficiente para alcangar uma concentracdo de 5 mmol/g de NaClO com base na CB seca) a
suspensdo a 25 °C sob agitacdo (500 rpm). O pH foi ajustado para 10-10,5 com uma solucao
de NaOH a 0,5 mol L', e as condi¢des foram mantidas por 150 min. Etanol (95 % v/v) (60 mL
por grama de CB) foi adicionado para parar a reacdo. A CB oxidada foi lavada com agua e
centrifugada a 26.400xg por 15 min (Hitachi Koki Himac CR22GIII, Japan) até atingir pH ~
6,5. A suspensao de CBNF foi preparada desintegrando a CB oxidada utilizando um misturador

de alta velocidade (Vita-Prep 3, Vitamix Corp., Cleveland, OH, EUA) a 24.000 rpm por 15 min.
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O teor solido da suspensao foi determinado gravimetricamente apos secagem a 105 °C até peso
constante, ¢ o teor de carboxilato da CBNF foi determinado pelo método de titulagdo de

condutividade elétrica (Digimed, modelo DM-32, Sao Paulo, Brasil).

4.2.3 Preparacdo de nanocristais de celulose bacteriana (NCCB)

Os nanocristais de celulose bacteriana (NCCB) foram preparados por hidrolise
acida conduzida a 45 °C por 90 min usando acido sulfurico a 60 % (m/m). Polpa de celulose
bacteriana (10 g) foi agitada em 200 mL da solugdo acida. Ao final do processo, a reacao foi
interrompida pela adi¢do de 4gua deionizada fria (~4 °C) em uma proporcao volumétrica de
1:3 (suspensdo/agua, v/v). A suspensdo foi centrifugada (Hitachi - CR 22GIII) a 26.400xg por
15 min a 20 °C até que o sobrenadante ficasse claro. Os NCCBs resultantes foram lavados em
trés ciclos com agua deionizada e centrifugados a 26.400xg por 15 min a 20 °C. A
ultrassonicagdo (Unique — Cell Disruptor, 60 Hz; 300 W) foi aplicada em cada ciclo por 2 min,
com intervalos de 1 min para evitar aglomeracdo de particulas. Posteriormente, a suspensao
coloidal foi dialisada com 4gua destilada por 48 h até atingir um pH de ~ 6,5. A suspensao de
NCCB foi uma mistura de trés lotes de suspensdo, e seu teor solido foi determinado

gravimetricamente apos secagem a 105 °C até peso constante.

4.2.4 Caracterizacdo fisico-quimica de nanoceluloses bacterianas

4.2.4.1. Medicoes de potencial zeta

O potencial zeta da nanocelulose aquosa diluida 100 x em agua Milli-Q foi medido
usando espalhamento de luz dinamico (DLS) com um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido) a 25 °C, com ajuste de angulo de detec¢do de 173°, indice
de refracao de 1,45, indice de dispersao de 1,33, viscosidade de 0,8872 cP e laser He—Ne (4
nW). A mobilidade eletroforética considerou a constante dielétrica da agua de 78,5. O software

Zetasizer (versdo 7.03) foi utilizado para anélise dos dados.

4.2.4.2. Microscopia eletronica de transmissao (MET)
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A analise morfologica foi realizada usando um microscépio Tescan Vega 3 SBU
(Tesca, Republica Tcheca), com detector STEM sob uma voltagem de aceleragao de 30 kV.
Suspensdes diluidas 100 x de CBNF ou NCCB foram depositadas em grades individuais
cobertas com Formvar, e o excesso da suspensdo foi removido com papel absorvente. Apos 3
mins, gotas de acido fosfotungstico a 1 % (m/v) foram depositadas nas grades e removidas com
papel absorvente. Pelo menos 10 campos da amostra foram visualizados. Os didmetros ou
comprimentos médios das nanofibrilas e nanocristais, de pelo menos 100 estruturas, foram
determinados usando o software ImageJ (Instituto Nacional de Satide-NIH, EUA) (Vasconcelos

etal., 2017).

4.2.4.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR de NCCB e CBNF foram registrados no modo de absor¢ao
usando um espectrometro FTIR VERTEX 80v (Bruker, Alemanha) na faixa de comprimento de
onda de 4000—400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ ao longo de 32 varreduras, usando o modo
de reflexdo total atenuada (ATR) Platinum (Bruker, Alemanha). Os espectros de FTIR foram
normalizados entre 0 e 1. As amostras foram congeladas (—80 °C) e, em seguida, liofilizadas

(-50 °C) sob 1,09 Pa por 48 h e armazenadas até posterior caracterizagao.

4.2.4.4. Angulo de contato e tensdo interfacial

O angulo de contato e a tensao interfacial das suspensdes de CBNF ou NCCB foram
determinados por um dispositivo de medicdo de angulo de contato dindmico (OCA 20,
DataPhysics) e modulo de software SCA 20 (DataPhysics).

Para medir o angulo de contato, trés camadas sobrepostas (~100 pL cada) de
suspensoes de CBNF ou NCCB (1 %) foram secas a 37 °C em laminas de vidro para obter
filmes planos e uniformes. Usando uma seringa Hamilton de 500 pL, uma gota de 2 puL de 4gua
duplamente destilada foi depositada nas superficies dos filmes com um injetor de alta precisao.
O contato da d4gua com os filmes foi registrado com um tempo de contato de 120 s a20 + 1 °C.
Dez medi¢des foram feitas para cada material.

A tensdo interfacial em fun¢do da dosagem de CBNF (0,5 %, 1 %) ou NCCB (0,5 %,
1 %) foi medida pelo método da gota pendente (MARTINS et al., 2020a). Oleo de girassol ou
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1so-hexadecano (2 mL) foi adicionado a uma cubeta fluorescente padrao descartavel de
poliestireno 6ptico macro (1 cm % 1 cm X 4,5 cm) (Labbox). Uma gota pendente das suspensoes
foi formada usando uma seringa descartavel de 1 mL com uma agulha de 0,71 mm de diametro
externo, imersa na fase oleosa, sempre na mesma profundidade. O volume méximo das gotas
foi determinado previamente para cada amostra. O valor da tensdo interfacial foi calculado
automaticamente, 10 vezes por min até 25 leituras, em triplicata para cada amostra e a 20 +

1 °C.

4.2.5. Preparacgdo de emulsoes Pickering de dleo em dgua

Emulsdes com baixa fragdo de 6leo de girassol (1 % v/v) foram preparadas
misturando CBNF ou NCCB (0,51 % v/v) com ou sem NaCl (até 50 mM), em triplicata. Apos
a combinacdo dos componentes, a mistura foi imediatamente emulsificada usando um
misturador de alta forca de cisalhamento (IKA Ultra - Turrax T-18 digital) a 20.000 rpm por 4
min e, em seguida, sonificada (Sonifier 450, Branson Ultrasonics, Danbury, CT) em banho de
gelo por 4 min, com tempo de 30 s ligado/desligado e 50 % de amplitude para cada emulsao.
Isso corresponde a uma densidade de poténcia de aproximadamente 20.000 W.L™! de emulsao.
Todas as emulsdes foram analisadas para determinar o tamanho médio das gotas e a morfologia.
A estabilidade das emulsdes também foi avaliada por inspecdo visual, considerando que a

auséncia de oleo ou formacao de creme na superficie da emulsdo indica estabilidade da emulsao.

4.2.6 Caracterizacdo fisico-quimicas das emulsoes Pickering

4.2.6.1 Tamanho das gotas - microscopia optica

As imagens das emulsdes foram capturadas com um microscéopio optico Wide-Field
Upright Fluorescence Microscope — Nikon — Ni-E equipado com uma camera Nikon DS-Fi2
(Nikon, Japao) dentro de 180 min apos a preparagdo da emulsdo. Uma gota da emulsdo foi
pipetada em uma lamina de vidro e suavemente espalhada na lamina usando a ponta da pipeta.
O uso de laminulas foi evitado e aplicado apenas quando necessario para aquisi¢do de imagens.
As amostras foram estudadas em ampliagdes de 5 x, 20 x e 50 x. O tamanho das particulas das

emulsdes foi medido a partir das imagens com ampliagdo de 50 x e analisado utilizando o
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software ImagelJ (Instituto Nacional de Saude-NIH, EUA). De acordo com a teoria de Mie, as
medi¢des do tamanho das particulas foram relatadas como o didmetro médio ponderado por

area D) e calculadas conforme Eq. (4.1) (WU et al., 2022).

»n; x df
D(sz) = zgﬁ (Eq. 4.1)

onde n ¢ o numero de particulas com o didmetro.
4.2.6.2 Estabilidade
4.2.6.2.1 Estabilidade a temperatura ambiente

O efeito da concentracdo de CBNF ou NCCB (0,5-1 % m/m) e da forga ionica (0,
12,5 ¢ 50 mM de NaCl) foi avaliado na estabilidade de emulsdes recém-preparadas ou apds 30
dias de armazenamento. As emulsdes foram armazenadas em tubos de ensaio a temperatura
ambiente e seladas com papel aluminio para evitar a evaporagdo da agua. A estabilidade foi

avaliada por inspeg¢ao visual da emulsdo e por microscopia optica.
4.2.6.2.2 Estabilidade acelerada

A estabilidade acelerada em relagdo as forgas centrifugas também foi avaliada
submetendo as emulsdes a centrifugacdo de acordo com Gestranius et al. (GESTRANIUS et al.,
2017). 30 min ap0s a preparagdo, as emulsdes (1 mL) foram centrifugadas (Centrifuga 5810,
Eppendorf, Alemanha) por 2 min a 1520 g. As emulsdes foram inspecionadas visualmente

(coalescéncia e formagdo de creme forgcada) e por microscopia optica.
4.2.6.3 Cryo-SEM

As observagdes por Cryo-SEM foram realizadas usando um microscépio eletronico
de varredura de alta resolu¢ao (JEOL JSM 6301 F) com microanalise de raios X (Oxford INCA
Energy 350) e instalagdes experimentais Cryo-SEM (Gatan Alto 2500). Cada amostra foi
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rapidamente resfriada em nitrogénio liquido e transferida, sob vacuo, para a camara fria da
camara de preparagao. O espécime foi fraturado, sublimado por 120 s a —90 °C e revestido com
Au/Pd por sputtering durante 50 s com uma corrente de 12 mA. A amostra foi entdo transferida

para a camara de SEM e observada a uma temperatura de —150 °C (MARTINS et al., 2020a).

4.2.6.4 Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)

Para observar as fases aquosa e oleosa, uma emulsdo 6leo-em-agua estabilizada por
NCCB foi preparada utilizando 6leo de girassol (10 % v/v) incorporando beta-caroteno (0,05 %
m/v) e estabilizada por NCCB (1 % v/v) contendo 50 mM de NaCl. Um microscopio confocal
de varredura a laser (Zeiss LSM 780, Alemanha) foi utilizado para investigar a adsorcao efetiva
das particulas de celulose bacteriana na interface 6leo-agua.

Brevemente, 100 uL. de emulsdo foi incubado com 10 pL de CalcoFluor White (1
mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) por 15 min para corar a celulose. O CalcoFluor foi observado
com um comprimento de onda de excitagao de 405 nm. A fluorescéncia natural do beta-caroteno
na fase oleosa foi visualizada com um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm. A
resolugdo Optica das imagens digitais foi de 512 pixels x 512 pixels. As imagens foram
registradas e processadas digitalmente usando o software do equipamento (Software Zen 2010

e imagem).

4.2.6.5 Reologia

As curvas de fluxo foram obtidas utilizando um Redmetro Hibrido Discovery
(DHR1) da TA Instruments (New Castle, EUA) com a temperatura Peltier ajustada para 25 °C.
O software TRIOS (New Castle, Reino Unido) foi utilizado para controlar o equipamento e
adquirir os parametros reologicos. Uma geometria cone-placa de ago inoxidavel de 60 mm, com
um angulo de 2,006° e truncamento de 64 pum, foi usada devido a sua capacidade de gerar uma
taxa de cisalhamento uniforme nas amostras. As curvas de fluxo em estado estaciondrio foram
obtidas em modo de estresse controlado na faixa de taxa de cisalhamento de 0,1-100 s™!. Todas
as amostras foram medidas em triplicata. O modelo de Carreau (Eq. (2)) foi ajustado aos dados

experimentais (RAO, 2014):
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rlap = r|00+ nO_nOON (Eq. 4.2)
v A
[+

onde m ¢ a viscosidade aparente (Pa.s), y* ¢ a taxa de cisalhamento (s™'), neo € a viscosidade
aparente na taxa de cisalhamento infinita (Pa.s), n0 ¢ a viscosidade aparente na taxa de
cisalhamento zero (Pa.s), N é o expoente adimensional, e y* ¢ a taxa de cisalhamento critica (s™)

que marca o fim do platé Newtoniano e/ou o inicio da regido de afinamento por cisalhamento.
4.2.7 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Origin (versdo 9.1).
Os resultados foram expressos como média = desvio padrao e analisados estatisticamente por
analise de variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de significancia de p

< 0,05, ou teste t com nivel de significancia de p < 0,05.
4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica das nanoceluloses: nanofibrilas e nanocristais

Nanofibrilas de celulose (CBNF) foram produzidas por desfibrilagdo mecanica de
fibras de celulose bacteriana e oxidacdo mediada por TEMPO. A formacdo de grupos
carboxilicos na superficie das CBNF foi determinada por titulagdo de condutividade elétrica.
A Fig. 1a mostra as imagens de MET das CBNF, onde nanofibrilas individualizadas e bem
distribuidas podem ser observadas, com um didmetro médio de 61 = 16 nm, variando de 25 a
146 nm, e com comprimento de varios micrometros. A oxidagdo levou a formacao de grupos
carboxilato (0,77 mmol COO .g! celulose, equivalente a 12,7 %), originando repulsdes
eletrostaticas entre as cadeias de celulose, o que facilitou a fibrilagdo e dispersdo em meios
aquosos, ao mesmo tempo em que reduziu a viscosidade da amostra. A aparéncia final da

dispersao de CBNF era de um gel opaco e branco (Fig. 4.1a).
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Figura 4.1 — Micrografias de MET, didmetro (d), comprimento (L), potencial zeta e
angulo de contato das CBNF (a) e NCCB (b). A barra de escala ¢ de 5 um. As fotografias
foram tiradas no dia seguinte a preparacao.

d: 61 +£16 nm d: 40+ 7.5nm

:-47mV L: 425+ 161nm
Angulo de contato: 30° £:-50 mv

Angulo de contato: 31°

A hidrolise com acido sulfurico da celulose bacteriana resultou em nanocristais com

Fonte: Elaborada pelo autor.

comprimentos (C) variando de 133 a 870 nm e didmetros (d) entre 20 e 60 nm, representando
um comprimento médio de 425 + 161 nm e uma largura média (d) de 40 = 7,5 nm,
correspondendo a uma razao de aspecto (L/d) de 11. A aparéncia final da dispersdao de NCCB
foi uma dispersdo homogénea e turva, com um teor de s6lidos de 1,87 % (m/m) (Fig. 1b). Uma
aparéncia semelhante foi relatada para a suspensdo de nanocristais (1 %) obtida a partir de
celulose vegetal pura (LI et al., 2015).

Tanto as nanofibrilas quanto os nanocristais exibiram alta carga superficial
(negativa) em moédulo (>]45| mV), o que evita fendmenos de instabilidade devido a
predominancia de forgas de repulsdo eletrostatica (PINTO et al., 2016). Dispersdes estaveis de
nanofibrilas de celulose oxidadas, preparadas por oxidacdo com TEMPO/NaOCIl/NaBr, e
nanocristais, obtidos sob condi¢des similares de hidrolise dcida com acido sulftrico, foram
alcangadas com potenciais zeta de —45,01 £5 mV (COURTENAY et al., 2021) ¢ —47,96 £ 0,14
mV, respectivamente (WU et al., 2021; H. ZHANG et al., 2019). Ambas as dispersoes
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(nanocristais e nanofibrilas) permaneceram estaveis por 12 meses quando armazenadas em uma
camara fria (4 °C).

A molhabilidade do material de Pickering ¢ um parametro chave para controlar a
estabilidade da emulsdo (BINKS & LUMSDON, 2000). Esta propriedade pode ser avaliada
medindo a tendéncia de um liquido de se espalhar sobre uma superficie solida, denotada pelo
angulo de contato 6 (ZENG et al., 2024). Tipicamente, particulas com angulo de contato < 90°,
associadas a um comportamento moderadamente hidrofilico, tendem a estabilizar emulsdes
6leo-em-agua (OLEO EM AGUA) (BAO et al., 2021; PARAJULI & URENA-BENAVIDES,
2022). O angulo de contato obtido para superficies contendo CBNF ou NCCB foi de 30° ou 31°
(Fig. 1), respectivamente, indicando alta hidrofiliacidade ou molhabilidade, o que pode ndo ser
energeticamente favoravel para a adsorcdo de particulas na interface 6leo/adgua.

Apesar da tendéncia de particulas hidrofilicas permanecerem na fase aquosa, outros
fatores influenciam a estabilizacdo de um sistema coloidal. Na presenca de sal, por exemplo, as
superficies se neutralizam e se tornam menos hidrofilicas, facilitando potencialmente a
migracao de particulas para a interface, onde podem se adsorver e contribuir para a estabiliza¢ao
da emulsdo. Isso significa que, na pratica, estabilizadores de Pickering com alta ou baixa
molhabilidade podem promover a formacdo de emulsdes 6leo-em-agua altamente estaveis a
longo prazo, considerando o método de emulsificagdo (XU et al., 2005), modulagdo da carga
superficial (ALBERT et al., 2019), tamanho (BINKS & LUMSDON, 2000) ou a natureza das
particulas utilizadas (HU et al., 2020; KALASHNIKOVA et al., 2011; Q. LI et al., 2022).

4.3.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR de CBNF ou NCCB s3o mostrados na Figura 4.2. Linhas
verticais destacam as bandas de absorcao caracteristicas dos materiais. Os espectros mostraram
bandas caracteristicas da celulose. Ambas as amostras apresentaram uma banda larga em 3340
cm, atribuida a frequéncia de estiramento do grupo —OH, bem como as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares e intermoleculares na celulose (ANDRADE et al., 2019). A banda
caracteristica em torno de 2892 cm™! foi atribuida a vibragdo de estiramento da ligacao simples
H dos grupos C-H> e C-H3 ou as vibragdes de estiramento assimétricas e simétricas de CHo,

frequentemente encontradas nos componentes das fibras de celulose (KHAN et al., 2020).
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Figura 4.2 — Espectros FTIR das suspensdes de CBNF ¢ NCCB.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As bandas em 1429 cm™ e 1368 cm™' foram atribuidas a deformacdo angular
assimétrica das ligagdes C-H e a deformagdo angular simétrica das ligacdes C-H,
respectivamente.

A absorcdo em 1163 cm™ foi devido ao estiramento assimétrico das ligacdes
glicosidicas C-O-C, e os estiramentos em 1108 cm™ e 1054 cm™* foram atribuidos as ligagoes
C-OH e C-C-OH em alcoois secundarios e primarios, respectivamente (AJKIDKARN &
MANUSPIYA, 2020; VASCONCELOS et al.,, 2017). A banda em torno de 1029 cm™
corresponde ao estiramento C-O e a uma vibragao da celulose amorfa, resultante do estiramento
do anel de glicose, que produziu uma banda em torno de 900 cm™ (DO NASCIMENTO et al.,
2019). A banda em 900 cm™! estava presente com menor intensidade em CBNF devido a forte
reacdo de oxidacdo que eliminou a celulose amorfa (PEREIRA et al., 2020). O pico em torno
de 817 cm™! foi atribuido a vibragao de estiramento C-O-C (Pandi et al., 2021).

No espectro de CBNF, a banda em 1608 cm™, caracteristica do grupo -COO-Na"

(estiramento do grupo —COO-), confirma a presenca de grupos carboxilicos introduzidos pela
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oxidagdao mediada por TEMPO (N. ZHANG et al., 2016). No espectro FTIR de NCCB, a banda
em 1634 cm™ foi atribuida ao modo de flexao da 4gua absorvida (ANDRADE et al., 2019). Em
contraste, a banda em 807 cm™ (ligagdes vibratdrias simétricas das ligacdes C-O-S dos grupos
C-0-S0O3-) resultante da esterificacdo do H2.SO.4 na reagao de hidrolise acida em NCCB nao foi
detectada devido a pequena quantidade de grupos sulfato ligados a vibragao (AJKIDKARN &
MANUSPIYA, 2020; ARSERIM-UCAR et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2017).

4.3.1.2 Tensao interfacial na interface oleo-dagua

As propriedades morfologicas (FUJISAWA et al.,, 2017) e a concentragdo
(MARTINS et al., 2020a) da nanocelulose tém um efeito significativo em sua capacidade
emulsificante, como a capacidade de reduzir a tensdo interfacial.

A tensdo interfacial 6leo-dgua do 6leo de girassol para CBNF ou NCCB em
diferentes concentragdes foi analisada. A Fig. 4.3 mostra a morfologia das gotas e a projecao
do comportamento de CBNF ou NCCB na interface 6leo/agua, em funcdo da concentracao de
nanocelulose. Como esperado, a tensdo interfacial diminuiu com o aumento da concentracdo de
nanocelulose (CBNF ou NCCB). Nas concentragdes estudadas, a tensdo interfacial ndo foi
estatisticamente diferente para ambas as nanoceluloses.

Estudos recentes mostraram que a capacidade de adsor¢do de CBNFs com um
conteudo de grupo carboxilato de 0,01 % (a amostra utilizada neste trabalho possui 12 % de
oxidagdo) em uma gota de suspensdao na interface de dodecano (densidade de 0,75 g/mL
(THOMPSON et al., 2015)) com agua foi capaz de reduzir a tensdo interfacial para 42,5-52,5
mN/m (WU et al., 2021). Neste estudo, 0,5 % de CBNF ou NCCB foi capaz de reduzir a tensao
na interface 6leo-dgua para 25,06 = 0,44 ou 24,59 + 0,30 mN/m, respectivamente. Uma baixa
concentracao de nanocelulose pode exibir comportamento de adsor¢ao eficaz na interface 6leo-
agua, atribuida tanto aos grupos carregados quanto as caracteristicas morfologicas.

No entanto, além da concentragdo de nanocelulose, propriedades fisicas (como
densidade e viscosidade) entre as fases dispersa e continua também podem influenciar o
comportamento de estabilidade de uma emulsdo (K. ZHANG et al.,, 2024). Em geral,
propriedades fisicas semelhantes implicam uma taxa de creaming mais lenta em comparagao
com gotas OLEO EM AGUA de mesmo tamanho médio (DICKINSON, 2019). Nesse contexto,

o comportamento de CBNF ou NCCB na interface com isohexadecano, uma fase dispersa de
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menor densidade (0,79 g/mL, 20 °C), permite uma melhor avaliagao do desempenho dos novos
sistemas propostos (MARTINS et al., 2020a). A Fig. 4.3b mostra menor tensdo interfacial com
oleo de girassol para ambas as nanoceluloses, sugerindo que as suspensdes aquosas de CBNF
e NCCB podem ter densidades mais proximas do 6leo de girassol (0,92 g/mL) em comparagao
com o isohexadecano. Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores (MARTINS et

al., 2020a; WU et al., 2021).

Figura 4.3 — (a) Tensdo interfacial da interface dleo de girassol-dgua em diferentes
concentragdes de CBNF ou NCCB. (b) Tensao interfacial da interface 6leo de girassol-agua
ou Oleo isohexadecano-agua, com uma concentragdo de 0,5 % de CBNF ou NCCB. (¢)
[lustrag@o da formacao de filme surfactante de CBNF ou NCCB na interface 6leo de girassol-
agua usando o método da gota pendente. Os valores reportados sao as médias (n = 3). Valores
seguidos por pelo menos uma letra comum nao sdo significativamente diferentes (p > 0,05).

a b

(mN/m)
[ [ (7]
T . <
n (mN/m)

—
th
1

Tensdo interfacial
3
Tenséo interfacial

(]

0.5 % 1%

" Agua
NCCB

CBNF

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4. Emulsdes de Pickering

4.4.1 Caracterizagdo fisico-quimica

Neste trabalho, foram realizados estudos para examinar o efeito da BC carregada

(CBNF ou NCCB) e da concentragdo de sal no tamanho das gotas, na estabilidade a temperatura



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
119

ambiente (preparadas recentemente ou ap6s 30 dias de armazenamento) ou em relagdo as forgas
centrifugas, e na reologia das emulsdes de Pickering com baixo teor de 6leo. A estruturacao da
BC em gotas de emulsao foi observada usando Cryo-SEM e CLSM.

A imagem de Cryo-SEM (Fig. 4.4a) mostra a nanocelulose na superficie das gotas de
emulsdo. NCCB parece ser capaz de se adsorver em camadas como estabilizadores de Pickering
na interface de emulsdes com baixo teor de dleo (1 %). Cada gota ¢ cercada por uma camada
continua de NCCB, indicando que as gotas de oleo ficaram localizadas dentro da rede formada
pelo arranjo de BC que ocorreu durante a emulsificagdo. A celulose foi corada com calcofluor
e a fase oleosa com beta-caroteno (Fig. 4.4b) para observagdo com CLSM. Novamente, a
nanocelulose pode ser encontrada concentrada na interface, fornecendo impedimento estérico

e estabilizando as gotas de dleo.

Figura 4.4 — Imagem de Cryo-SEM (a) de uma emulsdo com baixa fracdo de 6leo
(1 %) estabilizada com 1 % de NCCB e 50 mM de NaCl, e CLSM (b) de uma
emulsao com 10 % de dleo incorporado com 0,05 % de beta-caroteno (verde),
estabilizada com 1 % de NCCB (corado com Calcofluor - azul) e 50 mM de NacCl.
A imagem mostra uma area de 512 x 512 um de um mosaico 4x4 capturado com
um objetivo de 63x de ampliagao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tamanhos de gotas estabilizadas por diferentes concentragdes de CBNF ou
NCCB sao mostrados na Tabela 4.1. As micrografias correspondentes apds a preparagao (0 dia)
ou apds 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente (30 dias) sdo exibidas na Fig. 4.5,

Fig. 4.6.
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Tabela 4.1 — Efeito da nanocelulose e da concentracao de sal no tamanho das gotas de emulsdes
com baixa fragdo de dleo de girassol (1% v/v) ao longo do tempo.

(0.5 % m/v) (1 % m/v)
NaCl (mM) Tamanho Dg2) (um) Tamanho D) (um)
0 dia 30 dias 0 dia 30 dias
CBNF 0 2,07+0,13%"# 3 08+0,39" 3,20+0,23%" 3,22+40,10
12,5 2,7540,26°"  3,54+0,30" 2,77+0,20° 2,93+0,10
50 2,90+0,44>*  3.01+0,38 4,13+0,31%*  4,10+0,19
NCCB 0 1,73+0,17¢"  6,20+0,24" 1,77+0,20° 1,97+0,30
12,5 1,97+0,25°¢ 1,89+0,17 2,04+0,26° 2,55+0,54
50 2,80+0,26%  3,20+0,22 3,06+0,18° 3,17+0,20

Os valores relatados sdo médias £ desvio padrdo. Valores na mesma coluna seguidos por pelo menos uma letra
minuscula comum ndo sdo significativamente diferentes (p > 0,05). Pares de valores (entre 0 e 30 dias) seguidos
por * sdo significativamente diferentes entre si (teste t, p < 0,05). Pares de valores (no dia 0, entre diferentes
concentragdes de nanocelulose) seguidos por # sdo significativamente diferentes entre si (teste t, p < 0,05).

De maneira geral, as emulsdes exibiram um comportamento estavel (Fig. 4.5, Fig.
4.6), e o tamanho médio das goticulas variou entre valores inferiores a 5 pm (1,73—4,13 pm).
Valores semelhantes foram relatados para emulsdes com baixo teor de 6leo (1 % de 6leo de
girassol) estabilizadas por deplecdo em um sistema duplo contendo nanocristais nao adsorvente
(obtido a partir de papel filtro de fibra de algodao e hidrolisado com &cido sulftrico a 64 %
m/m) e nanofibrilas (preparado por desintegracdo de madeira de sulfito totalmente branqueada,
ndo seca e livre de finos (bétula) através de um microfluidizador de alta pressdo) na fase aquosa
(2,2+0,2 um) (BAI et al., 2018). Afirmamos que a microestrutura final das emulsdes pode ser
determinada pela fragdo volumétrica de 6leo em relagdo ao estabilizador Pickering disponivel,
com o tamanho das goticulas controlado pelo fendomeno limitado de coalescéncia. Em outras
palavras, o equilibrio correto entre a fracdo reduzida de 6leo e o estabilizador Pickering tende
a produzir tamanhos médios menores das goticulas, e sua formacao e estabilidade dependem

desse equilibrio (LOW et al., 2020).
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Figura 4.5 — Microscopia optica de emulsdes de Pickering estabilizadas por CBNF
(0,5% ou 1% m/v) sob diferentes forcas idnicas (0, 12,5 e 50 mM) apos preparacao
ou apo6s 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente. A barra de escala ¢
de 5 pm.

CBNF 0,5% | CBNF 1%

i » -

Figura 4.6 — Microscopia optica de emulsdes de Pickering estabilizadas por NCCB
(0,5% ou 1% m/v) sob diferentes forcas idnicas (0, 12,5 e 50 mM) apos preparacao
ou apos 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente. As setas nas imagens
de microscopia indicam as fases superior e inferior formadas. A barra de escala ¢é

de 5 um.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Particularmente, emulsdes sem sal, estabilizadas com 1 % de CBNF, formaram
goticulas maiores em comparagdo com as goticulas estabilizadas com NCCB na mesma
concentracdo de BC. Neste ponto, a influéncia da forma e tamanho do BC (bastdes curtos ou
fibrilas longas) foi predominante em afetar o tamanho médio das goticulas. O CBNF tem uma
alta razdo de aspecto e, portanto, pode tender a adsorver mais lentamente na interface,
aumentando o tamanho final das goticulas (ALBERT et al., 2019). Além disso, bastdes curtos
de NCCB podem formar uma organizagdo mais densa na superficie das goticulas
(KALASHNIKOVA et al., 2013). No geral, o comprimento da nanocelulose pode ajustar a
estrutura das emulsdes, desde goticulas individuais (nanocelulose curta) até estruturas de rede
emaranhadas (nanocelulose longa), resultando em sistemas de estabilizacao distintos (DAI et
al., 2020).

Ao considerar a adigdo de sal, houve uma tendéncia aparente para todas as emulsoes,
que ¢ o aumento do tamanho das goticulas conforme a concentragdo de sal aumenta de 0 a 50
mM. No entanto, um efeito mais proeminente foi observado em emulsdes estabilizadas com
NCCB a 50 mM de NaCl. Neste caso, as goticulas formadas com 0,5 % de NCCB (2,80 + 0,26
um) ou 1 % de NCCB (3,06 = 0,18 um) eram 62 % e 73 % maiores em tamanho do que nas
emulsodes sem sal (1,73 = 0,17 um e 1,77 + 0,20 um, respectivamente), sem comprometer a
estabilidade ao longo de 30 dias. Essa tendéncia também foi observada em emulsdes com fragao
reduzida de 6leo, estabilizadas com nanofibrilas de celulose vegetal sujeitas a oxida¢do mediada
por TEMPO/NaOCI/NaBr e nanofibrilas nao adsorventes (desintegrados por microfluidizacao
de alta press@o) como agente de deplecdo em diferentes concentragdes de NaCl (em massa): 3,6

um (0 % de NaCl), 6,9 um (0,004 % de NaCl) e 11,0 um (0,006 % de NaCl) (Guo et al., 2022).

4.4.2 Estabilidade

Um aspecto critico das emulsdes diz respeito a sua estabilidade.
Termodinamicamente, uma emulsdo ¢ considerada estdvel quando a quantidade e o tamanho
das goticulas na fase interna, por unidade de volume da fase continua, permanecem consistentes
ao longo do tempo. Isso implica que ndo hé alteragcdes no valor energético do sistema ou em
sua area interfacial.

Tanto CBNF quanto NCCB foram capazes de formar emulsdes macroscopicas

estaveis a uma concentracao de 1 %, sem mostrar instabilidade apds 30 dias de armazenamento
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em temperatura ambiente (Tabela 4.1). Neste caso, ambas as nanoceluloses demonstraram boa
estabilidade em todas as concentracdes de sal testadas (0, 12,5 e 50 mM), conforme confirmado
pela microscopia (Fig. 4.5, Fig. 4.6). Por outro lado, emulsdes contendo 0,5 % de CBNF ou
NCCB na auséncia de sal experimentaram um aumento significativo no tamanho médio das
goticulas de 2,07 + 0,13 ¢ 1,73 £ 0,17 um para 3,08 + 0,39 e 6,20 + 0,24 um, respectivamente.
Emulsdes contendo 0,5 % de NCCB também foram acompanhadas pela formacdo de uma
camada fina de creme na superficie ao longo de 30 dias, com goticulas de 6leo coalescendo,
conforme revelado pela avaliagdo microscépica (Fig. 4.6). No entanto, na menor concentragao
de sal (12,5 mM), 0,5 % de NCCB estabilizou efetivamente as emulsdes, formando goticulas
de 1,97 £ 0,25 um que permaneceram estaveis apos 30 dias (1,89 = 0,17 um). Em contraste, a
estabilidade das emulsdes contendo 0,5 % de CBNF foi alcangada na presenga de 50 mM de
NaCl.

Emulsdes com fragdo de oleo reduzida sdo sistemas diluidos, representando,
portanto, um conjunto de goticulas mais dispersas. Assim, embora os sistemas com CBNF
geralmente se beneficiem da estrutura de rede de gel formada na fase aquosa (proporcionada
pela alta razdo de aspecto das nanofibrilas) (BAI et al., 2018; COURTENAY et al., 2021; GUO
et al., 2022), nesta concentragdo (0,5 %), eles ndo foram efetivamente adsorvidos em sistemas
com baixa fracdo de 6leo, onde o CBNF era o tnico agente estabilizante.

Por outro lado, emulsdes contendo fracdes maiores de 6leo aumentam a fracao de
empacotamento das goticulas de Oleo e, consequentemente, apresentam uma area
hidrodinamica menor na fase continua (DICKINSON & GOLDING, 1997; SUN &
GUNASEKARAN, 2009). Assim, o papel das fibrilas longas em cobrir as goticulas e preencher
a fase continua, mesmo em concentragdes menores, pode ser efetivo (GOl et al., 2019). Portanto,
o diametro das goticulas formadas ¢ controlado pela concentracdao de nanocelulose e seu arranjo
na interface, refletindo sua estabilidade ao longo do tempo (SCHMITT et al., 2014). Neste caso,
a dosagem do estabilizante como uma porcentagem da fase oleosa também pode ser considerada
(GESTRANIUS et al., 2017).

Sob forga centrifuga, os sistemas contendo baixa concentragdo de CBNF (0,5 %)
ndo eram estaveis (Fig. 4.7). Nessas circunstancias, a for¢a aplicada a emulsao aumentou a
fracdo de empacotamento das goticulas de 6leo, reduzindo a é4rea hidrodinamica na fase
continua. Sob essas condigdes, as emulsdes contendo 1 % de CBNF ndo apresentaram creme,

mantendo sua aparéncia inicial. No entanto, neste sistema, a microscopia revelou que a emulsao
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sem sal era mais suscetivel a coalescéncia, enquanto as emulsdes com sal mantiveram goticulas
individualizadas (Fig. 4.7). A presenca de sal, portanto, também desempenhou um papel eficaz
nas emulsdes com 1 % de CBNF, promovendo a formagdo de longas redes de gel para a
cobertura das goticulas e preenchimento da fase continua contra coalescéncia ou floculagao.
Assim, a forma da nanocelulose bacteriana também ¢ um fator relevante na determinagdo da

estabilidade das emulsdes Pickering.

Figura 4.7 — Imagens de emulsdes Pickering estabilizadas por CBNF (0,5 % ou 1 % m/v)
sob diferentes forgas i6nicas (0, 12,5 e 50 mM) antes (30 mins apos a emulsifica¢do) e apds
centrifugacdo (1520 g por 2 mins). A microscopia Optica foi utilizada para avaliar as
goticulas ap0s a centrifugacdo. Setas nas imagens de microscopia indicam as fases superior
e inferior formadas. A barra de escala ¢ 5 um.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os sistemas contendo NCCB eram mais instdveis, acelerando os processos de
floculagdo e coalescéncia das goticulas de dleo apos a centrifugacao (Fig. 4.8). Para os sistemas
NCCB contendo sal, a centrifugacdo resultou em um fendmeno de creaming, concentrando as
goticulas na fase inferior, mas sem separacao de fases, sugerindo uma forte adsor¢do de BC na
interface OLEO EM AGUA. Isso ¢ confirmado pelas imagens de microscopia do creme apos a

centrifugacao.



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplicacdo em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
125

Figura 4.8 — Imagens de emulsdes Pickering estabilizadas por CBNF (0,5 % ou 1 % m/v)
sob diferentes forgas ionicas (0, 12,5 e 50 mM) antes (30 min ap6s a emulsificacdo) e apds
centrifugacdo (1520 g por 2 min). A microscopia optica foi usada para avaliar as goticulas
apos a centrifugacdo. Setas nas imagens de microscopia indicam as fases superior e inferior
formadas. A barra de escala é de 5 um.
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Além disso, a presenga de cargas superficiais devido aos grupos carboxilicos
(CBNF) ou ésteres de sulfato (NCCB) deve ser de densidade suficiente para promover a
repulsdo eletrostatica entre as particulas de nanocelulose, sem impedir que elas se adsorvam na
goticula de 6leo (BOUGHRIBA et al., 2021; WU et al., 2022). Quando a nanocelulose
carregada negativamente se move em direcdo a interface 6leo-agua, que também ¢é carregada
negativamente devido a adsor¢do preferencial de ions hidroxila, ocorre uma repulsdo
significativa. Essa repulsdo pode criar uma barreira energética que impede a adsor¢do de
particulas na interface da goticula, o que pode levar a formacao de uma estrutura fraca ou menos
densa ao redor das goticulas de 6leo, como também relatado (JIMENEZ SAELICES &
CAPRON, 2018; VARANASI et al., 2018).

A estrutura fraca ou menos densa pode promover o rearranjo das particulas que,
dada a alta area de superficie de cobertura e menor concentragdo no meio, tendem a se organizar
em novas goticulas coalescidas com uma area de superficie menor, levando a um aumento em
seus didmetros médios (JIMENEZ SAELICES & CAPRON, 2018). Assim, uma alta densidade

de carga superficial pode inevitavelmente levar a quebra da emulsao por repulsao eletrostatica.
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Em emulsdes estabilizadas com 0,5 % de CBNF ou NCCB, houve um aumento no tamanho das
goticulas ao longo do tempo devido a maior mobilidade das particulas carregadas. Nesse caso,
a formacao de emulsdes estaveis usando baixas concentragoes de nanocelulose ¢ prejudicada.
Por outro lado, 1 % de CBNF ou NCCB foram capazes de estabilizar as emulsoes.
Pode-se inferir que uma concentragcdo aumentada leva a uma melhor cobertura da interface e a
estruturacao aprimorada da fase continua, contribuindo assim para uma maior estabilidade. Os
agregados formados tém uma energia de adsor¢cdo maior que predomina sobre a forca de
repulsdo entre as nanoceluloses e a interface 6leo-agua. Os agregados adsorvidos minimizam a
energia livre interfacial principalmente reduzindo a area interfacial entre as interfaces 6leo-agua.
Portanto, em uma concentrag¢ao de 1 %, as nanoceluloses foram capazes de estabilizar emulsdes

com baixo teor de 6leo (VARANASI et al., 2018).

4.4.3 Efeito da adi¢dao de NaCl

Em sistemas contendo surfactantes convencionais de baixo peso molecular, a
adicao de sais reduz a repulsdo idnica entre os grupos principais € induz transi¢oes de fase,
formando estruturas micelares mais complexas. Neste ponto, os eletrdlitos favorecem a
organizagdo das moléculas em micelas esféricas que se combinam para formar estruturas
hexagonais, refletindo um aumento na viscosidade do sistema (CORNWELL, 2018).

Em emulsdes Pickering, estabilizadas com NCCB, a adi¢do de NaCl também
proporcionou um fendomeno de aumento de viscosidade, observado até macroscopicamente.
Como mencionado anteriormente, quando o sal estd presente, as superficies sdo neutralizadas
e se tornam menos hidrofilicas. Esta condi¢do potencialmente auxilia a migracdo de particulas
para a interface, onde elas podem se adsorver e desempenhar um papel na estabilizacdo da
emulsdo. Em emulsdes com CBNF, esse comportamento ndo foi observado macroscopicamente,
mas exibiu uma resposta reoldgica positiva a maior estruturacdo das nanofibrilas na interface
das goticulas das emulsdes com baixo teor de 6leo (WU et al., 2021).

O posicionamento dos ions contra-ion do eletrolito NaCl em nanoparticulas de
nanocelulose bacteriana altamente carregadas (>|45| mV) foi capaz de reduzir a repulsdo
eletrostatica, favorecendo melhores interagdes na interface oleo-agua. Além do evidente
aumento da viscosidade, o NaCl também desempenhou um papel importante na formacao e

estabilidade das emulsdes. Em emulsdes com 0,5 % de NCCB, a adi¢do de 12,5 mM foi capaz
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de orientar os nanocristais de celulose na superficie das goticulas de odleo, reduzindo a
necessidade de aumentar a concentracao de nanocelulose (1 %) para promover uma estabilidade
aprimorada (L. LIU et al., 2018; VARANASI et al., 2018). A microscopia Cryo-SEM conseguiu
capturar o arranjo de NCCB ou CBNF em emulsdes com 0, 12,5 ou 50 mM de NaCl,
evidenciando a migragdo da nanocelulose em dire¢ao a superficie das goticulas de 6leo quando

o NaCl foi adicionado (Fig. 4.9).

Figura 4.9 — Imagens de Cryo-SEM de emulsdes com 0,5 % de CBNF (a, b, ¢) ou NCCB (d,
e, f) sem sal (a, d), com 12,5 mM (b, e) ou 50 mM NaCl (c, f). As barras de escala sdo: a—3
um,b—6 um,c—2 um,d—2 um,e —2 pme f— 2 um.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em ambos os casos, com uma concentracao de 50 mM NaCl, os diametros médios
das gotas apds a preparagdo aumentaram em 1 um, onde a nanocelulose ndo adsorvida sofre
uma reducdo na carga eletrostatica, favorecendo a deposicdo de novas particulas e o
empilhamento de camadas na interface oleo-agua (F. LIU & TANG, 2016). O tamanho da
nanocelulose desempenha um papel crucial no tamanho das gotas de 6leo. Tamanhos maiores
resultam em emulsdes com gotas maiores. A adi¢do de sal reduz a carga das nanoparticulas,
diminuindo a repulsdo eletrostatica. Isso leva a aglomeracdo das nanoceluloses, formando
estruturas de rede que, por sua vez, interferem no tamanho das gotas formadas. Embora sejam

produzidas gotas maiores, a forte rede coesiva formada pela agregacao da nanocelulose
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proporciona uma ancoragem robusta na interface 6leo-dgua, como observado pela estabilidade
das emulsoes ao longo de 30 dias.

Neste caso, possivelmente obtemos uma emulsdo mais estavel, resistente a quebra
e separagdo de fases (SCHRODER et al., 2018), caracterizando-a como um sistema de emulsio
modelo com comportamento inibitério da digestdo lipidica, projetado para aplicagdo em
produtos de baixo teor caldrico, por exemplo (B. LIU et al., 2019). No entanto, a alta
concentracdo de NaCl pode promover a quebra da emulsdo devido a reducao acentuada das
cargas na superficie da nanocelulose.

Por outro lado, um sistema contendo uma baixa concentragdo de NaCl pode ser
preferivel, como uma alegacdo de saude. Portanto, quando a adi¢do de sal ndo ¢ desejavel,
considerar o uso de uma maior concentracao de nanocelulose torna-se relevante para decisdes

de formulagao.

4.5. Reologia

A Figura 4.10 mostra a viscosidade das emulsdes em fungdo das taxas de
cisalhamento das emulsdes Pickering estabilizadas por CBNF ou NCCB. A partir da curva
reologica, as emulsdes exibiram um comportamento nao-Newtoniano, que se manifestou como
uma propriedade de reducdo de viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Estudos
anteriores indicaram que, quando a taxa de cisalhamento aumenta gradualmente, a rede de gotas
da emulsao ¢ destruida pela for¢a de cisalhamento, refletindo uma diminuicao na viscosidade
(JTIA et al., 2019).

A Figura 4.10 também mostra que a viscosidade aparente das emulsdes Pickering
aumentou com a adicao de NaCl. A razdo para isso pode ser as propriedades anfifilicas da
nanocelulose bacteriana, derivadas de seus grupos hidroxila e carboxila, e a organizagdo
cristalina juntamente com a extensa formagao de ligagdes de hidrogénio nas cadeias poliméricas
(ZUPPOLINI et al., 2022), além da for¢a ionica que pode influenciar a densidade de carga e o
tamanho do CBNF ou NCCB. YAN et al. (2017) observaram que, com o aumento da forga
16nica de 0 a 200 mM de NaCl, o potencial zeta e o tamanho dos nanocristais de celulose
bacteriana aumentaram gradualmente devido ao efeito de blindagem eletrostatica e ao efeito de
agregacao subsequente causado pela adicdo de NaCl (CHENGLIN et al., 2012). Esses autores

observaram que a adi¢do de NaCl induziu a blindagem eletrostatica da celulose bacteriana
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carregada e do NCCB via os ions contraion (Na") (WEN et al., 2014). Em comparag¢io, o CBNF
apresentou um aumento maior na viscosidade em resposta a forca idnica do que o NCCB,

indicando melhores propriedades coloidais.

Figura 4.10 — Viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para emulsdes
compostas por 0,5 % de CBNF (a) ou NCCB (b) sem sal (NaCl) (@) ou com diferentes
concentracdes de NaCl de 12,5 mM (@) and 50 mM (e)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para explorar esse efeito, os resultados experimentais foram ajustados ao modelo
de Carreau e regressao nao linear, e os parametros de ajuste correspondentes estdo mostrados

nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 4.2 — Modelagem da curva de fluxo usando o modelo de
Carreau (Eq. (2)) para emulsdes de Pickering compostas de
nanofibrilas de celulose (CBNF).

CBNF
Parametros 0 mM NaCl 12.5mM NaCl 50 mM NaCl
Mo 0.08 + 0.03° 78+ 177 117 + 622
Moo 0.002 + 0.0004* 0.003 +0.0001* 0.002 + 0.001?
Y. 1.84+0.5% 1393 + 58° 969 + 59¢
N 0.42 +0.022 0.23 +0.02° 0.25 +0.05°
R’%adj 0.9745 0.9996 0.9973

Os valores relatados sdo as médias = desvios padrdo (n = 3). Valores na mesma
linha seguidos por pelo menos uma letra comum ndo sdo significativamente
diferentes (p > 0,05).
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Tabela 4.3 — Modelagem da curva de fluxo usando o modelo de
Carreau (Eq. (2)) para emulsdes de Pickering compostas de
nanocristais de celulose (NCCB).

NCCB
Pardmetros 0 mM NaCl 12.5mM NaCl 50 mM NaCl
Mo 0.09 + 0.082 7+1° 4.8+0.9°
Moo 0.001 +0.0003* 0.001 +0.0003* 0.005 = 0.001°
Y. 375.9 £ 0.4° 1213.03 £ 141> 1604.1 £ 93°
N 0.58 +0.02? 0.388 +£0.01°  0.424 +0.07°
R?adj 0.9686 0.9951 0.9545

Os valores relatados sdo as médias = desvios padrdo (n = 3). Valores na mesma
linha seguidos por pelo menos uma letra comum ndo sdo significativamente
diferentes (p > 0,05).

O modelo de Carreau ajustou-se bem aos dados experimentais (R? ajustado > 0,95)
para ambas as nanoceluloses (CBNF e NCCB). Este modelo tem sido aplicado para descrever
o comportamento de fluxo de emulsdes 6leo-em-agua (DANIEL-DA-SILVA et al., 2011; W.
XU et al., 2021). Emulsdes Pickering compostas por CBNF mostram um aumento dos valores
de mo com o aumento da concentragdo de sal, e esse comportamento pode ser devido a
diminui¢do do contetido de agua. O aumento do sal afeta a conformag¢do do polimero e,
geralmente, um maior mo esta correlacionado com uma conformagao mais forte. Esse efeito ¢
mais evidente em emulsdes Pickering compostas por CBNF quando comparadas com NCCB,
consistente com os resultados de Courtenay et al., 2021. Esse comportamento foi atribuido a
for¢a repulsiva entre as nanofibrilas resultante de sua densidade de carga e alto aspecto, levando
a uma menor capacidade de aglomeragao e menor fricgdo. Além disso, € possivel observar que
os tempos de relaxamento (Yc) sdo mais curtos para emulsdes CBNF e NCCB, sem NaCl, o
que esta relacionado com a instabilidade da emulsdo (creaming). O aumento da concentragao
de sal possibilita observar um aumento em Yc, sugerindo um aprimoramento das interacdes
entre interagdes nao covalentes. Também foi observado que os valores de noo eram inferiores a
0,01, o que esta de acordo com os resultados relatados por outros autores (TANG et al., 2021).
Neste estudo, todas as emulsdes testadas exibiram comportamento de espessamento por
cisalhamento (pseudoplastico), como evidenciado pelos seus valores de N inferiores a 1,0. As
nanoparticulas reduziram efetivamente a tensdo interfacial. As propriedades morfologicas e a
concentragdo de nanocelulose tiveram um efeito significativo na capacidade de emulsificagao.

Sob a mesma dosagem de celulose, o CBNF exibiu a melhor capacidade de emulsificacao.
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4.6 Conclusao

Foi avaliado o uso potencial da nanocelulose bacteriana (nanocristais ou
nanofibrilas) como estabilizador em emulsdes Pickering com baixo teor de 6leo. As nanofibrilas
(CBNF) foram produzidas por desintegracdo mecanica de celulose bacteriana oxidada mediada
por TEMPO e os nanocristais (NCCB) por hidrélise com acido sulfurico. Ambas as
nanoceluloses exibiram alta carga superficial (>|45| mV) e grande hidrofobicidade (angulo de
contato em torno de 30° para ambas). Ap6s a produgdo das emulsdes Pickering, observou-se o
efeito das concentragdes de nanocelulose ¢ sal na tensdo interfacial, tamanho, estabilidade e
reologia. Ao aumentar a concentracdo de nanocelulose, a tensdo interfacial ¢ reduzida. Maior
estabilidade foi observada para concentragdes elevadas de sal e nanocelulose. Para emulsdes
estabilizadas por NCCB, uma menor concentragdo de celulose combinada com baixas
concentragdes de sal mostrou ser suficiente para a estabilizacdo total das goticulas. Imagens de
Cryo-SEM e microscopia confocal mostram a localiza¢do da nanocelulose na interface 6leo-
agua. Do ponto de vista reologico, a adi¢do de NaCl causa um aumento na viscosidade, que foi
mais pronunciado nas amostras de CBNF. Esses resultados indicam que o uso de CBNF ou
NCCB, juntamente com sal, permite ajustar as propriedades da emulsdo para aplicacdes
especificas, como a captura de goticulas de 6leo em sistemas distintos projetados para a

formulagdo de produtos alimenticios com baixo teor de gordura.
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CAPITULO 5: PROCESSOS DE OBTENCAO DE NANOCELULOSE BACTERIANA

A crescente utilizagdo de nanoestruturas de celulose, como nanocristais de celulose
e celulose nanofibrilada, destaca-se pelas suas propriedades excepcionais, como alta resisténcia
mecanica, biocompatibilidade e biodegradabilidade. No entanto, os métodos convencionais de
producao enfrentam desafios como o alto consumo de energia e impactos ambientais adversos.
Este estudo investigou solu¢des mais sustentaveis para a producdo dessas nanoceluloses,
incluindo o uso de carboximetilcelulose (CMC) para facilitar o processo de obtencdao de
celulose nanofibrilada e a neutralizagao por NaOH para a produg@o de nanocristais de celulose,
visando minimizar os impactos ambientais e otimizar a aplicacdo dessas nanoceluloses em
emulsdes Pickering. Além disso, os desempenhos desses materiais secos por pulverizagdao
também foram avaliados quanto a dispersibilidade e suas propriedades funcionais na

capacidade de formacao e estabilidade de emulsdes Pickering 6leo em agua de grau alimenticio.
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5.1 Introducao

Comparada a biomassas lenhosas e residuos agricolas, nanoceluloses podem ser
mais facilmente obtidos a partir de certas espécies bacterianas (LI et al., 2019; ZHAI et al.,
2018; JIA et al. 2016). A celulose bacteriana compartilha a mesma férmula molecular com as
celuloses vegetais, no entanto ¢ livre de lignina, hemiceluloses e pectina, o que torna a sua
purificagao um processo facil e de baixa energia, enquanto a purificacao de celuloses vegetais
geralmente requer processos quimicos severos ou moderados (AZEREDO et al., 2019;
HUANG et al., 2014). Suas nanoestruturas isoladas (nanofibrilas ou nanocristais) sdo faceis de
combinar em formulagdes, e as propor¢des de componentes podem ser controladas com mais
precisdo para as diferentes aplicagdes, incluindo a utilizacdo como estabilizadores Pickering
(AZEREDO et al., 2019).

Os processos utilizando homogeneizador de alta pressdo ou microfluidizador de alta
pressao sao considerados métodos mecanicos verdes bem estabelecidos, que tém sido
amplamente empregados para produzir celulose nanofibrilada em larga escala ou em escala
laboratorial. a reducao no tamanho das fibrilas ¢ alcan¢ada por meio de forgas intensas e alta
energia, como cavitagdo, turbuléncia e cisalhamento, que ocorrem quando a mistura ¢ forcada
a passar por um pequeno orificio sob alta pressdo. Na microfluidiza¢do a mistura ¢ forgcada a
passar por microcanais de interacdo a altissimas pressoes, € as gotas sdo fragmentadas por
forcas de impacto, cisalhamento e cavitagdo, resultando em particulas menores e uma
distribuicao de tamanho mais uniforme (KARGARZADEH et al., 2017; MISSOUM et al, 2013).
No entanto, limitagdes de alto consumo de energia e aglomeracao das fibrilas estdio comumente
relacionadas nesses processos de produg¢do de celulose nanofibrilada. Para superar essas
limitagdes, pré-tratamentos foram propostos para resolver esse problema e facilitar a produgao
em escala (MISSOUM et al, 2013).

A oxidagdo mediada por 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO) ¢ o pré-
tratamento quimico mais amplamente utilizado para obter celulose nanofibrilada (PRADHAN
et al., 2022), sendo o procedimento mais simples e eficiente para a introdu¢do de
funcionalidades em fibras de celulose (MILANOVIC et al.,, 2020. O conteudo de grupo
carboxila adquiridos na oxidacdo mediada por TEMPO presente nas nanoceluloses fornece
cargas superficiais negativas que ajudam a repelir as fibras umas das outras, prevenindo a

agregacao e conferindo estabilidade eletrostatica a suspensao. As nanofibras de celulose obtidas



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
142

sdao de pequeno tamanho lateral, tornando possivel fornecer dispersdes quase transparentes e
altamente viscosas (KALIA et al., 2014, SAITO et al., 2007). Essas caracteristicas sao
importantes para manter as nanoceluloses dispersas em solugdes, facilita a desfibrilacao, a
reducdo do tamanho das fibrilas e a sua aplicagdo (PATIL et al., 2021). Contudo, apresenta
desvantagem com relacdo ao impacto ambiental, devido ao uso de reagentes halogenados;
dificuldades na reciclagem (processos de circuito fechado) e o alto custo do reagente TEMPO.
Uma preocupacao mais séria surge do fato de que reagentes a base de haleto, por exemplo,
hipoclorito de s6dio e brometo de sddio, sdo usados como co-oxidantes (MILANOVIC et al.,
2020; ZHANG et al., 2020; CARLSSON et al., 2014).

Enquanto para a obtencao de nanocristais de celulose o0 método mais utilizado ¢ a
hidrolise de acidos inorganicos fortes, pois ¢ capaz de degradar a regido amorfa da celulose,
preservando a regido cristalina (ZHANG et al., 2020). Esse método ¢ facil e rapido, e possui
aplicagdo bem estabelecida em escala industrial, tendo sido comprovada como uma solugao
eficaz para a geragao de nanocristais com alto grau de pureza (NOREMYLIA, et al., 2022). No
entanto, a principal preocupagdo deste método ¢ a dgua residual 4cida gerada a partir do
processo de lavagem, a fim de neutralizar o valor de pH da suspensdo da nanocelulose. O
processo de lavagem ¢ geralmente realizado pela adicao de dgua fria seguida de centrifugagao
e didlise até que o pH neutro seja atingido. Todo esse processo demanda o uso de elevado
volume de 4gua e, por consequéncia, a geragdo de aguas residuais acidas (FERNANDES et al.,
2023; PHANTHONG et al., 2018).

Com isso, pesquisas continuam focando na otimizacao das técnicas existentes € no
desenvolvimento de métodos mais sustentaveis, visando beneficiar o processo produtivo
(SANCHEZ-SALVADOR et al., 2024 CHEN et al., 2022; MAZEGA et al., 2023; SERRA et
al., 2017; SANCHEZ-SALVADOR et al., 2021; XU et al., 2022; XU et al., 2023; ZHANG et
al., 2022). O objetivo desse estudo foi minimizar as principais questdes relacionadas aos
processos de obtencdo da celulose nanofibrilada e nanocristais de celulose, projetando o uso
em escala industrial. Nesse capitulo foram propostas produgdes mais sustentaveis, incluindo o
uso de carboximetilcelulose (CMC) para facilitar o processo de obtencdo de nanofibrilas e a
neutralizacdo por NaOH para a produgdo de nanocristais, que pode minimizar os impactos
ambientais, e avaliar a aplicagdo em emulsdes Pickering. O desempenho dos materias secos em

p6 também foram avaliados.
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5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Materiais

Membranas de celulose bacteriana (BC) purificadas secas foram fornecidas pela
Biosmart Nanotechnology Ltda (Brasil). Hidroxido de s6dio (NaOH) e 4cido sulfurico (H2SO4)
foram obtidos da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) e usados sem purificacdo adicional e
conforme recebidos do fornecedor. Carboximetilcelulose de sodio / Goma CMC comercial
(MIX Ingredientes, Duas Rodas Industrial, Sdo Paulo, Brasil) foi adquirido em um
supermercado local (Ceara, Brasil). Cloreto de sodio (NaCl) foi obtido da Exodo Cientifica

(Sao Paulo, Brasil).

5.2.2 Preparacgdo das nanoceluloses bacteriana

A Figura 5.1 descreve os fluxogramas de produgdo de celulose nanofibrilada e de
nanocristais de celulose pelos processos propostos que foram investigados no presente capitulo,
para aplicacdo em emulsdes pickerig: funcionalizagdo por contato com CMC e
microfluidizacdo de alta pressdo para obtengdo de nanofibrilas e nanocristais de celulose

obtidos por hidrélise com écido sulflrico, utilizando neutralizagao por NaOH.

Figura 5.1 (a) Fluxogramas da produgdo da celulose nanofibrilada e (b) nanocristais
de celulose.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.2.1 Preparagdo da celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF-CMC)

BC foi associada a CMC e nanofibrilada por microfluidizacao de alta pressao. O
BC foi suspenso em agua destilada (11,35g/L, base seca) e submetido a uma desconstru¢ao
inicial em moinho coloidal vibratério (Nova Meteor, REX - ago inox, Sdo Paulo, Brasil), regime
continuo/sob circulagdo, por 1h30min, com distancia entre dentes de "4 de volta. O teor de
solidos da suspensao foi determinado gravimetricamente apds secagem a 105 °C até peso
constante. Separadamente, a CMC foi reconstituida em agua destilada (12,91g/L) sob agitagao
e temperatura (60°C) constantes em agitador mecanico de hélice naval (propulsor de 3 1aminas)
(Fisatom, 713DS, Sao Paulo, Brasil). BC inicialmente desconstruida foi misturada com a
solugdo de CMC em uma razdo de massa de 80:20 (CB:CMC) no moinho coloidal vibratorio
sob as mesmas condi¢des iniciais, por 30 mins, para um teor final de s6lidos de 1%. A mistura
foi submetida a homogeneizagao utilizando um microfluidizador de alta pressdo (Microfluidics,
M-110EH, Westwood, MA, US) por 1, 5 ou 10 ciclos, pressdao operacional de 20.000 psi e
camara Z de aberturas 200 e 100 micrometros, resultando em CB nanofibrilada por associagao
com CMC (CBNF-CMC). A propor¢ao CB-CMC foi determinada com base em testes prévios
de aplicagdo em sistemas de emulsdes 6leo em agua (pequena escala), considerando que a
auséncia de 6leo ou creme na superficie da emulsdo significava estabilidade da emulsdo. A

suspensao resultante foi armazenada em frascos reagentes a 4 °C.

5.2.2.2 Preparagdo dos nanocristais de celulose (NCCB-NaOH)

Nanocristais de celulose bacteriana (NCCB) foram preparados por hidrolise acida
conduzida a 45 °C por 60 min usando 4cido sulftrico a 60% (m/m). BC seca (10 g) foi agitada
a 500-700 rpm (Fisatom, 713DS, Sao Paulo, Brasil) em 200 mL da solugdo acida. No final do
processo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de uma solucdo de NaOH 4,5M (4°C) em uma
proporcao volumétrica de 1:6 (suspensdo/agua, v/v), até a neutralidade (pH 7) . A suspensdo foi
centrifugada (Hitachi - CR 22GIII) a 26.400xg por 15 min a 20 °C e o sobrenadante foi
descartado. Agua destilada foi adicionada até um volume suficiente para completa dispersio e
a suspensao foi submetida a agitagdo mecanica (Fisatom, 713DS, Sao Paulo, Brasil) por 5 min
a 500 rpm. A operagdo de centrifugacdo e agitagdo mecénica foi realizada duas vezes. Uma

terceira centrifugagao foi realizada, nas mesmas condi¢des, e NCCB-NaOH foi recuperado com
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o minimo de agua destilada possivel. O numero de lavagens e centrifugacao foi determinada
com base na reducdo do sal de sulfato de sodio em suspensao, até que a condutividade fosse
menor que 200 uS/cm. (ZHANG et al, 2022). O teor de sdlidos foi 3,4% (m/m), determinado
gravimetricamente apos secagem a 105 °C até um peso constante. A suspensdo resultante foi

armazenada a 4 °C.

5.2.3 Preparacao de po das suspensoes de nanoceluloses por pulverizagdo (spray dryer)

Na maioria dos casos, as nanoceluloses sdo processados como suspensdes aquosas
por causa de sua natureza hidrofilica e propensao a aglomerar durante a secagem (PENG et al.,
2012; MARTINS et al., 2020a). Visando aplicagao no mercado em escal,a os materias obtidos
(CBNF-CMC; NCCB-NaOH) foram secos em p6 utilizando equipamento de escala piloto,
caracterizados e avaliados quanto aos seus desempenhos de reconstituicdo. As suspensdes de
nanocelulose obtidas foram dispersas para uma concentragdo de 0,5% m/m. Uma maquina de
secagem por pulverizacdo (Labmaq, MSD 3.0, Sao Paulo, Brasil) foi usada para preparar o po
das nanoceluloses. As condi¢des de secagem foram: vazao de 2 L/h e temperatura de entrada
de 130 °C, temperatura de saida 50°C, vazdo de ar 2,3 m’/min. As nanoceluloses em po

preparadas foram coletadas e armazenadas em um recipiente hermético.

5.2.4 Caracterizacdo das nanoceluloses

As nanoceluloses CBNF-CMC, NCCB-NaOH obtidas em suspensdo ou em pos
secos obtidos por puverizagdo foram avaliadas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, medidas de potencial zeta, microscopia eletronica de transmissao,

difragdo de raio-x e avaliadas comparativamente quanto as suas propriedades.

5.2.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Espectros de FTIR foram avaliados para verificar os grupos funcionais das
nanoceluloses de CBNF-CMC e NCCB-NaOH devido ao processo de obtencao. Os espectros
de FTIR foram registrados para os pds secos das nanoceluloses na forma de pastilhas de KBr

contendo 5% (m/m), usando um espectrometro Spectrum Two (Perkin Elmer, Waltham, EUA).
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A resolugio espectral foi de 4 cm™, 32 varreduras foram coletadas na faixa espectral de 4000—

400 cm™, no modo de transmissdo.

5.2.4.2 Microscopia eletronica de transmissdo (TEM)

A analise morfologica foi realizada usando um microscépio Tescan Vega 3 SBU
(Tesca, Republica Tcheca), com um detector STEM sob uma tensao de aceleragao de 30 kV.
Suspensdes diluidas das nanoceluloses (0,5% m/v) obtidas foram depositadas em grades
individuais cobertas com Formvar, e o excesso de suspensdo foi removido com papel
absorvente. Apds 3 min, gotas de 4cido fosfotungstico 1% (m/v) foram depositadas nas grades
e removidas com papel absorvente. Pelo menos 10 campos do suporte de amostra foram
visualizados. Os didmetros ou comprimentos médios das nanofibrilas e nanocristais de 50
estruturas foram determinados usando o software ImageJ (National Institute of Health-NIH,

América).

5.2.4.3 Medidas de potencial zeta

A estabilidade coloidal das suspensdes de nanoceluloses (0,5% m/v) foi medida
pelo potencial zeta, usando espalhamento dindmico de luz (DLS) com um Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido) a 25 °C. Foi usado um ajuste de
angulo de deteccdo de 173°, indice de refragdo 1,45, indice de dispersao 1,33, viscosidade
0,8872 cP e laser He—Ne (4 nW). A mobilidade eletroforética considerou a constante dielétrica

da 4dgua de 78,5. O software Zetasizer (versao 7.03) foi aplicado para analisar os dados.

5.2.4.4 Difra¢do de raio-X (DRX)

Os padrdoes DRX foram obtidos com um difratdmetro para amostras policristalinas
X’pert-Pro MPD (Panalytical, Eindhoven, Paises Baixos), com um tubo de cobalto (Co) em 40
kV e 40 mA na escala de 20. O intervalo angular foi de 10 a 30°, com uma velocidade de
varredura de 0,5°/min. Os p6s secos obtidos por puveriza¢ao foram analisados diretamente.

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado em fungdo da intensidade maxima do

pico de difragdo da regido cristalina (Ioo2), € a intensidade minima para a regido amorfa (Iam),
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pelo método proposto por Segal et al. (SEGAL et al, 1959), usando a equagao (5.1). O tamanho
do cristalito (CrS) refere-se a largura média do cristal (Ioo2 neste caso) e foi calculado usando a

equagao (5.2), descrita por Scherrer et al. (SINGHSA et al., 2018).

Crl (%) = [W} -100 (Eq. 5.1)
KA
crs (nm) = (7——) (Eq. 5.2)

Em que Ioo2 ¢ a intensidade maxima do pico de difracdo para a regido cristalina
referente ao plano cristalografico 002 (celulose I) e I.m € a intensidade da parte amorfa da
amostra. K ¢ um fator adimensional dependente do método usado para calcular a amplitude (K
= 0,94 neste estudo), A é o comprimento de onda do raio-X incidente (1,788965 A), FWHM ¢
a largura total na metade da altura do pico loo2, 0 € 0 angulo de Bragg referente ao pico Ioo.

O indice de cristalinidade foi determinado utilizando o método matematico de
Seagal em detrimento do método de deconvolugdo de picos. De acordo com French e Santiago
Cintrén (2013), para cristalitos com dimensdes superiores a 5 nm, os resultados obtidos por

ambos os métodos sido equivalentes (FRENCH; SANTIAGO CINTRON, 2013).

5.2.4.5 Avaliagdo da dispersibilidade

Para avaliar a dispersibilidade das nanoceluloses secas em pd (CBNF-CMC;
NCCB-NaOH), suspensodes foram preparadas a 0,5% (m/v em base seca) em agua destilada,
por trés métodos:

(1) Dispersao por agitacdo manual vigorosa por alguns segundo;

(2) Baixo cisalhamento mecanico, usando uma placa de agitador magnético a 900 rpm, 45°C
por 60 min;

(3) Forgas da cavitacdo acustica, usando um ultrassom de ponteira (Unique — Cell Disruptor, 60
Hz; 300 W) por 4 min.

As nanoceluloses redispersas foram armazenadas em frascos reagentes a 28°C, por
48h e avaliados quanto ao aspecto fisico e existencia de instabilidade como precipitacao e

formacao de agregados.
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5.2.5 Preparacao das emulsoes Pickering dleo em dgua

As nanoceluloses foram aplicadas em sistemas de emulsdes 6leo em dgua como
estabilizadores Pickering de grau alimenticio. Todas as emulsdes foram analisadas para
determinar o tamanho médio das gotas e a morfologia. A estabilidade da emulsao foi avaliada
por inspecao visual, considerando que a auséncia de 6leo ou creme na superficie da emulsao

significa estabilidade da emulsao.

5.2.5.1 Preparagdo das emulsoes Pickering

Emulsdes com fracdo de o6leo de girassol (10% v/v) foram preparadas pela
combinag¢do dos componentes CBNF-CMC ou NCCB-NaOH (1% v/v) com NaCl (50 mM) (LI
et al., 2018). As emulsdes foram emulsionadas usando um microfluidizador de alta pressao
(Microfluidics, M-110EH, Westwood, MA, US) por 6 ciclos, pressdo operacional de 20.000 psi
e camara Z de aberturas 200 e 100 micrometros. E emulsdes contendo NCCB-NaOH (1% v/v)
com NaCl (50 mM) foram emulsionadas usando um ultrassom de ponteira (Sonifier 450,
Branson Ultrasonics, Danbury, CT) por 4 min, com tempo de 1 min on/off e 60% de amplitude

para cada emulsdo.

5.2.5.2 Estabilidade das emulsoes Pickering

A estabilidade das emulsdes recém-preparadas ou ap6ds 30 dias de armazenamento
em temperatuta resfriada a 4°C foi monitorada (DAI et al., 2021). A estabilidade foi avaliada
por microscopia optica e por meio de inspecdo visual da emulsdo, considerado que a auséncia
de 6leo ou creme na superficie da emulsdo significa estabilidade da emulsdo. As imagens das
emulsdes foram obtidas por microscopio Optico (ZEISS AXIO IMAGER A2) com camera
acoplada (ZAISS AxioCam Icc 5) em até 1h apds a preparacdo das emulsdes. Uma gota da
emulsdo foi pipetada em uma lamina de vidro e suavemente espalhada na lamina usando a ponta.
O uso de laminulas foi aplicado para aquisi¢do de imagens. As amostras foram estudadas em
ampliagdes de 5 x, 20 x e 63 x. O tamanho das gotas das emulsdes foi medido a partir de

imagens com ampliacdo de 63 X e analisado usando o software ImageJ (National Institute of
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Health-NIH, América). De acordo com a teoria de Mie, as medigdes do tamanho das particulas
foram relatadas como o didmetro médio ponderado por area D) e calculadas conforme Eq.

(4.1) (WU et al., 2022).

»n; x df
D(sz) = zgﬁ (Eq. 4.1)

onde N ¢ o nimero de particulas com o diametro.
5.2.6 Citotoxicidade

A citotoxicidade das nanoceluloses foi avaliada de acordo com a norma
internacional ISO 10993-12 pelo método indireto da resarzurina descrito por (VASCONCELOS
et al, 2020), no qual a viabilidade celular ¢ medida ap6s exposicao das células as amostras em
diferentes concentragdes (0,25; 0,5 e 1%, p/v). Para preparar os extratos, nanoceluloses secas
em po foram esterilizados em luz UV, a 16 °C por 20 mins. Em seguida, as amostras foram
colocadas assepticamente em placa de poliestireno de 24 pocos e 1 mL de Meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e 1% (v/v)
de Penicilina-Estreptomicina foi adicionado em cada poco.

Células L1929 (fibroblastos murinos) foram semeadas em meio DMEM
suplementado a uma densidade de 1x10* células/pogo na placa de poliestireno de 96 pogos,
seguido de incubagdo a 37°C (5% de CO2 e 95% de umidade) por 24 h. Posteriormente, o meio
de cultura foi removido dos pogos e 100 pL das amostras foram adicionados a cada pogo e a
placa foi novamente incubada a 37 °C por 24 ou 48 h.

Ap0s esse periodo, a amostra foi removida dos pogos e adicionados 120 puLL de meio
DMEM suplementado contendo o reagente resarzurina (25 mg/L) e a placa foi incubada por 4
h em condi¢des de cultivo padrdo. Em seguida, 100 pL. do meio contendo a resarzurina
metabolizada foi transferida para uma nova placa de 96 pocos e medido em um leitor de
microplacas (SpectraMax 13x, Molecular Device, Sunnyvale, EUA) no modo de fluorescéncia
(A excitagdo = 560 nm e A emissao = 590 nm). Os grupos de controle negativo e positivo foram
realizados expondo as células apenas ao meio de cultura DMEM suplementado e ao meio de

cultura contendo 40% de DMSO, respectivamente. A viabilidade celular do grupo de controle
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negativo foi assumida como 100%.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Caracterizacdo das nanoceluloses

Na discussdo dos resultados foi feita uma andlise das nanoceluloses CBNF-CMC e
NCCB-NaOH para avaliar os efeitos das rotas de processamento em suas propriedades. A
discussdo integrou os dados deste capitulo com os do Capitulo 3, onde foram abordadas as
versdes de CBNF e NCCB obtidas de processamentos convencionais, comparando suas
vantagens, limitacdes e aplicacdes. Isso permitira uma compreensdo mais clara sobre o impacto

do processamento nas propriedades finais das nanoceluloses e seu potencial de uso.

5.3.1.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR permitiram verificar que ndo houve alteragdes nos grupos
funcionais das nanoceluloses devido ao processo de obtencdo, apresentando bandas tipicas
presentes na CB. A Figura 5.2 mostra os espectros de FTIR para as nanoceluloses CBNF-CMC
e NCCB-NaOH, destacando em linhas verticais as bandas de vibracdo correspondentes a
estrutura quimica da celulose. A regiio com comprimento de onda em torno de 3340 cm!
corresponde a frequéncia de alongamento dos grupos -OH tipicos na celulose [ (CASABURI et
al., 2018). A banda em 2892 cm! foi atribuida ao alongamento aos grupos C-Hz e C-Hs ou
vibragdes de alongamento assimétricas e simétricas de CH2 comuns em fibras de celulose. A
bandas caracteristica em torno de 1429 cm ™! e 1368 cm™! foram atribuidas a deformagio angular
assimétrica das ligagdes C-H e deformagdes angular simétrica de C-H, respectivamente. Bandas
de absor¢do em torno de 1315 cm™' foi atribuido a deformagdes de O-H (GUIMARAES et al.,
2023).
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Figura 5.2 Espectros FTIR de CBNF-CMC e NCCB-NaOH
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A absorgio em 1160 cm™! foi atribuido ao alongamento assimétrico das ligagdes
glicosidicas C-O-C e ao estiramento simétrico C-O, respectivamente. As frequéncias
observadas entre 1108 cm™!' e 1054 cm™! foi devido as ligagdes C-OH e C-C-OH em alcoois
secundarios e primdrios, respectivamente (AJKIDKARN & MANUSPIYA, 2020;
VASCONCELOS et al., 2017). A banda em torno de 1029 cm™! corresponde ao alongamento
C-0 e uma vibracdo da celulose amorfa, resultante do alongamento do anel de glicose, produziu
uma banda em torno de 900 cm™' (DO NASCIMENTO et al., 2019). A banda de absor¢do em
torno de 900 cm™ esta associada as ligagdes glicosidicas, que conectam as unidades de glicose
na estrutura da celulose. Apds a microfluidizagao de alta pressdo ou hidrolise 4cida, essa banda
se torna mais proeminente, o que indica que houve um aumento na concentragdo de celulose
cristalina. Esse aumento ¢ um sinal de que as regides amorfas da celulose foram removidas,

permanecendo uma estrutura mais pura e rica em celulose cristalina, tipica de nanoceluloses

(MAITI et al., 2013).



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
153

No espectro CBNF-CMC, mostra uma banda de absor¢ao adicional centrada em
1608 cm™!, atribuida a vibra¢do de alongamento dos grupos COO-, o que confirma a presenca
de grupos carboxilato introduzidos pela associacado da CMC a celulose bacteriana nanofibrilada
(INDRARTE et al., 2016; CASABURI et al., 2018). Esse grupo também ¢ introduzido na
oxidacdao mediada por TEMPO (ZHANG et al., 2016) e tem a funcdo de estabelecer cargas que
facilitam o processamento e aplicagao da celulose nanofibrilada (PATIL et al., 2021). Nenhuma
outra banda ¢ observada no espectro CBNF-CMC, um resultado esperado para uma mistura
fisica sem intera¢des quimicas entre os polimeros.

No espectro FTIR de NCCB-NaOH, a banda em 1634 cm™! foi atribuida ao modo
de flexdo de 4gua absorvida (ANDRADE et al., 2019). Em contraste, a banda em 807 cm™!
(ligagdes vibratorias simétricas de ligagdes C-O-S de grupos C-O-SO*) resultante da
esterificacdo de H2SO4 na reacdo de hidrolise acida em NCCB nao foi detectada devido a
pequena quantidade de grupos sulfato ligados a vibracdo (AJKIDKARN & MANUSPIYA,
2020; ARSERIM-UCAR et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2017).

Os espectros de FTIR das nanoceluloses CBNF-CMC e NCCB-NaOH foram
semelhantes aos obtidos por seus pares utilizando os processos mais convencionais, celulose
nanofibrilada obtida usando oxidagdo TEMPO e nanocristais neutralizadas por membrana de
didlise (PINTO et al., 2024), enfatizando que os processos propostos nao modificaram a
estrutura quimica do biopolimero. Isso indica um potencial de aplicagdo direcionado para

emulsodes Pickering, assim como alcangado na investigagao realizada no Capitulo 4.

5.3.1.2 Tamanho, morfologia e potencial zeta

5.3.1.2.1 Celulose bacterina nanofibrilada (NFCB-CMC)

A desfibrilagdo mecanica inicial da celulose bacteriana em moinho coloidal
resultou em uma suspensdo com particulas menores, que foram vistas a olho nu. Comparada
com os métodos de moagem a seco, a homogeneizagdo imida no moinho coloidal, tem um
impacto mais significativo, pois a agua facilita a quebra das ligagcdes de hidrogénio na celulose
(LT et al., 2021). Quebrar as ligacdes de hidrogénio expde grupos mais funcionais, afetando as
propriedades macroscopicas das fibras.

A adicdo da CMC reduziu a agregacao das moléculas de celulose, devido as cargas

superficiais dos grupos carboxilato, o que tornou a suspensdo mais homogénea e fluida. A
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hidratacao proporcionada pela CMC causou um aumento no tamanho das fibrilas, apesar de as
cargas carboxilicas evitarem a agregagdo. Como resultado, a CB apos a desintegracao inicial
apresentou um tamanho médio menor (57,96 + 17,89 nm) do que apds a adi¢ao de CMC (68,85
+ 14,48 nm) (Tabela 5.1). Apesar do aumento no tamanho das fibrilas com CMC, a distribuicao

de tamanho foi mais uniforme, confirmando a maior homogeneidade da suspensao (Fig 5.3).

Tabela 5.1 — Tamanhos de diametros médios das fibras obtidas no processo de obtengao da
celulose nanofibrilada.

Diametro Min Max
Etapas de processamento Produto _

médio (nm) (nm) (nm)
Moinho coloidal (1h30min) CB 57,96+17,89 31,66 94,97
Moinho coloidal (30min) 68,85+14,48 34,94 97,89
Microfluidizagao (1 ciclo) 82,52+12,32 473 120,3

. o . CB+CMC

Microfluidizagao (5 ciclos) 73,97+10,97 50,72 94,48
Microfluidizagao (10 ciclos) 44,57+7,69 27,15 65,26

Fonte: Elaborado pelo autor.

As imagens das estruturas de amostras de CB moidas sdo mostradas em detalhes na
Figura 5.3. Durante a moagem as ligacdes de hidrogénio foram parcialmente quebradas,
originando estruturas de rede fibrosa de celulose, com fibras em escala nanométricas. Uma rede
de fibras alongadas mais homogénea foi observada apds a moagem da CB com a CMC,
consistente com os resultados da andlise do tamanho das fibras, embora pontos de agregacao se
fizessem presentes em ambas as amostras.

A agregacao das fibras pode ser explicada pelas forcas de depleacao. Em suspensdes
coloidais com fibras grandes, as for¢as de deple¢do surgem devido a interagdes estéricas, que
sdo interacdes fisicas entre as superficies das particulas que restringem o movimento das
moléculas ao redor delas. Isso pode levar a aproximacao das particulas e, eventualmente, a sua
agregacao, ou seja, a formagdo de aglomerados (SOUZA et al., 2019). As forcas repulsivas,
devido as cargas na superficie das fibras com CMC, ajudam a separa-las, embora sejam

novamente contrabalangadas pelas forgas de deplecao.
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Figura 5.3 Imagens MET e histograma de frequéncia da distribuicao das fibrilas
de CB apos desintegragdo em moinho coloidal antes (a) e ap6s a adigdo de CMC
(b). A barra de escala ¢ de 25 um

20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140
Didmetro (um) Didmetro (um)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds o processamento em moinho coloidal, investigou-se o efeito do numero de
ciclos de microfluidizagdo no tamanho das fibras na mistura CB-CMC. O numero de ciclos
influenciou o grau de fragmentagdo ou desagrega¢do das fibras. Apoés um ciclo de
microfluidizacgdo, a distribuicdo de tamanho das fibras se tornou mais estreita (Fig. 5.4), mas
com um tamanho médio maior (82,52+12,32 nm) do que o obtido na moagem inicial. Isso
ocorreu porque as cargas carboxilato da CMC nas superficies da CB contribuiram para a
hidratagcdo e inchamento das fibras (MARTINS et al., 2020b). No entanto, a medida que a
microfluidizacdo continuava, a forca de cisalhamento e a pressdo fragmentaram as fibrilas,
resultando em uma reducdo no tamanho das mesmas apos cinco e dez ciclos, formando
nanofibrilas com tamanhos médios de 73,97+10,97 nm e 44,57+£7,69 nm, respectivamente

(Tabela 5.1).
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Figura 5.4 Imagens MET e histograma de frequéncia da distribuicdo dos tamanhos das fibrilas
de CB apos 1 ciclo (a), 5 ciclos (b) ou 10 ciclos de desintegragdo em microfluidizador. A barra
de escala ¢ de 10 um

T 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140 ) 40 60 80 100 120 140

Diametro (um) Diametro (um) Diametro (um)
Fonte: Elaborado pelo autor.

A medida que o namero de ciclos de microfluidizagdo aumentou, as distribui¢des
de tamanho das nanofibrilas deslocaram-se para faixas menores (Fig. 5.4), resultando em um
pico proeminente entre 30 e 70 nm apos 10 ciclos. Os tamanhos obtidos neste processo sao
comparaveis aos da celulose nanofibrilada por oxidagdo TEMPO, com tamanho médio de 61 +
16 nm, variando de 25 a 146 nm. Notavelmente, a faixa obtida sem a oxida¢do mediada por
TEMPO foi ainda menor, destacando a eficiéncia do sistema CB-CMC com 10 ciclos de
microfluidizacdo como a condicao ideal para reducdo do tamanho das fibrilas. A estabilidade
coloidal da celulose bacteriana nanofibrilada obtida tanto por oxidagio TEMPO (-47mV)
quanto por associagdo da CMC em processo de microfluidizagdo (-110mV) foi medida pelo
potencial zeta com valores acima de 130l mV, destacando-se como altamente estaveis
(MALVERN, 2024).

Além disso, as imagens de MET na Figura 5.4 mostram os feixes de fibrilas de
celulose durante os ciclos de microfluidizagdo. Apos o primeiro ciclo € possivel observar uma
rede nanofibrilar 3D densa de fibras emergindo de um nucleo profundamente emaranhado. Mas

apods o quinto ciclo de microfluidizacdo esses feixes apresentam uma estrutura com ramos de
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fibras mais soltas. Com o aumento do tempo de cisalhamento (numero de ciclos) de
microfluidiza¢dao o tamanho dos feixes diminui e uma rede mais frouxa das fibrilas se tornaram
mais evidentes, tornando o nicleo menos denso. Essa estrutura tridimensional interconectada é
chamada de rede percolante. A formagdo de redes percolantes no interior das emulsdes pode
encapsular e estabilizar as goticulas de 6leo, prevenindo que elas coalescam. Além disso, essas
redes podem aumentar a viscosidade do sistema, dificultando a movimentacao das goticulas e,
consequentemente, melhorando a estabilidade fisica da emulsao (LU et al., 2021).

Um sistema CB:CMC também foi insvestigado anteriormente, visando obter CB
seca redispersivel (MARTINS et al., 2020b). A desfibrilagcdo da CB ocorreu separado da CMC,
utilizando dois métodos diferentes de homogeneizacdo Umida sequencialmente, para
desintegracdo da celulose bacteriana: um homogeneizador mixer empregando acdo mecanica
de laminas de fiacao de alto cisalhamento (1 min), seguido de homogeneizador de alta pressao
(até 6 ciclos). Todos os tamanhos encontrados foram em escala micrométrica (52-43 pum). Foi
relatado a diminuigdo do tamanho dos feixes com ramos menos evidentes, porém com densos
nucleos de emaranhados de fibras. Isso foi atribuido aos ciclos de compressao e descompressao
do homogeneizador de alta pressao. Ao final do processo uma solugdo de CMC foi adicionada
na suspensao de CB descontruida na propor¢ao de 1:1, para um teor de solidos de 2%, e
posterior secagem. Na investigagdo atual, propomos o processamento de CB e CMC
simutaneamente, usando um homogeneizador moinho coloidal e microfluidizador de alta
pressdo. A CMC atuou positivamente para uma descontrugdo e reducao das fibrilas de celulose
em escala nanométrica. A hidratacdo da CB na presenga de CMC contribuiu para uma reducao
efetiva em escala de menor magnitude, além de poder atuar na reducgdo de aglomerados durante
a secagem e tornar a CB redispersivel. Além disso, a microfluidizagdo demonstrou ser eficaz
para reduzir os densos nucleos de emaranhados de fibras, pois combina a microfluidizagdo e a
pressao ultra-alta (XU et al., 2022). Mas, ao contrario de um homogeneizador operando a
pressdo constante, um microfluidizador funciona a uma taxa de cisalhamento constante,
evitando a formagdo de densos nticleos de emaranhados de fibras pelos ciclos de compressao e
descompressao do homogeneizador de alta pressdo. Nesta investigacdo, a celulose
nanofibrilada obtida com 10 ciclos foi a utilizada para caracterizagao e aplicagdo nos sistemas

de emulsdes Pickering.
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5.3.1.2.2 Nanocristais de celulose bacteriana (NCCB-NaOH)

A hidrolise sulfirica da celulose bacteriana resultou em nanocristais com
comprimentos variando entre 609,1 nm e 1 pm e didmetros entre 48 e 108,8 nm. O comprimento
médio dos nanocristais foi de 862,69 + 119,5 nm, ¢ o didametro médio foi de 79,22 + 16,71 nm,
correspondendo uma razdo de aspecto (C/D) de 10,89. Esses nanocristais apresentaram
dimensdes maiores do que os obtidos anteriormente (Capitulo 4), devido a reducao de 33% no
tempo de hidrolise, que foi ajustado para 1 hora nesta investigacdo. A Figura 5.5 mostra a
imagem MET dos nanocristais a distribui¢do de frequéncia das dimensdes dos nanocristais
obtidos.

Nos estagios iniciais da reacdo de hidrolise, o 4cido difunde preferencialmente nas
regides ndo cristalinas da celulose, hidrolisando as liga¢des glicosidicas mais acessiveis. Depois
que essas regides mais acessiveis ao ataque acido foram hidrolisadas, mais reagcdes ocorrem,
porém mais lentamente, atacando a extremidade redutora da celulose e a superficie das regides
cristalinas, onde os nanocristais se formam. Nesse ponto, o decréscimo no tamanho dos
nancristais esta diretamente relacionada ao tempo de hidrolise, quando consideramos todas as
outras condi¢des do processo, como concentragdo de acido, propor¢ao acido/celulose, agitacdao
e temperatura, constantes (LIMA et al., 2015). Em geral, a redug¢do do tempo de hidrolise ¢
benéfica para o tempo de processo, porém o efeito dos tamanhos e proporgdes das
nanoceluloses ¢ um fator importante quando os cristais de celulose sdo usados como um agente
de refor¢o em matrizes poliméricas (TRINH et al., 2018) e para a formagdo de emulsodes de

Pickering para estabilizar as interfaces 6leo-agua (JIA et al., 2019).



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplicacdo em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
160

Figura 5.5 Imagem MET e histogramas de frequéncia da distribui¢do dos tamanhos dos
nanocristais neutralizadas por NaOH. A barra de escala ¢ de 2 pm

i)O 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Comprimento (nm)

Diametro (um)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outras investigagdes com hidrolise de acido sulfurico de celulose bacteriana sdo
relatadas apresentando dimensdes semelhantes as encontradas, ainda que em diferentes
condi¢des de processamento (ARSERIM-UCAR et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2017;
KALASHNIKOVA et al., 2013).

Os nanocristais obtidos utilizando a neutralizagdo por NaOH tiveram um
rendimento de 79%, baseado no peso seco inicial da CB, em conformidade com outros
rendimentos lelatados (VASCONCELOS et al., 2017). A aparéncia final da suspensdo de
NCCB-NaOH foi uma dispersdo estavel de aspecto turvo homogéneo, semelhante aos
nanocristais obtidos anteriormente, por neutralizacdo por didlise. Aparéncia semelhante
também foi relatada para suspensdo de nanocristais (1%) obtida de celulose vegetal pura (LI et
al., 2015). A estabilidade coloidal, foi medida pelo potencial zeta foi de -44,4£2,9 mV. O
potencial zeta da suspensdo de nanocristais neutralizada por dialise anteriormente foi
ligeiramente maior em modulo (-50mV). Em condigdes semelhantes de hidrélise a presente
investigagdo (H2SO4 60%, 60 min, 45°C, propor¢ao 1/100 CB/ H2SO4), realizada por

Vasconscelos et al., nanocristais de celulose bacteriana obtiveram potencial zeta de
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—53.6 £ 0.7mV, também acima do valor obtido (VASCONCELOS et al., 2017).

Essas diferengas de potencial zeta podem ser consequencia de uma netralizagao
parcial das cargas superfficiais na presenca de sulfato de sodio. Durante o processo de
neutralizagdo o 4acido sulftrico reage com o hidréxido de sodio, resultando na formacao de
sulfato de sodio e dgua. O sal sulfato de sddio tem o seu uso regulado como aditivo alimentar e
reconhecido como seguro pela Food and Drug Administration — FDA e pela Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos — AESA. Porém os ions sulfato do sulfato de sddio
podem reduzir a carga superficial dos nanocristais, que sdo carregados com grupos éster sulfato
durante a hidrolise com acido sulftrico. Isso acontece porque ions sulfato, que sdo carregados
negativamente, podem interagir com os regides carregadas positivamente na superficie dos
nanocristais. Essa interacdo pode ter levado a uma redu¢do da carga superficial, refletindo em
um menor valor do potencial zeta, porém sem afetar a estabilidade e dispersao dos nanocristais

em solugdo.

5.3.1.3 Difracgdo de raio-X (DRX)

Os fatores que influenciam o indice de cristalinidade e o tamanho do cristalito em
nanofibrilas de celulose e nanocristais de celulose podem variar com base em aspectos do
processo de obtengdo, bem como nas propriedades intrinsecas da celulose (DAICHO et al.,
2018; GEORGE; SABAPATHI, 2015). A analise de difracdo de raios X foi realizada para
determinar a cristalinidade e o tamanho dos cristalitos da celulose bacteriana ap6s os diferentes
processos de obtencdo e secagem das suspensdes de nanoceluloses CBNF-CMC e NCCB-
NaOH. O valores de indice de cristalinidade e o tamanho dos cristalitos da CB apds

processamento de obtengdo de CBNF-CMC e NCCB-NaOH estao incluidos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Indice de cristalinidade e tamanho do
cristalito de CBNF-CMC e NCCB-NaOH.

Crl (%) CrS (nm)
CBNF-CMC 85.36 £ 0.56 8.88+0.01
NCCB-NaOH  82.51+0.71 8.33+£0.01

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Anteriormente, os indices de cristalinidade da celulose bacteriana foram relatados
para avaliar o efeito de uma sequéncia de tratamentos para obter celulose bacteriana
nanofibrilada. Foram investigadas amostras da celulose bacteriana ndo tratada; celulose oxidada
por TEMPO e celulose oxidada TEMPO nanofibrilada, resultando nos seguintes indices de
cristalinidade: 79%; 91% e 92%, respectivamente (NASCIMENTO, et al., 2019). O maior
indice de cristalinidade foi alcangado apds nanofibrilagdo da celulose oxidada TEMPO. Efeito
semelhante foi observado apos o processamento de nanofibrilagio em microfluidizador para
obter CBNF-CMC, resultando em um valor superior ao reportado da celulose bacteriana nao
tratada reportada por Nascimento et al. (2019). O aumento do indice de cristalinidade indica
que o processamento foi efetivo na redu¢ao do tamanho das fibrilas (conteido amorfo) e
exposicdo de uma maior propor¢do de regides ordenadas (contetido cristalino), o que impacta
diretamente suas propriedades fisicas, como rigidez, resisténcia térmica e capacidade de
absorcao de agua (PINKERT; MARSH; PANG, 2010).

O tamanho do cristalito de peliculas de celulose bacteriana foi avaliado em outro
trabalho e compara diferentes niveis de processamento para obter celulose bacteriana
nanofibrilada. O efeito do uso sequencial de diferentes camaras de abertura operacionais de
microfluidizagdo foram avaliados (400, 100 e 87 um). O tamanho do cristalito reduziu de 5,8 =
0,16 nm para 4,4 = 0,1 nm, a medida que o tempo de exposi¢cdo ao processamento aumentou
(nimero de ciclos) ou era mais intenso (menor cdmara de abertura). Como resultado, a
cristalinidade também reduziu (86 &+ 0.33 para 75 + 0.46 %) (ANDRADE et al., 2019). Diferente
do resultado de Nascimento et al (2019) relatado para a nanofibrila oxidada, em que a
cristalinidade aumentou gradualmente a medida que a celulose foi nanofibrilada
(NASCIMENTO, et al., 2019). O pré-tratamento da celulose por oxidagdo TEMPO modifica
seletivamente o polimero sob condigdes aquosas suaves. O processo modifica os grupos
hidroxila ligados a um carbono primario (C6) em grupos aldeido e entdo em carboxilato,
enfraquecendo as ligagdes de hidrogénio, facilitando a desintegracdo mecanica. As forcas
repulsivas entre os carboxilatos ionizados superam as ligacdes de hidrogénio que mantém as
fibras unidas, permitindo que as nanofibrilas dentro das fibras se separem umas das outras de
forma mais eficaz (EMENIKE et al. 2023; EINCHHORN et al., 2010). Neste caso, uma etapa
de processamento mecdnico mais suave € suficiente para obter a celulose nanofibrilada
(ISOGAIL; ZHOU, 2019).

Por outro lado, na obten¢ao de nanoceluloses por desintegracao mecanica, a quebra
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das moléculas nao ocorre de forma seletiva. A celulose bacteriana se apresenta como uma rede
tridimensional emaranhada, em que as forcas de cisalhamento e pressao atuam em toda a
dimensao das fibrilas. E, embora as regides desordenadas (amorfas) sejam mais susceptiveis a
quebra, pode haver também a descamagdo do contetido cristalino superficial, dependendo da
intensidade de forca de cisalhamento e pressdo aplicadas (SURYANTO et al., 2021;
EYHOLZER et al., 2010; AZMI et al., 2023). Isso reflete na obten¢cdo de nanoceluloses com
menor tamanho de cristalito e consequentemente, menor indice de cristalinidade (GHASEMI;
BEHROOZ; GHASEMI, 2016).

O indice de cristalinidade obtido no processo atual (85.36 = 0.56 um), usando CMC
e microfluidizador, foi menor que o obtido pelo método convencional de oxidacdo (92%)
(NASCIMENTO, et al., 2019), porém maior do que outros resultados relatados apos
nanifibrilagdo mecanica. Celulose bacteriana obtida por homogeneizador de alta pressao,
aplicando pressdao de 600 bar (~8702,28 psi), resultou em celulose nanofibrila com indice de
cristalinidade de 70% (MUHAJIR et al., 2022). Outro estudo usando homogeneizador de alta
pressao para processar celulose bacteriana a 150 bar (~2175,57 psi) em 10 ciclos, obteve
celulose nanofibrilada com indice de cristalinidade de 81% (SURYANTO et al., 2021).
Enquanto a celulose nanofibrilada derivada de polpa de linter obtida por moagem ultrafina
apresentou indice de cristalinidade de 62% (GHASEMI; BEHROOZ; GHASEMI, 2016).

Comparado ao trabalho anterior usando processo de microfluidizacdo da celulose
bacteriana (max. 60 ciclos) (ANDRADE et al., 2019), o processo atualmente proposto requereu
menor tempo de processo (10 ciclos), para alcangar tamanho de celulose nanofibrilada proximo
(3047 nm) ao obtido nesta investigacdo (44,57+7,69 nm). Isso pode ser explicado pela presenga
dos grupos carregados da CMC introduzidos, que propde uma espécie de funcionalizagdo por
contato da nanofibrila de celulose. Os grupos carboxilato da CMC geram forgas repulsivas que,
por sua vez, podem enfraquecer a rede de ligacdo de hidrogénio entre as cadeias de celulose.
Além disso, a 4gua que penetra nas fibras, fazendo com que inchem, reduz a pressdo osmotica
entre as fibras carregadas e o meio de dispersdo. Como resultado, as ligagdes intermoleculares
das fibras de celulose também podem se tornar enfraquecidas e a interrupgdo das paredes
celulares ¢ facilitada, de forma semelhante ao que ocorre na nanofibrilagdo pelos métodos de
pré-tratamentos quimicos, como na oxidagdo mediado por TEMPO (ALMEIDA et al., 2023).

Os nanocristais NCCB-NaOH apresentaram menor indice de cristalinidade

comparado ao CBNF-CMC, com menor tamanho de cristalito. Nao ¢ comum encontrar um



Pinto, N. O. F. (2024), Nanocelulose bacteriana: Processos de obtencdo e aplica¢do em sistemas de
emulsdo Pickering para alimentos
164

indice de cristalinidade maior em nanofibrilas do que em nanocristais, pois, em geral, os
nanocristais possuem uma estrutura mais ordenada e maior propor¢ao de regioes cristalinas.
Durante a produgdo de nanocristais, as regioes amorfas da celulose sdo removidas, deixando
principalmente as areas cristalinas. Ja as nanofibrilas, embora possuam uma alta cristalinidade,
ainda mantém uma maior propor¢ao de regides amorfas. Contudo, neste caso, o método
mecanico de nanofibrilagdo proporcionou uma remogao parcial de conteido amorfo da CBNF-
CMC, com pequena quebra do conteudo cristalino, conforme mencionado anteriormente.
Porém, durante a hidrolise com 4cido sulfurico a quebra do conteudo cristalino ocorreu em
maior proporc¢ao, que refletiu em uma maior redug¢do do tamanho do cristalito e indice de
cristalinidade. Isso pode ocorrer devido a condi¢cdes mais severas de hidrélise (maior
concentracdo do acido ou tempo de exposi¢do de hidrélise), resultando em uma provavel
alteracdo na orientacao das cadeias de celulose (VASCONCELOS et al., 2017).

indices de cristalinidade e tamanhos de cristalito superiores foram encontrados
quando um tempo de hhidrélise sulfurica menor foi aplicado para a obtengao de nanocristais de
celulose bacteriana. Claro et al. (2024) obteve nanocristais de celulose bacteriana com valor de
cristalinidade 90,5%, usando condi¢gdes semelhantes ao usado na presente investigacao (H2SO4
64%, 50 C), porém empregando menor tempo de hidrdlise (30min) (nesta investigacao foi
usado H>SO4 60%, 45 C, 60min).

Outro estudo também revelou o efeito de diferentes condi¢cdes de hidrolise (tipo-
concentragdo de acido e tempo de reagdo). Na condi¢do de HoSO4 60%, 45C, 60min, o indice
de cristalinidade alcancado foi de 89% e tamanho de cristalito 5,78nm, valores obtidos por
Vasconcelos et al 2017. Enquanto no presente estudo, nas mesmas condigdes, o indice de
cristalinidade alcangado foi de 82% e tamanho de cristalito 8,33nm. A diferenca nos resultados
observados, com menor indice de cristalinidade (82%) e maior tamanho de cristalito (8,33 nm)
no estudo atual, em comparagdo ao estudo de Vasconcelos et al. (2017), pode ser atribuida a
diferenga na propor¢ao de celulose e solucdo acida. Neste estudo, a proporcao utilizada foi
10:200 (ou 5% de sdlido), enquanto no estudo de Vasconcelos a propor¢ao foi 1:100 (ou 1% de
solido). Essa maior quantidade de sélido em relagao ao acido pode ter causado uma penetragao
menos eficiente nas fibras de celulose, resultando em um ataque menos seletivo nas regioes
amorfas e cristalinas. Isso pode levar a remog¢ao menos eficiente das regides amorfas, resultando
em menor indice de cristalinidade. No entanto, essa menor eficiéncia do ataque acido nas

regides cristalinas pode ter preservado os cristalitos maiores, resultando em um aumento no
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tamanho médio dos cristalitos. No estudo de Vasconcelos et al (2017), a maior quantidade de
acido por grama de celulose (1:100) pode ter promovido um ataque mais agressivo e seletivo,
resultando em cristalitos menores € um maior indice de cristalinidade.

Os difratogramas de CBNF-CMC e NCCB-NaOH sao mostrados na Figura 5.6. Os
padrdes de difracdo de raios-X (XRD) mostraram trés picos de difragdo 260 em torno de 16°, 19°
e 26°, geralmente atribuidos aos planos cristalograficos 101 (regido amorfa), 10-1 (regido
amorfa) e 002 (regido cristalina) (VASCONCELOS et al., 2017; GUIMARAES et al., 2023). A
presenga desses trés picos de difracdo caracteriza a celulose do tipo la (triclinica), que é
predominante na celulose bacteriana; enquanto a estrutura cristalina do tipo I (monoclinica) é
encontrada na celulose de origem vegetal (VASCONCELOS et al., 2017). Um pico residual em
torno de 23° também foi observado, indicando a presenca de celulose I (SOMMER;
STAROSZCZYK, 2023; SETTER et al., 2023). Como a analise foi realizada em uma estrutura
de cobre, todos os picos se deslocam levemente para a direita. Nenhuma transformacao da
forma cristalina foi observada, pois nenhum novo pico foi detectado nos espectros de difragao

apos o processo de obtencao seguido da secagem por pulverizacdo (spray dryer).

Figura 5.6 — Padrao de difracdo de raios-X de CBNF-CMC e NCCB-
NaOH
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1.5 Avalia¢do da secagem e dispersibilidade

Independentemente do método utilizado, as nanoceluloses sao produzidas em
suspensdes aquosas diluidas. Assim, o processo de desidratacdo e secagem ¢ uma etapa
fundamental para comercializacdo, transporte e atendimento a aplicagdes especificas
(SINQUEFIELD et al., 2020).

Nanocristais e nanofibrilas enfrentam desafios semelhantes na secagem e
redispersdo devido a sua alta area superficial, natureza hidrofilica e capacidade de retencao de
agua, o que resulta em viscosidades tixotropicas elevadas em suspensdes diluidas. Mesmo em
baixas concentragdes de solidos (2-3% para nanofibrilas e 8-10% para nanocristais), essas
suspensoes apresentam comportamento de gel (SINQUEFIELD et al., 2020). A secagem por
métodos convencionais pode causar aglomeracao irreversivel das particulas devido as ligagdes
de hidrogénio, dificultando a redisper¢do apés reidratacdo. Modificagdes nas superficies
durante obten¢do das nanoceluloses também podem ser comprometidas durante a secagem,
tornando necessario a avaliagdo do efeito da secagem na dispersibilidade e estabilidade do
produto durante a reidratacao, visando validar a sua aplicacdo (SETTER et al., 2023).

A secagem por pulverizagao tem sido o processo de secagem mais utilizado para
aplicagdes em maior escala de nanoceluloses (SINQUEFIELD et al., 2020). O processo de
pulverizagdo € rapido, eficiente e de baixo custo, sendo uma tecnologia lucrativa para produzir
quantidades de produtos em p6 (ESPARZA et al., 2019). Também ¢ versétil e flexivel, no qual
os parametros do processo, como temperatura de entrada, vazao de ar de atomizagado e pressao
e taxa de alimentagdo, podem ser ajustados para produzir materiais secos com propriedades
estaveis especificas (AMIN et al., 2014).

Um fluxograma simplificado do processo de secagem por pulverizagdo de CBNF-
CMC e NCCB-NaOH, contendo as condi¢des de secagem utilizadas e o aspecto dos pos obtidos
sao mostrados na Figura 5.7. A secagem produziu pds de coloragdo branca. Embora os pds nao
tenham passado por tamisacdo (classificacdo do tamanho de particula), a observacdao da
formagao de angulos de repouso em ambas as amostras (38°- 45°), indicou propriedade de
fluidez razoavel a aceitavel, inferindo também a obtencdo de pds finamente divididos. Uma
forma sélida em p6 com maior tamanho de particula possui maior fluidez, sendo a menor,

possuinte de muito mais atrito, favorecendo menor fluidez. A fluidez razodvel a aceitavel indica
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ainda que o po6 pode apresentar alguma coesdo (tendéncia de se agregarem, formando
aglomerados), aspecto também observado em ambas as amostras (Fig 5.7 a ¢ b) (AL-

HASHEMI; AL-AMOUDI, 2018; SZALAY, KELEMEN E PINTYE-HODI,2015).

Figura 5.7 — Fluxograma do processo de secagem (lado esquerdo) e produto seco de (a) CBNF-
CMC e (b) NCCB-NaOH
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Além disso, estudos mostraram que a secagem da nanocelulose pode provocar

Fonte: Elaborado pelo autor.

agregacao irreversivel com perda de suas dimensdes originais em nanoescala (DING et al., 2019;
KIM et al., 2022). Isto foi explicado pela formacao de um grande nimero de ligacdes de
hidrogénio que podem se formam entre as nanofibrilas ou os nanocristais de celulose apds a
secagem, em razao da sua alta area de superficie especifica (ZAITONE; AL-ZAHRANI, 2021;
ESPARZA et al., 2019). Esses tipos de agregacao pode dificultar a redispersdo apos reidratagao
das nanoceluloses em pd, comprometendo o desempenho do produto final.

A dispersibilidade dos aglomerados nas amostras de CBNF-CMC e NCCB-NaOH
foi avaliada por meio da redispersdo dos pds em agua. Observou-se que o CBNF-CMC
apresentou maior solubilidade no inicio do processo de redispersdo (Fig. 5.8), o que pode ser
atribuido a funcionalizacao resultante do contato entre a celulose bacteriana nanofibrilada e a
CMC. Investigagdes anteriores usaram CMC para prevenir a agrega¢do de nanofibrilas de

celulose bacterina durante a autoclavagem, como uma maneira simples e eficaz de manter as
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fibras de celulose dispersas na solugao durante a esterilizagao por autoclavagem (ANDRADE
et al., 2019). Posteriormente, a CMC foi experimentada para fornecer uma formulacao de CB
em po totalmente redispersivel, com capacidade de formar emulsdes estaveis. Esse estudo usou
uma formulacdo com propor¢cdo CB:CMC de 1:1 e secagens em chapa quente ou forno
(MARTINS et al., 2020b, liofilizagdo (MARTINS et al., 2021) e spray drier (MARTINS et al.,

2020a). Para todos os casos a CMC foi adicionada apds a etapa de desintegragdo da celulose.

Figura 5.8 — Solubilidade em contato com a 4gua no inicio da
redispersdo. CBNF-CMC (lado esquerdo) e NCCB-NaOH (lado
direito).

.o e s
= A

F ote: Elaborado peo uor.

As avaliagdes de dispersibilidade e estabilidade estdo apresentadas na Figura 5.9.
Para as amostras de CBNF-CMC ou NCCB-NaOH secas e redispersas por agitacdo manual ou
sob baixo cisalhamento (agitagdo magnética a 45°C), observou-se sedimentacao apos 48h,
indicando que esses métdos nao foram suficientes quebrar completamente os agregados mais
densos. Em contraste, as amostras redispersas por ultrassom foram completamente dispersas e
parmaneceram estaveis apos 48h, com estabilidade prolongada por até 12 meses (4°C). Esparza
et al. (2019) sugeriram que a maior coesdo entre nanocristais agregados durante a secagem e a
menor porosidade das particulas resultaram em maior resisténcia, exigindo mais energia para
desagregar os aglomerados. Estudos também indicaram que os agregados formados na secagem
por pulverizagdo foram eficientemente redispersos por ultrassonicagdo (BEUGUEL et al., 2018,
ESPARZA et al., 2019).

A redispersdo das particulas agregadas pode ser facilitada pela adicdo de
surfactantes antes da secagem por pulverizagdo. Isso foi atribuido a presenca de particulas

porosas e a redugdo nas interagdes entre as particulas, promovida pelas moléculas de surfactante
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adsorvidas (ESPARZA et al., 2019). Esse comportamento também foi observado em estudos
que utilizaram CMC antes da secagem (MARTINS et al., 2020b; MARTINS et al., 2021;
MARTINS et al., 2020a. A CMC apresenta ainda a vantagem de ser um polimero de base natural

derivado da celulose, sendo amplamente utilizado na industria devido ao seu baixo custo.

Figura 5.9 — Dispersibilidade de CBNF-CMC e NCCB-NaOH (lado esquerdo
e lado direito de cada letra, respectivamente): (a) suspensao antes da secagem,
(b) dispersdo por agitacdo manual, (c) agitacio magnética a 45°C e (d)
ultrassom (b-d dispersibilidade apds 48h)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso, as cargas de CBNF-CMC ou NCCB-NaOH apos redispersao por
ultrassom, exibiram valores de -91,3+3,8 ¢ -40,7+0,89 mV, demonstrando alta estabilidade
(MALVERN, 2014). As dispersdes obtidas pelo método de ultrassom se mostraram ainda mais
claras, comparadas as suspensdes antes da secagem. Isso sugere que o ultrassom desagregou
ainda mais as nanoceluloses, produzindo misturas mais homogéneas e finamente dispersas.

Portanto, na presente investigagao, a combinacao do uso da CMC ainda no processo

de nanofibrilacdo da celulose, uma propor¢ao de CMC significativamente menor (propor¢ao
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CB:CMC de 4:1) a que foi relatada por Martins et al (2020%; 2020b; 2021) (propor¢ao CB:CMC
de 1:1) e a nanofibrilagdo por microfluidizacao sao os destaques de maior relevancia. Quanto a
NCCB-NaOH, nenhum surfactante foi necessario para secagem, como geralmente tem sido
relatado. Isso também nao influenciou na redispersao e estabilidade da suspensdo, sugerindo
que o processo de neutralizagdo por NaOH pode ser mantido para obter um produto seco em
po, utilizando a pulverizagao.

Essas abordagens se mostram promissoras para a produgao de nanocelulose seca
redispersiveis, o que permite expandir a comercializagdo e a sua aplicacdo de em varios setores

(SETTER et al., 2023).

5.3.2 Formacao e estabilidade das emulsoes Pickering

A avaliagdo das propriedades funcionais das nanoceluloses CBNF-CMC e NCCB-
NaOH foi realizada com foco na capacidade de formacao e estabilidade de emulsdes Pickering
do tipo 6leo-em-agua. O CBNF-CMC ou o NCCB-NaOH em suspensdes foram usados em um
teste de estabilidade usando um sistema de 6leo de girassaol (10 %), agua (90 %) e NaCl
(50mM), semelhante a uma aplica¢do alimenticia, com combinacdo proxima as condi¢des
maximas exigidas para alimentos com baixo teor de sodio (UE: NaCl, 5S1mM) .

Emulsdes preparadas com 1% (m/m) dos hidrocoldides foram totalmente estaveis,
sem evidéncias de 6leo na superficie das emulsdes. As andlises microscopicas confirmaram a
formagdo completa de gotas de 6leo, que mantiveram sua integridade estrutural ao longo de um
periodo de armazenamento de 30 dias. A Figura 5.10 mostra as imagens de microscopia Optica
das emulsdes formadas. Os processos de emulsificagdo de microfluidizacdo e ultrassom
produziram emulsdes homogéneas estabilizadas por CBNF-CMC ou NCCB-NaOH,
respectivamente, demostrando a formagao de pequenas gotas de 6leo, embora, maiores que as
encontradas em sistemas utilizando emulsificantes sintéticos, como Tween 80 (SAMPAIO et
al., 2022) ou outros emulsificantes de base naturais como os thamnolipideos (AZEVEDA et al.,
2023). O tamanho das gotas finais de emulsdes Pickering geralmente sdo maiores, porém isso
ndo compromete necessariamente a sua estabilidade. Particulas sélidas criam uma barreira
fisica ao redor das goticulas da emulsdo que impede sua coalescéncia, melhorando assim a
estabilidade e tornando o tamanho um fator menos decisivo (BINKS, 2002; SHABIR et al.,
2023).
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Figura 5.10 — Imagens de microscopia optica das emulsdes formadas por CBNF-CMC ou
NCCB-NaOH. A barra de escala ¢ 100 pm.
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Fonte: Elaboa eo autor.

O diametro médio das gotas estabilizadas por CBNF-CMC foi de 3,3+0,1um, foi
cerca de 50% maior quando comparado as gotas formadas por NCCB-NaOH (1,61+0,2um). As
nanofibrilas sdo mais longas e flexiveis, portanto, tendem a formar gotas maiores. Além disso,
CBNF-CMC tem uma alta razio de aspecto, tendendo a adsorver mais lentamente na interface,
aumentando o tamanho final das goticulas (ALBERT et al.,, 2019; TEO et al., 2022).
Nanocristais possuem forma de bastdo curto, projetando emulsdes com menores diametros de
gotas, quando usados para estabilizar sistemas com iguais concentragdes de celulose e dleo
(MIKULCOVA et al., 2023). Apos 30 dias de armazenamento as emulsdes estabilizadas por
CBNF-CMC e NCCB-NaOH foram de 2,7+0,04um e 2,0+0,1um , respectivamente. As
emulsdes preservaram a estabilidade das gotas ao longo do tempo, ndo evidenciando sinais de
instabilidade de separagdo de fases ou coalescéncia. Os sistemas de emulsdes também ndo
apresentaram formacdo de creaming, comum em emulsdes Pickering. Emulsdes Pickering
tendem a formar gotas com maiores didmetros e volume de 6leo. Isso tornam as gotas mais
leves devido a menor densidade tendendo a formar uma camada de creaming, porém as gotas
ainda podem permanecer estaveis por longo periodo de armazenamento (BAI et al., 2019).

As gotas formadas pelas emulsdes estabilizadas por CBNF-CMC e NCCB-NaOH
apresentaram didmetros inferiores ao obtidos por seus pares seguindo as rotas convencionais,
relatadas no capitulo anterior. O potencial zeta de emulsdes contendo CBNF-CMC foi -

48,6+0,5 mV, um valor semelhante foi encontrado para emulsdes NCCB-NaOH -49,1+0,4 mV.
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Portanto, todas as emulsdes formuladas com CBNF-CMC ou NCCB-NaOH apresentaram
potencial zeta acima de |30 mV|, que corresponde a sistemas altamente estaveis.

Sistemas de CB:CMC (1:1; 1:0,75; 1:0,5) também foram avaliados por Martins et
al (2023) como estabilizante em emulsdes de 6leo em dgua de grau alimenticio em um estudo
comparativo com gama xantana. Emulsoes de 6leo de girassol em agua de grau alimenticio (20%
de 6leo) foram preparadas com 0,3% dos hidrocolodides de teste, com 150 mM de NaCl e pH
3,5. Emulsdes com BC:CMC nas proporgoes de 1:0,75 e 1:0,5 apresentaram goticulas menores,
comportamento sélido mais forte e resistiram a centrifugacdo com pouca separagao de fases.
Na investigagdo atual o sistema CB:CMC proposto utilizou celulose bacteriana nanofibrilada e
por isso se beneficiou de um sistema com tamanho de gotas mais finos, alcancando diametros
médio quase 100 vezes menor ao obtido por Martins et al (2023). Apesar da diferenca no teor
de 6leo usado, a formagao de gotas maiores se deveu principalmente pelas dimensodes elevadas
de didmetro e comprimento da celulose bacteriana, obtidos pelo tipo e condi¢des de processos
estabelecidos. Em emulsdes, um tamanho menor de goticula leva a mais area de superficie de
contato entre as goticulas e permite um empacotamento mais eficiente da fase dispersa (LIU et
al.,, 2007; CHUNG; MCCLEMENTS, 2015). De acordo com Golchoobi et al. (2016), o
aumento do tamanho da fase dispersa pode afetar negativamente a firmeza e a coesdo na textura
de um alimento. Portanto, a forma nanofibrilada de celulose bacteriana em um sistema NFCB-
CMC demonstrou propridades aprimoradas de aplicagdo em emulsdes Pickering em alimentos.
Gotas maiores também podem favorecer a formagao de creaming que, ao longo do tempo de
armazenamento, ou em um estudo de estabilidade acelerada por forga centrifuga, podem
quebrar, fendmeno observado por Martins et al (2023).

Esses resultados confirmam o alto desempenho das formula¢des de sistemas
CB:CMC na estabilizacdo de sistemas coloidais e que a microfluidizacdo demonstra ser uma

proposta para viabilizar a sua producdo pode acelerar a ampliacao da sua aplicagao.

5.3.3 Citotoxicidade

Apesar das vantagens, e devido ao seu tamanho em nanoescala, tanto CBNF-CMC
quanto NCCB-NaOH devem ser avaliados de uma perspectiva de seguranga que considere sua
exposi¢do, destino e efeitos bioldgicos para ajudar a estimar com mais precisdo seus riscos
potenciais (CANAS-GUTIERREZ et al., 2024). A citotoxicidade das nanoceluloses foi avaliada

de acordo com a norma internacional ISO 10993-12 pelo método indireto da resarzurina,
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utilizando células fibriblastos murinos (L929). A citotoxicidade se erefere aos efeitos adversos
de uma substancia na viabilidade celular (ROMAN, 2014).

O método de resarzurina facilita a compreensao do potencial efeito citotoxico das
nanoceluloses, fornecendo dados quantitativos sobre a viabilidade celular (PETITI; REVEL;
DIVIETO, 2024). As células fibriblastos murinos (L929) sdo uma linha celular padrao para
estudos iniciais de citotoxicidade, fornecendo uma primeira visao sobre a biocompatibilidade
de nanomateriais em mamiferos. Sdo altamente sensiveis a mudancas no ambiente celular, o
que permite detectar efeitos toxicos sutis causados por nanomateriais, 0 que torna esses
fibroblastos ideais para ensaios de citotoxicidade com materiais como a nanocelulose, que pode
interagir com células de forma diferente dependendo da sua composicdo e estrutura
(SRIKANTH et al., 2020).

A Figura 5.11 mostra os percentuais de células viaveis para CBNF-CMC e NCCB-
NaOH secos em pd. Para CBNF-CMC, os resultados indicam uma leve citotoxicidade inicial
nas primeiras 24 h, com a viabilidade celular diminuindo em alguns casos para
aproximadamente 81%. No entanto, a maioria dos valores se mantém acima de 80%, o que
sugere uma biocompatibilidade razoavel no curto prazo. Apdés 48 h, os percentuais de
viabilidade celular se mostram mais favoraveis, inclusive com alguns valores acima de 100%,
sugerindo potencial proliferacao celular (115,32% e 102,82%). Isso pode indicar que a presenca
de nanofibrilas de celulose, combinadas com carboximetilcelulose (CMC), ndo apenas ndo foi
toxica ap6s um periodo mais longo, como também pode ter estimulado a proliferacao celular,

um efeito observado em algumas investigacdes sobre materiais poliméricos biocompativeis.
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Figura 5.11 — Viabilidade de células fibroblastos murinos (L929) apds incubagao por
24 h ou 48 h a 37 °C de CBNF-CMC e NCCB-NaOH em diferentes concentragdes
(1%, 0,5%, 0,25%)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Estudos semelhantes com nanofibrilas de celulose e seus derivados, tém mostrado

que a citotoxicidade geralmente depende da dose, tamanho e funcionalizagdo superficial (LIN;
DUFRESNE, 2014; AIMONEN et al., 2022). A presen¢ca da CMC pode estar contribuindo para
uma maior biocompatibilidade ao conferir hidrofobicidade controlada e reduzir a interagdao
negativa com as membranas celulares. A literatura sobre nanofibrila de celulose sugere que
quando funcionalizadas com grupos carboxilicos ou outros polimeros biocompativeis, as
nanofibrilas tendem a ser seguras e tém um bom perfil de citotoxicidade (TAMO et al; 2024;
ZHANG; ZHANG; WNAG et al., 2021).

Os dados indicam que nas primeiras 24 h, a viabilidade celular foi muito alta, com
valores variando entre 110,64% e 144,65%. Isso sugere que os nanocristais de celulose
neutralizados por NaOH podem ter efeitos benéficos nas células em curtos periodos de
exposicdo, promovendo a viabilidade e possivelmente estimulando a atividade celular. No
entanto, apds 48 h, observou-se uma reducao na viabilidade celular, com alguns valores caindo
para aproximadamente 74% a 77%, embora ainda dentro de um intervalo de seguranca
moderado, j& que permanece acima de 70%.

Esse comportamento pode estar relacionado com a natureza mais rigida e cristalina
dos nanocristais em comparagdo com os nanocristais. Os nanocristais tendem a ter interagdes

mais especificas com as células devido a sua menor area de superficie e estrutura mais definida.
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A neutralizagdo por NaOH pode ter modificado ligeiramente a superficie dos nanocristais,
tornando-0s menos agressivos no curto prazo, mas a redugao na viabilidade apds 48 h pode
indicar algum acumulo de stress celular ao longo do tempo. Comparando com investigacoes
cientificas, muitos estudos apontam que nanocristais tém uma citotoxicidade dependente da
concentragdo e da exposi¢do prolongada, e os resultados obtidos aqui seguem essa tendéncia
(ROMAN, 2014); VENTURA et al., 2022).

Considerando os dados de viabilidade celular, ambas as nanoceluloses parecem ser
seguras para uso como estabilizadores de emulsdes Pickering em concentragdes adequadas. Os
valores de viabilidade celular estdo consistentemente acima de 70%, o que é considerado um
limite aceitavel de citotoxicidade em muitos estudos de seguranga de materiais. No entanto,
NCCB-NaOH exige atencdo, pois os niveis de viabilidade celular diminuem apos 48 h,
sugerindo uma possivel toxicidade a longo prazo em concentragdes mais altas. Considerando o
contexto alimentar, concentragdes abaixo de 1% poderem ser consideradas mais seguras, desde
que validadas por estudos adicionais. Por outro lado, CBNF-CMC mostrou um perfil mais
seguro a longo prazo, dado seu perfil de viabilidade celular consistente e baixa toxicidade

mesmo apos 48 h.

5.4 Conclusao

Processos de obtencao de celulose nanofibrilada e nanocristais de celulose foram
avaliados para minimizar o alto consumo de energia e impactos ambientais dos métodos
convencionais de producdo. As caracteristicas das nanocelulose foram avaliadas, visando
otimizar a aplicagdo dessas nanoceluloses em sistemas de emulsdes Pickering. Celulose
nanofibrilada (CBNF-CMC) foi produzida por processamento em microfluidizador usando
CMC como um agente de dispersdo e nanocristais de celulose (NCCB-NaOH) foram
produzidos por hidrdlise sulftrica e neutralizadas por NaOH. As propriedades funcionais das
nanoceluloses foram investigadas na capacidade de formagdo e estabilidade de emulsdes
Pickering 6leo em agua de grau alimenticio. Como resultados dos novos processos propostos
foi descoberto que a neutralizacdo balanceada de nanocristais de celulose por NaOH substituiu
efetivamente o uso de didlise por membrana, ndo alterando suas propriedades tecnoldgicas,
mantendo-os adequados para a estabilizacdo de emulsdes. O processamento de CMC

(carboximetilcelulose) juntamente com a celulose nanofibrilada propiciou um tipo de
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funcionalizagdo por contato que pode substituir o uso de funcionalizacdo quimica pelo
catalizador TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxil), que demanda menor tempo de
processo. A secagem por spray dryer originou nanocristais € nanofibrilas de celulose bacteriana
completamente redispersiveis, ndo alterando suas propriedades tecnoldgicas. As novas
abordagens de processamento permitiram a produg¢do de suspensdes de nanoceluloses
bacteriana estaveis através de processos escalonaveis e aptas para a aplicagdo em sistemas de
emulsdes Pickering na induastria de alimentos. No entanto, analises de seguranga
complementares sobre a seguranga do uso dessas nanoceluloses devem ser realizadas para

garantir sua aplicagdo e comercializagdo na industria de alimentos, especialmente para NaOH.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusoes

O trabalho realizado para esta tese de doutorado levou a avaliagao de nanoceluloses
bacteriana obtidas por diferentes processos de obtencdo em sistemas de emulsdes Pickering
6leo em agua projetados para a formulacdao de produtos alimenticios. O primeiro estudo foi
dedicado a preencher lacunas em investigagdes sobre o uso de nanoceluloses em emulsdes
diluidas (1 % de 6leo). As nanoceluloses obtidas por processos convencionais (nanofibrilas
oxidadas por TEMPO e nanocristais obtidas por hidrélise sulfurica) foram avaliadas para este
estudo.

No segundo estudo processos de obtengdo de celulose nanofibrilada e nanocristais
de celulose foram avaliados para minimizar o alto consumo de energia e impactos ambientais
dos métodos convencionais de producdo. Foi avaliado o uso de carboximetilcelulose (CMC)
para facilitar o processo de obtencdo de celulose nanofibrilada e a neutralizacdo por NaOH para
a producdo de nanocristais de celulose, visando minimizar os impactos ambientais e otimizar a
aplica¢do dessas nanoceluloses em emulsdes Pickering. Além disso, os desempenhos desses
materiais secos por pulverizacdo também foram avaliados quanto a dispersibilidade e suas
propriedades funcionais na capacidade de formacao e estabilidade de emulsdes Pickering oleo
em agua de grau alimenticio.

No primeiro estudo observou-se o efeito das concentracdes de nanocelulose e sal
na tensdo interfacial, tamanho, estabilidade e reologia. Ao aumentar a concentragdo de
nanocelulose, a tensdo interfacial ¢ reduzida. Maior estabilidade foi observada para
concentragdes elevadas de sal e nanocelulose. Para emulsdes estabilizadas por NCCB, uma
menor concentragdo de celulose combinada com baixas concentragdes de sal mostrou ser
suficiente para a estabilizagdo total das goticulas. Do ponto de vista reoldgico, a adigao de NaCl
causa um aumento na viscosidade, que foi mais pronunciado nas amostras de CBNF. Esses
resultados indicaram que o uso de CBNF ou NCCB, juntamente com sal, permite ajustar as
propriedades da emulsdo para aplicagdes especificas, como o aprisionamento de goticulas de
0leo em sistemas distintos projetados para a formulagdo de produtos alimenticios com baixo

teor de gordura.
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No segundo estudo, a neutralizagdo balanceada de nanocristais de celulose por
NaOH substituiu efetivamente o uso de dialise por membrana, nao alterando suas propriedades
tecnologicas, mantendo-os adequados para a estabilizagao de emulsdes. O mesmo ocorreu para
a celulose nanofibrilada em sistema CBNF-CMC. O processamento de CMC
(carboximetilcelulose) juntamente com a celulose nanofibrilada por microfluidizagdo propiciou
um tipo de funcionalizagdo por contato que pode substituir o uso de funcionalizagdo quimica
pelo catalizador TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxil), que demanda menor tempo de
processo. A secagem por spray dryer originou nanocristais ¢ nanofibrilas de celulose bacteriana
completamente redispersiveis, ndo alterando suas propriedades tecnoldgicas. As novas
abordagens de processamento permitiram a produg¢do de suspensdes de nanoceluloses
bacteriana estaveis através de processos escalonaveis e aptas para a aplicagdo em sistemas de
emulsdes Pickering, mas requer ainda pesquisas detalhadas e complementares para garantir a

seguranga em aplicacdes alimentares.

6.2 Perspectivas

O trabalho com as nanocelulose obtidas por processos convencionais foram
extensivamente estudados em sistemas de emulsdes O0leo em &4gua. No entanto, dada a
complexidade dos sistemas de emulsdo e dos produtos alimentares, a realizacdo de estudos
especificos para abordar diferentes propriedades fisico-quimicas e sensoriais podem ainda ser
realizados. No entanto, a busca por processos mais limpos e de baixo impacto ambiental trazem
alta perspectivas para uso das nanocelulose obtidas por meio dos processos aprimorados neste
trabalho. A abordagem do uso de nanocelulose obtidas pelos novos processos em alimentos
bem como a caracterizagdo dessas nanoestruturas ainda ¢ ampla para ser explorada. Alguns
estudos podem ser destacados:

e C(Caracterizacdo das suspensdes seca € nunca seca quanto a propriedades reologicas,
estabilidade térmica, estabilidade coloidal por mudanca de pH ou forca idnica;
morfologia da nanocelulose seca em p6 e a influéncia no mecanismo de estabilizagao;

e C(Caracterizacdo das suspensdes seca € nunca seca quanto a propriedades reoldgicas,
estabilidade térmica, estabilidade coloidal por mudanca de pH ou forg¢a idnica;
morfologia da nanocelulose seca em po e a influéncia da nanoceluloses redispersa no

mecanismo de estabilizagao de emulsoes;
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e Aplicacdes em sistemas de emulsdes com baixo teor de 6leo ou sistemas de emulsdes
HIPE para caracterizacdo e estudo de estabilidade;

e Avaliacdo da protecdo e entrega de compostos bioativos, avaliagdo da estabilidade,
bioacessibilidade e biodisponibilidade por estudos in vitro e in vivo.

e Aplicacao em diferentes matrizes alimentares como bebidas ou biscoitos, que
permitem para avaliar estabilidade em diferentes condigdes de processos como
temperaturas de esterilizagao e forneamento, por exemplo;

e Aplicagdes em impressao 3D de alimentos baseada em extrusdo de tinta comestivel
para pacientes com disfagia.

O aprimoramento de processos e aplicacdo da celulose bacteriana na area de
alimentos para emulsdes Pickering pode ainda ser ampliado para sistemas de aplicagdes
cosmética e de farmacos, aumentando sua aplicacao e, consequentemente, a perspectiva de
producdo em escala. Esses estudos refor¢gam o potencial demonstrado ao longo desta tese para
o uso da celulose bacterina como um emulsificante de base natural, superando outros

emulsificantes naturais ou de bases naturais.



