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RESUMO

PUPIO, P. T. L. R. S. Producédo e avaliacdo das propriedades de compositos
derivados de pululana e celulose bacteriana. 2020. 136p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2019.

O desenvolvimento de novos materiais poliméricos baseados em fontes renovaveis
vem sendo motivado pela crescente preocupacdo com a sustentabilidade. Uma série
de materiais e produtos com conotacdo renovavel, incluindo celulose, amido,
proteinas, Oleos e acUcares, tem recebido grande atencdo recentemente. Neste
contexto pode-se mencionar também os exopolissacarideos de origem microbiana,
principalmente por suas propriedades fisico-quimicas e pureza, em que se
destacam: celulose bacteriana, com diversas aplicacdes ja consolidadas na éarea
biomédica e pululana, produzida por leveduras e com grande potencial de aplicacéao
nas indastrias quimica, farmacéutica, e de alimentos. O presente trabalho esta
relacionado a utilizacdo de polimeros unicamente obtidos de fontes renovaveis
(pululana e celulose bacteriana) para producdo de compdsitos. Para isso, diferentes
materiais foram preparados por casting, baseados em (i) pululana e celulose
bacteriana nativa (BC), e (ii) pululana e nanocristais de celulose bacteriana (NCC),
em diferentes concentracdes. Celulose bacteriana e seus nanocristais foram
produzidos e caracterizados por espectroscopia de infravermelho, por difratometria
de raios-x e por microscopia eletronica de varredura, que confirmaram as
caracteristicas esperadas do material. Os compésitos foram confeccionados por
casting e foram analisados quanto a permeabilidade ao vapor de agua, propriedades
Oticas e mecanicas e espectroscopia de infravermelho. Com base nos resultados
obtidos, foi possivel averiguar a influéncia do refor¢co celulésico adicionado,
constando-se impacto na propor¢cdo de BC quanto a mudanca de cor e melhores
propriedades mecanicas dos compdsitos reforcados com NCC. Os ensaios
mecanicos constataram limiar de percolagéo para reforcos de celulose de 10% para
BC e 1% para NCC. O acréscimo de BC e NCC também obtiveram diminuicdo de
permeabilidade a vapor de agua e aumento da hidrofobicidade, em que compdésitos
com BC superaram angulos de contato de 100°. Adicionalmente, os compdsitos
foram submetidos a um processo de hidrofobizacdo por reacdo sélido-gas com
triclorometilsilano, e caracterizados por meio de espectroscopia de infravermelho,
microscopia eletrbnica de varredura e angulo de contato, de modo que os
compésitos com altos reforcos de BC obtiveram resultados mais significativos em
relacdo a hidrofobizacdo em diferentes condicdes.

Palavras-chave: Pululana. Celulose Bacteriana. Compdésitos. Hidrofobizacéo.
Triclorometilsilano.



ABSTRACT

PUPIO, P. T. L. R. S. Production and evaluation of the properties of composites
made of pullulan and bacterial cellulose. 2020. 136p. Dissertation (Master of
Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena,
20109.

The development of new polymeric materials based on renewable sources has been
motivated by the growing concern with sustainability. A number of renewable
materials and products, including cellulose, starch, proteins, oils and sugars, have
received wide attention recently. In this context we can mention exopolysaccharides
of microbial origin, mainly for their physicochemical properties and purity, in which
stand out: bacterial cellulose, with several applications already consolidated in the
biomedical area and pullulan, produced by yeasts and with great potential of
application in the chemical, pharmaceutical, and food industries. The present work is
related to the use of polymers from renewable sources (pullulan and bacterial
cellulose) for composites production. In this sense, different materials were prepared
by casting, based on (i) pullulan and native bacterial cellulose (BC), and (ii) pullulan
and bacterial cellulose nanocrystals (NCC), in different concentrations. Bacterial
cellulose and its nanocrystals were produced and characterized by infrared
spectroscopy, x-ray diffraction and scanning electron microscopy, which confirmed
the expected characteristics of the material. The composites were made by casting
and were analyzed for water vapor permeability, optical and mechanical properties
and infrared spectrometry. Based on the results obtained, it was possible to ascertain
the influence of the added cellulosic reinforcement, with an impact on the ratio of BC
to color change and better mechanical properties of NCC reinforced composites.
Mechanical tests found percolation threshold for cellulosic reinforcements of 10% for
BC and 1% for NCC. The addition of BC and NCC also obtained decreased water
vapor permeability and increased hydrophobicity, where BC composites exceeded
100° contact angles. Additionally, the composites were subjected to a solid-gas
reaction hydrophobization process with trichloromethylsilane, and characterized by
infrared spectroscopy, scanning electron microscopy and contact angle, so that the
composites with high BC reinforcement obtained better hydrophobization results
under different conditions.

Keywords: Pululan. Bacterial Cellulose. Composites. Hydrophobization.
Trichloromethylsilane
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1 Introducéo

Atualmente, recursos renovaveis de matéria-prima sao utilizados para atender
uma demanda crescente de mercado, com produtos consolidados e bem
estabelecidos. Arvores e gramineas constituem boa parte da biomassa vegetal
disponivel, empregadas na producéao de papéis, tecidos, materiais, combustiveis

e carvao e na geracao de energia.

O forte apelo ao desenvolvimento de processos sustentaveis tem por objetivo
minimizar o uso de substancias nocivas. Esta tendéncia é principalmente baseada
no conceito altamente difundido da “quimica verde”, definida pela IUPAC como “a
invencdo, desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos quimicos para
reduzir ou eliminar o uso e a geragao de substancias perigosas” (IUPAC, 2016) e
regida por doze principios que abrangem conceitos como (i) a concepcao de
processos para maximizar a quantidade de matéria-prima que é mantida no
produto final; (ii) a utilizacdo de matérias-primas e fontes de energia renovaveis;
(i) a utilizagéo de substancias seguras e benignas para o ambiente, incluindo
solventes; e (iv) a concepcdo de processos de eficiéncia energética, com o
objetivo principal de indicar prioridades de pesquisa para o desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis. Assim, torna-se fundamental uma associacdo entre a
utilizacdo de fontes nao-fésseis e processos que atendam a todos, ou grande
parte, dos preceitos da quimica verde, para o preparo de substancias quimicas e

de materiais.

Entre os principais derivados da biomassa vegetal para a substituicdo de recursos
fésseis destaca-se o etanol combustivel, capaz de suprir parte da demanda
energética e diminuir a emissdo de poluentes advindos da queima de
combustiveis fosseis. Adicionalmente, muitos esforcos vém sendo dedicados para
a substituicdo de materiais poliméricos provenientes de recursos fosseis por
similares baseados em recursos renovaveis (MULHAUPT, 2013; ZHU; ROMAIN;
WILLIAMS, 2016). Neste caso, ha a possibilidade de incentivo fiscal por parte dos
governos para amenizar os custos produtivos, que podem ser maiores que na
indUstria petroquimica. Além disso, a proposta de marketing de um material de
origem natural € mais atraente para o publico, e exemplo jA& empregado na

industria é o polietileno “verde”, produzido a partir do etanol derivado de cana-de-
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acucar pela empresa Braskem. Ha também perspectivas de producdo do
polipropileno (PP) e do poli(cloreto de vinila) (PVC) a partir do etanol, estratégias
gue ainda demandam melhor desenvolvimento da tecnologia. A utilizacdo de
glicerol e derivados também tem servido para a producao de diferentes polimeros,
expandindo as possibilidades de uso desse insumo, e produzindo uma nova gama
de materiais (GANDINI et al., 2016).

Além da substituicdo de monbémeros de origem féssil por outros de origem
renovavel, a substituicdo de polimeros de fonte féssil por andlogos de fonte
renovavel também € possivel, e pode-se citar a relacédo entre a borracha natural e
a borracha sintética, em que cada uma ocupa sua porcao do mercado em funcéo
das propriedades do material a ser utilizado (HOFMANN, 1989). Outro exemplo é
a possibilidade de substituicdo de boa parte do poli(etileno tereftalato) (PET) por
um equivalente renovavel baseado em furano (poli(etileno furoato), PEF), cuja
tecnologia vem sendo implementada pela Coca-Cola na confeccdo de garrafas
plasticas (GANDINI et al., 2016).

Os recursos renovaveis tém sido empregados em &reas como combustiveis,
construcdo, automobilismo e eletrdnica, utilizados juntos de derivados de petroleo
ou na substituicdo dos mesmos (JOHN; THOMAS, 2008). No entanto, também
podem ser processados para obtencdo de produtos em aplicacbes que outrora
ndo se ambicionava considerando apenas o nicho petroquimico. Por conta de
propriedades tais como biocompatibilidade, atoxidade, hidrofilia, ampla faixa de
densidade e resisténcia mecanica, diferentes tipos de biomassa tém sido
explorados, propicio as industrias médica, farmacéutica, agricola, quimica e de
materiais (CARROW; GAHARWAR, 2015; ULLAH et al., 2015).

O presente trabalho esta inserido neste contexto, e visa empregar materiais
totalmente oriundos de fontes ndo-fésseis na preparacdo de compdsitos para
aplicacdes variadas, baseados em (i) pululana comercial e celulose bacteriana
nativa, e (ii) pululana comercial e nanocristais de celulose bacteriana. Os
compositos também passaram por processo de hidrofobizacdo, a partir de reacéo
sélido gas com triclorometilsilano, ampliando os potenciais de aplicagbes. Os
compositos foram caracterizados pelas técnicas analiticas pertinentes e suas

propriedades foram avaliadas.
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2 Reviséao Bibliogréfica
2.1 Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas formadas por dezenas de milhares de
monomeros, ligados covalentemente (CANEVAROLO JR., 2006). Em geral, para
que uma macromolécula seja considerada um polimero de interesse comercial, a
massa molar média (MM) deve ser, no minimo, aproximadamente 10 KDa, sendo
0 numero minimo de mondmeros presentes na molécula, ou o grau de
polimerizagao (GP), aproximadamente 750 (CANEVAROLO JR., 2006). No
entanto, diferentes tipos de polimeros e mecanismos de polimerizagdo levam a
diferentes massas molares médias, e o tamanho das cadeias formadas exerce
influéncia nas aplicacbes e nas propriedades, inclusive quando se trata de um
mesmo material. Como exemplo tem-se polimeros baseados em ciclodextrina que
quando ligados a um agente anticancer apresentam atividade anti-tumoral
consideravelmente superiores com MM de 97 kDa do que com MM 35 kDa
(CHENG; KHIN; DAVIS, 2004; PUSKAS et al., 2013).

Polimeros possuem, em geral, uma fase cristalina e uma fase nédo-cristalina. A
fase cristalina possui alto grau de empacotamento, em que as interacoes
intermoleculares entre as cadeias de polimeros é maxima (CANEVAROLO JR.,
2006). Ja na fase nao-cristalina, as cadeias estdo espacialmente posicionadas de
maneira desorganizada. Relativo a essas duas fases, definem-se a temperaturas
de transicdo vitrea (Tg), que representa a movimentacdo das cadeias na fase nao-
cristalina, e de fuséo (Tm) em que se fornece energia suficiente para a separacéo
das cadeias que constituem a porcdao cristalina. Acima destas temperaturas, ha a
temperatura de decomposicdo (Td), a partir da qual o polimero ird se degradar,
diminuindo gradativamente sua massa molar. Além dessas transi¢des térmicas hé
uma série de outras caracteristicas que podem ser analisadas em polimeros,
como propriedades mecanicas, condutividade elétrica, solubilidade em diferentes
solventes, difusividade e permeabilidade, resisténcia a degradagéo por luz UV,
oxidacdo e umidade, entre outras (DANNHAUSER, 2009).

Na industria quimica, polimeros sédo produzidos principalmente por quatro

métodos, sendo estes polimerizacdo em massa, em suspensdo, em solucdo e em
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emulsdo. Além disso, os polimeros sdo também classificados em dois grandes
grupos quanto ao mecanismo de polimerizacdo, sendo estes adicdo e
condensacao. No primeiro grupo trata-se de reacao que passa por intermediarios
radicalares, anibnicos ou catibnicos, em que € necessario um mondémero
insaturado e um iniciador (normalmente presente em baixas concentracoes).
Polietileno, polipropileno, poliestireno e poli(cloreto de vinila) sdo produzidos
industrialmente por esta rota. No segundo grupo, necessita-se de mondmeros
com, pelo menos, dois grupos funcionais reativos e complementares, e assim sao
produzidos poliésteres, poliamidas, poliuretanas, entre outros (MANARESI;
MUNARI, 1989).

No entanto, o presente trabalho fara uma delimitacdo de polimeros diferente das
apresentadas acima, de modo a relaciona-los com suas fontes de origem, sendo
(i) polimeros sintéticos, obtidos a partir de monémeros extraidos do petroéleo, (ii)
polimeros sintéticos classicamente obtidos de recursos fosseis, mas que também
podem ser produzidos a partir de monémeros extraidos da biomassa, (iii)
polimeros naturalmente disponiveis, extraidos diretamente da biomassa, e (iv)
polimeros sintéticos, obtidos a partir de monémeros extraidos da biomassa, ou a
partir de modificacdo quimica dos polimeros naturalmente disponiveis. Somando-
se 0 contexto da inddstria quimica com a biotecnoldgica, é possivel descrever
uma enorme gama de polimeros tanto no que diz respeito ao tipo de fonte da qual

€ advindo, quanto a disponibilidade em relacdo a recursos fésseis e renovaveis.
2.1.1 Polimeros de origem fassil

Polimeros fosseis sintéticos sdo aqueles produzidos por processos quimicos a
partir de monémeros de origem féssil, como petréleo e carvao. Estima-se que no
ano de 2017 aproximadamente 348 Mt de polimeros foram produzidos no mundo
(GARSIDE, 2019), sendo a vasta maioria dos mondmeros, tais como etileno e
propileno, derivados de hidrocarbonetos fosseis (GEYER; JAMBECK; LAW,
2017). E importante salientar que nenhum destes materiais é biodegradavel, o
gue leva a um acumulo gradativo no meio ambiente (GEYER; JAMBECK; LAW,
2017). A reciclagem de tais materiais €, sem duvida, uma alternativa interessante,

mas que nao modifica, obviamente, sua origem. No mesmo periodo, 7,4 Mt de
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polimeros foram produzidos a partir de fontes renovaveis, sendo que
aproximadamente 25% séo biodegradaveis (NOVA-INSTITUTE, 2019).

2.1.2 Polimeros de origem renovavel

Polimeros de origem renovavel podem ser produzidos de diferentes maneiras,
com destaque para (i) a extracdo/producdo de mondémeros a partir da biomassa
vegetal e animal, a fim de sintetizar polimeros idénticos aqueles de origem féssil
(MULHAUPT, 2013; PANG et al., 2016), em estratégia que correspondeu, no ano
de 2014, a apenas 0,6% de todo polimero produzido no mundo, com destaque
para PET e PE (ZHU; ROMAIN; WILLIAMS, 2016); (i) a extracdo/producdo de
mondmeros a partir da biomassa vegetal e animal, como acuUcares e 0leos
vegetais (SCOTT, 2000), que nao podem ser obtidos do petroleo, e sao
polimerizados por processos quimicos convencionais; (iii) a extracao de polimeros
naturalmente disponiveis, de origem vegetal, animal ou microbioldgica, que nao
sao sintetizados em laboratério por uma via ndo-biolégica, mas sao extraidos em
sua forma original; e (iv) a modificacdo quimica de polimeros naturais, como por
exemplo a modificacdo quimica da celulose nativa (derivatizacdo) para a
producdo de ésteres e éteres de celulose (GANDINI et al.,, 2016; GANDINI;
LACERDA, 2015).

Vale mencionar que o0s polimeros naturalmente disponiveis sdo amplamente
utiizados como matéria-prima, tanto para a conversao a novos polimeros
(derivatizacdo), quando para a obtencdo de suas unidades monoméricas de
origem. Como exemplo ha polissacarideos formados por unidades de acucares

(majoritariamente, glicose), que serdo descritos na sequéncia.
2.2 Polissacarideos

Polissacarideos sdo formados por unidades monoméricas de acucares,
normalmente pentoses e hexoses. Sao majoritariamente obtidos por via vegetal,
mas também por via animal ou microbiologica. A maior parte dos polissacarideos
possui ligacdo glicosidica do tipo a ou do tipo B entre diversos tipos de
mondmeros (Figura 1), que influenciam enormemente as configuragcbes espaciais
das cadeias poliméricas e, consequentemente, suas propriedades finais
(WIEDERSCHAIN, 2009).
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Figura 1 — Representacdo esquematica das ligac8es glicosidicas a) do tipo a e b) do tipo B.

Maltose Celobiose
CHZOH CH20H CH,OH
CHZOH
ligagao a-glicosidica ligacao B-glicosidica

Fonte: (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009)

Por serem de origem biolédgica, os polissacarideos existem nos organismos com
diversas finalidades, destacando-se as fung¢des estruturais e energéticas. No que
diz respeito a funcdo estrutural, essas macromoléculas normalmente s&o
compostas por ligacdes glicosidicas do tipo B (Figura 1b). Pode-se citar a celulose
(alta cristalinidade) e a hemicelulose (baixa cristalinidade, mas alto grau de
ramificagéo), que possuem alta interagdo entre si, o que possibilita uma maior
adesdo entre as cadeias poliméricas, conferindo a arvores uma forte e resistente
estrutura. As ligacbes do tipo B conferem a celulose linearidade da cadeia,
empacotamento e cristalinidade, caracteristicas propicias para construcdo de
fibras de alta resisténcia a tensdo (BERG et al., 2015). Os polissacarideos que
exibem funcao estrutural sdo tdo importantes que, além de serem essenciais para
a biomassa vegetal, também servem de apoio para outros organismos, como
fungos filamentosos. Pode-se mencionar, adicionalmente, a quitina,
polissacarideo de origem animal que serve de apoio estrutural e de revestimento

para animais do filo Arthropoda (GANDINI; LACERDA, 2015).

Em relacdo a funcéo energética, é interessante que o organismo tenha moléculas
gue, ao mesmo tempo que sejam facilmente armazenadas, seja igualmente facil
sua conversdo a substancias necessarias para processos metabdlicos. Sendo
assim, sao idealmente sollUveis em agua, e normalmente formadas por ligacées
glicosidicas do tipo a, pois esse tipo de ligacdo proporciona estruturas menos
cristalinas e mais facilmente passiveis a reacfes de hidrélise, em comparacgéo a
polissacarideos do tipo B (BERG et al., 2015). Como exemplo h& para os vegetais
o amido, que é anabolizado durante a fotossintese, mas catabolizado durante a
respiracéo, de modo que o balanco entre anabolismo e catabolismo seja positivo.
E também a principal fonte de energia das sementes para o processo de

germinacdo (BERG et al., 2015). No reino animal, é possivel citar o glicogénio,
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presente inclusive no metabolismo humano, mas também advindo de anabolismo
heterotréfico (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008).

Dentro de suas fungdes estrutural e de armazenamento, os polissacarideos sao
bem caracteristicos nos diferentes reinos. Nos animais, glicogénio e quitina sao
0s principais polissacarideos, de modo que a quitina estd majoritariamente
relacionada ao filo Arthropoda, enquanto nos vegetais é bastante caracteristico
encontrar-se celulose, amido e hemicelulose. Por outro lado, para microrganismos
h& uma série de polissacarideos que podem ser encontrados, destacando-se a
goma xantana, goma gelana, goma curdlana (LAROCHE; MICHAUD, 2010) e
pululana, polissacarideos que podem ter funcdes variadas, como de protecao

para o microrganismo (WANG et al., 2008).
2.2.1 Pululana

A pululana € um exopolissacarideo (EPS) de origem microbiologica, produzido por
fermentacao pela levedura Aerobasidium pullulans. Para o microrganismo, este
EPS tem funcdo de protecdo celular contra predadores, difusdo de moléculas
entre interior e exterior da célula e diminuicdo da desidratac@o celular (REHM,
2009). E uma a-glucana, em que seu mondmero é uma maltotriose (trés
moléculas de glicose ligadas entre si por ligacdes a-1,4 glicosidicas), e a ligacao
entre monémeros é do tipo a-1,6 (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c)
(Figura 2). Dessa forma, o polimero assume uma estrutura linear (TROVATTI et
al., 2012a). Raramente, ha ramificacdes entre monémeros de maltotriose que
formam ligagdo a-1,3 com a cadeia principal (SOWA; BLACKWOOD; ADAMS,
1963).
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Figura 2 — Estrutura da molécula de pululana e respectivas ligacdes entre os
monossacarideos constituintes.

unidade de maltotriose
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Fonte: (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008)

2.2.1.1 Propriedades

A Pululana € um polimero néo cristalino que pode atingir massa molar entre 4,5 x
10* - 6,0 x 10° Da, dependente do meio fermentativo (CHENG; DEMIRCI;
CATCHMARK, 2011c). Com sua estrutura singular, a pululana apresenta
caracteristicas como capacidade adesiva e possibilidade de formar fibras e filmes
finos biodegradaveis transparentes e impermeaveis a oxigénio. Possui boas
propriedades mecéanicas e é também soluvel em agua (TROVATTI et al., 2012a).
Além disso, a pululana ndo apresenta toxicidade, sendo comestivel e
biocompativel.

2.2.1.2 Biossintese

Ha registros da ocorréncia de biossintese de pululana em alguns microrganismos
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c), incluindo exemplares fora do género
Aureobasidium, como Tremella mesentérica (FRASER; JENNINGS, 2006),
Cryphonectria parasitica (FORABOSCO et al., 2006) e Teloschistes flavicans
(REIS et al., 2002). Ainda assim A. pullulans continua a ser o mais amplamente
usado para este fim (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). A biossintese ocorre de
maneira intracelular, na parede celular, e o0 polissacarideo € em seguida

secretado na superficie, formando uma camada em torno da célula (DUAN et al.,
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2008). Para a sintese, a glicose € polimerizada a pululana e, de acordo com Duan
et al. (2008), sdo necessarias trés enzimas, a a-fosfoglicose mutase, a uridina
difosfoglicose pirofosforilase (UDPG-pirofosforilase), e a glicosiltransferase. A
Figura 3 ilustra uma possivel rota de biossintese da pululana.

Figura 3 — Rota metabdlica da biossintese de pululana e enzimas envolvidas.
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Fonte: (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2010b; PONNUSAMI; GUNASEKAR, 2014)

Para a biossintese ocorrer, A. pullulans pode consumir diversos agucares, como
sacarose, manose e galactose, aléem de residuos agricolas (CATLEY, 1971;
LEATHERS, 2003; MADI; MCNEIL; HARVEY, 1997). No entanto o sacarideo
amplamente utilizado é a glicose. Quanto a polimerizacdo, € importante
considerar os efeitos das enzimas envolvidas nesse metabolismo. A hexoquinase
e a isomerase sdo necessarias para a conversao de diferentes fontes de carbono

para o precursor da pululana, o uridina 5’-(D-glucopiranosil pirofosfato), ou UDP-
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Glicose (UDPG). O UDPG passa a ser importante pois, além de precursor, sua
funcdo € de carrear a glicose até a polimerizacdo (CHENG; DEMIRCI;
CATCHMARK, 2011c). E notavel que esse caminho metabolico para obtencdo de
UDPG é muito similar ao que seria 0 sentido inverso da glicélise, entre 0s passos
da fosforilacdo da glicose a glicose 6-fosfato até a obtencdo de frutose 1,6-
difosfato. Pode-se observar na Figura 3 a diferenciacdo entre a glicolise e o
metabolismo da pululana, até a producdo de UDPG, que se trata da acdo da
enzima a-fosfoglicose mutase, em que glicose 6-fosfato € convertido a glicose 1-
fosfato. Em seguida, tem-se a acdo da UDPG-pirofosforilase para obtencédo do
precursor UDPG. A partir deste ponto, UDPG é convertido ao trimero isopanosil.
Primeiramente, UDPG carreia glicose para liga-la ao lipideo hidroperéxido (LPh),
qgue possui uma ponte de fosfoéster para a ligagédo, formando o “LPh-glicose”
(LPh-GIc). Em seguida, uma segunda molécula de UDPG carreia uma glicose
para o LPh-Glc, formando uma isomaltose ligada ao lipideo (LPh-isom). Por fim,
uma LPh-Glc liga-se ao LPh-isom, formando isopanosil, ligado ao lipideo. Assim,
por meio da enzima glicosiltransferase, ocorre a polimerizagdo do isopanosil a
pululana (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c).

De acordo com LeDuy et al. (1988), pululana é um metabolito secundario pois seu
metabolismo ndo ocorre desde o inicio do ciclo de vida da célula, mas ao final.
Acredita-se que primeiro o isopanosil € acumulado no interior da célula para a

subsequente polimerizagao ao final do ciclo (SIMON et al., 1998).

A producéo de pululana pela célula sempre esta atrelada a producéo do pigmento
melanina. A razdo disso € a natureza parasitaria, principalmente de plantas, de
algumas variantes de A. pullulans, e o pigmento confere protecdo contra
fagocitose do hospedeiro (COOKE, 1959). A melanina representa o maior
problema para producédo em larga escala de pululana devido a coloracédo escura
do polimero que € isolado ao final do processo. Além dos recursos de
downstream para contornar essa questao, variantes de A. pullulans podem ser
utilizadas, pois produzem quantidade reduzida de melanina, e que mantém as
mesmas caracteristicas da pululana, tais como viscosidade e dispersividade (D)
(SINGH; SAINI, 2008; WEST; REED-HAMER, 1993; WEST; STROHFUS, 2001).
Outros métodos foram recentemente apresentados, envolvendo a emissédo de

radiacdo em comprimentos de onda especificos ao meio fermentativo, que inibiu a
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producdo de melanina simultaneamente a pululana. Teran-Hilares et al. (2017)
utilizaram um feixe de luz azul de 450 a 470 nm, com 440 pymol.m=2.s? de
densidade de fluxo de fotons, e obtiveram consistentemente pululana com pureza

de aproximadamente 94%.
2.2.1.3 Meios fermentativos

Como mencionado anteriormente, diversas fontes de carbono podem ser
utilizadas para producao de pululana. Como exemplo, Terdn-Hilares et al. (2017)
utilizaram hidrolisado de bagaco de cana-de-agulcar, com o objetivo de fermentar
as hexoses. De acordo com Singh e Saini (2008), a sacarose é 0 insumo mais
amplamente utilizado, e demonstrou possuir melhor rendimento que a glicose
para producdo de pululana (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011a; GIBSON;
COUGHLIN, 2002). Ha& também alguns residuos de origem agricola que sé&o
considerados como substratos economicamente viaveis (LEDUY et al., 1988;
ROUKAS; MANTZOURIDOU, 2001; WU et al., 2010).

Quanto a composicdo do meio fermentativo, constatou-se que concentracdes de
fontes de carbono acima de 5% ocasionaram inibicdo da produgéo de pululana
(KIM et al., 2000; SHIN et al., 1989), o que pode ser contornado com fermentacao
em fluxo continuo, com variantes do microrganismo ou melhorando o meio de
cultivo (MCNEIL; KRISTIANSEN; SEVIOUR, 1989; REESLEV et al., 1997; SHIN
et al.,, 1989). Para tanto, Cheng, Demirci e Catchmark (2010) otimizaram as
concentracbes de fonte de carbono e de nitrogénio, e foi possivel produzir
pululana em concentra¢cdes de até 60,7 g/L com meio de cultura contendo 10% de

sacarose.

As fontes e concentracdes de nitrogénio, na forma de amoénio (NH4*), possuem
importancia significativa na produgao de pululana (CATLEY, 1971), uma vez que
a biossintese do polimero apenas ocorre quando o nitrogénio no meio é
consumido (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987; GIBBS; SEVIOUR, 1996). Além
disso, maiores concentracdes de nitrogénio no meio contribuem para o aumento
da biomassa celular sem influenciar a concentracéo final de polissacarideo (ORR
et al., 2009). Isso é esperado, pois o nitrogénio é importante para o anabolismo de

proteinas e, consequentemente, para 0 crescimento celular. Outro fator
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importante € que uma concentracdo otimizada de NH4* pode fornecer um maior
rendimento de producédo de pululana relativo ao crescimento da biomassa, uma
vez que a interferéncia dessa fonte na obtencdo do polissacarideo é muito baixa,
mas alta na concentracao celular. Nesse sentido, foi reportado que uma razéo de
10:1 carbono/nitrogénio € a condicdo mais favoravel para a producdo do
exopolissacarideo (SURESH KUMAR; MODY; JHA, 2007; WATANABE et al.,
1998). Reportou-se também um acréscimo de producéo de pululana de 15,0 para
25,0 g/L, em que a concentracdo da fonte de nitrogénio diminuiu de 3,00 g/L para
1,88 g/L, enquanto a concentracdo da fonte de carbono se manteve a mesma
(TERAN-HILARES et al., 2017).

Outros fatores importantes para a fermentagdo sdo concentracdo de sais, pH,
temperatura e aeracédo. De acordo com Gao et al. (2010), a concentracao de sais
deve ser ajustada cuidadosamente, de modo a disponibilizar os micronutrientes
para uma producdo correta. Cheng, Demirci e Catchmark, (2011a) combinaram
uma concentracdo de 75,0 g/L de sacarose com 3,0 g/L de extrato de levedura e
5,0 g/L de sulfato de amoénio, obtendo assim 25,8 g/L de pululana com 94,5% de
pureza. Concomitante a isso, o pH étimo para o processo é sugerido entre 5,5 a
7,5 (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2010b; LEE; YOO, 1993; SHINGEL,
2004), enquanto a temperatura é de 25 a 30 °C (CHENG; DEMIRCI;
CATCHMARK, 2011b; GIBSON; COUGHLIN, 2002; PRASONGSUK et al., 2006).

Adicionalmente, a aeracdo pode prover resultados significativos na producdo do
exopolissacarideo, sendo que em condicbes anaerdObicas a biomassa nao
aumenta, e ndo ha producao de pululana (LEATHERS et al., 1988). Uma intensa
aeracdo (dois volume de ar por volume de meio por minuto, vwvm) leva a um
acréscimo da producao do polissacarideo (ROUKAS; MANTZOURIDOU, 2001),
mas Audet, Lounes e Thibault (1996) afirmaram que essa intensa aeracao pode
levar a cadeias poliméricas de menor massa molar média. Dentre essas
condi¢cbes, Cheng, Demirci e Catchmark (2011b) produziram um méaximo de 25,8

g/L com 1,5 vwm, com maior taxa de producdo e maior rendimento.
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2.2.1.4 Aplicacdes

A pululana é frequentemente utilizada na industria alimenticia e na industria
farmacéutica (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c), e na biomedicina, em
funcdo de sua biocompatibilidade e capacidade de mimetizar tecidos e funcdes
biologicas (REKHA; SHARMA, 2007).

Na industria alimenticia, a pululana tem boas propriedades para ser utilizada em
diferentes aplicagdes. E capaz de formar filmes comestiveis com boa
permeabilidade a oxigénio e com inibicdo a crescimento de fungos (YUEN, 1974),
sendo possivel a adicdo de aromatizantes, corantes e outros ingredientes
funcionais (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c). E possivel adicionar
aditivos para potencializar a inibicdo ao crescimento bacteriano (KANDEMIR et
al., 2005). Os filmes de pululana possuem boas propriedades adesivas e podem
ser usados para o recobrimento de alimentos, de forma a evitar a perda de agua e
a mudanca de cor dos alimentos em funcao de processos oxidativos (GOUNGA et
al., 2008; KROCHTA; MULDER, 1997).

E possivel a substituicio do amido por pululana em alguns alimentos dietéticos
devido a sua baixa capacidade calorifica (OKU; YAMADA; HOSOYA, 2011), além
de ter funcao prebidtica, contribuindo para o crescimento de importantes bactérias
do trato gastrointestinal (YONEYAMA et al., 1990). A pululana também possui
boas propriedades analogas ao amido, como facilidade de dispersao,
consisténcia, adesividade e retencdo de umidade, de modo que pode substituir
parcialmente o amido na producdo de massas (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008).
Outra aplicacdo da pululana também inclui seu uso como espessante e
estabilizante de baixa viscosidade em doces, massas, bebidas e condimentos, em
que sua viscosidade é mantida com variacdo de temperatura e de pH (HASA et
al., 2006; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008).

A industria farmacéutica também pode tomar proveito da pululana com a
prerrogativa de usar um biopolimero compativel com o organismo, que seja
facilmente degradado. Para tanto, a pululana tem sido usada na éarea
odontoldgica na fabricagéo de adesivos dentais e filmes de recobrimento (SINGH;

SAINI; KENNEDY, 2008). Na forma de filmes, a pululana também serve para
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fabricacdo de capsulas e recobrimentos para diversos tipos de farmacos, dado o
fato de que é de origem ndo animal e ndo possui toxicidade (KIMOTO; SHIBUYA;
SHIOBARA, 1997).

Na formulacdo de farmacos e medicamentos, a pululana também pode contribuir
para o melhor funcionamento dos principios ativos. Em vacinas, a pululana pode
formar ligacdes covalentes com virus, imobilizando as acdes virais e formando
uma estrutura que contribui para o aumento de producdo de anticorpos
(YAMAGUCHI et al., 1985). Em forma de nanogel, nanopatrticulas e microesferas,
pululana pode ser usada como eficiente sistema de liberagcdo controlada de
farmacos com melhorada permeabilidade e melhor efeito de retencédo e adeséo
em tumores e 6rgaos (HAAS; PLOW, 1994; SEYMOUR et al., 1991; SINGH et al.,
2017). Além de farmacos, pululana pode ser usada para o carreamento de genes
e proteinas em aplicacfes especificas sem apresentar citotoxicidade (GRENHA;
RODRIGUES, 2013; GUPTA, M.; GUPTA, A. K., 2004). Também ¢é possivel o
preparo de sistemas de liberacdo de farmacos que sejam sensiveis a pH e a
temperatura, para acdes especificas no corpo (CHU et al., 2001; MAEDA et al.,
2000).

Além da area farmacéutica, a pululana € utilizada na bioengenharia devido a
caracteristicas de biocompatibilidade e biomimética. Pelo fato de possuir muitas
hidroxilas na cadeia polimérica pode ser utilizada como polimero bioativo na
substituicdo de plasma sanguineo, sendo aplicada com modificacdo de suas
hidroxilas e com valores especificos de massa molar média (CHENG; DEMIRCI,
CATCHMARK, 2011c; TSUJISAKA; MITSUHASHI, 1993). Em engenharia de
tecidos, pululana e seus derivados provenientes de modificagdo quimica servem
como matriz celular artificial para acomodar células e regular seu crescimento
tridimensional, levando a regeneracéo do tecido alvo (REKHA; SHARMA, 2007).
Diversas modificacbes de superficie em pululana tém sido pesquisadas com o
objetivo de se criar materiais com diferentes graus de hidrofobicidade, para que
possam interagir com diferentes proteinas e células (HASUDA et al., 2005; ITO et
al., 2005). Pululana modificada com nanoparticulas magnéticas em sua superficie
tem seu funcionamento em sistemas de liberacdo de farmacos a partir do uso de
imas (GUPTA, A. K.; GUPTA, M., 2005; REKHA; SHARMA, 2007).
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A pululana também pode servir para outras aplicacdes, tais como biorremediacéo,
cromatografia, industrias téxtii e industria de papel (CHENG; DEMIRCI;
CATCHMARK, 2011c; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Por conta de sua
natureza adesiva, resultados interessantes foram publicados com a pululana
servindo para a remocdo de metais pesados (RADULOVIC et al., 2008) e de
petréleo (IYER; MODY; JHA, 2005) no tratamento de aguas contaminadas.
Pululana reticulada pode ser usada como fase estacionaria em colunas
cromatograficas (MOTOZATO et al., 1986), enquanto pululana pura com massa
molar precisa pode ser usada como padrdo em cromatografia (KAWAHARA et al.,
1984). Fibras de pululana confeccionadas por fiacdo a seco podem ser
comparadas a fibras de nylon, enquanto pululana processada por compresséo ou
extrusdo é similar a PVA e poliestireno (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Por
conta de sua adesividade, pululana pode ser usada no recobrimento de papéis,
melhorando suas propriedades mecéanicas em relacdo ao papel tradicional, e
facilitando a impressao com tinta devido a sua natureza hidrofilica (NAKASHIO et
al., 1974).

2.2.2 Celulose

Desde os primordios da humanidade, a biomassa vegetal vem sendo utilizada
como lenha para fogueira e construcéo. Até entdo, a gama de usos foi ampliada
drasticamente, dependendo do tipo da espécie vegetal da madeira a ser utilizada,
sua composicao e finalidade, sendo que a biomassa passou a ser processada
para refinamento e separacdo de seus componentes para as mais diversas
aplicacdes. A celulose destaca-se como o principal componente da biomassa
vegetal, e um dos polimeros mais abundante da Terra (~10'? toneladas) (KLEMM
et al., 2005).

Figura 4 — Representacdo estrutural da cadeia de celulose.
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Em células vegetais, encontra-se associada com hemiceluloses (polissacarideos
de estrutura ndo cristalina) e lignina (uma macromolécula fendlica altamente
reticulada), e a proporcdo desses componentes na massa seca €é de
aproximadamente 40% de celulose, 30% de hemicelulose e 30% de lignina,
excluindo-se a presenca de outros compostos (GELLERSTEDT; EK;
HENRIKSSON, 2009), com variagbes em funcdo do tipo de biomassa de
condi¢cdes edafoclimaticas. As propor¢des de celulose, hemicelulose e lignina
para madeira dura variam entre 39-45%, 17-35% e 20-25%, respectivamente,
enquanto que para madeira mole variam entre 37-43%, 20-30% e 25-33%
(GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009). A biossintese de celulose pode
também acontecer em células de bactérias, fungos, algas, e alguns animais
marinhos, com diferentes morfologias e de forma altamente pura (GANDINI;
LACERDA, 2015).

Independentemente da origem, a estrutura molar da celulose é linear, sendo
formada por unidades de 3-D-glicopiranose com ligacdes B(1-4) glicosidicas, com
uma conformacédo “Ci. Sendo assim, seu elemento repetitivo é formado por duas
unidades de glicose, mais especificamente anidroglicose (AGU). Essa estrutura
faz com que a extremidade inicial, C4 da primeira glicose da cadeia, seja um
alcool, enquanto a outra, Ci da ultima unidade de glicose, seja um aldeido redutor
(GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009) (Figura 4).

A estrutura puramente linear das cadeias de celulose, o tipo de ligacéo glicosidica
e, consequentemente, a grande extensdo de ligacGes de hidrogénio intra- e
intermoleculares presentes, tornam a estrutura supramolecular da celulose
altamente cristalina (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009). Na Figura 5 é
possivel observar as ligacdes (i) intramoleculares, entre as hidroxilas do Cs e do
C2 e entre a hidroxila do C3 e 0 oxigénio do anel; e (ii) intermoleculares, entre as
hidroxilas do Cs e do Cs. Essa conformacéo de ligages permite 0 empacotamento
das cadeias de celulose, levando a estrutura de nanofibrilas até as fibras

celulodsicas (Figura 6).
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Figura 5 — Representacédo esquematica das ligacdes intra e intermoleculares de cadeias de
celulose paralelas, em um mesmo plano.
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Fonte: (YUAN; CHENG, 2015)

Figura 6 — Estrutura das cadeias celulésicas para a formac&o de nanofibrilas, microfibrilas e
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2.2.2.1 Aplicagdes

A celulose sempre foi amplamente utilizada, junto ou ndo a hemiceluloses e
lignina, de forma que suas aplicacGes se estendem entre o uso da madeira em si

e das préprias cadeias de celulose.

Com minimo processamento, madeira e lenha simplesmente cortadas e livres de
umidade servem para producdo de energia através da queima (GELLERSTEDT,;
EK; HENRIKSSON, 2009). Por outro lado, quando lixada e talhada, a madeira é
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utilizada em construcdes e na fabricacdo de moveis, armas e acabamento de

casas e de alguns carros.

Passando por processo de refinamento, sem tratamento quimico, uma parte da
lignina é retirada (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009). Esse material pode
ser utilizado para produzir papeldo e mdveis de baixo custo. Adicionando-se o
processo kraft de tratamento alcalino, retira-se ainda mais lignina do material,
assim como hemicelulose, produzindo-se uma polpa celulésica branca com um
rendimento e conservacdo de massa seca entre 45-55%, em que a perda de
celulose chega a até 25% em relacdo a massa inicial (GELLERSTEDT; EK;
HENRIKSSON, 2009). Essa polpa é majoritariamente utilizada no processo de
producdo de papel, em que as fibras de celulose séo alinhadas em uma mesma

direcéo durante a producéao.

A derivatizacdo da celulose para a fabricacdo de materiais termoplasticos, como
nitrato de celulose, acetato de celulose e éteres de celulose, foi reportada na
segunda metade do século XIX (KLEMM et al., 2005). Para isso, a celulose é
processada quimicamente, de maneira que funcdes organicas sejam adicionadas
ou substituidas as hidroxilas dos carbonos C2, Cs e Cs, preservando os atomos de

oxigénio.

Atualmente, no contexto da nanotecnologia, h4 um grande destague para o
desenvolvimento de novos produtos celuldsicos, tendo em vista a dissociacao das
fibras, podendo também haver a diminuicdo das cadeias poliméricas. Processos
hidroliticos convertem a celulose da biomassa vegetal, por meio de enzimas e
acidos, em nanoceluloses, mais especificamente em nanocristais de celulose
(NCC), e nanofibrilas de celulose (NFC), com vastas aplicacdes (ABITBOL et al.,
2016; DUFRESNE; BELGACEM, 2010; KARGARZADEH et al., 2017; KONTTURI
et al., 2018).

2.2.2.2 Obtencao de celulose a partir da biomassa vegetal

A obtencao de polpa de celulose purificada requer algumas etapas de separacéo,
pois a celulose vegetal € fortemente associada a hemicelulose e a lignina. Na
industria de papel e celulose, o processamento inicia-se com operagdes unitarias

para madeira, com o objetivo de diminuir-se o tamanho do material em pequenas
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lascas, conhecidas como cavacos, posteriormente refinadas em moinho. Apds
esse tratamento, a madeira passa por um pré-tratamento de auto-hidrolise em alta
temperatura, para uma maior remog¢ao de lignina e hemicelulose, permitindo o
acesso a celulose nas préximas etapas (GELLERSTEDT,; EK; HENRIKSSON,
2009). Em seguida, a polpa passa por processo kraft, em que grande parte da
lignina e hemiceluloses remanescentes é retirada. Também € possivel uma etapa
posterior de branqueamento (GELLERSTEDT,; EK; HENRIKSSON, 2009). As
condi¢cbes de cada etapa, que variam de relativamente brandas a muito severas,

definem a pureza e as caracteristicas da polpa celulésica final.
2.2.2.3 Formas nanométricas

A partir da biomassa animal e vegetal, com o uso de polpas celulésicas de alta
pureza, é possivel produzir celuloses em escala nanométrica. As mais comuns e
estudadas séo a celulose nanocristalina (NCC) e a celulose nanofibrilada (NFC).
Contudo, ainda ha nanoceluloses que ndo advém de biomassa vegetal, mas que

séo de origem microbioldgica, como a celulose bacteriana (BC).

Para a produgéo de celulose nanocristalina, as cadeias de celulose nativas sao
clivadas por processos quimicos ou enzimaticos, formando assim uma celulose
com alto grau de cristalinidade, comprimentos de até 500 nm e larguras entre 5-
20 nm (ABITBOL et al., 2016), e amplas possibilidade de aplicacdo. Destacam-se,
neste contexto, as possibilidades de confeccdo de papéis com permeabilidade
controlada, embalagem alimenticias, aparelhos foténicos e tecidos biocompativeis
(ABITBOL et al., 2016; BOCCHIARO; ZAMPERINI, 2016).

Ja na celulose nanofibrilada (NFC), as fibrilas de celulose nativa sdo separadas,
também por processos quimicos ou enziméticos, ndo mais formando as
macroestruturas de fibras encontradas na biomassa vegetal. A fibras sdo isoladas
com uma das dimensdes em escala hanométrica, com diametros entre 25-100 nm
(ZIMMERMANN; BORDEANU; STRUB, 2010). Assim como a NCC, também
possuem um alto grau de cristalinidade, de aproximadamente 90% (ABITBOL et
al., 2016).
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2.2.2.4 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (BC) € produzida por bactérias ou culturas de bactérias.
Pelo fato de ser de origem néo vegetal, sua morfologia é diferente, assim como a
forma que se apresenta também é bastante singular. Possui a vantagem de ser
desprovida de hemicelulose e lignina, o que a torna mais facilmente aproveitavel
pelo fato de ndo haver a recalcitrancia presente na biomassa vegetal, que exclui a
necessidade de processos de pré-tratamento e de hidrolise para o isolamento de
cada um desses materiais. Ela é normalmente produzida pela espécie
Gluconacetobacter xylinum (ABITBOL et al.,, 2016), mas também pode ser
sintetizada por Gluconacetobacter spp, Komagataeibacter xylinus (CACICEDO et
al., 2016), Rhizobium leguminosarum e bactérias da espécie Escherichia coli
(ROMLING; GALPERIN, 2015).

2.2.2.4.1 Propriedades

A celulose de origem bacteriana (BC), assim como as provenientes de biomassa
vegetal, é naturalmente produzida na forma de fibras e com alta cristalinidade.
Estas fibras possuem diametros em torno de 20-100 nm (ABITBOL et al., 2016),
muito similar aos de NFC. Quando produzida, a BC assume um formato de
‘manta” na superficie do meio de cultura, em que a estrutura pode possuir
composicdo de até 99% de agua (ABITBOL et al., 2016). Além disso, o fato de ser
produzida em suspensdo faz com que a biossintese das cadeias por parte das
bactérias ndo ocorra em uma Unica dire¢cdo, em comparacdo ao sentido vertical

gue as fibras celuldsicas possuem nas madeiras.
2.2.2.4.2 Producéo

De maneira geral, BC normalmente é cultivada de forma estética, por meio de
fermentacdo aerdbica, formando uma manta que permanece sobre a superficie do
meio de cultura com grande capacidade de retencdo de dgua (CAMPANO et al.,
2016). No entanto, esse processo mais consolidado possui pouca produtividade e
resulta em um produto de alto custo, pois demanda muito tempo e requer grande
area superficial, dificultando a ampliacdo de escala (CARRENO PINEDA;
CAICEDO MESA; MARTINEZ RIASCOS, 2012). Adicionalmente, ha a

necessidade de matéria prima de alto custo para a producdo, o que também
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aumenta o custo de producdo (BAETS; VANDAMME; STEINBUCHEL, 2002).
Neste sentido, algumas estratégias tém sido pesquisadas, como a procura de
linhagens mais produtoras (TROVATTI et al., 201la), aperfeicoamento da
agitacéo e da aeracdo (WATANABE et al., 1998), e uso de fontes de carbono de
baixo custo (HONG et al., 2012). Formas de fermentacdo agitada tem sido
pesquisadas tendo em vista a melhor troca de oxigénio e menor tempo de
processo. No entanto, tal forma muda as caracteristicas do material obtido,
incluindo a diminuicdo do tamanho das fibras, da ordem de 400 para 20 pm
(WATANABE et al.,, 1998), menor resisténcia mecanica e a possibilidade de
mutacdo de algumas células, causando a diminui¢cdo da producédo (CAMPANO et
al., 2016). Entre as fermentacdes agitada e estéatica, o desafio da producéo de BC
€ uma adaptacdo dos dois métodos, visando alta produtividade sem haver perda
das propriedades do material (CAMPANO et al., 2016).

O meio fermentativo para producdo de BC € geralmente constituido de 2% m/v de
glicose, 0,5% m/v de peptona, 0,5% m/V de extrato de levedura, 0,27% m/v de
fosfato dissédico (Na:HPO4) e 0,115% m/v de acido citrico, com pH 6,0
(CARRENO PINEDA; CAICEDO MESA; MARTINEZ RIASCOS, 2012). Ha
tentativas para utilizacdo de subprodutos industriais, como glicerol (JUNG et al.,
2010a) e diversos tipos de hidrolisados de carboidratos complexos, em que
rendimentos melhores que o uso de glicose pura como fonte de carbono puderam
ser obtidos (CARRENO PINEDA; CAICEDO MESA; MARTINEZ RIASCOS, 2012).

Ha algumas empresas produtoras de BC com diversas aplicaces no mercado.
Notoriamente, ha alguns curativos de BC utilizados para feridas e queimaduras,
como Nanoderm da Axcelon (AXCELON BIOPOLYMERS CORPORATION,
2015), XCell da Xylos Corporation (CZAJA et al., 2007), e alguns produtos das
empresas Bowil (BOWIL BIOTECH, 2014) e Dermafill (DERMAFILL, 2019). No
Brasil, a Biofill Produtos Biotecnoldgicos também produz membranas curativas,
assim como produtos para doencas periodontais. Desde a década de 90, varias
empresas japonesas participaram de um acordo para producdo de BC com
finalidade médica. No entanto, ineficiéncia no sistema fermentativo ainda é um
grande problema (SINDHU; PRASANTH; THAKUR, 2014). “Nata de Coco” é uma

sobremesa filipina que utiliza BC cultivada em agua de coco enriquecida com



36

outros nutrientes (AZEREDO et al., 2019; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO,
2000).

2.2.2.4.3 Aplicacodes

A celulose bacteriana tem sido pesquisada para aplicagbes em diversas éareas,
como alimentos, eletronicos, biomedicina, farmacologia, agricultura, materiais e
cosméticos (AZEREDO et al, 2019; MOHITE; PATIL, 2014; RAJWADE;
PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015). O motivo pelo qual as aplicacdes de BC podem
ser tdo diversas é devido as suas propriedades. Como biomaterial, BC é
biocompativel, promove melhor interacdo celular e regeneracdo de tecido, é
biodegradavel e bioabsorvivel, possui uma estrutura de poros interconectados, e
possui boas propriedades mecéanicas capaz de resistir a altas cargas e abrasao, e
minimizar a geracdo de produtos de degradacdo (DAVIS, 2003; RAJWADE;
PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

Uma das areas com maior pesquisa de celulose bacteriana € a bioengenharia.
Nesta area, BC tem sido utilizada e pesquisada com sucesso no tratamento de
queimaduras e feridas, por ser um material altamente biocompativel e possuir
caracteristicas desejaveis a protecdo da ferida quando em formato de manta
(TORGBO; SUKYAI, 2018). Mantas de BC sao capazes de amenizar a dor e
promoverem a cura mais rapidamente (DE OLYVEIRA et al., 2011). Além de
mantas para curativos, BC também tem sido utilizada no desenvolvimento de
implantes. H& pesquisas em que BC tem sido utilizada para implantes de coracao
(KLEMM et al., 2001), de menisco do joelho (SVENSSON et al., 2005), 6sseos
(FANG et al., 2009; HUTCHENS et al., 2006), neurais (PERTILE et al., 2012) e de
cornea (WANG et al., 2010).

Na area de farmacologia, BC também tem sido pesquisada principalmente para
liberacdo controlada de farmacos. Membranas de BC além de servirem para
curativos também tém alta capacidade de absorcdo e de transporte de farmacos
(STOICA-GUZUN et al., 2007). Neste tipo de aplicacdo, membranas de BC
possuem liberacéo e capacidade de retencdo precisas, aumentando a eficiéncia
do farmaco (TROVATTI et al., 2011b). Similarmente, BC também pode ser usada

como implante subcutaneo para liberacdo prolongada (SILVA et al., 2014). Além
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do uso relacionado a pele, BC em forma de hidrogel pode ser usada oralmente e
tem potencial de liberacdo de farmacos de forma controlada, podendo também
ser ativado por meio de variacdes de pH (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007;
MOHD AMIN et al., 2012; PANDEY et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Na area de alimentos a celulose bacteriana pode atuar como substituinte de
alguns ingredientes, e como base para alguns alimentos (AZEREDO et al., 2019).
BC possui um bom potencial de atuar como substituinte de gorduras, tendo um
o0timo desempenho com metade da substituicdo, melhorando a integridade do
alimento sem alteracdo negativa do sabor (LIN, K. W.; LIN, H.Y., 2006).
Similarmente, imitacbes de carne usando BC como matriz também podem ser
preparados, provendo textura similar (PURWADARIA; GUNAWAN; WYDIA
GUNAWAN, 2010; SHEU; WANG; SHYU, 2000). Na area de probiéticos, celulose
bacteriana serve como suporte para Lactobacillus spp, sendo estes impregnados
nas membranas ou adicionados na cultura fermentativa de producdo das
membranas (FIJALKOWSKI et al., 2016). BC também pode ser utilizada em bio-
embalagens, em que nanocristais de BC junto a quitosana e a nanopatrticulas de
prata formam embalagem de recobrimento bioativas com propriedades
antimicrobianas (SALARI et al., 2018).

Quando seca, BC pode formar um produto muito atraente por ter sua biossintese
desprovida de direcionamento de cadeia, formando um material muito similar ao
papel, de celulose pura, com excelente resisténcia mecanica em todos as
direcbes (CAMPANO et al., 2016). Compdsitos de BC com nanotubos de carbono
e recobertos com resina acrilica tem potencial para ser base de confec¢do de
OLED para a fabricacdo de telas de video planas e flexiveis e de papéis
eletrénicos (NOGI et al., 2006; NOGI; YANO, 2008; SHAH; MALCOLM BROWN,
2005). Por BC ter estabilidade dimensional, ela é um material com conduc¢éo de
som que possui 6tima velocidade de som em uma ampla faixa de frequéncias,
sendo utilizada como diafragmas de auto falantes e de fones (INDRARTI et al.,
1998; MOHITE; PATIL, 2014).

Por suas excelentes propriedades mecanicas, fibras de BC sédo frequentemente
empregadas como reforco em materiais compositos, que serdo discutidos na

sequéncia.



38

2.3 Compaositos

Compdsitos sdo materiais heterogéneos formados por duas ou mais fases, sendo
uma fase continua chamada de matriz, que da sustentacdo ao produto e uma fase
dispersa chamada de reforco, que agrega melhores propriedades ao produto. Os
compositos podem ser produzidos pela combinacdo de materiais naturais ou
artificiais, dentre polimeros, metais, ceramicas e fibras vegetais (SHAFFER,
1993). As propriedades finais sao obtidas a partir da combinacdo das
propriedades dos constituintes individuais, sendo possivel obter propriedades, por
sinergia entre os componentes, inicialmente inexistentes em cada uma das fases.
Um dos exemplos mais antigos de compdésito € a katana, espada originaria do
Japao e composta por milhares de camadas de duas ligas de aco diferentes, em
gue uma delas confere maleabilidade enquanto a outra confere resisténcia ao
material final (RONQUILLE, 2018).

Existem vérios tipos de compdsitos, dependendo de seu formato e tipo de
confeccao, como o laminado (Figura 7), que possui varias camadas de materiais e
uma aparéncia heterogénea, e o “fabric reinforced composite” (Figura 8), que sao
compositos de fibras poliméricas semelhantes a tecidos e com aspecto visual
uniforme (LUBIN, 1982).

Figura 7 — Representacdo de compaosito laminar
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Fonte: (FABRICACAO DE COMPOSITOS, 2012)
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Figura 8 — Representacdo de um compdésito de concreto reforcado por material téxtil

T

Fonte: (THYROFF, 2013)

Ha registros da utilizacdo de compdsitos desde a pré-historia, quando misturava-
se palha com terra para fabricacao de tijolos, e por séculos todos os compdsitos
fabricados foram de constituintes naturais, com foco na construgdo civil
(SHAFFER, 1993; CAMARGO; SATYANARAYANA; WYPYCH, 2009).

Atualmente, além dos compdsitos naturais ha compdsitos artificias formados,
como ja mencionado anteriormente, por matrizes metalicas, ceramicas ou
poliméricas. Os compositos de matriz polimérica estdo presentes em diversos
setores, tais como aeroespacial, eletrénico e construcdo civil (THOMAS et al.,
2012). Em 2015, os componentes mais presentes na industria foram o poliéster

como matriz e a fibra de vidro como reforco (ACMA, 2019), ambos sintéticos.

A utilizacdo de fibra de vidro como reforco é bastante interessante pois confere
aos materiais grande resisténcia, atrelada a sua leveza e facilidade de moldagem
em designs complexos. Foi comumente utilizada para fabricacdo de barcos
(MARSH, 2008) e na area de telecomunicacfes, por conta de sua permeabilidade
a radiofrequéncia (BANK, 2006).

Compositos de matriz polimérica também podem ser reforcados por fibras
naturais, para substituicdo de fibras de origem petroguimica (FARUK et al., 2012).
Ha estudos com diversas fibras lignocelulésicas por conta de sua baixa massa
especifica, alta resisténcia mecanica especifica e baixo custo de processamento e
producdo, como alternativa a utilizacéo de fibra de vidro (JOHN; THOMAS, 2008).
Adicionalmente, estudam-se compdsitos cujas matrizes também sejam baseadas
em polimeros renovaveis (THAKUR, V. K.; THAKUR, M., K.; KESSLER, 2017). De
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maneira geral, a viabilidade técnica e econdmica desses materiais ainda nao foi
totalmente estabelecida, no entanto, observa-se um crescente interesse da
comunidade cientifica nos ultimos anos na pesquisa e no desenvolvimento dos
chamados “biocompdsitos”, o que é demonstrado pelo nimero de publicacbes por
ano que contém a palavra-chave “biocomposite” (Figura 9).

Figura 9 — Evolucédo do namero de publicacdes por ano com a palavra-chave
“biocomposite” em busca realizada na plataforma Web of Science.
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Fonte: (WEB OF SCIENCE, 2019)

Atualmente, ha estudos de biocompoésitos totalmente baseados em recursos
renovaveis para aplicacbes na biomedicina e para engenharia de tecidos,
liberacdo controlada de farmacos e terapia celular. Tais materiais se enquadram
especialmente na area de nanocompdésitos, sendo utilizados amido, celulose,
quitosana e pululana como polimeros para essa finalidade (CARROW,;
GAHARWAR, 2015).

2.3.1 Nanocompdsitos de celulose

Quando materiais compdsitos possuem uma das fases com ao menos uma das
dimensbes menores do que 100 nm, séo classificados como nanocompésitos
(KAMIGAITO, 1991). Os primeiros estudos utilizando celulose em escala
nanométrica como reforco em compdsitos foram reportados em meados da
década de 1990 (FAVIER; CHANZY; CAVAILLE, 1995), em trabalho relacionado
a preparacao de nanocristais a partir de celulose isolada de tunicados (animais
marinhos), que foram incorporados a uma matriz polimérica de estireno, acrilato
de butila e acido acrilico. Propriedades mecanicas superiores puderam ser

obtidas em funcéo de diferentes concentragdes de nanocristais.
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Desde entdo, um numero expressivo de trabalhos relacionados a utilizacdo de
celulose, de origem animal e vegetal, para a producdo de nanofibras e
nanocristais e posterior aplicacdo como reforco em compdsitos vem sendo
publicados, e uma série de textos que contemplam o0s principais avangos na area
estdo disponiveis (DUFRESNE; BELGACEM, 2010; KONTTURI et al., 2018;
MOON et al., 2011; OKSMAN et al., 2016).

A principal razéo para utilizar as nanofibras de celulose em materiais compagsitos
€ explorar a alta rigidez do cristal de celulose como material de reforco.
Entretanto, esta caracteristica ndo é suficiente, sendo desejavel que as fibras
individuais apresentem uma alta razdo comprimento/diametro, chamada de razao
de aspecto. Fibras com alto valor de razdo de aspecto (entre 50 e 100)
(EICHHORN et al., 2010) séo capazes de transferir de maneira muito eficiente a
tensdo da matriz para a fase de refor¢co. Esta caracteristica € ainda mais
pronunciada nos casos de nanocristais de celulose, que apresentam
desempenhos mecanicos intrinsecos elevados, e compadsitos preparados a partir
deles possuem propriedades mecéanicas (como médulo de Young) até 300%
superiores em relacdo aqueles baseados em fibras celulésicas de tamanho
micrométrico (EICHHORN et al., 2010).

As propriedades mecanicas superiores dos nanocompaositos de celulose também
podem ser explicadas pela ocorréncia do fendmeno de percolagéo, que consiste
no desenvolvimento, em fungéo da concentracdo, de uma rede entrecruzada em
sistemas multifasicos (MOON et al., 2011; STAUFFER; AHARONY, 1994). Acima
de uma determinada concentracdo da fase dispersa (limiar de percolacado), as
interacdes entre as particulas sdo maximas, favorecendo a formacéo de uma rede
entrecruzada e, como consequéncia, algumas propriedades aumentam
sobremaneira. No caso especifico de fibras, o limiar de percolacdo diminui a
medida em que se aumenta a razdo de aspecto das fibras (GARBOCZI et al.,
1995), o que quer dizer que concentragbes muito baixas de nanofibras s&o
suficientes para que ganhos significativos em propriedades mecéanicas sejam
alcancados (MOON et al., 2011).
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2.3.2 Compoésitos baseados em pululana e celulose bacteriana

A similaridade quimica entre celulose e pululana é um fator que abre caminhos
para o desenvolvimento de materiais interessantes, em fungdo da alta
compatibilidade entre ambos componentes, sendo possivel o desenvolvimento de
materiais com propriedades superiores quando comparados aqueles produzidos a

partir de cada polimero individualmente.

Nesse sentido, trabalhos relacionados a associa¢do entre pululana e celulose ou
seus derivados, como acetato de celulose (ATILA; KESKIN; TEZCANER, 2016),
celulose nanofibrilada (TROVATTI et al., 2012b), e carboximetilcelulose (BANG et

al., 2017) tem sido reportados.

Trovatti et al. (2012a) descreveram a incorporacdo de fibras de celulose
bacteriana a matriz de pululana comercial para a preparacao de biocompadsitos via
casting com propriedades térmicas e mecanicas superiores. Sueiro et al. (2016)
demonstraram a viabilidade da producao de biocompdsitos a base de amido de
mandioca, pululana e celulose bacteriana, sendo que a adicdo de pululana e
celulose bacteriana resultou em materiais com maior estabilidade térmica e
propriedades mecanicas superiores comparativamente aos filmes unicamente

baseados em amido.

Compositos de pululana/celulose bacteriana podem ser produzidos na forma de
filmes. No entanto, esses materiais sdo muito hidrofilicos, de modo que a pululana
€ soluvel em agua (TROVATTI et al., 2012a) e a celulose é hidrofilica em sua
superficie (CUNHA; GANDINI, 2010a), caracteristicas essas que acarretam na
perda de estabilidade mecéanica desses materiais em contato prolongado com a
agua. Para tanto, processos de hidrofobizacdo sdo uma opc¢éo para diminuir a
afinidade superficial desses compdsitos com a agua aumentando assim a gama

de potenciais usos.
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2.4 Hidrofobizagdo de materiais hidrofilicos

Materiais de origem renovavel podem ser modificados com o intuito de melhorar
certas propriedades, aumentando a gama de aplicagbes do produto. Sendo
assim, é possivel qgue o material renovavel adquira as caracteristicas necessarias

para que substitua materiais de origem fossil.

Nesse sentido, a hidrofobizacdo de superficie € uma das formas de mudar as
propriedades do material, com o objetivo de fazer com que se torne mais
impermeavel a agua e a outras substancias polares. Isso possibilita que um
material de origem renovavel que possui certa interagcdo com a agua seja tratado
em sua superficie e possa ser equiparado a materiais que possuem pouca

afinidade com agua.
2.4.1 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade de um material é relacionada a sua polaridade, de maneira que
se o material for polar ele tera afinidade com solventes polares e demonstrard um
comportamento hidrofilico, ao passo que terd pouca afinidade com solventes
apolares, e demonstrard o que é chamado de comportamento lipofobico.

Analogamente, um material apolar € hidrofébico e lipofilico.

A hidrofobicidade de um dado material pode ser avaliada pelo angulo de contato
que uma gota de agua forma quando depositada sobre sua superficie. A
tendéncia é que, em funcdo das caracteristicas do material, a gota se espalhe
para um menor nivel de energia (SI; DONG; JIANG, 2018). Em 1805, Thomas
Young realizou estudos sobre esse conceito e propds a equacao de Young para
definir a molhabilidade de materiais (YOUNG, 1805). Por meio dessa equacéo,
estipulou que o angulo limiar de molhamento da agua era de 90° para superficies
lisas, o que foi estabelecido como o limite entre a hidrofobicidade e a
hidrofilicidade. No entanto, considerando as interacdes da agua com o sélido e
com as estruturas da superficie do solido (a nivel micrométrico e hanomeétrico),
estudos mais recentes consideram que esse angulo de molhamento poderia
chegar a 65° (SI; DONG; JIANG, 2018; TIAN; JIANG, 2013; VOGLER, 1998).
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O nivel de hidrofobicidade de um material depende majoritariamente de dois
fatores: a topografia do material e a presenca de “bolsGes de ar” entre a gota e 0
material. Se a topografia do material for puramente lisa, a gota de agua se
espalhara numa menor condicdo de energia, molhando diretamente a superficie
do material. Tal estado € conhecido como “Wenzel” (TEISALA; BUTT, 2018),
como pode ser visto na Figura 10a. Dessa maneira, se numa superficie lisa o
angulo de contato da gota de &gua for maior que 65°, o material é considerado
hidrofébico, e esta caracteristica pode ser alterada pela modificacdo de superficie
do material (SI; DONG; JIANG, 2018), com o objetivo de se atingir o estado
“Cassie-Baxter” (Figuras 10b e 11c). Esse estado caracteriza-se pela deposicéo
da gota de a&gua na superficie do material sem molh4-lo completamente, dado o
fato que a gota estaciona em partes mais altas da topografia, e entre as partes
mais baixas e a agua encontra-se 0s bolsdes de ar que estabilizam o
espalhamento da gota pela superficie do material (TEISALA; BUTT, 2018). O
estado “Cassie-Baxter” possui naturalmente angulo de contato maior que o estado
‘Wenzel”, tanto que para um material com a mesma topografia, se o estado
“Wenzel” for atingido, ele possuira angulo de contato menor que o estado “Cassie-

Baxter”.

Uma das formas de aumentar a hidrofobicidade de um material é alterar a
topografia de superficie do material, de modo que a agua atinja preferencialmente
o estado “Cassie-Baxter”. Para tanto, a inser¢cao hierarquica de estruturas do
préprio solido na superficie pode ser utilizada, de modo a inserir micro-estruturas
(Figura 11a) na superficie do material, seguido da insercdo de nano-estruturas
sobre as micro-estruturas (Figura 11b) e sobre o restante da superficie (SI;
DONG; JIANG, 2018). Desse modo, o estado “Cassie-Baxter” pode possuir uma
energia de espalhamento mais estavel e é favorecido pelos bolsdes de ar entre a
agua e o material que conferem pressdo para que a agua nao passe para o

estado “Wenzel”, como observado na Figura 10b.
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Figura 10 — a) Esquema ““Wenzel” de molhabilidade em superficie plana; superficie com
topografia em micro-nano-escala b) em estado “Cassie-Baxter”.

a)

Fonte: a) (SI; DONG; JIANG, 2018); b) (TEISALA; BUTT, 2018)

Figura 11 — Modelos de hidrofobicidade. Topografias de superficie a) em escala
micrométrica, b) em escala micro-nanomeétrica. (c) Esquema de estado de
molhabilidade “Cassie-Baxter”.

a Micro-escala b Micro-nano-escala C Estado Cassie-Baxter

Fonte: (SI; DONG; JIANG, 2018)

Quando o material liso possui 0 angulo de contato menor que 65°, a insercéo de
estruturas hierarquicas de mesma composi¢cdo ndo aumenta a hidrofobicidade do
material, mas aumenta a hidrofilicidade. Sendo assim, para aumentar a
hidrofobicidade é utilizado modificacdo quimica ou fisica de superficies, de modo
a adicionar componentes hidrofébicos as superficieis desses materiais mais
hidrofilicos (SI; DONG; JIANG, 2018; WANG; PIAO, 2011).

Demonstra-se, portanto, que a topografia da superficie € tdo relevante quanto a
prépria natureza quimica de um dado material em se tratando da interacdo com a

agua e, consequentemente, de sua hidrofobicidade.
2.4.2 Hidrofobizacao de polissacarideos

Para aumentar a hidrofobicidade de um material € necessario modificar sua
superficie. Nesse contexto, as estruturas hierarquicas presentes na superficie
podem ser determinantes (TEISALA; BUTT, 2018). Adicionalmente, a modificacao
de superficie é capaz de tornar materiais hidrofilicos hidrofobicos adicionando-se,
por meio de processos fisicos e quimicos, estruturas de composicéo diferente do

material inicial.

Modificacbes fisicas de superficie sé@o feitas por insercdo de estruturas

hierarquicas micrométricas e/ou nanomeétricas ligadas a superficie fisicamente.
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Estruturas com geometria bem definida de escala micrométrica e nanométrica,
como cubos, piramides e esferas, podem ser adicionadas a superficie por meio de

processos como litografia a laser e impresséao 3D (SI; DONG; JIANG, 2018).

bY

Modificacdes quimicas aderem a superficie do material elementos ligados
covalentemente, tornando assim este material hidrofébico. Esse procedimento &
interessante para diversos polissacarideos por conta da maioria deles serem
hidrofilicos devido a presenca de hidroxilas livres na cadeia polimérica (CUNHA,;
GANDINI, 2010a, 2010b). Para esse fim, polissacarideos s&o modificados
guimicamente por meio de reacfes quimicas entre suas hidroxilas com moléculas
ou com polimeros que possam aumentar a hidrofobicidade. Pululana e celulose
sdo exemplos de polissacarideos que sao frequentemente modificados a partir

dessa estratégia.

A confeccédo de filmes € uma das aplicacbes possiveis de pululana na qual é
interessante que o material seja hidrofobico. Para isso, Niu et al. (2019)
modificaram cadeias de pululana via esterificacdo das hidroxilas com anidrido
acético, anidrido propibnico e anidrido butirico em diferentes graus de
substituicdo. Em seguida, confeccionaram filmes com esse polimero por casting e
testaram o angulo de contato desses materiais, obtendo resultados superiores ao

de pululana nativa.

Além da confeccdo de filmes, a hidrofobizacdo de pululana para liberacéo
controlada de farmacos pode ser usada para formacdo de micelas em meio
aquoso cujo interior seja hidrofébico e o exterior hidrofilico. Neste caso, Tao et al.
(2018) sintetizaram nanoparticulas de moléculas de pululana ligadas a colesterol,
com interior hidrofébico e exterior hidrofilico, para o carreamento do farmaco

hidrofébico mitoxantrona.

Celulose também pode passar por processo de hidrofobizacdo na indastria de
papel. Com os objetivos de diminuir a absor¢éo de liquidos, facilitar a secagem de
tinta e manter as propriedades mecéanicas em ambiente imido (ROBERTS, 1996),
tratamentos quimicos no papel podem ser feitos com dimeros de alquil-ceteno
(LINDSTROM; LARSSON, 2008) ou com anidrido alquenil-succinico (GESS;

RENDE, 2005). Além de aplicagbes com papel, celulose também pode ser
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modificada quimicamente por compostos fluorados e perfluorados e por silanos
para aplicacbes em diferentes areas (CUNHA; GANDINI, 2010a). Dentre esses
compostos, triclorometilsilano (TCMS) é um silano que apresenta grande
reatividade com a celulose.

Nesse caso, TCMS se liga as hidroxilas dos polissacarideos e se autopolimeriza
na superficie, liberando acido cloridrico, conforme a Figura 12a. Cunha et al.
(2010) desenvolveu um trabalho com reator de hidrofobizacdo em que TCMS era
carreado por gas nitrogénio reagindo com filtro de papel depositado sobre placa
porosa, conforme a Figura 12b. Por meio deste processo foram obtidos papéis de
celulose com aumento de hidrofobicidade lipofobicidade (CUNHA et al., 2010).

Figura 12 — Representagdo esquematica de uma das possiveis reagdes entre grupos
hidroxila e TCMS (CUNHA et al., 2010).
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Fonte: O autor

No presente trabalho, celulose bacteriana foi produzida e hidrolisada para
obtencdo de nanocristais de celulose. Ambos os formatos de celulose foram
caracterizados por difracdo de raios-X, espectroscopia de infravermelho (FTIR) e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para avaliar composicdo quimica,
cristalininadade e comprimento das fibras obtidas. Compdésitos baseados em
matriz de pululana e reforcados com celulose bacteriana (na forma nativa ou de
nanocristais) foram preparados por casting, em diferentes concentracées. Os
compositos também passaram por modificagdo quimica de superficie, com o
objetivo de torna-los hidrofébicos. Triclorometilsilano foi empregado como
reagente capaz de converter as hidroxilas da pululana sob condi¢bes brandas e

sem o uso de solventes, em grupos —O-SiCHgs, via reacao solido-gas.
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3 Objetivos

Objetivo geral: Empregar polimeros unicamente obtidos de fontes renovaveis
(pululana e celulose bacteriana) para producédo de materiais compaositos.

Objetivos especificos: (i) producdo de celulose bacteriana e caracterizacdo por

microscopia elétronica de varredura e espectroscopia de infravermelho;

(ii) producao e caracterizacdo de nanocristais de celulose bacteriana via hidrolise
acida e caracterizacdo por microscopia elétronica de varredura, difracdo de raios-

X e espectroscopia de infravermelho;

(i) associagéo entre pululana comercial e celulose bacteriana (nativa e na forma
de nanocristais), em diferentes proporcdes, para a producdo de compdsitos por
casting e avaliacdo de suas propriedades Opticas e mecanicas, espessura,

hidrofobicidade, homogeneidade e permeabilidade ao vapor de agua;

(iv) hidrofobizacdo por meio de modificacdo quimica dos compdsitos de pululana
e celulose (nativa e na forma de nanocristais) com TCMS, em sistema de reagéo
sélido-gas;

(v) caracterizacdo dos materiais por espectroscopia de infravermelho, microscopia
eletrbnica de varredura, angulo de contato, difragdo de raios-x, ensaios

mecanicos, colorimetria e permeabilidade ao vapor de agua.
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4 Experimental
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O presente trabalho foi dividido em cinco partes principais, sendo (i) producao e
caracterizacdo de fibras de celulose bacteriana (BC), (i) producdo e
caracterizacdo de nanocristais de celulose bacteriana (NCC), (iii) producdo e
caracterizagdo de compositos de matriz de pululana comercial (grau alimenticio)
reforcados com BC e NCC em diferentes concentracdes; (iv) hidrofobizacdo dos
compositos; (v) caracterizacdo dos compoésitos hidrofobizados e néo-
hidrofobizados. A Figura 13 apresenta, na forma de fluxograma, os compdsitos
gue foram preparados, bem como as etapas procedentes de caracterizagdo e
hidrofobizacéo. Nesse fluxograma também estédo apresentados os cédigos dados

a cada amostra.

4.1 Materiais

Membrana celuldsica contendo microrganismos (obtida a partir de cultura de cha
de kombucha) foi generosamente fornecida pelo Prof. Dr. Ismael Mancilha, do
Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, e a pululana
(grau alimenticio, 120 kDa) foi concedida pela empresa Nagase do Brasil.
Sacarose, acido acético glacial (Qhemis), hidroxido de sédio (P.A., Synth), acido
sulfarico (96-98%, Synth) e triclorometilsilano (TCMS, 99% Sigma-Aldrich), foram
usados sem purificacdo prévia. Outros solventes e reagentes também fizeram

parte deste trabalho e foram usados sem prévia purificacao.
4.2 Producéo de celulose bacteriana

A celulose bacteriana (BC) foi obtida a partir de cultura de cha de kombucha
(DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Como meio de cultura, utilizou-se solucdo
contendo 20 g de sacarose, 20 mL de vinagre comercial (concentracdo de acido
acético nominal de 5% v/v), e extrato de ch& preto comercial (20 g, marca Mate
Ledo), dissolvidos em 1 litro de agua sob ebulicdo. Apds atingida temperatura
ambiente, uma membrana quadrada de 20 cm de aresta e 1 cm de espessura
contendo os microrganismos produtores de celulose foi entdo imersa no meio de
cultura previamente preparado, em recipiente quadrado de 20 cm de aresta e 15
cm de profundidade. Este recipiente foi coberto com um pano para evitar
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contaminacgéo e sobre o pano foi colocada a tampa do recipiente sem encaixa-la
completamente para permitir a passagem de ar. A fermentacéo foi conduzida em
modo estatico, por aproximadamente 7 dias, quando foi possivel observar a
presenca de uma nova membrana que ocupava toda area relativa ao tamanho da
abertura do recipiente. O meio liquido, enriqguecido com microrganismos, pode ser

utilizado para a sintese de novas membranas.

Para a manutencao do cultivo, retirou-se uma fracdo de aproximadamente dois
tercos do meio fermentado, e substituiu-se, na mesma quantidade, por um novo

meio, de modo a manter a fonte de carbono disponivel aos microrganismos.
4.2.1 Purificacdo das membranas de celulose bacteriana

Para a utilizagcdo das membranas celuldsicas que foram produzidas, uma etapa
prévia de purificagdo se fez necessaria a fim de remover as células aderidas das
fibras (LIMA et al., 2015). Assim, as membranas foram suspensas em solucéo 0,1
M de NaOH, a 60 °C por 30-60 minutos. Durante o processo foi possivel observar
0 escurecimento da solugdo e o branqueamento das membranas. Ao fim da
purificacdo, as membranas foram retiradas do meio alcalino, lavadas com &agua

destilada, e armazenadas em agua destilada.
4.2.2 Dispersao das fibras de celulose bacteriana

As membranas de celulose bacteriana foram dispersas em &agua com um

dispersor Ultra Turrax T25 IKA, a 10000 rpm, por 40 ciclos de 50 segundos.

A concentracao (m/v) de cada suspenséo foi determinada por gravimetria, com o
auxilio de placas de Petri de vidro, condicionadas em estufa a 100 °C por no
minimo 12 horas. As placas foram adicionados 5 mL da suspens&o contendo as
fibras de celulose, levando-as novamente a estufa a 100 °C por 12 horas. A
concentracéo das suspensoes foi calculada pela razédo entre a massa de celulose
e 0 volume inicial adicionado as placas. Todas as medidas foram feitas em

triplicata.
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4.3 Producéo de nanocristais de celulose bacteriana

As membranas celulésicas purificadas foram secas em estufa a 60 °C por 24
horas e moidas em moinho de impacto (IKA All). Os nanocristais foram
preparados por hidrolise acida, a partir de suspensao contendo aproximadamente
59 g de celulose por litro de solucdo de acido sulfurico 64 wt% (levando em
consideracao a umidade da celulose, medida em balanca de infravermelho Marte,
modelo 1d50), a 50 °C, por 15 minutos, sob agitacdo magnética.

Apos a hidrdlise, a suspensao foi lavada com 10 volumes de agua destilada e
centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos. Os sobrenadantes foram separados dos
precipitados, com 0s quais repetiu-se subsequentes lavagens e centrifugacgoes,
até que os nanocristais de celulose permanecessem em suspensédo (o0 que pode

ser observado pelo surgimento de turbidez no sobrenadante).

O sobrenadante contendo o0s nanocristais foi entdo neutralizado usando
membrana de didlise (Sigma-Aldrich, MWCO 12 kDa), mantida imersa em agua
destilada (pH corrigido para 7,0). A agua foi trocada até pH constante.

A concentracdo (m/v) das suspensfes contendo os nanocristais foi determinada
por gravimetria, em procedimento similar ao descrito no item 4.2.2. Todas as

medidas foram feitas em triplicata (LIMA et al., 2015).
4.4 Caracterizacdo de BC, NCC e pululana

4.4.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

BC e NCC foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho, e os
espectros obtidos foram comparados com o proveniente de celulose
microcristalina comercial (Avicel, FMC BioPolymer). A pululana comercial também
foi caracterizada por esta mesma técnica. As amostras foram analisadas usando
pastilhas de KBr em um espectrometro de infravermelho Perkin Elmer, modelo
Spectrum GX localizado no Departamento de Biotecnologia Industrial da Escola
de Engenharia de Lorena (USP) no modo transmissdo. Para preparacdo das
pastilhas, adicionou-se 1,5 mg de amostra a 150 mg de KBr (grau

espectroscopico), e mantidos em estufa a 105 °C por 60 minutos. As misturas
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foram homogeneizadas em gral de agata (almofariz) e prensadas (1-1,5 kgf/cm?)

sob vacuo durante 5 minutos para a formacéo das pastilhas.
4.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das fibras de celulose bacteriana, antes e depois da purificacao, foi
avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para realizar o teste nas
membranas de celulose foi utilizado o microscépio eletronico modelo Zeiss EVO
LS-15 do Departamento de Materiais da Faculdade de Engenharia de
Guaratingueta (UNESP), com tensao de aceleracdo de 5 a 15 kV e ampliacédo de
100 a 50000 vezes. Para a analise das fibras de celulose em suspensao foi
utilizado o miscroscopio eletréncico LEO 435 VPi — ZEISS, da Divisdo de
Materiais do Instituto de Aeronautica e Espaco, com tensdo de 5 a 30 kV e
ampliacdo de 100 a 50000 vezes.

As membranas a serem testadas foram secas em estufa por 24 horas a 70 °C. Em
seguida o material seco foi submetido a metalizacdo (Au) e fixado ao suporte do
microscépio com fita de carbono para conducdo dos elétrons. Por fim, o material
foi condicionado dentro do equipamento para analise.

Para avaliar a morfologia das fibras nas suspensdes de BC e NCC, estas foram
diluidas 100 vezes com &agua destilada, resultando em concentracdes finais de
0,016 g/L. ApGs a diluicdo, as suspensdes foram submetidas a ultrassom (100 W
e 20 KHz em pulsos de 5 segundos, com 2 segundos de pausa entre 0s pulsos,
até atingirem 10000 J de energia, de acordo com metodologia proposta por Lima
et al. (2015), para favorecer a dispersdo. Em seguida, as suspensdes foram
gotejadas sobre fita de carbono em suporte metélico para MEV e secas em estufa
a 30 °C por 1 hora. O suporte com as amostras foi entdo submetido a metalizacdo
(Au) e condicionado dentro do equipamento para analise.

4.4.3 Difracao de raios X

Amostras de BC in natura, BC purificada e NCC foram caracterizadas por difragao
de raios X. Membranas de BC foram secas em estufa por 24 horas. Para NCC,
uma suspensdo foi depositada em placa de Petri e mantida em estufa por

aproximadamente 24 horas até secagem e formacao de um filme. As membranas
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e o filme foram entdo depositados em uma lamina de vidro para analise em um
difratbmetro da marca Panalytical, modelo Empyrean com radiagcdo Cu Kalfa,
localizado no Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de Engenharia
de Lorena (USP).

O indice de cristalinidade relativo (Cl) foi calculado a partir de espectros de
intensidade por angulo (20) na faixa de 10° a 40° com o auxilio do software Origin.
Para o célculo utilizou-se a equacéo de Segal (Equacéo 1):

CI(%) = £22=amd y 100 1)

200

Em que Ix0 € a intensidade do pico correspondente ao indice do plano 200 da
celulose |, com 20 igual a 22.8°, e lam é a intensidade da fragdo amorfa, com 206
igual a 18°, que funciona como uma linha de base no espectro (SEGAL et al.,
1959).

4.5 Confeccao dos compadsitos

Os compositos foram confeccionados por casting em placas de Petri de duas
dimensdes diferentes. O primeiro grupo de compadsitos foi preparado em placas
de Petri quadradas de dimensdes 10 x 10 cm, e 0 segundo grupo de compdsitos,
em placas de Petri redondas de aproximadamente 5,5 cm de diametro. Conforme
mencionado, a matriz dos filmes foi de pululana (1 g), e o reforco de celulose
bacteriana nativa (BC) ou de celulose nanocristalina (NCC), cujas propor¢cdes

massicas relativas a massa de pululana estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicao dos compésitos de matriz de pululana reforcados com BC ou com

NCC.
Amostra % méssica de BC % méssica de NCC
PUL100 0 0
BC1 1 0
BC5 5 0
BC10 10 0
BC20 20 0
BC30 30 0
NCCO05 0 0,5
NCC1 0 1
NCC2 0
NCC4 0 4

Fonte: O autor

Para a confeccdo do branco (material contendo apenas pululana), 1 g de pululana
foi mantido sob agitacdo com 50 mL de agua destilada, a uma temperatura de 100
°C. Ap6s homogeneizacdo, (aproximadamente 15 minutos), a solucdo foi
desaerada a vacuo para minimizar a formagcdo de bolhas durante a etapa de
casting. Em seguida, a solucéo foi vertida em placa de Petri, e mantida em estufa
a 35 °C, por aproximadamente 24 horas, até completa eliminacdo da agua. Um

filme de BC puro foi confeccionado da mesma maneira.

Para confeccao dos compdésitos reforcados com BC e NCC, adicionou-se pululana
as respectivas suspensdes, de forma que os materiais finais, apos secagem,
possuissem as concentracfes descritas na Tabela 1. De modo similar ao descrito
anteriormente, as suspensdes foram desaeradas a vacuo, vertidas em placa de

Petri, e mantidas em estufa a 35 °C.

E importante mencionar que o processamento por casting leva a compositos
heterogéneos quando reforcados com BC. Isso pode ser observado apds a
secagem, de modo que a face que permaneceu em contato com a placa de Petri
possuia topografia lisa, enquanto a face que permaneceu exposta ao ar possuia
topografia rugosa, conforme apresentado na Figura 14. Para a apresentacédo dos
procedimentos e discussdo dos resultados, essa nomenclatura sera usada

guando pertinente.
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Figura 14 — Heterogeneidade na topografia dos compésitos reforcados com BC produzidos
por casting.

Face Rugosa (R)

11334 ap edeld

Face Lisa (L)

Fonte: O autor

4.6 Hidrofobizacéo

A hidrofobizacdo dos compdsitos foi realizada a partir de reacao solido-gas entre
as hidroxilas e triclorometilsilano (TCMS) gasoso carreado por gas hitrogénio,
conforme descrito por Cunha et al. (2010). Os experimentos foram conduzidos
com os compésitos confeccionados na forma circular (aproximadamente 5,5 cm
de diametro). Todas as reacdes foram feitas a temperatura ambiente, em capela,
com uso de reator cilindrico de vidro Figura 15 de 6 cm de diametro e 14 cm de
comprimento, com uma placa de vidro sinterizada (1) no meio do comprimento
para suporte dos filmes e que permite a passagem do gas contendo TCMS.
Acoplado a esse reator havia (2) um baldo volumétrico com uma segunda entrada
para gas nitrogénio, onde o TCMS liquido era armazenado, e (3) um sifdo para
neutralizacdo do HCI produzido como subproduto da reacdo, contendo
aproximadamente 100 mL solucdo de hidréxido de sddio a 0,1 M. A vazdo de gas
era de 100 mL/min e o tempo de hidrofobizacdo de 15 segundos para compdésitos
com celulose bacteriana e 12 segundos para compdésitos com nanocristais de
celulose. Em seguida, os compdésitos foram extraidos em sistema soxhlet, com

etanol, por duas horas.
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Figura 15 — Reator utilizado para hidrofobizacao.

Fonte: O autor

Ao final do processo, o reator era desmontado e mantido em solugdo de NaOH

0,5 M por 24 horas para neutralizacdo do TCMS remanescente.

As reacdes de hidrofobizacdo foram realizadas de duas maneiras, conforme
apresentado na Figura 16. Nas reacdes de hidrofobizacdo do tipo HA, a face lisa
dos compdésitos permaneceu em contato direto com a placa de vidro sinterizada, e
nas reacdes de hidrofobizacdo do tipo HB, a face rugosa dos compdsitos

permaneceu em contato direto com a placa de vidro sinterizada.
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Figura 16 — Representacdo das faces dos filmes e esquema dos tipos de hidrofobizacéo.

Tipo HA Tipo HB

Filme q Q

Face Rugosa (R)I I—l

Face Lisa (L) U U
4 N2/TCMS é

Fonte: O autor

4.7 Caracterizacdo dos compaositos

4.7.1 Medida de espessura

A espessura dos compadsitos foi medida de acordo com a norma ASTM D6988
(“ASTM D6988-13: Standard Guide for Determination of Thickness of Plastic Film
Test Specimens”, 2013). Foram realizadas ao menos cinco medidas em regides
diversas dentro da area do filme utilizando um micrébmetro mecénico da marca
Marberg (Figura 17). Em seguida foi possivel calcular a média das medidas

realizadas.

Figura 17 — Micrémetro mecanico Marberg

MARBERE)

Fonte: O autor.
4.7.2 Permeabilidade ao vapor de agua
As medidas de permeabilidade ao vapor de agua foram feitas em dessecador com

o auxilio de frascos de vidro de 2 mL com tampa com orificio, de acordo com a
ASTM E96/E96M-16.
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Primeiramente, os frascos e as tampas foram condicionados em estufa por 24
horas a 60 °C; a silica, utilizada para manter a umidade do dessecador, foi
condicionada em estufa a 100 °C; os compdésitos foram condicionados em

dessecador a temperatura ambiente sob vacuo.

Os frascos foram preenchidos com 1 g de cloreto de calcio (umidade relativa de
0%) e cobertos com um pedaco de cada compoésito a ser testado. Os frascos
foram entédo fechados com tampa (Figura 18), cujo orificio tem area de 2,26x10*
m?, pesados em balanca analitica, medindo-se os valores na precisdo de 0,0001
g, € em seguida mantidos em dessecador a 25 °C (Figura 19). Junto aos frascos,
uma solucéo saturada de cloreto de sddio estava presente para manter a umidade
relativa em 75% a 25°C (ADJOUMAN et al., 2017). Foram realizadas pesagens
diariamente por 7 dias, de modo a avaliar a variagdo da massa dos frascos em

funcdo do tempo, e cada amostra foi testada em triplicata.

O valor de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi calculado, primeiramente,
pela taxa de transmissdo de vapor de agua (TTVP) em g.s'm™, obtida pelo
coeficiente angular médio dos graficos de cada amostra dividido pela area de
abertura. Em seguida, aplicou-se a Equacdo 2, adaptado de Adjouman et al.
(2017).

TTVPXE
PvA = (SX(R1-R2))

)

Em que E é a espessura dos filmes (m), S é a pressao de vapor da agua a 25 °C
em Pa, R1 é a umidade relativa no dessecador (75%) expressa como fracdo e R2
€ a umidade relativa na abertura do frasco (0%) expressa como fracdo (“ASTM
E96 / E96M-05", 2016). Os valores de PVA séo dados em g.m*.s1.Pa™.

ANOVAS conforme o método Unequal N HSD pelo software Statistica 10 foram
realizadas para averiguar diferenca estatistica entre o0s resultados de

permeabilidade.
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Figura 18 — Frascos dos testes de Figura 19 — Teste de permeabilidade ao
permeabilidade ao vapor de vapor de agua conduzido em
agua dessecador

T—

Fonte: O autor Fonte: O éutor

4.7.3 Colorimetria

O teste de colorimetria foi feito em espectrofotdmetro ColorMate da marca Scinco,
localizado no Departamento de Biotecnologia Industrial da Escola de Engenharia de
Lorena (USP), usando suporte adequado, com o objetivo de medir a porcentagem
de transmitancia em cada material e de avaliar a diferenca de cor nas escalas CIE
L*a*b* e amareliddo, ambos em relacdo ao filme de pululana. O teste de cor mede
as diferencas no claro e escuro (d*L), do verde para o vermelho (d*a) e do azul para
o amarelo (d*b). Os testes foram feitos comparativamente para avaliar eventuais

diferencas nas propriedades 6ticas dos compdsitos produzidos.
4.7.4 Ensaios Mecanicos

Corpos de prova retangulares (10 x 1 c¢cm) foram confeccionados com o auxilio de
estilete em superficie de papeldo sobre um molde, e em seguida adaptados com
pedacos de borracha de 1 mm de espessura, 1,1 cm de largura e 2,1 cm de
comprimento, colados em ambas as faces, nas extremidades das amostras, de
modo que estivesse submetido a tensdo 6 cm do meio do corpo de prova (Figura 20)
(TROVATTI et al., 2012a).

Os ensaios mecanicos foram realizados em um LTM-300 da Kratos Equipamentos,
localizado na Divisdo de Materiais do Instituto de Aeronautica e Espaco, adaptado
para célula de carga de 2 Kgf, com um deslocamento de 0,5 mm/min. A tensdo na
ruptura, a deformagéo e o médulo de Young foram obtidos.
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ANOVAS conforme o método Unequal N HSD pelo software Statistica 10 foram

realizadas para averiguar diferenca estatistica entre os médulos de Young.

Figura 20 — Esquema da adaptacdo da amostra para ensaio de tensao

1cm ‘ 1.7¢em ‘

w2 g

10 em
w9

Fonte: O autor

4.7.5 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Andlises de espectroscopia de infravermelho (FTIR) foram conduzidas em um
Espectdmetro PerkinElmer Spectrum 100 com modulo de ATR (reflectancia total
atenuada), Localizado no Departamento de Fisica da Faculdade de Engenharia de
Guaratingueta (UNESP), nas condices de 16 escaneamentos e com precisado de 2

cm,
4.8 Avaliacao da eficiéncia das reacdes de hidrofobizacdo

Para a avaliacdo da eficiéncia da reacdo com TCMS, os compositos foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho, microscopia eletronica de

varredura e angulo de contato.
4.8.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Os compaositos hidrofobizados foram analisados por FTIR para avaliar a extenséo da
reacdo com TCMS, indicada pela presenca de bandas caracteristicas, em nameros
de onda (cm™) iguais a 1270, referente a deformacdo angular da ligacdo Si-CHg;
1080 a 1100 cm, caracteristica de grupos Si-O-C; 950, referente as ligacdes Si-OH e
Si-O-Si; e 1100, referente a ligagdo Si-Cl (BELLAMY, 1975). As analises foram
conduzidas no mesmo espectrbmetro do item 4.7.5, nas condicbes de 16
escaneamentos e com precisdo de 2 cm™. Os resultados foram comparados com

agueles obtidos a partir dos compdsitos ndo hidrofobizados.
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4.8.2 Angulo de contato

O angulo de contato dos filmes hidrofobizados e néo hidrofobizados foram medidos
com o uso de um gonibmetro Ramé-Hart, modelo 300, Localizado no Departamento
de Fisica da Faculdade de Engenharia de Guaratingueta (UNESP). Os filmes foram
fixados com fita dupla face em laminas de vidro e posicionados no suporte do
aparelho. Gotas de agua de 15 L foram depositadas nas superficies dos filmes e os
angulos de contato foram medidos ao menos quatro vezes em diferentes regides
dos filmes. Dessa forma, calculou-se a média de todos os valores medidos para
todas as gotas de cada amostra, com 0 seu respectivo desvio padrdo. ANOVAS
conforme o método Unequal N HSD pelo software Statistica 10 foram realizadas

para averiguar diferenca estatistica entre os resultados de angulo de contato.
4.8.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia superficial dos compésitos hidrofobizados foi avaliada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), de modo a identificar modificagfes na superficie
relativas ao processo de hidrofobizacdo. As amostras foram fixadas em um suporte
adequado com fita de carbono e, em seguida, foram metalizadas com fina camada
de ouro, e analisadas com o auxilio de um microscopio LEO 435 VPi — ZEISS, da
Divisdo de Materiais do Instituto de Aeronautica e Espaco. As micrografias foram

comparadas com aquelas obtidas a partir dos compdsitos ndo hidrofobizados.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao da celulose bacteriana
5.1.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A Figura 21 ilustra os espectros de infravermelho obtidos para as amostras de
celulose bacteriana apés purificacdo (BC), nanocristais de celulose bacteriana

(NCC) e celulose cristalina comercial (Avicel), analisada para fins de comparacéo.

Figura 21 — Espectros de infravermelho das amostras de BC, NCC e Avicel
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4000 I 35I00 I 30IOO I 25I00 I 20IOO I 15I00 10I00 I 5CI)O
Numero de onda (cm™)

Fonte: O autor

E possivel observar, pela anélise dos espectros apresentados na Figura 21, que ha
coincidéncia entre as bandas apresentadas nos trés casos, nos mesmos numeros
de onda, mas com intensidades distintas. Observa-se picos (cm™) na regido de (i)
3000-3600 cm?, tipicas de estiramento O-H, associado as hidroxilas das unidades
de glicopiranose; (ii) 2900 cm*, proveniente de estiramento das ligacées C-H; (iii)
entre 1050-1100 cm, associado a vibracdo das ligagGes C-O; e (iv) proximos de
700 cm’?, relacionado a vibracdes de ligacdes C-H e H-C-H (KARGARZADEH et al.,
2017). E importante mencionar o aparecimento de uma banda (cm™?) em 1723 cm?,
tipicamente corresponde a carbonila de éster, na amostra de BC. A presenca desta
banda pode ser justificada por contaminagdo de células, ou de residuos de proteinas
nas membranas (FULLER; ANDAYA; MCCLAY, 2018). E provavel que, mesmo apos
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a etapa de purificacdo, ainda reste células nas membranas, ou haja resquicios

celulares, como proteinas e debris.
5.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As Figuras 22 e 23 correspondem as micrografias obtidas para as membranas de

BC antes (Figura 22) e depois (Figura 23) da purificacéo.

Figura 22 — Micrografias das membranas de BC antes da purificagdo, com ampliacdes de (a)
5000 x e (b) 15000 x

2 pm EHT = 15.00kV  Signal A = SE1 1Probe 2pA Aperture Size = 30,00 pm LAIMat 1pum EHT «15.00kV  Signal A = SE1 IProbe= 2pA Aperture Size = 30.00 pm LAIMat
WD-11.0mm Mag= 500KX Spot Size =162 Chamber - 2.346-003Pa  FEG-UNESP WD-11.0mm Mag= 1500KX  SpotSize=162 Chamber = 2.29¢-003Pa  FEG-UNESP

Fonte: O autor

Observa-se claramente a presenca de células de bactérias em grande quantidade,
espalhadas por toda membrana. E possivel ver o formato de bacilo das células e a
formacao das col6nias nas membranas. Essa grande quantidade de bactérias reflete
0 comportamento aerébio de crescimento celular, uma vez que em fermentacdo
estética as bactérias se aglomeram imensamente na superficie do meio fermentativo
(BERGEY, 1994; DONINI et al., 2010).

Em ampliagbes maiores, € possivel ver como as bactérias estdo fixas nas
membranas e a excrecdo das fibras de celulose para fora das células, mostrando o

carater de exopolissacarideo que a celulose possui.
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Figura 23 — Micrografias das membranas de BC ap6s a purificagdo, com ampliacdes de (a)
15000 x e (b) 50000
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Fonte: O autor

E possivel observar que as fibrilas de celulose bacteriana possuem comprimento
consideravelmente maiores em comparacdo ao diametro, o que € indicativo de
valores altos de razdo de aspecto. Entretanto, para o calculo preciso deste valor, é
necessaria uma maior dispersdo das fibras, de modo a permitir a medida das
dimensdes utilizando ferramentas de softwares especificos de tratamento de
imagens. Comparando os resultados das membranas purificadas (Figura 23) com as
ndo purificadas (Figura 22), é possivel observar a remocao das células de bactérias
que apareciam associadas a membrana antes da purificacdo. Vale mencionar
também que, devido ao fato do processo de purificacdo ser realizado em meio
alcalino a 60 °C, existe a possibilidade da ocorréncia de interacbes entre os ions
sédio com os atomos das cadeias de celulose, principalmente grupamentos
hidroxila, o que pode levar a rupturas e reposicionamentos e, consequentemente,
mudancas conformacionais, resultando em diferentes formas cristalinas (celulose |
para celulose Il). Este fato sera posteriormente averiguado por analises de difracéo

de raios X.

De acordo com o item 4.4.2, as suspensdes de BC e NCC usadas para a confeccao
dos compdsitos foram diluidas, gotejadas sobre fita de carbono em suporte metélico,
secas, metalizadas e analisadas por microscopia eletrénica de varredura. Na Figura
24 estdo apresentadas as micrografias referentes a suspensao de BC (Figura 24a),
com ampliacdo de 50000 vezes, e a suspensdao de NCC (Figura 24b), com
ampliacdo de 30000 vezes.
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Fonte: O autor

A tenséao utilizada que foi capaz de identificar as imagens foi de 15 kV. A partir da
Figura 24a (BC) é possivel observar o longo comprimento das fibras em relacéo a
espessura, assim como observado na micrografia referente & membrana celulésica
produzida no meio fermentativo (Figura 23). Nao € possivel, entretanto, visualizar a
disperséo das fibras de forma clara, o que seria desejavel tendo em vista a posterior
aplicacdo na confeccdo dos compésitos. E possivel que mesmo no baixo valor de
concentracdo usado para o preparo da amostra, houve aglomeracdo e agregacéo
das fibras, o que impede de estimar os valores de comprimento e diametro com
precisdo. Este comportamento é tipico para suspensdes de NCC apds secagem. Na
Figura 24b (NCC) observa-se uma incrustacdo de pequenos pedacos de fibras
visivelmente menores que em BC. Entretanto, n&o foi possivel identificar a natureza
nanocristalina da celulose nesse caso, 0 que pode ser justificado pela inadequacgao

da técnica escolhida.

As técnicas mais frequentemente reportadas na literatura para avaliacdo morfologica
de NCC séao a microscopia de forca atdmica (MFA) e a microscopia eletronica de
transmissdo (MET), ao passo que também é possivel visualizar os cristais de
celulose por microscopia eletronica de varredura por emissdo de feixe (MEVEF),
menos comum do que as outras duas técnicas (KARGARZADEH et al., 2017,
KAUSHIK et al., 2015).

O MFA é uma técnica distinta das demais por se utilizar de um processo mecanico
de confeccdo de imagem. A microscopia se da pela utilizagdo de um cantilever, uma
espécie de agulha feita normalmente de silicone, que toca na superficie e registra as
deflexdes do contato com a amostra por laser. Os modos de operacdo do MFA sé&o
de contato, semi-contato ou ndo-contato, de tal modo que para amostras organicas €
preferivel o uso das duas ultimas modalidades (KARGARZADEH et al., 2017). Lahiji
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et al. (2010) usaram MFA com o objetivo de analisar topografia e as propriedades
elasticas e adesivas de NCC. Uma suspensao de 1,2% m/v foi gotejada sobre um
quadrado de mica de 1 x 1 cm e a MFA foi empregada nos modos de contato, semi-
contato e ndo contato. Com isso, estruturas de NCC de espessuras entre 2 e 8 nm e
comprimentos entre 100 e 300 nm foram identificadas, com variacdo de altura entre
2 a 4 nm, adesao e rigidez uniformes no decorrer do comprimento. Valores de

modulo de Young entre 18 e 50 GPa foram obtidos.

O MET é uma técnica de microscopia bastante poderosa, pois enquanto o MEV
possui uma tensdo de aceleracdo de até 30 kV, o MET tem tensdo de 120 kV,
resultando em ampliacdes de até 10° vezes (KAUSHIK et al., 2015). Nesse tipo de
micrografia, um grid de cobre de 300 a 400 mesh recoberto com lacey carbon é
usado como suporte. Para um aprimoramento da imagem, utiliza-se um contraste
qgue ajuda a delinear melhor as imagens (KAUSHIK et al., 2015). No trabalho de
LIMA et al. (2015), NCCs foram isolados a partir de BC via hidrdlise acida. Para a
avaliacdo morfoldgica, suspensdes de 0,005% m/v de concentracdo e um contraste
de acido fosfotungstico foram utilizados, sendo possivel identificar nanocristais com

espessuras entre 10 e 50 nm e comprimentos de 100 nm a varios micrometros.

O MEVEF é uma técnica microscépica muito similar a MEV, com mesmo preparo de
amostras, mas sem a aplicacao de feixe de elétrons durante e analise. Por ter um
espalhamento de elétrons menor que a MEV, MEVEF atinge resolu¢des maiores que
a MEV com tensfes de aceleracdo menores (ZHOU et al., 2006). Boluk e Danumah
(2014) avaliaram diferentes métodos para determinar as dimensdes de nanocristais
de celulose comerciais, incluindo espalhamento de luz dindmico, MET e MEVEF. Os
autores encontraram valores similares usando MET e MEVEF (em torno de 250 nm
de comprimento e 15 nm de espessura), e concluiram que a combinacgao de técnicas
de microscopia com espalhamento de luz dindmico € viavel para a determinacéo de

estruturas de NCC e de outras particulas similares.

A técnica empregada no presente trabalho, portanto, ndo foi adequada para a
avaliacdo morfoldgica dos NCCs. Observa-se também uma grande aglomeracéo de
NCCs, mesmo usando concentracdo de suspensao compativel com outros trabalhos
reportados na literatura, que dificultou consideravelmente a distingdo dos cristais

individuais e a medida de suas dimensdes.
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5.1.3 Difragéo de raios X

A Figura 25 apresenta o espectro de raios X das amostras de BC in natura (Figura
25a), purificada (Figura 25b) e da amostra de NCC (Figura 25c). Os valores de

indice de cristalinidade calculados a partir da Equacédo 1 estdo apresentados na

Tabela 2.

Figura 25 — Espectro de raios X das amostras de (a) BC in natura, (b) BC purificada e (c) NCC.
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Tabela 2 — indice de cristalinidade de BC in natura, BC purificada e NCC.

Amostra Cristalinidade
BC in natura 76
BC purificada 73
NCC 77

Fonte: O autor

A partir dos espectros apresentados na Figura 25, foi possivel calcular o indice de

cristalinidade relativa para BC in natura, BC purificada e NCC usando a Equacgéo 1.
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Os valores calculados para BC in natura e BC purificada (Tabela 2) estdo de acordo
com o esperado para os materiais celulésicos (ABRAL et al., 2018; KARGARZADEH
et al.,, 2017). O valor de indice de cristalinidade calculado para a amostra de NCC
também esta de acordo com os valores frequentemente reportados na literatura para
celulose nanocristalina, que variam entre 73 e 88% (KARGARZADEH et al., 2017).
Vale ressaltar também os picos presentes além dos utilizados para o célculo. O pico
em 20 = 14,5°, presente em todos os espectros, refere-se ao indice do plano 101 da
celulose |, fase alomorfica da celulose natural presente na biomassa in natura. Na
BC in natura e na NCC ainda é possivel observar o plano 101 de celulose | pela
presenca de pico em 20 = 16,4° (JUNG et al., 2010b). Apesar do tratamento alcalino,
a auséncia de pico em 28 = 12°, 20°, 22° e 34.6° (KARGARZADEH et al., 2017),
referente a planos de celulose I, indica que ndo houve qualquer mudanca de
conformacao do reticulo cristalino da celulose apo6s a purificagdo (GELLERSTEDT,;
EK; HENRIKSSON, 2009). Sendo assim, a denominacdo “BC in natura” sera
mantida ao longo de todo o texto para diferencia-la da NCC. Ja na amostra de NCC,
existe um pico em 26 = 11,5° que é préximo do indice do plano 101 da celulose Ill.
No entanto, o pico esta muito distinto dos demais e pode apenas se apresentar
como um ruido, pois ndo houve um tratamento correspondente que gerasse celulose
Il neste trabalho (GELLERSTEDT,; EK; HENRIKSSON, 2009). Os picos em 20 =
25,4° e 29,5° presentes nos espectros ndo possuem correspondéncia de qualquer
forma alomoérfica da celulose e, portanto, possivelmente consistem em ruido de
fundo (KARGARZADEH et al., 2017).

A equacdo de Segal (Equacédo 1) leva em consideracao apenas a fase cristalina do
plano 200 da celulose |, caracterizado por 20 = 22,8°(SEGAL et al.,, 1959). Em
comparacao a outros trabalhos com celulose e nanocelulose (ABRAL et al., 2018;
FRENCH; SANTIAGO CINTRON, 2013; PARK et al., 2010; SEGAL et al., 1959) o
pico em 206 = 14,5° é consideravelmente menor que o pico em 26 = 22,8°, diferente
do que foi obtido no presente trabalho, em que o pico do plano 101 é maior que o
pico do plano 200. Possivelmente, para as amostras avaliadas no presente trabalho,
outros planos cristalinos podem ser considerados, assim como outras metodologias,
a fim de se obter valores de indice de cristalinidade mais préximos do valor real
(PARK et al., 2010).
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5.2 Caracterizacao da pululana comercial

5.2.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A Figura 26 apresenta o espectro de infravermelho obtido para a amostra de

pululana comercial.

Figura 26 — Espectro de infravermelho proveniente de amostra de pululana comercial.
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NUmero de onda (cm-1)

E possivel observar, pela analise do espectro apresentado na Figura 26, bandas de
absorcao (cm™) (i) entre 3000-3500, atribuidas ao estiramento das ligacdes O-H das
unidades repetitivas da pululana, (ii) entre 2900-1600, atribuidos ao estiramento de

C-H de carbono tetraédrico (CAO et al., 2006), (iii) entre 1125-1200, provenientes de

vibracdes do tipo C-O-H e C-O-C, associadas a grupos éter e hidroxila, (iv) em 851,

corresponde a configuracdo a das unidades a-D-glicopiranose, e (v) em 750 e 930,

associados, respectivamente, a ligagdes glicosidicas do tipo a (1-4) e a (1-6)
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011a; TERAN HILARES et al., 2017; WANG et

al., 2014).

5.3 Caracterizacdo dos compoésitos

5.3.1 Medida de espessura

A espessura dos compdsitos foi medida de acordo com a norma ASTM D6988,

descrita no item 4.7.1. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados de espessura dos compositos

Amostra Espessura (um) Desvio Padréo
PUL100 86 3,14
BC1 100 7,18
BC5 106 3,63
BC10 118 8,07
BC20 130 6,70
BC30 130 8,54
NCCO05 76 3,01
NCC1 69 3,21
NCC2 58 5,60
NCC4 86 5,46

Fonte: O autor

A espessura dos compdsitos depende, principalmente, da quantidade de massa por
area. Por esse motivo, os resultados de espessura apresentados tém uma tendéncia
a demonstrar maior espessura conforme a adi¢do de refor¢co a matriz polimérica. No
entanto, nem todos 0s compadsitos de composicdo intermediaria mostram resultados

dentro da progresséao de crescimento.

Os compositos reforcados com NCC, apesar de possuirem a mesma massa de
pululana que o filme unicamente formado por pululana, apresentam espessuras
diferentes, mesmo sendo confeccionados sob as mesmas condi¢des. Os compadsitos
reforcados com BC apresentaram certa consisténcia quanto a adicdo de reforco,
pois houve aumento da espessura conforme o acréscimo de material. No entanto,
guando os dados sao interpolados, ndo apresentam linearidade conforme a

proporcao de BC adicionada.
5.3.2 Permeabilidade ao vapor de agua

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua foi feito de acordo com procedimento
descrito no item 4.7.2. Os graficos de variacdo de massa em funcédo do tempo de
todas as amostras testadas estdo apresentados no Apéndice A, e os valores de
coeficiente angular das retas obtidas em todos os casos foram usados para o calculo
do valor de permeabilidade ao vapor de agua (Equacéo 2), que estéo ilustrados na
Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados de permeabilidade ao vapor de agua dos compaésitos

Amostra PVA (x101%) Desvio Padrdo (x101%)
(g.m1s?tPa?l) (g.mts?tPal)
PUL100 5,64 a 1,53
BC1 5,80 a 1,68
BC5 3,05a 1,11
BC 10 4,79 a 2,68
BC 20 4,41 a 1,94
BC 30 2,04 a 1,05
NCC 05 23la 0,55
NCC 1 4,11 a 0,98
NCC 2 3,36 a 1,05
NCC 4 2,46 a 0,38

Fonte: O autor

As letras presentes dos lados dos numeros representam o0s grupos de resultados
das ANOVAS feitas para cada composi¢cdo conforme o método Unequal N HSD,
demonstrando quais dessas amostras apresentaram  permeabilidades

estatisticamente diferentes conforme o agrupamento dos resultados em cada letra.

E possivel observar que todos os compositos avaliados apresentaram uma variago
de massa constante em funcdo do tempo. O desvio padrdo de cada ponto é
representado por o, ja que o experimento foi conduzido em triplicata. A partir desses
resultados nédo se observa uma diferenca significativa no valor de permeabilidade ao
vapor de agua entre os compoésitos de BC e NCC, sendo que pelos grupamentos
apresentados ndo héa diferenca estatistica. Considerando a semelhanca entre os
resultados obtidos para o material preparado unicamente com pululana e o
composito BC1, verifica-se que compdsitos com maior reforco de BC ou compositos
com reforco de NCC apresentaram decréscimo na permeabilidade ao vapor de agua
em relacdo ao filme de pululana. No entanto, esse decréscimo néo é proporcional a

guantidade de reforco adicionada.

Os resultados obtidos sdo consistentes com filmes comestiveis de amido de
diferentes formulacdes dos trabalhos de Adjouman et al. (2017) e de Garcia, Martino
e Zaritzky (2000), que reportaram igualmente valores na ordem de grandeza de 10!

para a permeabilidade ao vapor de agua dos materiais desenvolvidos.
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5.3.3 Colorimetria

Os compésitos de diferentes composicbes foram testados por transmitancia
conforme descrito no item 4.7.3, e as Figuras 27, 28 e 29 ilustram os resultados
obtidos.

Figura 27 — Diferenca de cor dos compdsitos em relagdo ao filme de pululana
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Fonte: O autor

E possivel observar, a partir da Figura 27, a variacdo de cor desde o fiime de
pululana até o compdsito BC30, o que esta de acordo com a diferenca de cor
observavel entre as amostras. E possivel notar como a variagdo de cor é afetada
também pela proporgdo de celulose bacteriana, mais intenso no claro e escuro que

para as cores (a e b).
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Figura 28 — Variagdo da amareliddo dos filmes e compdsitos
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A Figura 28 ilustra os resultados de amareliddo obtidos para os filmes e compasitos.
Verifica-se como a intensidade de amarelo aumenta conforme aumenta-se a
proporgdo de BC, assim como pode ser observado com os resultados de variagcido
de cor (Figura 27).

Figura 29 — Variagdo da porcentagem de transmitancia em fun¢do do comprimento de onda
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E possivel observar, a partir da Figura 29, que similarmente ao gréafico de cor (Figura
27), também é possivel observar uma diminuicdo da transmitancia conforme o
aumento de proporcdo de BC nas amostras. Referente aos compositos preparados
com NCC, nota-se que nao ha diferenca significativa entre eles e o filme obtido
unicamente com pululana, tanto no que diz respeito a diferenca de cor (Figura 27)
guanto no que diz respeito a transmitancia (Figura 29). Comparando os compositos
reforcados com NCC com o compdésito BC1, € possivel observar que a concentracao
de NCC nédo exerce influéncia significativa nos resultados, uma vez que o compagsito
BC1 tem a mesma ordem de grandeza de reforco que os filmes de NCC, mas

apresenta resultados mais distantes do filme de pululana do que os mesmos.
5.3.4 Ensaios Mecanicos

Nas Figuras 30, 31 e 32 encontram-se os resultados dos ensaios mecéanicos
conduzidos de acordo com o descrito no item 4.7.4.

Figura 30 — Deformacé&o na ruptura do filme de pululana e dos compdsitos (%)
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Figura 31 — Tensao na ruptura do filme e dos compadsitos (Pa)
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Figura 32 — Médulo de Young do filme e dos compdésitos (Pa)
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As Letras acima das barras nos graficos de médulo de Young (Figura 30)
representam os grupos de resultados das ANOVAS feitas para cada composi¢ao
conforme o método Unequal N HSD, demonstrando quais amostras obtiveram
modulo de elasticidade estatisticamente diferentes conforme o agrupamento dos

resultados em cada letra.

A forca na ruptura de todos os corpos de prova testados permaneceu proxima de 18
N. Como pode-se observar pela Figura 30, tanto o filme de pululana quanto os
compositos com BC e NCC tiveram resultados de deformacdo em torno de 1%, de
modo que ndo houve diferenca significativa entre as composi¢coes e o tipo de
material utilizado para reforgo. Esses resultados foram coerentes com o trabalho de
Trovatti et al. (2012a), e esses materiais se provaram muito pouco deformaveis se
comparado ao trabalho de Sueiro et al. (2016), que utilizaram amido em suas

composicoes.

Pelas Figuras 31 e 32 é possivel observar que o filme de pululana obteve os maiores
resultados para as propriedades mecanicas. A tensédo na ruptura obtida para o filme
de pululana foi similar ao valor reportado no trabalho de Trovatti et al. (2012), mas o
mobdulo de Young obtido foi mais que 40% superior a de outros trabalhos na
literatura (HORINAKA; HASHIMOTO; TAKIGAWA, 2018; TROVATTI et al., 2012a).

Observa-se valores grandes para BC 1 em relagdo aos outros compésitos do grupo,
mas € importante mencionar que nao foi possivel preparar este compdésito de forma
que as fibras de BC permanecessem homogeneamente distribuidas, o que pode ser
fonte de erros principalmente no que diz respeito as propriedades mecanicas.

Para os demais compaositos, é possivel verificar propriedades mecéanicas superiores
para os compaositos reforcados com NCC comparativamente aqueles reforcados com
BC. Tanto para os compoésitos de BC quanto para os compdsitos de NCC, é
importante verificar gue ha um méximo de modulo de Young e tensdo mecénica para
BC 10 e NCC 1. No entanto, a andlise estatistica demonstrou que ndo héa diferenca
estatistica entre os médulos dos compdsitos e o filme de pululana. Vale mencionar
gue os compositos de BC20 e BC30 se apresentaram frageis e quebradicos apds o
processamento por casting. Além disso, as concentracdes de 10% e 1% para BC e
NCC (amostras BC10 e NCC1) podem ser o limiar em que a adi¢cdo de refor¢co nao

atribui melhoria nas propriedades mecanicas (KHAN et al., 2012).
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No trabalho descrito por Trovatti et al. (2012a), o filme de pululana apresentou
propriedades mecénicas inferiores aquelas correspondentes aos compositos
reforcados com BC e um valor de limiar para uma concentracdo de reforco proxima
de 40%. Essa diferenca possivelmente se da pelas metodologias distintas que foram
utilizadas para a confeccdo dos compdsitos, resultando em diferentes organizacdes

estruturais entre pululana e fibras de celulose.
5.3.5 Espectroscopia de infravermelho

Os compositos reforcados com BC e NCC apresentaram as mesmas bandas
apresentadas nos FTIR de celulose e de pululana ja mostrados (Figuras 21 e 26).
Os compdsitos com BC acima de 10% apresentaram uma banda presente na
celulose em 1280-1281 cm referente as ligacdes C-O. Além disso, a banda de éster
encontrada nas celuloses no item 5.1.1 nado foi identificada nestes compdsitos. A
Figura 33 mostra o espectro de FTIR obtido a partir da amostra BC 20, com
destaque para o nimero de onda de 1280 cm™ comparando-a com BC 10 e 30. Os
demais espectros se encontram no Apéndice B.

Figura 33 —Banda de celulose presente no compésito de BC 20 a) de 4000-650 cm™ e b) com
destaque para a banda em nimero de onda igual a 1280 cm™ nos compésitos de

BC10, 20 e 30.
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5.4 Avaliacao da eficiéncia das reacdes de hidrofobizacdo

Nesta etapa do trabalho, os compdsitos confeccionados com didmetro de 5,5 cm
(Figura 13) foram submetidos a rea¢des solido-gas com triclorometilsilano (TCMS),
conforme descrito no item 4.6. As reacOes foram baseadas no trabalho descrito por
Cunha et al. (2010), em que as superficies de fibras de celulose foram recobertas

por macromoléculas derivadas de silicio, conferindo aos materiais finais alto grau de
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hidrofobicidade. Os experimentos aqui descritos foram inicialmente conduzidos de
forma exploratoria, de modo a definir as condi¢cdes reacionais adequadas para
materiais baseados em pululana. No trabalho de Cunha et al. (2010), as reacdes
foram feitas em tempos variando de 30 segundos a 30 minutos e com fluxo de N2 de
100 mL/min. Ao final do processo, os materiais eram submetidos a processo de
extracdo em sistema soxhlet com refluxo de etanol por 7 horas. No presente
trabalho, constatou-se que o tempo de 30 minutos de reagc&do causou perda total da
integridade estrutural dos materiais. Adicionalmente, verificou-se que tempos de 7
horas de extracdo em soxhlet faziam com que os compaositos ficassem quebradicos.
Apdés uma série de ensaios, as condi¢cdes experimentais mais favoraveis foram
determinadas, sendo 15 segundos o tempo maximo de permanéncia dos compadsitos
no sistema a um fluxo de N2 de 100 mL/min. Ao final do processo, os compdsitos
foram extraidos em sistema soxhlet com refluxo de etanol por 2 horas, conforme

descrito no item 4.6.

E importante enfatizar que, conforme descrito no item 4.5, em funcdo do método de
processamento por casting, ha uma diferenca importante na topografia das faces de
cada compdsito individual. Uma das faces, que permaneceu em contato direto com a
placa de Petri, apresentou superficie puramente lisa, enquanto a face que esteve em
contato com o ar adquiriu, ao final do processamento, uma superficie rugosa pela
presenca de maiores concentracfes de fibras celulésicas. Esse fenbmeno é mais

evidente no caso dos compésitos reforcados com BC.
5.4.1 Espectroscopia de Infravermelho

As amostras hidrofobizadas foram caracterizadas por espectroscopia de
infravermelho (FTIR/ATR) para a identificacdo de bandas referentes a presenca de
atomos de silicio ligados a superficie polimérica. As bandas caracteristicas, nesse
caso, se apresentam em numeros de onda (cm™) iguais a 1270, referente a
deformacgéo angular da ligacdo Si-CHs; 1080 a 1100 cm, caracteristica de grupos Si-
O-C; 950, referente as ligacdes Si-OH e Si-O-Si; e 1100, referente a ligagdo Si-Cl
(BELLAMY, 1975). A ndo ser pela banda em 1270 cm, todas as outras bandas
caracteristicas de silicio ndo puderam ser vistas pois havia sobreposicdo com as

bandas caracteristicas de celulose e pululana.
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Figura 34 — Espectros de infravermelho das amostras BC1HB, BC30HA e NCC4HA a) de 4000-
650 cm™ e b) com destaque para a banda em namero de onda igual a 1273 cm™.
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A Figura 34 ilustra os espectros dos compositos BC 1B, BC 30A e NCC 4A, com
énfase no nimero de onda 1273-1274 cm, presente com diferentes intensidades,
sendo que os compositos NCC 4A e NCC 4B foram os que apresentaram banda
mais significativa neste numero de onda. Compdsitos com reforco de BC maior ou
igual a 10% apresentaram picos em 1280 cm, correspondente a presenca de

celulose, que podem se sobrepor as bandas em 1273 e 1274 cm™! provenientes do
silicio.



81

5.4.2 Angulo de Contato

Considerando que (i) os compdésitos foram submetidos a um sistema reacional que
envolvia a permeacao de gas nitrogénio carreando TCMS para que este pudesse
reagir com as hidroxilas presentes nos materiais; (ii)) 0s compadsitos permaneceram
apoiados em uma placa de vidro sinterizada (Figura 16), de modo que o fluxo de
N2/TCMS atravessava a placa e atingia, primeiramente, a face diretamente em
contato com ela; (iii) o tempo curto de reacdo (15 s) possivelmente favoreceu
reacoes na face que estava em contato com a placa de vidro sinterizada; e (iv) a
topografia das duas faces dos compdsitos era distinta, gerada pelo processamento
por casting, optou-se por conduzir experimentos considerando dois conjuntos de
reacao de hidrofobizacdo. As reacdes do tipo HA foram realizadas com a face lisa
dos compdsitos diretamente em contato com a placa de vidro sinterizada do reator, e
as reagbes do tipo HB foram realizadas com a face rugosa dos compdsitos
diretamente em contato com a placa de vidro sinterizada do reator. Essa diferenga
de topografia € particularmente importante quando os materiais sdo submetidos a
analises de angulo de contato, uma vez que a interacdo da gota depositada com a
superficie pode variar, conforme ilustrado na Figura 35 (SI; DONG; JIANG, 2018;
TEISALA; BUTT, 2018).

Figura 35 — Influéncia da topografia da superficie no angulo de contato.
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Fonte: (BIOLIN SCIENTIFIC, 2019)

5.4.2.1 Compdsitos ndo hidrofobizados

Os angulos de contato das amostras de compdsitos ndo hidrofobizados estéo
representados pela Figura 36. Testou-se o0s angulos de contato para ambas as faces

(lisa e rugosa) dos compasitos reforgcados com celulose bacteriana. Para o filme de
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pululana (PULL100) e para os compdésitos reforcados com nanocristal de celulose,
considerou-se a homogeneidade desses materiais e por isso foi testado o angulo de
contato de apenas uma das faces, que é a que permaneceu exposta ao ar no
momento do processamento por casting.

Figura 36 — Angulos de contato das amostras n&o hidrofobizadas: a) pululana e compdsitos

reforcados com NCC; b) compadsitos reforcados com BC — medidas na face
rugosa; c) compoésitos reforcados com BC — medidas na face lisa.
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As Letras acima das barras representam os grupos de resultados das ANOVAS
feitas para cada composicdo conforme o método Unequal N HSD, demonstrando
guais desses compdsitos obtiveram angulo de contato estatisticamente diferentes

conforme o agrupamento dos resultados em cada letra.
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Observou-se que a maioria dos compdsitos apresentaram angulo de contato maior
que do filme de pululana, principalmente nos compositos reforcados com BC. No
entanto, ndo ha uma contribuicdo significativa da celulose, pois 0 angulo de contato

do filme de celulose para as duas faces foi menor do que 60°.

Observam-se valores de angulos de contato (superiores a 65°) para as faces lisas
desses materiais, tendo algumas amostras de compositos reforcados com BC
angulos muito superiores, como BC10, BC20 e BC30. Uma possivel explicacdo para
iSso seria pela presenca de possiveis impurezas hidrofébicas na matriz de pululana,
associada a sua producdo microbioldgica, o que faz os compdsitos exibam valores
maiores de angulo de contato do que seria esperado a principio (FARRIS et al.,
2011; NIU et al., 2019). Tal efeito foi avaliado e comprovado para filmes de
quitosana (CUNHA et al., 2008), amplamente apresentados na literatura com altos

valores de angulo de contato com a agua.
5.4.2.2 Compésitos hidrofobizados

Os compositos de diversas composicbes foram submetidos a reacdes de
hidrofobizac&o do tipo HA e do tipo HB, conforme descrito no item 4.6 (Figura 37).
Em seguida, a hidrofobicidade dos compdésitos que mantiveram integridade
estrutural apds extracdo em soxhlet foi testada a partir de medidas de angulo de
contato nas faces R e L. Os experimentos foram conduzidos em ambas as faces
para avaliar se a reacdo teve o mesmo efeito na face que nao permaneceu

diretamente em contato com a placa de vidro sinterizada.

Figura 37 — Representacdo das faces dos filmes e esquema dos tipos de hidrofobizacéo.
Tipo HA Tipo HB

Filme

Face Rugosa (R)I I I

Face Lisa (L) U U
4 NZTCMS 4

Na Figura 40 estdo apresentados os resultados de angulo de contato obtidos para

Fonte: O autor

0S compositos que apresentaram maior hidrofobicidade, comparativamente aos

analogos que ndo foram submetidos a reacdo com TCMS. E importante mencionar



84

gue, aos codigos originalmente definidos na Figura 13, adicionaram-se aqui as letras

L e R para indicar em qual superficie a gota de 4gua foi depositada para medida de

angulo de contato. No Apéndice C encontra-se uma tabela com informacdes

gualitativas de todas as analises que foram conduzidas.

Figura 38 — Angulos de contato das amostras hidrofobizadas que tiveram acréscimo
significativo em relacdo aos seus analogos néo hidrofobizados (colunas azuis). As
colunas vermelhas correspondem aos compdsitos que passaram por

hidrofobizacado do tipo HA, e as colunas amarelas aos compdsitos que passaram
por hidrofobizacao do tipo HB.
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Fonte: O autor

Dentre as amostras analisadas, o filme PUL100 e os compésitos BC1, BC5, BC10,
BC30, NCCO05, NCC1 e NCC2 néo tiveram sua hidrofobicidade melhorada quando
submetidos a reacdo com TCMS, sendo que alguns apresentaram diminuicdo da
nesta propriedade. Por outro lado, algumas amostras tiveram aumento da

hidrofobicidade, mas dentro dos intervalos de desvio padréo.

E importante mencionar que alguns compoésitos ndo puderam ser caracterizados por
angulo de contato, pois, ap0s a extracdo em sistema soxhlet, apresentaram perda
estrutural significativa. Conforme apresentado na Figura 12, a reacdo do TCMS
gasoso com as hidroxilas da pululana leva a formacédo de HCI como subproduto, e
considerando a umidade intrinseca da pululana, é possivel que ocorra, em menor ou
maior extensao, reacdes de hidrélise, levando a cadeias com menor valor de massa
molar média, o que reflete, consequentemente, em suas propriedades filmogénicas.
Além disso, moléculas de &gua presentes nos compdsitos podem reagir

prontamente com o TCMS gasoso, diminuindo a eficiéncia da rea¢do de modificacao
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da pululana, principalmente considerando os curtos intervalos de tempo de reagao

(15 segundos).

Nesse sentido, um teste foi realizado com o compédsito BC20, que foi seco em estufa
a vacuo por 4 horas e, na sequéncia, passou pelo processo de hidrofobizacdo do
tipo HB. A esta amostra foi dado o codigo BC20HBest. Os resultados das analises
de angulo de contato séo apresentados na Figura 39.

Figura 39 — Resultados de dngulo de contato para o compdsito BC20, hidrofobizado apés
secagem em estufa a vacuo.
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Nesse caso, houve um aumento do angulo de contato em comparagcdo com O
branco, tanto para a face R (BC20HBRest) quanto para face L (BC20HBLest). E
possivel que a reducdo da umidade dos compdsitos tenha levado a uma maior
substituicdo dos grupos -OH da pululana pela reacdo com TCMS, mas andlises

complementares seriam necessarias para confirmar essa hipotese.
5.4.3 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia dos compdsitos submetidos a reacdo com TCMS foi avaliada, de modo
a observar a presenca ou ndo de estruturas esféricas caracteristicas do
recobrimento dos materiais por macromoléculas derivadas de silicio, conforme

reportado por Cunha et al. (2010).

Na Figura 40 estdo apresentadas as micrografias das superficies dos compadsitos
nao hidrofobizados NCC4 (Figura 40a e b) e BC20 (Figura 40c e d). Estes
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compasitos foram selecionados pois foram os que, apds a reacado de hidrofobizagéo,

apresentaram maior variagdo nos valores de angulo de contato.

Figura 40 — Micrografias de a) NCC4 na face L com aumento de 25000x e b) na face R com
aumento de 6000x; c) BC20 na face R a 6000x e d) na face L a 6000x.

Fonte: O autor

E possivel observar a homogeneidade superficial do compdsito NCC4 em ambas as
faces, tanto aquela que permaneceu em contato com a placa de Petri durante o
processamento por casting (Figura 40a), quanto a que permaneceu exposta ao ar
(Figura 40b). Sendo assim, o angulo de contato registrado nesse composito €
resultante apenas da interacao direta entre a gota de Agua depositada e a superficie
do material. Observa-se, pelas micrografias do compoésito BC20, esta mesma
homogeneidade na face L (Figura 40c) e a presenca de rugosidades na face R
(Figura 40d). Esta rugosidade pode atuar como uma estrutura hierarquica causada
pela presenca de celulose, o que pode exercer influéncia nos valores de angulo de
contato obtidos (Figura 36) muito superiores ao valor de 65°, limiar entre um material

hidrofilico e hidrofébico.

Nas Figuras 41-43 encontram-se as micrografias de alguns compdésitos que
apresentaram maior hidrofobicidade apés reagcdo com TCMS, comparativamente aos
compdsitos de origem (Figura 38). Observa-se, em alguns casos, a presenca de
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particulas aderidas a superficie dos materiais, com diferentes aspectos de formato,
que ndo estdo presentes nas superficies dos compadsitos nao-hidrofobizados.

Na Figura 41 encontram-se as micrografias das superficies do compdsito NCC4H,
sendo que a Figura 41a corresponde a superficie que permaneceu em contato com
a placa de vidro sinterizada no reator de hidrofobizag&o, e a Figura 41b a superficie
oposta. O compdosito NCC4H apresentou aumento no valor de angulo de contato em
ambas as faces (Figura 38).

Figura 41 — Micrografias de NCC4H a) na face que permaneceu em contato com a placa de

vidro sinterizada no reator de hidrofobizacdo (aumento de 1300x) e b) na face
oposta a placa de vidro sinterizada no reator de hidrofobizacédo (aumento 6000x).

Fonte: O autor

A partir dessas micrografias é possivel observar uma série de particulas depositadas
na superficie do compoésito NCC4H, ausentes no composito NCC4 (Figura 40). No
trabalho reportado por Cunha e Gandini (2010b), variagbes semelhantes foram
observadas nas fibras celuldsicas hidrofobizadas em relagdo as nao hidrofobizadas,
com a formacdo de estruturas esféricas tipicas de macromoléculas de silicio. Tais

estruturas nao puderam ser vistas nos materiais produzidos no presente trabalho.

A Figura 42 é referente a superficie do compésito BC20HBL, e a Figura 43 a
superficie do material hidrofobizado apds secagem do compésito BC20 em estufa a
vacuo (amostra denominada BC20HBLest). A micrografia do compdésito
BC20HBRest néo foi realizada.
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Figura 42 — Micrografia do composito BC20HBL (aumento de 1000x).

Fonte: O autor

Nota-se também, a partir da Figura 42, uma série de particulas aderidas formando
uma cobertura sobre a superficie, similar ao trabalho descrito por Cunha e Gandini
(2010b). A partir destas micrografias € possivel observar que houve modificacdo da
superficie em comparacdo com as micrografias dos compadsitos ndo hidrofobizados.
No entanto, essas modificacbes ndo sdo homogéneas. Tal aspecto pode ter sido
causado pela ocorréncia de hidrdlise acida catalisada pelo HCI liberado como
subproduto da reacéo de polimerizacdo do TCMS, o que pode ter contribuido para a
diminuicdo da hidrofobicidade de alguns materiais, e da fragilidade estrutural dos
compasitos ja citados no item 5.4. Adicionalmente, ndo é possivel descartar uma
eventual degradacdo da superficie em funcdo da etapa de extracdo em sistema

soxhlet.

Além disso, o presente trabalho utilizou condicbes de processo muito mais amenas
gue o trabalho de Cunha e Gandini (2010b). Desse modo, um tempo de 15
segundos de hidrofobizacdo pode nao ter sido suficiente para criar uma camada
polimérica significativa de -Si-O-Si- na superficie dos materiais, mas suficiente para

causar a degradacéo de algumas das amostras submetidas a esse processo.

A Figura 43 mostra as micrografias do compésito de BC20 que passou por estufa e
depois por hidrofobiza¢éo do tipo HB (BC20HBest).
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Figura 43 — Micrografias da superficie do compdsito BC20HBRest com aumentos de a) 3000x e
b) 6000x.

10pm

Fonte: O autor

Verifica-se, nestas micrografias, a presenca de algumas particulas aderidas a
superficie. Este aspecto fica mais evidente no caso da imagem com maior ampliacao
(Figura 43b), sendo possivel identificar uma camada depositada sobre a regido
rugosa com aspecto de cobertura. De forma andloga, ndo é possivel afirmar que se
trata de estrutura polimérica proveniente da reacdo com TCMS, ou se essas
estruturas sédo fruto, em maior ou menor escala, de processos de degradacao da
matriz de pululana causados pela prépria reacao de hidrofobizacdo ou pelo processo

de extracdo em soxhlet.
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6 Consideracdes finais

Os recursos renovaveis tém sido empregados para a substituicdo de derivados de
petréleo em areas como combustiveis, construgcdo civil, automobilismo e eletrbnica.
Neste trabalho utilizou-se polimeros unicamente obtidos de fontes renovaveis
(pululana e celulose bacteriana) para producdo de compdsitos com potencial de

aplicacao interessante.

Celulose bacteriana e seus nanocristais foram produzidos e caracterizados por
espectroscopia de infravermelho, e compdsitos de matriz de pululana reforcados

com as fibras celuldsicas foram preparados por casting.

Os compdsitos foram caracterizados quanto a espessura e permeabilidade ao vapor
de agua, suas propriedades 6ticas foram avaliadas por colorimetria, algumas de
suas propriedades mecanicas foram avaliadas e, com base nos resultados obtidos,

foi possivel concluir que:

e As espessuras meédias dos filmes variaram entre 58 pym (no caso do
composito NC2) e 130 um (no caso dos compdsitos BC20 e BC30) e, em
alguns casos, foi possivel relaciona-las a quantidade de massa por area.

e Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua foram calculados e
apresentaram-se na ordem de 101! g.m?.s1.Pa?l, o que estd de acordo com
dados apresentados na literatura para materiais semelhantes. Entre todas as
amostras avaliadas, o compoésito BC30 foi o que apresentou menor
permeabilidade ao vapor de agua.

e As analises das propriedades 6ticas dos filmes indicaram uma diminui¢do da
transmitancia em funcdo do aumento da proporcdo de fibras de celulose
bacteriana nativa nos compdésitos. Entretanto, os compositos reforcados com
nanocristais de celulose ndo apresentaram diferencas significativa em relacéo
ao filme de pululana, o que é um bom indicativo tendo em vista aplicacbes em
gue transparéncia dos materiais € uma caracteristica desejavel.

e Compdsitos reforcados com NCC possuem melhor propriedades mecéanicas
do que os compositos reforcados com BC. Porém, as propriedades
mecéanicas da pululana sozinha foram superiores a todos 0s outros

compaositos preparados.
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Os compositos passaram por processo de hidrofobizagéo via reagéo solido-gas, cuja
eficiéncia foi avaliada por andlises de espectroscopia de infravermelho, angulo de
contato e microscopia eletronica de varredura. Com base nos resultados obtidos, foi

possivel concluir que:

e Bandas em 1274 cm, correspondentes a deformacéo angular da ligacédo
Si-CHs, puderam ser identificadas em alguns compasitos hidrofobizados, o
gue € indicativo da ocorréncia de modificacdo quimica nesses materiais.

e O processo de hidrofobizacdo empregado se mostrou mais adequado para
compositos reforcados com BC, de modo que apresentaram maiores
aumentos de angulo de contato em diferentes condicdes.

e As micrografias obtidas mostraram diferencas nas superficies dos
compositos hidrofobizados para os néo hidrofobizados, nos quais foi
possivel identificar camadas e particulas sobre as superficies desses
materiais. No entanto, ndo foi possivel afirmar que houve de fato a

formacao de estrutura polimérica proveniente da reacdo com TCMS.

Estudos adicionais a respeito do emprego dessa reacédo de hidrofobizagdo para a
pululana se fazem necessarios, de modo a definir as condi¢cdes experimentais que
levam a um aumento da hidrofobicidade sem que haja perda das propriedades

filmogénicas e mecanicas dos materiais.
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7 Sugestdes para o trabalho

Utilizacao de Glicerol como plastificante para possivel melhor homogeneidade
e propriedades mecanicas dos filmes.

Testes Hidrofobizagcdo de menos composi¢cdes, mas de mais amostras, para
verificagdo do aumento da hidrofobicidade.

Testes de MFA em superficie para hidrofobizados e ndo hidrofobizados.

Teste de MFA para NCC.

Modificacdo quimica da pululana antes de casting para aumentar a
hidrofobicidade.

Trabalho com formulagcfes de compdsitos mais finos e mais grossos, além de
1 g de pululana para placa de Petri de 10 x 10 cm.

Uso de Design of Experiments para otimizar o numero de experimentos
necessario.

Trabalho com agente antimicrobianos, para enriquecimento das aplicacdes

dos compdsitos.
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APENDICE A - Gréaficos de permeabilidade ao vapor de agua
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APENDICE B - Espectros de infravermelho dos compdsitos

hidrofobizados e ndo hidrofobizados

Para cada amostra analisada, sdo apresentados espectros com numeros de onda
entre 4000 e 650 cm™ e, na sequéncia, em nimeros de onda préximos a 1200 cm™,
de modo a visualizar a presenc¢a de bandas nos nimeros de onda de 1280 cm™ para

os compdsitos reforcados com BC, e 1273 cm™! para compésitos hidrofobizados.
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APENDICE C - Quadro contendo informacg6es qualitativas de

analises de angulo de contato

O Quadro a seguir apresenta, de forma qualitativa, as analises de angulo de contato
realizadas com os compadsitos submetidos a reacdo com TCMS. Os resultados séo

comparados com os provenientes das analises dos compésitos néo hidrofobizados.

AMOSTRA FACE ANALISE DE ANGULO DE CONTATO?

PUL100H SIM. MESMO ANGULO DE CONTATO.
NAO.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
NAO.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
SIM. MESMO RESULTADO
SIM. MESMO RESULTADO
NAO.
SIM. ANGULO DE CONTATO SUPERIOR.
SIM. ANGULO DE CONTATO SUPERIOR.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
NAO. PERDA ESTRUTURAL APOS EXTRACAO EM
SOXHLET.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
SIM. MESMO RESULTADO.
SIM. MESMO RESULTADO.
NAO.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
NAO.
SIM. ANGULO DE CONTATO SUPERIOR.
SIM. MESMO RESULTADO.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
SIM. MESMO RESULTADO
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
SIM. ANGULO DE CONTATO INFERIOR.
SIM. ANGULO DE CONTATO SUPERIOR.
SIM. ANGULO DE CONTATO SUPERIOR.
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