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RESUMO

A busca por novos materiais leva em consideragdo fatores como
a necessidade de seu uso e a sustentabilidade. Atualmente, estudos tém sido realizados
para criar processos mais limpos, com utilizacdo de matérias-primas renovaveis gerando
produtos ndo agressivos ao meio ambiente sem perder em qualidade ou desempenho.
Vaérios estudos vém sendo realizados a fim de otimizar a utilizacdo da celulose
bacteriana (CB) e vegetal (CV) e, entre eles, o reforco em diferentes compdsitos. O
presente estudo teve como objetivo produzir a celulose bacteriana e de isolar nano
celulose da grama batatais a fim de utilizar como reforgos da matriz Alcool Poli
Vinilico (PVA) e sua viabilidade na utilizacdo como biomateriais. Para a investigacao
dos resultados e possivel confirmacdo da formacdo das nanofibras, foram realizadas
analises termogravimétricas, de infravermelho e microscopia eletrdnica de varredura.
As analises confirmaram a obtencdo das estruturas em nano escala, assim como sua

impregnacdo em PVA indicando elevado potencial para utilizagdo como reforco.

Palavras-chave: celulose bacteriana, nanocelulose, grama batatais, PVA, compoésitos



SUMMARY

The search for new materials takes into account factors such as
the need for its use and sustainability. Currently, studies have been conducted to create
cleaner processes using renewable feedstocks generating non-aggressive products to the
environment without losing quality or performance. Several studies have been
conducted to optimize the use of bacterial (BC) and vegetable cellulose (VC) such as
use as reinforcing materials. The present study aimed to produce bacterial cellulose and
isolate nano bahiagrass to use as reinforcements Poly Vinyl Alcohol matrix (PVA) and
its feasibility for use as biomaterials cellulose. To research the possible results and
confirmation of the formation of nanofibers, thermogravimetric analysis, infrared and
scanning electron microscopy were performed. The analysis confirmed the achievement
of nanoscale structures, as well as its permeation PVA indicating a high potential for

use as reinforcement.

Keywords: bacterial cellulose, nanocelulose, bahiagrass, PVA Composites



1. INTRODUCAO

Tendo em vista 0 aumento do uso da celulose, inclusive para o
desenvolvimento de novos materiais, é importante ter acesso a celuloses de
procedéncias diversas, 0 que vem expandindo as areas de aplicacdo. A via dominante de
producdo de celulose é a partir de plantas, no entanto, as plantas sdo compostas também
por lignina e outros carboidratos (hemicelulose). O isolamento da celulose é feito em
grande escala por meio de polpacdo quimica, separacdo e processos de purificacao,
processos bastante custosos e que ainda demandam bastante tempo (SIXTA, 2006).
Além de plantas, certas bactérias, algas e fungos também produzem celulose.
Atualmente, pesquisas tém sido desenvolvidas visando a producgdo de celulose de
origem bacteriana que, somada a ampla aplicacdo e qualidade da fibra de celulose
produzida, vem sendo caracterizada como uma nova commodity bioguimica. Entre as
bactérias formadoras de celulose, as cepas de Gluconacetobacter, sdo especialmente
adequadas para a formacdo de celulose. Elas ndo sdo patogénicas, sdo comumente
encontradas em frutas e derivados de frutas e podem ser cultivadas em condi¢cOes de
laboratorio. Uma das primeiras aplicagcbes do produto natural da celulose bacteriana
(CB) foi como uma sobremesa livre de calorias chamada “Nata de Coco”, hoje um
alimento comum na Asia, especialmente nas Filipinas (LILLARD et al., 1999).



A associacdo da celulose com outros polimeros pode ser um
método efetivo para aumentar suas caracteristicas e estrutura, proporcionando novas
aplicacBes industriais e biomedicas. Estudos recentes sobre o uso da celulose na
formacéo de compositos pelo método de impregnacdo mostraram bom desempenho nas
propriedades mecanicas dos filmes formados.

Este trabalho tem, portanto, o objetivo de comparar as
caracteristicas das celuloses bacteriana e vegetal utilizadas como refor¢o para a matriz
de alcool poli vinilico (PVA) e avaliar, através de teste in vitro, a possibilidade da

utilizacdo destes compdsitos em biomateriais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compositos

Um composito € um material formado por uma mistura ou
combinacdo de dois ou mais constituintes, distinguiveis entre si, que diferem na forma e
na composicao (SMITH, 1998). Devido a grande variedade de materiais que podem ser
considerados compasitos a sua definicdo ndo € unanime. No entanto, pode restringir-se
a definicdo de compdsito aos materiais que sejam constituidos por pelo menos duas
fases que se caracterizam por apresentarem propriedades mecanicas diferentes.

Segundo Ledo (1997) o material de reforco pode ser fibra curta,
longa, continua, descontinua, po, esfera, etc., e podem chegar a fornecer resisténcia
como barras de ferro numa viga de concreto. A matriz envolve e “segura” o reforgo,
dando forma ao composito. Abaixo do comprimento minimo (“critical length”), as
fibras deixam de atuar como reforgo e fazem o papel de enchimento ou carga.

A ampla utilizacdo destes materiais em engenharia deve-se ao fato
da combinacdo de dois ou mais materiais diferentes poder resultar na obtencéo de um
material compdsito cujas propriedades sdo superiores, em alguns aspectos, as
propriedades dos seus componentes (MIRACLE; DONALDSON, 2001).



Os compositos podem classificar-se como reforcados com fibras
descontinuas caso as suas propriedades sejam influenciadas pelo comprimento das
fibras de reforco. Quando o comprimento das fibras de reforco € muito superior as
dimensGes da sua seccao transversal, e 0 seu comprimento é tal que o aumento deste ndo
provoca alteracdes nas propriedades do composito, o material pode designar-se como
compésito reforcado com fibras continuas (MIRACLE; DONALDSON, 2001).

As matrizes podem ser de natureza polimérica, mineral ou
metalica. No caso das matrizes poliméricas podem distinguir-se entre termoplasticas e
termoendureciveis (GAY; HOA, 2007). Os termoendureciveis ndo fundem e tem como
caracteristica baixas viscosidades antes da polimerizacdo, enquanto os termoplasticos
podem ser fundidos, reprocessados e apresentam viscosidades mais elevadas que os
termoendureciveis, sendo fundamental perceber a influéncia que o tipo de matriz tem
nas propriedades do composito, na sua processabilidade e no custo (MIRACLE;
DONALDSON, 2001).

O importante num composito é o efeito sinérgico que se observa no
sistema, onde as propriedades finais do compdsito sdo uma mistura melhorada das
propriedades de seus componentes individualmente. Por exemplo, uma matriz reforcada
com fibras beneficia-se mecanicamente quando a tensdo a que é submetida é transferida
para as fibras. Como as fibras naturais tém um dos maiores médulos (resisténcia/peso),
isso faz delas um componente 6bvio para a aplicacdo em compoésitos. A madeira é um
exemplo natural de compdsito, onde se tem a celulose como reforco e a lignina como
matriz (LEAO, 1997).

2.2 Nanocompositos

Os nanocompdsitos sdo materiais mistos em que pelo menos um
dos componentes tem dimensdes nano métricas (1-100 nm). Segundo Kelly (1994), os
compositos sdo uma classe de materiais resultantes da combinacdo de dois ou mais
componentes de fases distintas (organica, ceramica ou metalica), podendo ser de
natureza orgénica e inorganica. Do mesmo modo que ocorre nos compositos
tradicionais, um dos componentes serve de matriz, na qual as particulas do segundo

material se encontram dispersas (Figura 1) (OU et al., 1998).
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Figura 1. Tipos de estruturas dos nanocompdsitos. Fonte: Adaptada de Alexandre e Dubois (2000)

A incorporacdo de cargas inorganicas em polimeros origina
materiais com maior resisténcia mecéanica, maior estabilidade térmica (ZHU et al.,
2001) ou com propriedades Opticas, magnéticas ou elétricas superiores (DU et al.,
1998). As cargas tendo dimensGes nanométricas apresentam uma area de superficie
elevada, promovendo melhor dispersdo na matriz polimérica e por isso uma melhoria
das propriedades fisicas do compdsito que dependem da homogeneidade do material.
Além disso, os recentes avancos na producdo de biofibras, microfibrilas ou nanofibras,
tornaram possivel a fabricacdo dos materiais compdsitos e/ou nanocompdsitos de alto
desempenho (ALEXANDRE; DUBOIS, 2000). A preparacdo de nanocompdsitos de
matriz polimérica permite em muitos casos encontrar um compromisso entre um baixo
custo, devido a utilizacdo de menor quantidade de carga, e um elevado nivel de
desempenho, que pode resultar da sinergia entre 0s componentes.

Os materiais compdsitos podem, portanto, ser selecionados para dar
combinacBes ndo usuais de propriedades ndo existentes em um Unico material, como
resisténcia mecanica, tenacidade, peso, dureza, condutividade, resisténcia a corrosao,
desempenho em altas temperaturas, dentre outras (JOSEPH et al., 1999).

Foi relatado que os nanorefor¢os podem aumentar a resisténcia,
sem sacrificar o indice de alongamento do material. Em alguns casos, 0s nanoreforcos

tém mostrado aumento da resisténcia e mddulo, ao mesmo tempo. A razdo para a



melhoria relatada é consequéncia dos refor¢cos nanométricos, os quais tém uma
superficie muito maior do que o micro refor¢os convencionais, além de atenuar os
defeitos na matriz, os quais sdo reduzidos em nano escala. Além disso, as fibras ou
particulas com didmetro inferior a 100nm n&o afetam a transparéncia dos polimeros e
estas propriedades tém sido uma grande motivacdo no desenvolvimento de materiais
nanocompositos (SEYDIBEYOGLU; OKSMAN, 2008).

O baixo teor de carga necessario para melhorar as propriedades
mecanicas torna 0s nanocompdsitos competitivos com outros materiais de alta
performance e de custos elevados e ainda, sdo compativeis com o processo de
reciclagem de plasticos. Além disto, estes se mostram muito mais leves comparados aos
compdsitos convencionais o que pode promover grande impacto ambiental. H& dados na
literatura mostrando que o uso de nanocompdsitos por fabricantes de automdveis nos
Estados Unidos poderia poupar 1,5 bilhdes de litros de gasolina durante um ano e,
consequentemente, reduzir as emissdes de CO,, em mais de 7,5 milhdes de toneladas
(VAIA, GIANNELIS, 2008).

A utilizacdo das propriedades da nanocelulose é ampla, e ainda ha
muito a ser descoberto, desde a sua producdo, incorporacdo em novos materiais, assim
como as inimeras aplicacdes existentes e aquelas a serem desenvolvidas (SAMIR et al.,
2005). Algumas das aplicacBes mais conhecidas destes materiais sdo na inddstria das
tintas, onde pigmentos inorganicos sdo dispersos em componentes organicos (solventes,
surfactantes, polimeros, etc.), de modo a gerar e/ou melhorar as propriedades mecanicas
e Opticas (SANCHEZ et al., 2001). Embora 0 nome de materiais compdsitos nao seja
normalmente invocado, o trabalho em estruturas do tipo organico-inorgéanico tem
prosseguido com o desenvolvimento da industria de polimeros (SANCHEZ et al.,
2005).

Milewski (1994), citado por Samir et al. (2005) reporta que 0s
nanocristais de celulose sdo regides que crescem sob condi¢bes controladas, o que
permite a formacdo de cristais individuais de alta pureza. Sua estrutura altamente
ordenada pode conferir ndo somente alta resisténcia, mas também mudancas
significativas em algumas propriedades importantes de materiais, tais como elétrica,
Optica, magnética, ferromagnética, dielétrica e de condutividade.

O polimero de celulose que constitui 0s nanocristais € formado por
unidades de glicose que contém trés grupos hidroxilas livres ligados aos carbonos 2, 3 e

6, 0s quais sdo responsaveis pelas interacbes intermoleculares. A partir dessas



interacdes, sucessivas estruturas sdo formadas, dando origem a parede celular da fibra:
micelas, agrupamento das cadeias em feixes; microfibrilas, agregados de micelas; e
fibrilas, agregados de microfibrilas que também podem ser denominados de
macrofibrilas. Portanto, as microfibrilas que compdem as fibras, resultantes do arranjo
das moléculas de celulose, sdo constituidas de regides cristalinas, altamente ordenadas,
e amorfas, desordenadas. As regifes cristalinas sdo resultados da acdo combinada da
biopolimerizacdo e cristalizagdo da celulose comandada por processos enzimaticos. As
regibes amorfas sdo resultados da ma formacdo da estrutura devido a alteracdo no
processo de cristalizacao.

Essas sdo denominadas, por alguns autores, de regides em que a
cristalizacdo ocorreu com defeito (HABIBI et al., 2007). A proporcao entre as regides
cristalina e amorfa, que determina o grau de cristalinidade e as caracteristicas
dimensionais dos dominios cristalinos, & variavel. Além disso, 0s processos de
isolamento podem originar nanocristais com caracteristicas diferentes que influenciardo
de maneira distinta os compositos com eles formados. Nanocristais de celulose sdo
isolados a partir de diferentes fontes de fibras celuldsicas, de fonte vegetal, (LU et al.,
2005) tais como algoddo, eucalipto e outros, e de fonte animal, (ELAZZOUZI-
HAFRAOUI, 2008). No Brasil, podem ser citados alguns estudos utilizando a fibra de
coco e 0s nanocristais provenientes do amido e de residuos agricolas de mandioca.

A celulose bacteriana (CB) tem demonstrado ser um material muito
promissor para o reforco mecanico de materiais termoplasticos e termofixos (KIM et al.,
2009). Os valores estimados de 78 + 17 GPa (GUHADOS et al., 2005) e 114 GPa
(HSIEH et al., 2008) para 0 médulo de Young de filamentos CB tém sido relatadas,
indicando seu grande potencial para uso em materiais compositos. No entanto,
permanece uma questdo importante sobre a natureza da transferéncia de tensdo entre as
fibras de celulose e resinas poliméricas de CB, e como isso pode ser melhor otimizado.
CB cultivada em condicdes estéaticas normalmente encontram-se na forma de uma rede
de fibras reticulares e podem formar estruturas de laminados com ligacdes fracas entre
as camadas (NOGI; YANO, 2008).

Interacdo com resinas polimeéricas e da estrutura laminada de redes
CB néo foram completamente investigadas. Por conseguinte, é importante estudar essa
interacdo, a fim de determinar as cargas Otimas necessarias para a transferéncia de
estresse, utilizando o minimo de material possivel. Isto poderia reduzir os custos de

producdo desses compostos em larga escala.
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N&o esta claro que as resinas possam interpenetrar 0S poros
pequenos e a estrutura laminada presente nas redes fibrosas de CB. A rigidez e a
resisténcia de um material compdsito CB baseia-se tanto a interagdo da resina com a
rede de fibras de CB, bem como nas interacdes entre as fibras dentro da rede (CZAJA et
al., 2007).

2.3 Biomateriais

Os biomateriais séo caracterizados como compostos organicos e
inorganicos, de origens naturais ou sintéticas, que sao toleradas de forma transitdria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 0rgaos dos seres vivos (SANTOS
etal., 1999).

As trés principais classes de biomateriais utilizados sdo os metais,
polimeros, ceramicas e combinac@es destes trés tipos em compositos. Quanto ao tipo de
material, os biomateriais podem ser (HENCH; WILSON,1993):

o Polimeros sintéticos ndo degradaveis: acrilicos, fluorcarbonetos, hidrogéis,
poliacetatos, poliamidas, policarbonatos, poliésteres, poliimidas, silicones, poliuretanos,
entre outros.

o Polimeros biorreabsorviveis: poliaminoacidos, policaprolactonas, copolimeros
de poliacido, latico/acido glicélico, poli-hidroxil butiratos, poliortoésteres, colageno,
hidroxiapatita de baixa densidade;

o Biopolimeros: albumina, acetatos de celulose, celulose de cupraménia,
quitosana, colageno, elastina, gelatina, acido hialurénico, fosfolipidio, gomas;

o Metais e ligas metélicas: ligas cobalto-cromo, ligas niquel-cromo, ligas nitinol,
acos inoxidaveis, tantalo, titanio e suas ligas;

o Ceramicas, inorganicos e vidros: vidros bioativos, alumina de alta densidade,
hidroxiapatita, alumina monocristalina, fosfatos tricalcios, zirconia;

o Compositos: compositos de fibra de carbono baseados em uma matriz de epoxi,
polieteracetonas, poli-imida, polissulfona, radiopacificadores (BaSO,; BaCl,;TiO,)
misturados em polimeros de poliolefinas, poliuretanos, silicones, radiopacificadores em
polimetimetacrilato, ou algum dos biopolimeros citados anteriormente.

Os biopolimeros, em particular, quer sejam proteinas, lipideos,

carboidratos, quer sejam outros compostos de diferentes tamanhos e fungdes organicas,
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tém sido aplicados na busca de produtos médicos, ou para uso em diferentes setores
industriais.

A relagdo entre biomateriais e nanotecnologia é maior do que se
imagina, pois o desenvolvimento de produtos passa, na maioria das vezes, pelo
entendimento do papel da interacdo (em escala nano) do material com o meio bioldgico.
Entre as vérias aplicagcBes dos biomateriais, destaca-se 0 uso na nanomedicina, pois
muitos desses polimeros séo biorreabsorviveis; e, apds serem implantados no organismo
para uma determinada finalidade, sdo absorvidos pelo mesmo (WILLIAMS, 1987). Os
biomateriais poliméricos ndo devem exibir toxicidade, comportamento irritante, ou
quaisquer respostas fisiologicas adversas (LYMAN; ROWLAND, 1989).

Os biomateriais podem ser bioinertes ou biodegradaveis. Materiais
bioinertes nao sofrem alteracGes, durante o periodo de implantacdo, causando resposta
minima nos tecidos adjacentes, e mantendo as propriedades estruturais durante longos
periodos [GILDING, 1981]. Os biomateriais degradaveis degradam-se quando em
contato com os fluidos organicos. A taxa de degradagdo deve permitir a substituicdo
gradual do novo tecido, transferindo progressivamente a tensdo para o tecido em
recuperacdo, evitando assim uma segunda intervencdo cirdrgica para a remocao do
implante [PEREIRA et al., 1998]. Os polimeros biodegradaveis apresentam grande
potencial em aplicagdes biomédicas, como por exemplo, em placas 6sseas, parafusos de
fixacdo ou suturas.

A bioatividade é também importante na funcionalidade de um
biomaterial. Um material é bioativo quando ha uma resposta bioldgica especifica na
interface do material, por exemplo, permitindo o crescimento dsseo e a ligagdo entre o
tecido e o material (DUCHEYNE, 1987).

Produtos a base de hidrogel tém sido inovadores, tanto por suas
aplicacdes especificas (por exemplo, produtos de higiene pessoal) como por seu uso em
dispositivos biomédicos (BAKASS et al., 2002). Sua aplicacdo inclui na fabricacdo de
lentes de contato gelatinosas, substratos de cultura de células tridimensionais e
andaimes bioativos para a medicina regenerativa (QUI et al., 2001). Hidrogéis a base de
celulose torna-se muito atrativo devido a caracteristica de biodegradabilidade, além de
disponibilidade de celulose na natureza e baixo custo.

A utilizagdo de biomaterial vem crescendo constantemente,
principalmente por novas aplica¢Ges de produtos a base de celulose como, por exemplo,

a encapsulacdo de compostos ativos e material de implante.
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Nos ultimos anos, em especial a celulose produzida pela bactéria
Gluconoacetobacter xylinum destaca-se como biomaterial para cicatrizagdo de feridas e
producdo de scaffolds (arcabougos) na engenharia de tecidos. A producdo em larga
escala da membrana de celulose bacteriana contribui fortemente para 0 seu uso em
diversas aplicacdes, mas principalmente para o tratamento das feridas da pele e
queimaduras (HOENICH, 2006).

2.4 Polimeros

Os polimeros sdo compostos quimicos de elevada massa molecular,
resultantes de reacdes quimicas de polimerizacéo.

Trata-se de macromoléculas formadas a partir de unidades
estruturais menores (os monémeros). O nimero de unidades estruturais repetidas numa
macromolécula é chamado grau de polimerizacdo. Em geral, os polimeros contém os
mesmos elementos nas mesmas proporcdes relativas que seus mondmeros, mas em
maior quantidade absoluta.

A polimerizacdo é uma reacdo em que as moléculas menores
(monémeros) se combinam  quimicamente  (por valéncias principais)  para
formar moléculas longas, mais ou menos ramificadas com a mesma composi¢do
centesimal. Estes podem formar-se por reagdo em cadeia ou por meio de reagoes
de poliadicdo ou policondensacdo. A polimerizacdo pode ser reversivel ou ndo e pode
ser espontanea ou provocada (por calor ou reagentes).

Exemplo: O etileno é um gas que pode polimerizar-se por reacao
em cadeia, a temperatura e pressdo elevadas e em presenca de pequenas quantidades
de oxigénio gasoso resultando uma substancia sélida, o polietileno. A polimerizacédo do
etileno e outros monémeros pode efetuar-se a pressdo normal e baixa temperatura
mediante catalisadores. Assim, é possivel obter polimeros com cadeias moleculares de
estrutura muito uniforme.

Na industria quimica, muitos polimeros sdo produzidos através de
reacOes em cadeia. Nestas reacdes de polimerizacdo, os radicais livres necessarios para
iniciar a reacdo sdo produzidos por um iniciador que é uma molécula capaz de formar
radicais livres a temperaturas relativamente baixas. Um exemplo de um iniciador é
0 peroxido de benzoila que se decompde com facilidade em radicais fenilo. Os radicais

assim formados véo atacar as moléculas do mondmero dando origem a reacdo de
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polimerizacdo. Uma das principais e mais importantes caracteristicas dos polimeros sao
as mecanicas.

Os polimeros podem ser divididos em termoplésticos,
termorrigidos (termofixos) e elastdmeros (borrachas):

o Termoplasticos: € um dos tipos de plasticos mais encontrados no mercado. Pode
ser fundido diversas vezes, alguns podem até dissolver-se em Vvarios solventes. Logo,
sua reciclagem é possivel, caracteristica bastante desejavel atualmente.

o Termorrigidos: sdo rigidos e quebraveis, porém bastante resistentes, sendo muito
estaveis a variacdes de temperatura. Uma vez transformados (moldados), ndo mais se
fundem. O aquecimento do polimero acabado promove decomposicdo do material antes
de sua fusdo, tornando impossivel sua reciclagem.

o Elastdmeros (Borrachas): classe intermediaria entre os termoplasticose o0s
termorrigidos: ndo sdo fusiveis, mas apresentam alta elasticidade, ndo sendo rigidos
como os termofixos e a reciclagem é complicada pela incapacidade de fusao.

Pode-se dizer que a indlstria de polimeros no Brasil passou a
existir formalmente a partir da instalacdo, na década de 70, de trés p6los petroquimicos.
Anteriormente, existiam unidades isoladas produzindo um ou outro tipo de polimero,
porém sem grande representatividade no PIB nacional.

Hoje a indUstria pode ser classificada como um grande produtor de
polimeros do tipo commodity que representam, em geral, tecnologias sedimentadas,
disponiveis de diversas fontes, que tém seus ciclos completamente dominados e em fase
de maturacdo. A indlstria se caracteriza, também, por controle completo de seu
processo produtivo, tendo algumas empresas desenvolvido grades especificos, a partir
de desenvolvimentos enddgenos, e feito o desgargalamentos da producao.

2.5 Celulose

A celulose foi descrita pela primeira vez em 1838 por um
quimico francés, Anselme Payen, como sendo uma fibra solida proveniente do
tratamento quimico (com &cido ou amoénia) em tecidos de plantas e posterior extracao
com &gua, alcool e éter. A sua composicdo molecular foi determinada por anéalise

elementar como sendo isomero do amido, cuja formula empirica equivale a CgH10Osn).
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Outro fato observado na epoca foi que através do processo de hidrolise, a celulose da
origem a unidades estruturais de glicose (RAVEN et al., 2001).

Segundo Lavoine et al. (2012) a celulose é um material fibroso,
branco e inodoro que consiste de uma cadeia linear de homopolimero de unidades de
D-glucopiranose ligadas por 3 B-(1 — 4) glicosidicas

Na natureza, a celulose ndo existe como uma Unica cadeia. As
moléculas longas e rigidas combinam-se formando microfibrilas, cada uma consistindo
de varias cadeias de celulose. Essas cadeias da microfibrila estdo orientadas
paralelamente com ligacGes de hidrogénio intermolecular (entre unidades de glicose de
moléculas de celulose adjacentes) e intramolecular (entre unidades de glicose de uma
mesma molécula de celulose) (RAVEN et al., 2001). Na Figura 2, tem-se a estrutura da
cadeia B(1—4)-glicana denominada celulose e as ligacdes de hidrogénio intramolecular

e intermolecular.

Figura 2. Estrutura quimica da cadeia f(1—4)-glicana (celulose), mostrando as liga¢6es de hidrogénio
intra e inter cadeias de celulose

Ha milhares de anos, a celulose vem sendo utilizada na forma de
madeira, algoddo e outras fibras de plantas como fonte de energia. Sua aplicagéo € tdo

ampla que pode ser usada nas industrias farmacéutica e alimenticia, em materiais de
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construcdo, vestimentas, adesivos, resinas sintéticas, papéis, bioetanol, etc., (LIMA
NETO; PETROVICK, 1997). No entanto, apesar da diversidade de produtos oriundos
da celulose, o papel ainda é o principal alvo de seu beneficiamento.

Desde o papiro egipcio, uma parte consideravel da cultura
humana tem se adaptado com materiais derivados da celulose. A celulose € o polimero
organico mais comum e representa cerca de 1,5 x 10** biomassa por ano. E considerada
uma fonte de matéria prima quase inesgotavel, no aumento da demanda por produtos
ambientalmente seguros e biocompativeis (KLEMM et al., 2005).

A producdo mundial de celulose no ano de 2012 foi equivalente
a 166.64 toneladas. Os maiores paises produtores de celulose nesse periodo foram o
Estados Unidos com 50.351 T, seguido pela China com 18.198 T, Canada com 17.073 T
e Brasil com 13.997 T (BRACELPA, 2013). Desde o ano de 2008, o Brasil se manteve
como o0 quarto maior produtor de celulose do mundo, mantendo uma posicdo
competitiva no mercado.

No setor de exportacdo, a Europa e a China foram os maiores
importadores de celulose do Brasil (Figura 3) durante os meses de janeiro a agosto de
2012 e 2013 (BRACELPA, 2013).

Jan-Ago/2012 Jan-Ago/2013
China China
26% 30%

América América

Asia/ Latina Latina

Oceania 1% 1%
8% Asia/
Africa Oceania
0% 8% k
Africa — ’
0%
América
do Norte
18%
América
do Norte Europa
Europa 20% A41%
47%
USS 3,1 bilhdes USS 3,4 bilhdes

Figura 3. Destino das exportacdes brasileiras de celulose

Os dados mostram que a producdo brasileira de celulose é
suficiente para atender ao mercado interno e ainda ampliar sua participacdo no mercado
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externo. A producdo pode alcancar maiores patamares com a criacao de novas fabricas e
com a expansao das ja existentes, para suprir a demanda crescente nos proximos anos,

tanto do mercado interno como do mercado externo.

2.5.1 Biosintese da celulose

Segundo Pinto (2007), a elucidacdo da estrutura polimérica da
celulose deu-se pelo trabalho pioneiro de Hermann Staudinger em 1920. Através de
acetilacdo e desacetilacdo, ele reconheceu que as estruturas ndo consistiam meramente
de uma agregacdo de unidades D-glicose. Ao contrario, as unidades glicosidicas foram
descobertas por estarem ligadas uma a outra covalentemente formando longas cadeias
moleculares. Dai por diante, a pesquisa com outras cadeias moleculares, marcou a
descoberta do estado polimérico de moléculas e das reagbes correspondentes, que sdo
Unicas aos polimeros e representam a origem dessa ciéncia.

Até agora foram descobertas quatro formas diferentes de obter
este polimero (Figura 4): isolamento a partir de plantas (processo mais vulgar e o mais
importante a nivel industrial); quimiossintese a partir de derivados de glicose; sintese
enzimética in vitro; e por fim biossintese por diferentes tipos de microrganismos
(KLEMM et al., 2001).

Devido as suas estruturas supramoleculares especificas, estas
formas de celulose sdo frequentemente usadas como substancias molde para posterior
pesquisa em aspectos estruturais, cristalinidade e reatividade, assim como no
desenvolvimento de novos materiais e biomateriais. Assim, a biossintese da celulose
tem sido investigada com detalhes por muitas décadas. Portanto, € conhecido que a
biosintese da celulose faz parte do ciclo de vida de cianobactérias por mais de 3,5
bilhdes de anos.
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Figura 4. Principais formas de obtencéo da celulose

2.5.2 Celulose de origem bacteriana

Em termos de férmula molecular, a celulose bacteriana (CB) é
idéntica a celulose de origem vegetal, contudo, caracteristicas estruturais importantes e
propriedades significativas da aplicacdo pratica da CB sdo completamente diferentes de
celulose de madeira: alta pureza, elevado grau de polimerizacao, alta cristalinidade, alto
teor de agua e elevada estabilidade mecénica. Estes parametros especificos sdo oriundos
da formacdo biosintética e da conseqliente estrutura particular supramolecular da
celulose bacteriana como uma rede de nanofibras formadas durante a auto-montagem
das moléculas de celulose na cultura aquosa, livres de compostos existentes durante a
biossintese da celulose de madeira, com os compostos de baixo peso molecular. A CB,
trata-se, portanto, de um produto extremamente puro, com importantes propriedades.
Porém, a sua biosintese, bem como a manipulacéo biotecnoldgica e desenvolvimento da
producdo em grande escala, ainda sdo um desafio.

A celulose Dbacteriana é wusualmente obtida através da
fermentacdo pela bactéria aerdbia e gram negativa Acetobacter xylinum, reclassificada

como Glucanoacetobacter xylinus uns anos mais tarde. Apesar de existirem outras
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bactérias produtoras CB, nem todas as espécies sdo capazes de secretar na forma de

fibrilas extracelulares (Figura 5).

Figura 5. Microscopia eletronlca de Varredura (MEV) da rede de celulose bacterlana mostrando as
bactérias excretando as nanofibras celulésicas (retirada de IGUCHI et al., 2000)

Na Tabela 1 é apresentada uma visdo global dos produtores
conhecidos de CB (JONAS; FARAH, 1998). A estrutura deste polimero depende do
organismo, apesar do processo de biossintese e do mecanismo que o regulam ser

provavelmente comuns para a grande maioria das bactérias produtoras de CB.

Tabela 1. Exemplos de diferentes espécies produtoras de CB (“adaptado por Bielecki e
colaboradores”) (DOURADO et al, 1998).

Género Estrutura da celulose
Acetobacter Pelicula extracelular composto por fibras
Achromobacter Fibrilas
Aerobacter Fibrilas
Agrobacterium Fibrilas curtas
Alcaligenes Fibrilas
Pseudomonas Fibrilas ndo definidas
Rhizobium Fibrilas curtas
Sarcina Celulose amorfa

Zooglona N&o muito bem definido
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Embora em 1886 A.J. Brown ja tivesse relatado a sintese
extracelular de uma membrana gelatinosa pela bactéria Gluconacetobacter xylinus, a
CB sé atraiu atencdo na segunda metade do século vinte. Assim, estudos intensivos
sobre a sua sintese, usando G. xylinus como bactéria modelo, foram iniciados por volta
de 1954 por Hestrin e colaboradores, que provaram que células desta bactéria em
repouso, sintetizam celulose na presenca de glicose e oxigénio. O processo de sintese da
CB é preciso e regulado por vérias etapas, envolvendo um grande nimero quer de
enzimas individuais, quer de complexos de proteinas cataliticas e reguladoras, cujas
estruturas supramoleculares ainda ndo estdo bem definidas (JONAS; FARAH, 1998).
Tradicionalmente, a cultura de CB faz-se em meio estacionario acumulando-se, ao
longo do tempo, uma membrana gelatinosa e espessa na superficie do meio de
crescimento (WU; LIA, 2008). Esta pelicula é uma estrutura que compreende o0s
ingredientes do meio de cultura e uma grande proporcdo de agua. Na sua forma final,
este biomaterial apresenta-se no formato de uma membrana flexivel de cor
esbranquicada (Figura 6). Estudos realizados, relativos a morfologia da CB, revelam
que existem duas texturas distintas entre a parte superior e inferior da membrana. A
superficie que se forma na interface entre 0 meio de crescimento e 0 ar possui uma
textura, mas lisa e homogénea, enquanto que a superficie que ndo se encontra em
contacto com o oxigénio € mais gelatinosa, rugosa e até mesmo heterogénea (KLEMM,
et al, 2001). A morfologia da membrana depende da forma da interface, que pode ser

facilmente manipulada ou controlada.

Figura 6. Imagem de uma membrana de CB
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As cepas de  Gluconacetobacter  xylinus  ocorrem
individualmente, em pares ou em cadeias, dividem-se por fissdo binaria, se movem por
flagelos, e ndo formam endosporos. Em condi¢des limitantes, produzem formas de
involucgdo, ou seja, filamentos inchados ou alongados. Em condi¢des adequadas para o
crescimento ocorre a atrofia dessas formas seguida de recuperacao das células normais.
A temperatura 6tima para o crescimento é de 25-30 °C e pH 6timo varia no intervalos
de5,4a6,2.

Segundo Mateos (2004), a bactéria G. xylinus sintetiza celulose
pura em 48 a 72 horas, enquanto que as Gluconacetobacter comuns de frutas em
decomposi¢do (na mesma quantidade) levam de 10 a 20 dias para produzir uma
tonelada de celulose, o que uma planta de eucalipto tardaria meses.

Embora a G. xylinus seja a bactéria que possui maior potencial
para a comercializacdo na industria, os valores de produtividade de celulose sdo
demasiados baixos para a producdo em larga escala. Para a producéo de 1 Kg de CB em
peso seco, em um sistema sem agitacdo, sdo necessarios cerca de 650 m?2 de area de
interface ar-liquido do cultivo, por aproximadamente 5 dias de cultivo, o0 que torna o
produto muito caro. Por esse motivo a melhoria da produtividade de celulose chama o
interesse de muitos pesquisadores na tentativa de isolar microrganismos de alta
producéo (LEE,1999; VANDAMME,1998).

2.5.2.1 Principais caracteristicas da Celulose Bacteriana

A CB possui propriedades singulares e bastante promissoras que
tém sido muito procuradas por diversas areas, das quais se destacam a medicina
moderna e a investigacdo biomédica. As caracteristicas fundamentais da CB, que fazem
deste um biomaterial de exceléncia, estdo em seguida mencionadas: (KLEMM, et al,
2001; WU; LIA, 2008; ANDRADE, et al, 2008; SOKOLNICK]I, et al, 2006)

o Elevada cristalinidade — possui um grau de cristalinidade entre 60 e 90%,
determinado por difracdo raio-x; o estado de cristalinizagdo da celulose é determinado
pelo arranjo das cadeias de glicose em relagdo umas as outras, dentro da unidade
celular;

o Permeabilidade seletiva — esta caracteristica pode ser alterada atraves de

tratamentos apés a sua producéo;
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o Excelentes propriedades fisicas e mecénicas — a estrutura nanofibrilar Gnica e a
elevada cristalinidade determinam estas propriedades; este biomaterial possui elevada
resisténcia e estabilidade mecénica, caracteristicas estas que podem também ser
alteradas por tratamentos pés producao;
o Elevada capacidade de retengdo de &gua — esta caracteristica da CB hidratada
inclui valores na gama de 100%; um ponto importante a salientar é que estes valores de
retencdo de 4gua (VRA) parecem depender do volume de meio de cultura;
o Elevada hidrofilicidade e porosidade — hidrofilicidade explicada pela presenga
de estruturas porosas e “tiineis” no interior da pelicula tmida e que depende da extenséo
da area superficial interior dos espacos intersticiais da matriz hidratada; porosidade
aproximadamente de 94%;
o Elevada pureza quimica e elevada area superficial;
o Dimensdes — estrutura reticulada de fibras ultrafinas, na ordem dos micrometros
a nandmetros, entrelacadas de tal maneira que formam uma espécie de rede
tridimensional.

Frente ao apresentado, € possivel constatar a versatilidade dos
materiais compostos por CB. Estas caracteristicas, juntamente com a sua
biocompatibilidade, biodegrabilidade e disponibilidade, fazem da CB um material com

imenso potencial para as mais diversas aplica¢des biomedicas.

2.5.2.2 Aplicagdes da Celulose Bacteriana na Area Biomédica

A aplicabilidade da CB se estende a diversas areas. Os
polimeros a base de celulose tém amplas aplicacfes em engenharia tecidual, como em
sistemas de liberacdo “controlavel” de farmacos, de purificacdo do sangue, como
sensor, na agricultura, bem como na purificacdo de dgua (CHANG; ZHANG, 2011).
Além disso, a sua biocompatibilidade, hidrofilicidade, transparéncia e ndo-toxicidade a
torna um candidato atraente para uma ampla gama de aplicagdes em diversas areas,
especialmente aquelas relacionadas com aplicagdes biomédicas e de biotecnologia
(DAHMAN, 2009). Na industria de cosméticos a CB é utilizada em hidratantes e
adstringentes; em empresas de aparelhos eletroacusticos ela é utilizada como membrana
para aparelhos de audio de alta qualidade; € utilizada como papel eletrénico (SHAH;
BROWN, 2005); como membranas de celulas a combustivel (EVANS et al., 2003) e
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também na inddstria alimenticia é utilizada na producdo de doces, sorvetes de baixas
calorias, aperitivos, espessantes e soro para reducdo do colesterol (PHISALAPHONG,
SUWANMAJO et al., 2008).

Nos ultimos anos a aplicacdo da CB como material na area
biomédica tem atraido muita atencdo, devido as suas propriedades e sua
biocompatibilidade, a qual vem sendo avaliada in vivo. Recentemente, alguns
pesquisadores estudaram a utilizagdo da CB em cirurgias de restituicdo da laringe (DE
SOUZA et al., 2011). Esses estudos de biocompatibilidade da CB in vivo que utilizam
modelos animais tém demonstrado uma excelente integracdo da CB com o tecido lesado
sem a presenca de processos inflamatoérios agudos. Helenius et al., (2006) mostraram
que a CB é um material que se integra totalmente ao tecido hospedeiro in vivo e ndo
induz processos inflamatorios e nem rejeicdo ao longo do tempo (HELENIUS,
BACKDAHL et al.,, 2006). Na Figura 7 é mostrado as perspectivas para as varias
aplicacdes biomédicas de materiais de CB.

Devido a sua estrutura Unica de rede tridimensional em
nanoescala, a CB possui uma capacidade de retencdo de agua elevada, uma elevada
resisténcia mecanica, excelente biocompatibilidade, propriedades que lhe permitem
servir como um material polimérico natural para a regeneracéo de uma grande variedade
de tecidos (SIRO; PLACKETT, 2010). Porém, a CB ndo é apenas um material
interessante para solucBes de cura da pele, mas estudos recentes tém proposto a CB
como biomaterial para os vasos sanguineos artificiais e substituicdo de menisco
(KLEMM et al., 2001; BACKDAHL; HELENIUS et al., 2006; OLIVEIRA, 2011).
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Figura 7. Perspectivas para as varias aplicacdes biomédicas de materiais baseados em celulose
bacteriana. Adaptado de (Fu, Zhang et al., 2013).

Embora a CB tenha um grande potencial para se tornar um
biomaterial importante no futuro, no momento a sua comercializacdo é limitada: por
exemplo, as empresas "Celulose Solugbes” e "Xylos Corporation” tém produtos de CB
para curativo no mercado, com as marcas Dermafill™ e XCell®, respectivamente.
Algumas das razdes pelas quais 0 mercado de CB néo cresceu ainda séo a necessidade
de uma otimizacdo do processo de fermentacdo e de uma andlise completa das
propriedades fisico-mecanicas do material.

Apesar dos avancos recentes e da existéncia de alguns produtos
de CB no mercado, ainda sdo necessarias mais pesquisas interdisciplinares para fazer da
CB um produto de sucesso comercial. E necessario uma melhor caracterizacdo dos
novos produtos a base de CB, e testes in vitro devem ser realizados com uma maior
variedade de celulas animais para verificar sua viabilidade e proliferacdo e também ha
necessidade de um grande numero de estudos clinicos para provar sua utilidade e
funcionalidade.

A celulose bacteriana também tem aplicacdo na industria
cosmética como mascaras faciais para o tratamento da pele seca que ja sdo amplamente
comercializados, em formulacdo de esfoliante facial naturais, como agente estruturante
de limpeza pessoal e como um estabilizador de emulsées (HASAN; BIAK, 2012).

A celulose bacteriana também tem sido avaliada como um

sistema de libertacdo topica do farmaco. Duas drogas terapeuticamente relevantes,
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cloridrato de lidocaina e ibuprofeno, foram incorporados em membranas CB,
produzindo membranas com distribuicdo homogénea das drogas. O efeito terapeutico da
membrana com as drogas foram avaliadas através da penetracdo da epiderme humana.
A lidocaina (droga hidrofilica) revela a liberacdo a logo prazo da droga, possivelmente
resultado da maior interacdo com a CB. Ja o ibuprofeno (droga hidrofobica), devido as
interacbes com a CB serem mais fracas, possuem répida liberacdo e, portanto é
adequado para o tratamento de condicBes que requerem rapida liberacéo da droga.

Finalmente, os resultados obtidos revelaram que as membranas
de CB sdo um material promissor, que posui tanto a capacidade de aderir a superficies
irregulares da pele quanto de proteger a ferida e absorver exsudados (TROVATTI, et
al, 2012)

2.5.3 Celulose de Origem Vegetal

Embora a madeira seja a mais importante fonte industrial de
fibras celulésicas, a concorréncia de diferentes setores, tais como produtos para
construcdo civil, méveis e industrias de celulose e papel, bem como a combustdo da
madeira para energia, torna desafiador o fornecimento em quantidade necesséria e a
custos razoaveis. Por esta razdo, fibras de plantas como o linho, canhamo, sisal e outros,
especialmente a partir de residuos dessas diferentes fontes, tambem tém tido um
interesse crescente. Estas plantas ndo-madeireiras geralmente contém menos lignina e,
portanto, os processos de branqueamento sd0 menos exigentes. Outros exemplos de
subprodutos agricolas que poderiam ser usados para extrair nanocelulose incluem
aqueles obtidos a partir do cultivo das culturas de milho, trigo, arroz, sorgo, cevada,
cana-de-acgucar, abacaxi, banana e coco. Estes subprodutos agricolas ou sdo queimados
ou usados para outras finalidades, tais como alimentacdo animal ou producdo de
biocombustiveis. A natureza renovavel dos residuos de culturas agricolas e a sua
disponibilidade fazem com que se tornem fontes valiosas de nanofibras naturais
(REDDY; YANG, 2005). Além disso, quando os subprodutos, como polpas ap6s a
extracdo de suco, sdo usados como matérias-primas para obtencdo de celulose, poucas
etapas de processamento sdo necessarios (BRUCE et al., 2005).

Os principais componentes das fibras das plantas séo: celulose,
hemicelulose, lignina, pectinas, extrativa (componentes de baixo peso molecular) e cera.

As fibras naturais podem ser consideradas compositos naturais, que sdo constituidos
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principalmente de fibrilas de celulose incorporada numa matriz de lignina. As fibrilas de
celulose séo alinhadas ao longo do comprimento da fibra, o que resulta em méxima
resisténcia a tracdo e flexdo, aléem de fornecer rigidez no eixo das fibras, portanto é
também um material anisotropico. A eficiéncia do reforco da fibra natural esta
relacionada com a natureza da celulose e sua cristalinidade (LEAO et al ., 2009).

Na Figura 8 pode-se observar um esquema que compreende as
células vegetais, a disposi¢do do conjunto de fibras, passando pelas fibras elementares

que sao as microfibras, até chegar as cadeias de celulose propriamente ditas.

Parede Farece

Primaria Secundara HO—"2 o

Figura 8. Esquema das fibras, microfibras e cadeias celul6sicas

Os pesquisadores relataram o isolamento de nanoparticulas de
celulose a partir de diversas fontes ndo-madeireiras, onde nanoparticulas de celulose
foram sintetizadas em forma esférica (PU et al, 2007; ZHANG et al. 2007; ZHANG et
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al. 2008), nanocristais de celulose altamente cristalina obtidos por hidrdlise acida de
fibras celulésicas e celulose microfibriladas (MFC), resultante da desintegracdo da
fibras de celulose com alto cisalhamento e forgas de impacto (DUFRESNE, 2008).
Segundo Dufresne (2008), uma rede de microfibrilas interligada com as dimens@es de
10-100 nm de espessura e varios microns de comprimento sdo obtidos.

Celulose nanoestruturas a partir de residuos agricolas como
banana (ZULUAGA et al., 2007), palha de trigo e casca de soja (ALEMDAR; SAIN,
2008), folha de abacaxi (LEAO et al., 2010) ja foram relatados.

2.6 Alcool Poli Vinilico (PVA)

O PVA (Figura 9) é uma resina sintética, soldvel em agua,
produzida em maior volume no mundo. Foi obtido pela primeira vez em 1924, por
Herrman e Haehnel, pela hidrélise do poli (acetato de vinila), que é ainda a forma de
obtencdo comercial utilizada até hoje. O PVA ¢ totalmente biodegradavel e é um
dissolvente rapido, possui ponto de fusdo de 230 °C e de 180-190 °C, para as classes
totalmente hidrolisadas e parcialmente hidrolisadas, respectivamente. Ele se decompde
rapidamente acima de 200 °C e pode ser submetido a pirélise & altas temperaturas. O
PVA é um polimero sensivel a preparacdo, de modo que, alteracdes significativas
podem ocorrer dependendo do ambiente de trabalho e tratamentos térmicos aplicados
(PANAITESCU et al., 2011).

OH

Figura 9. Estrutura quimica do PVA

As propriedades basicas do PVA dependem dos graus de
polimerizagdo e de hidrdlise. Por suas excelentes propriedades, o PVA tem sido
utilizado em um grande numero de aplicagdes industriais. Este polimero € um excelente
adesivo, possui boa resisténcia a solventes, oleos e graxas e sua resisténcia a passagem

de oxigénio é superior a de qualquer polimero conhecido (MARTEN, 1985). E um dos
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poucos polimeros semicristalinos soltiveis em dgua com boas caracteristicas interfaciais
e mecénicas. O PVA tem sido usado em processamento de papel e fibras e como
estabilizante de emulsdo, além de ser importante como matéria-prima para filmes
(Figura 10). Estudos de obtencdo de PVA vém sendo desenvolvidos para controle da
cristalinidade e, pela introducdo de grupos funcionais, para melhorar ou conferir
propriedades especificas (YUN-SHENG et al., 2012).

Evaporacio Filme biocompaosito

> 0,1 mm de espessura

80 C°, 24 h

PVA soluvel em agua

Figura 10. Em fase aquosa: formagéo de filme: PVA/Nanofribra. Fonte: WANG, 2008

Recentemente, o PVA tem sido utilizado como carreador de
medicamento, devido as suas propriedades de degradabilidade e ndo toxidez. Algumas
aplicacdes visam alterar a permeabilidade a gases, aumentar a processabilidade e a
resisténcia térmica, a capacidade de estabilizacdo de dispersdes, a biocompatibilidade, a
permeabilidade e a biodegradabilidade (BATYRBEKOQV et al., 1998).

Materiais produzidos a partir de fibras de PVA tém sido
extensivamente estudados ao longo dos Gltimos anos no que diz respeito a efeitos dos
parametros de producdo, peso molecular, concentracdo, solvente e pH, bem como a
presenca de aditivos. Além disso, as propriedades mecanicas e térmicas, bem como a
estabilidade estrutural das fibras de PVA, também sdo de fundamental importancia para
estudos (GADIM, 2012).

Atualmente, varios esforcos estdo focados no uso de materiais
provenientes de fontes renovaveis, como agentes de reforco em nanocompdsitos. Entre
esses materiais facilmente disponiveis, nanocristais de celulose tém atraido grande
interesse devido a sua renovabilidade, biodegradabilidade, e espetacular propriedade
mecanica (PERESIN et al., 2010). Muitos estudos enfatizaram a eficacia de grande
guantidade de fibras de celulose em melhorar as propriedades mecanicas do PVA.
Alcancar uma melhor propriedade mecénica com a menor concentracdo de fibras de
celulose é desejavel para preservar a transparéncia e flexibilidade das peliculas de PVA
(PANAITESCU et al., 2011).
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Zimmermann et al., (2004) relataram uma melhoria do médulo
de elasticidade (de até 5x) a forca de tracdo (de até 3x), no caso de dispersdo de 20% em
peso fibras de celulose em PVA. Um aumento de aproximadamente cinco vezes a forga
de tracdo em relacdo ao polimero de referéncia foi relatado por Bruce et al., (2005) a
50% em peso de fibras de celulose e PVA.

Os resultados obtidos em diferentes laboratorios de polimero
composto contendo fibras de celulose s&o muitas vezes contraditérios por causa de
muitos fatores que controlam o processo como tamanho e teor de material de
enchimento, a aderéncia da interface, razdo de aspecto e orientacdo da fibra, a disperséo
de fibras na matriz e da eficiéncia de transferéncia de tensdo através da interface
(DUFRESNE et al., 2003). Em suma, enquanto em baixas concentragcdes, o0 PVA parece
promover a porosidade da membrana, para concentracdes mais altas, o polimero podera
preencher os poros da matriz, diminuindo a porosidade da membrana modificada.

Apesar da grande importancia do desenvolvimento de
nanocompositos envolvendo nanofibras de celulose, a aplicacdo desses materiais ainda é
bastante limitado por varias situacdes. Uma delas é a dificuldade da separacao das fibras
de plantas em menor componentes com caracteristicas uniformes e reprodutiveis. Outra
razdo € o alto demanda de energia para a maioria dos processos de
isolamento. Problemas relativos a adesdo interfacial e dispersdo uniforme das fibras de
celulose na matriz polimérica também atrasou a ampla aplicacdo destes materiais
(PANAITESCU et al., 2011).

O PVA foi escolhido como matriz polimérica deste trabalho,
devido & sua compatibilidade com nanofibras de celulose e por ambos serem de
natureza hidrofilica, o que aumenta a compatibilidade interfacial entre a nanocelulose e
a matriz escolhida. Além disso, sabe-se que celulose tem alta resisténcia a tragdo, mas a
elasticidade um pouco limitada. Por outro lado, o PVA é altamente elastico, mas a sua
forga de tensédo € limitada. Sendo assim, a mistura destes materiais pode contribuir com
a obtencdo de um compdsito resistente a tracdo a e com elasticidade suficiente para

permitir maior adesdo mecanica, caracteristicas desejaveis em um biomaterial.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéo da celulose bacteriana
As células de Gluconacetobacter xylinus ATCC 23769, utilizadas

no experimento, foram doadas pela Prof. Dra Denise Milleo da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana.

O meio de cultura utilizado para crescimento das células foi meio
Alaban modificado (20% (m/v) acUcar cristal, 1% (m/v) de fosfato acido de potéssio,
0,5% (m/v) de extrato de levedura, 0,012% (m/v) de sulfato de magnésio heptahidratado
e 0,04% (m/v) de sulfato de aménio). Os compostos foram diluidos em 1 L de agua
destilada e, em seguida, a solucéo foi esterilizada por autoclavagem a 121 °C durante 20
minutos.

Apoés a ativacdo das células em meio de cultura descrito acima,
foram adicionados 3% (v/v) de in6culo em 100 mL de meio estéril. A fermentagdo
ocorreu em condicdes estaticas a 30°C por quatro dias.

Todo procedimento de inoculagcdo foi realizado em ambiente
estéril, dentro de uma capela microbioldgica de fluxo laminar vertical, a fim de evitar

qualquer contaminacéo.
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3.2 Purificacéo da celulose bacteriana

Apo6s a fermentagdo, as peliculas de celulose formadas foram
recolhidas e purificadas através de tratamento alcalino a fim de eliminar qualquer
resquicio de célula bacteriana

As membranas foram lavadas com agua e submetidas em solucéo
de NaOH 4% (m/v) a 60°C por 1 hora. Posteriormente, as peliculas foram lavadas em
agua destilada até a neutralizagdo. Apds este passo de lavagem todos os discos de CB
foram armazenados na forma hidratada (em agua destilada) sob refrigeracdo. A massa
de celulose foi determinada através de secagem e pesagem da pelicula a 60 °C em
estufa.

Na figura 11 estd demonstrado o passo-a-passo para obtencdo da

celulose bacteriana purificada.

Figura 11. Nas imagens A, B, C e D tém-se o processo de celulose bacteriana e, nas imagens E, Fe G, o
processo de purificagdo da CB
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3.3 Producéo da nanocelulose vegetal

A microfibra de celulose vegetal foi obtida a partir de fibras da
grama Batatais (Paspalum notatum Fliegge) (Figura 12).

A grama foi submetida a um processo de polpacéo por solucdo de
hidroxido de sddio (4% em peso) e perdxido de hidrogénio (5% em peso), ha proporcao
grama/solucéo alcalina de 1:20. Este processo foi realizado em autoclave pressurizada a
1,5 atm, 127 °C, durante 1 hora, seguido da rapida descompressdo, o que confere ao
material um efeito conhecido por “explosdao por vapor”. O processo foi realizado trés
vezes. Apos a polpacdo, a microcelulose foi filtrada e lavada com agua deionizada até

pH 7 e posteriormente reservada sob refrigeracéo para usos posteriores.

Figura 12. Na imagem A é mostrada a matéria prima utilizada na obtencéo da nano e na imagem B as
fases para obtencdo da nanocelulose

3.4 Processamento dos nanomateriais
Os compdsitos foram preparados de acordo com o método descrito

por Iguchi et al (2000). O PVA foi dissolvido em 150 mL de agua de agua deionizada e

misturado com a suspensdo de nanofibras por 1 hora em condi¢Ges de baixo
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aquecimento para promover uma melhor mistura e total dissolugdo do polimero. A
concentracdo em massa de nanofibras (CB e de grama) foi de 1%, 3%, 5% e 7% em
peso em relacdo a quantidade de PVA. Em seguida, o processo por solucdo casting,
também conhecido como solucao/evaporacédo, foi realizado visando preparar o filme
composito. Os filmes foram processados em temperatura de 50 °C até secagem
completa.

Foram também produzidos filmes do polimero PVA 100 %, de
celulose bacteriana e nano celulose de grama para melhor compreensdo da capacidade

de reforco das nanofibras com o filme composito de PVA.

3.5 Teste in vitro

3.5.1 Cultura de fibroblastos L929

As células da linhagem L929 (fibroblastos aneupldides isolados do
tecido subcutaneo de camundongo) foram cultivados em garrafas, na presenga de meio
de cultura DMEN (Gibco, Grand Island, NY, EUA), suplementado com soro bovino
fetal a 5% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), 2-mercaptoetanol (5X10-5 M), |-
glutamina (2 mM), penicilina (100 U/m), estreptomicina (100 mg/ml), aminoéacidos néo
essenciais (1 mM), piruvato de sodio (2.2 M), HEPES (N-2- hidroxiethilpiperazina, N-
2-acido etanosulfonico) (10 mM), e bicarbonato de sédio (todos da Gibco). As células
foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e
95% de ar. Para a realizacdo dos experimentos, os fibroblastos foram destacados das
garrafas empregando tripsina a 0,25% (Gibco). O sobrenadante foi centrifugado a 1000
RPM por 10 minutos a 50C, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de DMEM completo e

as células foram contadas em hemocitbmetro (Reichert, Bufallo, NY).

3.5.2 Adesdo dos fibroblastos

Para esterilizacdo, as membranas foram passadas em alcool 70% |,
lavadas com agua destilada autoclavada e, posteriormente submetidas a radiacdo UV
por 45 minutos.

Apos esterilizagdo as membranas foram colocadas em placas de 24
pocos (Corning, NY, NY, EUA) e os fibroblastos L929 foram cultivados/incubados

sobre elas numa concentracdo de 1x105 células/mL, durante 48 horas. Apos o periodo
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de incubacdo o meio de cultura foi removido e as membranas foram lavadas duas
vezes com solugdo tampédo cacodilato de sodio 0,1 M e fixadas em aldeido glutarico a
4%, diluido em tampé&o cacodilato de sdédio 0,2 M, pH 7,4, por 20 minutos, a 370C. O
material foi lavado em tampao cacodilato de sodio 0,1 M por 3 vezes e pos-fixado em
tetroxido de 6smio a 1%, por uma hora. Apos novas lavagens em tampao cacodilato de
sodio 0,1M (3 vezes de 15 minutos), as células foram desidratadas em série crescente de
alcool (50%, 70% e 95%, 10 minutos cada e 100%, 2 trocas de 20 minutos cada). O

material foi seco por 24 horas em estufa a 37 °C.

3.6 CaracterizacOes

Para caracterizacdo da celulose bacteriana foram realizadas anélises

morfoldgicas, termogravimétricas e de composi¢do quimica.

3.6.1FTIR

A espectroscopia de infravermelho com (FTIR) é uma técnica
analitica que permite a determinacdo da estrutura molecular, identificando grupos
funcionais presentes e tipos de ligacbes quimicas. Esta analise foi realizada no
Laboratorio de Fisica da Unesp/Bauru.

3.6.2 MEV

As microscopias das amostras de celulose bacteriana e
nanocelulose vegetal foram realizadas no Laboratério de Microscopia da Universidade
Estadual de S&o Paulo, Botucatu a fim de avaliar a microestrutura dos materiais e
caracterizar morfologicamente as fibras.

A visualizacdo da amostra por microscopia eletronica s6 é
possivel ap6s a metalizacdo da mesma para que este sofra um bombardeio de feixe de
elétrons altamente energéticos e a imagem deste seja formada através da emissdo de
elétrons secundarios e raios X pela amostra no estado excitado e do retroespalhamento
de elétrons primarios originados de colisdes inelasticas com o sélido em analise.

Para a metalizacdo, uma pequena amostra da fibra a ser analisada
foi colada, com uma fita de carbono, em suportes metalicos especificos para a
realizacdo de microscopia, recobertos com papel aluminio. Posteriormente, foi feita a
deposi¢do de ouro pelo método de “Sputtering”, utilizando um equipamento
(EMITECH K550)
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Apbés a metalizagdo, a amostras foram analisadas em um
microscopio eletrénico de varredura da marca Philips, modelo XL-30, com fonte de
elétrons de tungsténio e detector de elétrons secundarios e retro espalhados. As amostras
foram recobertas com uma fina camada de ouro por um metalizador, marca BALTEC,
modelo SCD 005. Todas as amostras foram examinadas usando uma voltagem de

acelerardo de 20 kV.

3.6.3DTA/TG

A analise termogravimétrica (TGA) fornece informacGes
caracteristicas sobre o comportamento de materiais diante de um aumento progressivo
de temperatura, ou seja, é a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia é
medida em funcdo da temperatura enquanto esta € submetida a uma programacao
controlada. Por meio de graficos foi possivel comparar as curvas e picos visualizando o
efeito dos tratamentos. Esta técnica é muito utilizada para determinar a temperatura de
estabilidade térmica e avaliar a pureza das amostras. Esta analise foi realizada no
Laboratorio de Fisica da Unesp/Bauru.

A termogravimetria (TG) permite registrar as variacbes de massa
em fungéo do tempo do ciclo de aquecimento ou arrefecimento e/ou temperatura. Desta
forma, as curvas obtidas podem fornecer informacdes referentes a estabilidade térmica e
a pureza da substancia. A termogravimetria derivada é a derivada primeira da curva TG
e possibilita uma melhor identificacdo da decomposi¢do do composto. Entretanto, nem
todos os eventos térmicos que ocorrem durante 0 aquecimento de uma amostra Sao
acompanhados de mudanca de massa (Brown, 1995).

A estabilidade térmica permite a determinacdo da capacidade de

uma substancia de manter suas propriedades sob variacGes térmicas.

3.6.4 DRX

A técnica de difracdo de raios-X (DRX) é um método preciso e
eficiente largamente empregado em pesquisa cientifica e tecnoldgica, particularmente,
para ensaios ndo-destrutivos em aplicagdes industriais. Trata-se de uma técnica para a

determinacéo precisa de estruturas cristalinas e amorfas.
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3.6.5 Tracao

Os filmes de nanofibras, celulose bacteriana, alcool polivinilico
puro e nanocompositos de PVA foram avaliados quanto ao seu desempenho mecénico
seguindo a norma ASTM D638 (ensaios de tracdo de plasticos). A tracao foi medida no
equipamento EMIC do Laboratorio de Residuos da Unesp/Botucatu com velocidade de

2,5 mm/minuto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de FTIR (Espectroscopia de Infravermelho) das
amostras de CB, nanocelulose de grama, PVA puro e dos nanocompésitos sao
apresentados nas figuras 13 e 14. Observa-se uma banda de absorcdo de
aproximadamente 3250 cm-1 que representa a vibracdo de estiramento dos grupos OH
das pontes de hidrogénio inter e intramolecular entre os grupos hidroxila do PVA e
nanocelulose e do PVA puro. A banda mais larga em 3400 cm™ é atribuida ao
estiramento de OH livre em moléculas de nanocelulose (KHALIL et al., 2001;
MANDAL and CHAKRABARTY, 2014).

O pico por volta de 2920 cm™ representa o estiramento dos grupos
alquila do PVA e dos nanocompésitos. A banda em torno de 1700 cm™ est4 relacionada
ao acetato residual na matriz de PVA, demonstrado pela vibracdo de estiramento de
C=0 e C-O (THOMAS et al., 2001). A absorcdo em 1440 cm™ também est4 associada
ao grupo C-O (CHANG et al., 2007).

Nota-se um pico intenso na regido de 1060 cm™, relacionado ao
componente celuldsico pelo estiramento de C-O-C do anel de piranose (ZHAO et al.,
2008). A matriz de PVA apresenta a vibracio de estiramento de C-O em 1088 cm™, o

que significa uma possivel interacdo da matriz de PVA com a nanocelulose (ZHAO et
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al., 2008; LIU et al., 2013). O PVA puro apresenta um pico de absorcdo em 1143 cm™,
associado ao estiramento de C-C, que é relacionado com sua cristalinidade
(TADOKORO et al., 1956; LIU et al., 2013).

Nota-se por volta de 900 cm™ uma banda de absorcdo de
nanocelulose referente a vibracdo de C-H, que diminui nos compositos. A banda
presente no PVA em torno de 850 cm™ é gradualmente reduzida pela adicdo de
nanocelulose, provavelmente, devido a interacdo entre a nanocelulose e o PVA
(PERESIN et al., 2010; MANDAL and CHAKRABARTY, 2014).
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Figura 13. Espectro de FTIR de PVA puro, nanocelulose CB 100%, nanocomposito de CB 1%, 3%, 5% e
7%.
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Figura 14. Espectro de FTIR de PVA puro, nanocelulose de grama 100%, nanocomposito de grama 1%,
3%, 5% e 7%.

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A organizacdo morfoldgica da celulose bacteriana é definida por
fibras que sdo formadas pela juncdo das microfibrilas. A andlise morfoldgica da CB
obtida por MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) (Figura 15) mostra que as fibras
de CB possuem maior entrelacamento sem direcdo preferencial do que as nanocelulose

de grama, com estrutura fibrilar em que 0s poros estdo compactados.
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Figura 15. Microscopia eletronica de varredura dos compositos da Celulose bacteriana (CV) com
concentracdo de 100%, 7% e 3% e da Nanocelulose de grama nas mesmas concentracfes

4.3 Termo Gravimetria

As andlises de TG (Termo Gravimetria) das Figuras 16, 17 e 18
apresentaram trés estagios distintos de perda de massa dos materiais. Todas as amostras
apresentaram, entre 50-180 °C, 5% de perda de massa devido a umidade absorvida. A
maior degradacdo do PVA ocorreu entre 250 e 380 °C, que corresponde a
decomposicdo da cadeia lateral de PVA. J& a decomposicao da cadeia principal ocorreu
entre 380 e 550 °C.

A temperatura inicial de degradacdo térmica (Ti) da nanocelulose
de grama e de CB foram, respectivamente, 280 e 290 °C. Este passo de perda de massa
pode ser atribuido ao inicio da despolimerizacdo da celulose. (SILVA, AQUINO 2008;
LEAO et al 2000; YANG et al 2007). Comparando com a Ti do PVA puro a 270 °C,
nota-se maior estabilidade térmica para as amostras de nanocelulose pura. O aumento na
estabilidade térmica deve-se as ligacdes de hidrogénio dos grupos OH presentes na
superficie da celulose, que necessitam de mais energia para iniciar o processo de
degradacéo térmica (CORREA et al., 2010; MANDAL and CHAKRABARTY, 2014).
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Quanto maior o indice de cristalinidade, melhor a estabilidade térmica da amostra
(ALENDAR and SAIN, 2008; LIU et al., 2013)

O composito contendo 1% de CB apresenta uma curva de
degradacdo semelhante a do PVA puro, 0 que indica que ndo houve efeito significativo
na estabilidade térmica do material. No entanto, a analise de TG do composito de 7% de
nanocelulose de grama mostrou que a temperatura média de degradacdo, no segundo
estadgio da curva, foi deslocada para uma temperatura mais elevada. Esse resultado
indica uma maior estabilidade térmica para os compositos, devido a cristalinidade e
estabilidade térmica da nanocelulose.
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Figura 16. Curva termogravimétrica do PVA puro, 100% de nanocelulose de grama e CB.
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Figura 17. Curva termogravimétrica do PVA puro, nanocelulose de grama e compdsito com 1% de nano
de grama.
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Figura 18. Curva termogravimétrica do PVA puro, nanocelulose de CB e compdsito com 7% de nano
CB.

4.4 Difratograma de Raios-X

O difratograma de raios-X (DRX) da nanocelulose de grama e da
CB comparada com o PVA puro esté apresentado na figura 19. O pico de difragdo 26 ~
22.5 0 e 0 pico ~14.32 o foram atribuidos ao tipico plano de reflexdo da celulose I, 002
e 101 respectivamente (LIU et al., 2010). As figuras 20, 21, 22 e 23 demonstram 0
padrdo de difracdo dos nanocompositos contendo 1, 3, 5 e 7% de nanocelulose,
respectivamente. Um amplo pico em 20 ~ 19.40 ¢ observado no perfil de PVA puro,
sendo atribuido a estrutura ortorrémbica semi-cristalina do PVA (KURUMOVA et al.,
2000; LIU et al., 2013). Ocorre uma diminui¢do na intensidade desse pico com a adigéo
de nanocelulose a matriz de PVA para formar os compésitos. A nanocelulose apresenta
uma maior cristalinidade do que o PVA puro e, portanto, com o aumento do teor de
nanocelulose, a cristalinidade do filme PVA/nanocelulose aumenta gradualmente (LIU
etal., 2013).



100% FVA
100% BC

ra ()

n =

= =

(=1 (=1
|

2000 4 GRAMA

1500 4

1000 4

500 o \
] =i

Intensidade {ua)

20
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Figura 23. Padrdo de DRX de PVA puro, nanocompdsito 7% de grama, hanocompdsito 7% de CB.

4.5 Tracéo

Entre todos os tratamentos avaliados, a membrana proveniente da
celulose bacteriana com 7% em massa, se sobressaiu sobre as demais, apresentando o
valor de tensdo forca maxima equivalente a 0,9619 Mpa. O segundo melhor tratamento
foi constatado para a membrana derivada de celulose vegetal com 7% em massa, com
indice de 0,7232 Mpa (Figura 24).
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Figura 24. Tratamentos submetidos a analise de tensdo forca maxima. Médias seguidas por letras iguais
n&o diferem entre si (Tukey, 5%). DMS = 0,58510; Coeficiente de Variacdo = 33,02.

Os compdsitos com adicdo de 1% em peso de nanofibras

proporcionou resisténcia maior em 12% do filme de PVA puro, ja com adicao de 7% de

nanofibras, o aumento foi de até 58%.

No entanto, de modo geral, as membranas provenientes da celulose

bacteriana ndo se diferiram estatisticamente das derivadas de celulose vegetal.
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4.6 Teste de citotoxicidade — adesdo de fibroblastos
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Figura 25. Microscopia eletronica de varredura mostrando a ades&o dos fibroblastos nos compdsitos de
celulose bacteriana/PVA (A) e nanocelulose de grama/PVA (B)

De acordo com a Figura 25 observamos que houve adeséo tanto no
composito com celulose bacteriana quanto no de nanocelulose vegetal. Estudos
posteriores serdo realizados para verificar o potencial de proliferacdo das células de
fibroblasto, porém podemos afirmar que ndo houve rejeicdo das células, o que é um
6timo indicador, principalmente com relagdo ao compdsito de celulose de grama, que

trata de um estudo inicial ainda ndo encontrado em literatura.
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5.  CONCLUSAO

Com os estudos realizados foi possivel verificar que houve
afinidade entre a matriz e as celuloses e com o aumento do teor da celulose, por tratar de
um material mais cristalino, houve também um incremento na resisténcia mecénica do
material, sendo observado o incremento de até 58% no teste de tracéo.

Além das propriedades mecénicas 0s materiais mostraram-se
bastante promissores na aplicacdo biomédica, visto que ndo houve inibicdo de
crescimento das células de fibroblastos em nenhuma das membranas avaliadas, porém

estudos complementares deverao ser realizados.
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