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RESUMO

Devido a busca por materiais sustentaveis, pesquisas envolvendo bionanocompdésitos
ganham representatividade. A celulose bacteriana (CB) se configura como fonte de
extracdo de nanocristais (NCCBs), representando as melhores propriedades da CB.
Além disto, estes NCCBs apresentam alta razdo de aspecto, o que lhes confere boa
capacidade de reforco. O poli(L-4cido lactico) (PLLA) possui propriedades
promissoras, no entanto, suas caracteristicas limitam algumas aplicacbes. Uma
alternativa para aproveitar as vantagens que o PLLA apresenta e contornar as
desvantagens é a aplicacéo de reforco de NCCBs. Este trabalho almejou produzir CB,
obter NCCBs, incorporar NCCBs em PLLA e avaliar propriedades dos
bionanocompdsitos preparados. Foram produzidas membranas de CB, provenientes
de cultivo estatico da bactéria Gluconacetobacter hansenii. Em uma primeira etapa, a
partir das membranas de CB, foram extraidos NCCBs por hidrolise com &cido
sulfarico, com base em um planejamento experimental (11 experimentos). Os
parametros variados nas reacfes foram: concentracdo de acido (m/m), temperatura e
tempo. Pode-se definir critérios de extracdo de NCCBs com base em analise visual,
analise de rendimento, analise termogravimétrica (TGA) e andlise de espalhamento
dindmico de luz (DLS). Os principais resultados referentes a extragdo de NCCBs
indicam a possibilidade de extracdo na condi¢éo de: 80 % de concentracdo de acido
(m/m), 60 °C e 60 min. Para esta condi¢cao obteve-se tamanho adequado dos NCCBs
(predominantemente média de 388 nm), potencial zeta superficial adequado (-38 mV),
bom rendimento de producdo em relacdo as demais condicbes e adequada
estabilidade térmica (Tonsetz = 301,9 °C). Em uma segunda etapa, os NCCBs extraidos
conforme critérios definidos foram incorporados ao PLLA em duas concentragdes (2,5
e 5 %), utilizando dois métodos (sem funcionalizacdo dos NCCBs e com
funcionalizac&o). Os bionanocompdsitos preparados foram caracterizados por analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria explanatéria diferencial (DSC). Os resultados
das técnicas de caracterizacdo dos bionanocompdsitos foram comparados com
resultados do PLLA puro. Os principais resultados referentes a preparacdo dos
bionanocompdsitos, em relacdo aos métodos utilizados, revelam a importancia da
funcionalizacdo dos NCCBs antes de incorpora-los ao PLLA. Em relacdo a
concentracdo de reforco utilizada, o aumento da estabilidade térmica foi gradual,
conforme o teor de reforgo, sendo que para o bionanocompadsito com 5 % de NCCBs
funcionalizados, o incremento foi de 10,4 °C na Tonsetz, €M relagdo ao PLLA puro.
Contudo, o grau de cristalinidade diminuiu (Xc do PLLA puro = 40,38 % e Xc do
bionanocompdsito com 5 % de NCCBs funcionalizados = 24,73 %). Seguindo a
estrutura apresentada, conclui-se que a adicdo de NCCBs em matriz de PLLA, além
de ser ambientalmente viavel, promove melhoria de propriedades.

Palavras-chave: bionanocompdésitos, nanocristais de celulose bacteriana, poli(L-
acido lactico).



ABSTRACT

Due to the search for sustainable materials, researches involving bionanocomposites
gain representativeness. The bacterial cellulose is configured as a source of
nanocrystals extraction, representing the best properties of bacterial cellulose. In
addition, these nanocrystals have a high aspect ratio, which gives them good
reinforcement capacity. poly(L-lactic acid) has promising properties, however, its
characteristics limit some applications. An alternative to take advantage of the poly (L-
lactic acid) advantages and to overcome the disadvantages is the application of
reinforcement of bacterial cellulose nanocrystals. This work aimed to produce bacterial
cellulose, to obtain nanocrystals, to incorporate nanocrystals into poly(L-lactic acid)
and to evaluate properties of prepared bionanocomposites. Bacterial cellulose
membranes were produced from static culture of the bacterium Gluconacetobacter
hansenii. In a first step, from the bacterial cellulose membranes, nanocrystals were
extracted by hydrolysis with sulfuric acid, based on an experimental design (11
experiments). The varied parameters in the reactions were: acid concentration (w/w),
temperature and time. It is possible to define nanocrystals extraction criteria based on
visual analysis, yield analysis, thermogravimetric analysis and dynamic light scattering
analysis. The main results concerning the extraction of nanocrystals indicate the
possibility of extraction in the condition of: 80 % acid concentration, 60 ° C and 60 min.
For this condition, it was obtained a suitable size of the nanocrystals (predominantly
average of 388 nm), adequate surface zeta potential (-38 mV), good production yield
in relation to the other conditions and adequate thermal stability (Tonsetz = 301,9 °C). In
a second step, the nanocrystals extracted according to defined criteria were
incorporated into the poly(L-lactic acid) in two concentrations (2,5 and 5 %), using two
methods (without functionalization of the nanocrystals and with functionalization). The
prepared bionanocomposites were characterized by thermogravimetric analysis and
differential explanatory calorimetry. The results of the bionanocomposite
characterization techniques were compared with pure poly(L-lactic acid) results. The
main results regarding the preparation of bionanocomposites, in relation to the
methods used, reveal the importance of nanocrystals functionalization before
incorporating them into poly(L-lactic acid). In relation to the reinforcement
concentration used, the increase of the thermal stability was gradual, according to the
reinforcement content, and for the bionanocomposite with 5 % of functionalized
nanocrystals, the increment was of 10.4 °C in the Tonset2, in relation to the pure poly(L-
lactic acid). However, the degree of crystallinity decreased (Xc of pure poly(L-lactic acid
=40.38 % and Xc of bionanocompound with 5 % of functionalized nanocrystals = 24.73
%). Following the structure presented, it is concluded that the addition of bacterial
cellulose nanocrystals in poly(L-lactic acid) matrix, in addition to being environmentally
feasible, improves properties.

Keywords: biodegradable nanocomposites, bacterial cellulose nanocrystals, poly(L-
lactic acid).
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INTRODUCAO

Pesquisas envolvendo polimeros provenientes de fontes renovaveis e
biodegradaveis vém ganhando destague devido a constante busca por materiais
sustentaveis que possam substituir total ou parcialmente os polimeros sintéticos,
provenientes geralmente da cadeia petroquimica, atualmente produzidos em larga
escala (MAZUR, 2012). Neste sentido, a celulose (CesH1005)n € considerada bastante
atraente. E o polimero natural mais abundante na biosfera, sendo a celulose extraida
de fonte vegetal a mais explorada comercialmente devido a sua disponibilidade.
Porém, além desta fonte, a celulose pode ser produzida por algas e animais marinhos
(como os tunicados) e secretadas extracelularmente por diversas cepas de bactérias,
como as do género Gluconacetobacter (DONINI, 2010; ERENO, 2004; ROITMAN,
2008; SILVA; D’ALMEIDA, 2009).

A celulose bacteriana (CB) possui a mesma féormula quimica da celulose
vegetal, porém propriedades mecanicas e fisicas diferenciadas. A grande vantagem
refere-se a pureza, pois ndo contém lignina, hemiceluloses e outros constituintes
presentes em materiais lignocelulésicos (BARUD, 2010; CIRIGO Y PEREZ, 2014).

A CB surge como uma alternativa competitiva, possuindo como principais
caracteristicas: alta cristalinidade, alta resisténcia a tracao, elasticidade, durabilidade,
potencial hidrofilico (capacidade de retencéo e absor¢cdo de agua — cerca de 98 % a
99 % de seu volume é composto de liquidos), atoxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Estas importantes propriedades tém conduzido pesquisadores a
encontrar uma gama de aplicacdes para este material (RECOUVREUX, 2008; SILVA,
D’ALMEIDA, 2009).

A CB também se configura como fonte de extracdo de nanocristais, que
consistem em dominios cristalinos de fibras celulésicas, isolados por meio de hidrélise
acida ou enzimatica, representando as melhores propriedades da CB em relacdo a
forca e resisténcia. Aléem disto, estes nanocristais de celulose bacteriana (NCCBSs)
podem apresentar alta razdo de aspecto (comprimento/diametro), o que lhes confere
boa capacidade de refor¢co, podendo ser utilizados em diversas matrizes poliméricas
(BARUD, 2010; LIMA, 2015).

A literatura reporta alguns exemplos de extracdo de NCCBs. Porém, estudos

envolvendo influéncia das condi¢cfes de hidrolise acida, como tipo e concentracdo de



15

acido empregado, temperatura e tempo de hidrélise, devem ser mais explorados para
gue se encontre a melhor condicdo de extragcdo de nanocristais, com dimensoes,
cristalinidade e estabilidade térmica favoraveis (LIMA, 2015; TAIPINA, 2012).

O poli(L-acido lactico) (PLLA) é um polimero com propriedades promissoras,
que tem como mondmero estrutural o acido lactico, um &cido organico de origem
biolégica, sintetizado via fermentativa, a partir de fontes renovaveis e abundantes. E
biodegradavel, reabsorvivel, biocompativel, termoplastico e hidrofobico. Estes
atributos permitem que o material tenha uma gama de aplicacdes nas areas médica e
ambiental. No entanto, algumas caracteristicas, como sua elevada temperatura de
transicao vitrea (cerca de 60 °C) e alta cristalinidade, que tornam o polimero rigido e
quebradico, limitam algumas de suas aplicacbes (PEZZIN, 2001). Sua baixa
propriedade de barreira a gases também compromete a utilizagcdo do polimero em
algumas aplicacdes, como no uso de determinadas embalagens alimenticias e de
refrigerantes. Em se tratando de propriedades mecéanicas, os polilactideos séo
polimeros relativamente frageis, apresentando resisténcia ao impacto em torno de 26
Jim. Para melhorar as propriedades mecanicas, muitas estratégias tém sido
avaliadas, como: diminuicdo do grau de cristalinidade, modificacéo das propriedades
(por meio do desenvolvimento de copolimeros e blendas) e adicdo de reforcos como
0s nanocristais de celulose (MAZUR, 2011, PEREIRA et al., 2014).

De todos os hanocompdésitos preparados e estudados com NCCBs, a matriz de
poli(acido lactico) (PLA), em suas diferentes formas, é a que tem recebido o maior
interesse. Uma alternativa para aproveitar as vantagens que o PLLA apresenta e
contornar as desvantagens € a aplicacdo de reforco de NCCBs, para a formacéo de
um bionanocompdsito, com comportamentos térmico e mecanico adequados
(ARROYO, 2010; AVEROUS, 2008; PEREIRA et al., 2014).

Diante do exposto, este trabalho almejou produzir CB, obter NCCBs (definindo
critérios para esta obtencao), incorporar reforco de nanocristais em matriz polimérica
de PLLA em diferentes concentracbes e avaliar propriedades destes

bionanocompasitos.



1 OBJETIVOS

11

OBJETIVO GERAL

Estudar a obten¢&o de nanocristais de celulose bacteriana (NCCBSs), variando

condi¢cdes de hidrolise acida, e incorporar os NCCBs como reforco em matriz

polimérica de poli(L-acido lactico) (PLLA).

1.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir celulose bacteriana em meio de cultivo estatico, utilizando a bactéria
Gluconacetobacter hansenii;

extrair NCCBs, variando condi¢des de hidrdlise acida (concentracdo de acido
sulfurico, temperatura e tempo de reacdo) por meio de um planejamento
experimental (11 experimentos);

caracterizar os NCCBs obtidos por analise visual, analise de rendimento em
volume, analise termogravimétrica (TGA) e analise de espalhamento dinamico
de luz (DLS), definindo critérios de extracao;

preparar bionanocompdsitos, incorporando NCCBs como reforco em matriz de
PLLA nas proporc¢des de 0, 2,5 e 5 %, utilizando dois diferentes métodos de
obtencao de filmes;

caracterizar o0s bionanocompédsitos de PLLA/NCCBs por analise

termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NANOTECNOLOGIA

Um nandmetro € uma medida de tamanho ou de distancia entre dois pontos,
assim como o quildmetro. O nanémetro € a conjuncédo da palavra “nano”, que significa
uma parte de um bilhdo (0,000000001 ou 10°) com a palavra “metro”, isto é, uma
distancia ou um tamanho de um bilionésimo de um metro ou aproximadamente a
distancia ocupada por cerca de 5 a 10 atomos empilhados de maneira a formar uma
linha (REDE SPM, 2015).

A nanotecnologia pode ser definida como sendo o termo utlizado para
descrever a criacdo, manipulacao e exploracao de materiais com escala nanométrica.
Neste contexto, € possivel controlar os materiais de forma a manipular atomos e
moléculas para construir estruturas mais complexas. A nanotecnologia € claramente
uma area de pesquisa e desenvolvimento muito ampla e interdisciplinar, uma vez que
se baseia nos mais diversificados tipos de materiais (polimeros, ceramicas, metais,
semicondutores, compositos e biomateriais), estruturados em escala nanométrica
(nanoestruturados). A definicdo de nanotecnologia cai em um campo que mescla
matematica, fisica, quimica, biologia, computacdo e outros ramos, gerando diversas
vertentes (DURAN; MATTOSO; DE MORAIS, 2006; LONGO, 2004).

O grupo de Duréan (2006) defende a ideia de que a sintese e o controle dos
materiais em escala manométrica antecipam a fabricac&o e o controle da estrutura da
matéria num nivel molecular e representa o inicio de uma revolucionaria era, onde se
pode ter acesso a novas propriedades e comportamento de materiais e de
dispositivos.

As éareas de aplicacdo da nanotecnologia envolvem praticamente todos os
setores industriais e de servigos. No futuro, vamos sem duvida alguma descobrir que
um numero cada vez maior de avancos tecnoldgicos ird utilizar estes materiais
nanoestruturados (CALLISTER, 2012).
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2.2 COMPOSITOS E NANOCOMPOSITOS

Compositos produzidos artificialmente sdo materiais multifasicos, possuindo
uma combinacdo desejavel em relacdo as melhores propriedades de suas fases
constituintes, para aplicacdes especificas. Sendo assim, em um projeto de materiais
compasitos, o0s cientistas e 0os engenheiros misturam metais, ceramicas e polimeros
para produzir uma nova geragéo de materiais. A maioria dos compositos é criada para
melhorar caracteristicas mecanicas, tais como rigidez, tenacidade e resisténcia as
condi¢cBes do ambiente e a temperaturas elevadas (CALLISTER, 2012).

Callister (2012) também destaca as fases de um compasito. A fase denominada
“‘matriz” é continua e envolve a fase denominada “dispersa”. As propriedades dos
compositos sdo caracterizadas em funcédo das propriedades das fases constituintes,
de suas quantidades relativas e caracteristicas geométricas e espaciais das particulas
da fase dispersa. Deste modo, subentende-se por “geometria da fase dispersa”: a
concentracdo, o tamanho, a forma, a distribuicAo e a orientacdo das particulas

presentes na fase dispersa. Estas caracteristicas estao representadas na Figura 1.

Figura 1. Representacbes esquematicas das diversas caracteristicas geométricas e espaciais das
particulas da fase dispersa, que podem influenciar as propriedades dos compdsitos: concentragéo (a),
tamanho (b), forma (c), distribuicdo (d) e orientagéo (e).
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Fonte: CALLISTER, 2012.
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A fase dispersa € também chamada de carga. De Paoli (2008) aborda a
diferenca entre as fungbes das cargas. Neste sentido, se a carga que entra na
formulacdo do material tiver como principal objetivo reduzir custos, sera chamada de
carga de enchimento ou ainda de carga inerte. Porém, se a adicdo da carga promover
melhorias de propriedades serd chamada de carga de reforco.

Quando um compdsito apresenta uma carga dispersa na matriz, com dimenséo
na escala nanométrica, pode ser denominado nanocompgsito. O grande desafio de
materiais elaborados a partir de nanocompdsitos é conseguir adequada disperséo, o
que é fortemente dependente da natureza da matriz. Muitas vezes a funcionalizacao
é utilizada para a compatibilizacéo de carga reforgco com a matriz, afim de se alcancar
uma adesao forte e estavel na interface, melhorando o desempenho do material
(ROTHON; DEARMITT, 2002; TAIPINA, 2012).

Focando a sustentabilidade nas cadeias produtivas, compdésitos e
nanocompaésitos podem ser preparados com o uso de matérias-primas provenientes

de fontes renovaveis e biodegradaveis.

2.3 POLIMEROS E POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Alguns tipos de moléculas organicas pequenas, chamadas de mondmeros,
podem ligar-se entre si, formando uma sequéncia de unidades monoméricas repetidas
e originando macromoléculas, denominadas polimeros, por meio de uma reacao
denominada polimerizacdo (USBERCO; SALVADOR, 2013).

Muitos polimeros sdo compostos organicos, quimicamente baseados no
carbono, hidrogénio e em outros elementos nao metalicos (como O, N, Si). Possuem
estruturas moleculares muito grandes, frequentemente na forma de cadeias que
possuem atomos de carbono como espinha dorsal. Dentro de cada molécula, os
atomos estdo ligados entre si por ligagbes covalentes. Entre as moléculas, ocorrem
ligagbes secundarias (CALLISTER, 2012). A Figura 2, refere-se ao polietileno e
representa esquematicamente a unidade repetida e estruturas de sua cadeia, assim
como uma perspectiva da molécula, indicando a estrutura ziguezague da cadeia

principal.
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Figura 2. Para o polietileno, uma representacdo esquemética da unidade repetitiva e das estruturas da
cadeia (a) e uma perspectiva da molécula indicando a estrutura em ziguezague da cadeia principal (b).

Fonte: CALLISTER, 2012.

A massa molecular de uma substancia é obtida a partir da soma das massas
atdbmicas. No caso dos polimeros, é em funcdo do niumero de unidades repetitivas que
0s constituem. A este numero de unidades repetitivas atribui-se a designacao de grau
de polimerizacdo. Assim, a massa molecular relativa de um polimero depende de seu
grau de polimerizacdo e da massa molecular relativa da unidade repetitiva. A unidade
de medida é “u” (unidade de massa atébmica). Ja a massa molar relativa de um material
polimérico possui 0 mesmo valor da massa molecular, porém unidade de medida
diferente (g/mol). Os polimeros podem apresentar grandes variagdes na massa molar,
sendo que a massa molar esta relacionada as propriedades fisicas, que devem
atender as necessidades particulares de cada aplicacdo (FCUP, 2016; USBERCO;
SALVADOR, 2013).

A cristalinidade em polimeros pode ser definida como um arranjo tridimensional
das estruturas macromoleculares. Cristalinidade esta relacionada a forca e
resisténcia, a dissolugdo e ao amolecimento pelo calor. Os polimeros podem
apresentar estruturas com alto grau de cristalinidade, mas na préatica, 100 % de
cristalinidade néo é atingida. Portanto, sdo considerados materiais semicristalinos,
possuindo regides cristalinas dispersas no material amorfo restante. Qualquer

desordem ou falta de alinhamento na cadeia resulta em uma regido amorfa, condi¢ao
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muito comum, uma vez que tor¢des, contor¢cdes e enovelamentos das cadeias
previnem a correta ordenacdo de todos os segmentos, em todas as cadeias
(BRASKEM, 2002). A Figura 3, mostra o arranjo das cadeias moleculares em uma

célula unitaria para o polietileno.

Figura 3. Arranjo das cadeias moleculares em uma célula unitaria para o polietileno.
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Em relacdo ao comportamento em temperaturas elevadas, os polimeros séo
classificados em termoplasticos ou termofixos. Os primeiros possuem estruturas
lineares ou ramificadas, que amolecem quando séo aquecidos e endurecem quando
resfriados. Os termofixos, uma vez aquecidos nao irdo amolecer, pois suas estruturas
possuem ligagoes cruzadas ou em rede (CALLISTER, 2012). A Figura 4 esquematiza
as estruturas moleculares que os polimeros podem apresentar, influenciando a

classificacao referente ao comportamento em temperaturas elevadas.
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Figura 4. Representagcfes esquematicas das estruturas moleculares: linear (a), ramificada (b), com
ligacdes cruzadas (c) e em rede (d). Os circulos representam unidades repetidas individuais.
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Trés fendmenos sao importantes em relagcdo ao processamento de materiais
poliméricos: cristalizacdo, fusdo e transicdo vitrea. A cristalizacdo é o processo
segundo o qual, durante o resfriamento, uma fase solida ordenada (cristalina) &
produzida a partir de um liquido fundido, que possui uma estrutura molecular
altamente aleatoria. A fusdo € o processo inverso, que ocorre quando um polimero é
aguecido. O fenbmeno de transi¢do vitrea ocorre com os polimeros amorfos (ou
vitreos), os quais quando séo resfriados a partir de um liquido fundido, se tornam
sélidos rigidos, embora retenham uma estrutura molecular desordenada, que é
caracteristica do estado liquido; transicdo vitrea também ocorre com os polimeros
semicristalinos, onde as regides cristalinas apresentam fusdo e cristalizacao,
enquanto as areas nao-cristalinas irdo passar pela transicdo vitrea (CALLISTER,
2012).

Os polimeros podem ser naturais, como a seda e a celulose ou sintéticos, como
o polipropileno (PP), o poli(tereftalato de etileno) (PET), o polietileno (PE), o
poli(cloreto de vinila) (PVC) (WAN; GALEMBECK; GALEMBECK, 2001). Muitos
plasticos, borrachas e fibras, atualmente utilizadas, sdo polimeros sintéticos que
podem ser produzidos normalmente a baixos custos e com propriedades alteradas,
se apresentando, na maioria das vezes, mais resistentes, quando comparados aos

materiais naturais.
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Wan e colaboradores (2001) também salientam que a maioria dos produtos
produzidos com os polimeros sintéticos convencionais, geralmente derivados do
petréleo, sdo considerados inertes ao ataque imediato de micro-organismos. Esta
propriedade faz com que esses materiais apresentem um tempo longo de vida util e,
consequentemente, provocam sérios problemas ambientais, visto que, ap0s o seu
descarte, demoram em média 100 anos para se decomporem totalmente, aumentando
assim, a cada dia, a quantidade de residuo plastico descartado no meio ambiente.
Como solucao para este problema surgem os polimeros biodegradaveis que, ao entrar
em contato com micro-organismos, se degradam rapidamente, na ordem de semanas
ou meses.

Entende-se por degradacdo de um polimero, toda mudanca deletéria em suas
propriedades, devido a alteracdo de sua estrutura quimica. Essa mudanca pode
ocorrer pelo relaxamento da cadeia polimérica, da quebra da unidade monomérica
localizada na extremidade da cadeia polimérica ou ainda por cisdo aleatdria de uma
ligacdo em alguma posi¢cdo ao longo da cadeia. Esta cisdo pode ndo ser aleatéria,
caso seja provocada pela acdo de uma enzima. Seguindo este raciocinio, polimero
biodegradavel é aquele em que a degradacéo é medida total ou parcialmente por um
sistema bioldgico, considerando que o prefixo “bio” € utilizado em fendmenos
resultantes do contato com elementos vivos como tecidos, células, liquidos corporais
ou micro-organismos (DURAN; MATTOSO; DE MORAIS, 2006).

Em condi¢cdes controladas, como em solos compostados, os polimeros
biodegradaveis, em até 180 dias, tornam-se agua, gas carbonico e humus (biomassa)
e esses residuos servirdo de matéria-prima para que uma planta, por exemplo, cresca

e se desenvolva realizando o processo de fotossintese (ABICOM, 2016).

2.4  POLIMERO POLI(L-ACIDO LACTICO) - PLLA

O &acido lactico pode ser proveniente da fermentacéao bacteriana da glicose do
milho, da beterraba, da cana de acucar, etc. E uma das moléculas quirais que existe
na forma de dois estereocisbmeros: L- e D- &cido lactico (ROITMAN; ALMEIDA,
BORSCHIVER, 2008).

O poli(acido lactico) - PLA é sintetizado a partir do acido lactico e obtido por
duas rotas de sintese (LUNT, 1998).
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A primeira rota de sintese ocorre com a reacdo de policondensacédo direta,
utilizando o acido lactico como monémero. Esta € a forma mais simples e de mais
baixo custo para a obtencédo do polimero, porém leva a formacdo de um material com
massa molar baixa, originando polimeros frageis e quebradicos (MOTTA; DUEK,
2005).

A segunda alternativa consiste em realizar desidrata¢cédo em duas moléculas de
acido lactico, formando o dimero ciclico do acido lactico — lactideo e por meio da
utilizacao deste lactideo como mondémero, promover uma reacao de polimerizacao
pela abertura do anel do lactideo, utilizando como catalisador um composto metalico.
O produto desta reacdo € um polimero de elevada massa molar. A busca por
polimeros que apresentam uma alta massa molar esta relacionada ao incremento de
propriedades mecéanicas do material (SIMOES, 2007).

Como o acido lactico possui propriedade de ser opticamente ativo,
apresentando duas formas isoméricas, uma levégira (L) e outra dextrogira (D), o
lactideo pode existir em trés formas: L-lactidio — LLA, originando duas moléculas de
L-acido lactico; D-lactideo — DLA, originando duas moléculas de acido D-lactico; e
mesolactideo — MLA ou DL-lactideo — DLLA, originando uma molécula de acido L-
lactico e uma molécula de D-lactico, conforme apresentado na Figura 5 (DOI;
STEINBUCHEL, 2002; MOTTA; DUEK, 2005).

Figura 5. Isomeria éptica do acido lactico e do lactideo.
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Com base no apresentado é possivel entdo obter o PLA também nas
respectivas esterioformas, sendo que poli(L-lactideo) origina o PLLA. J& poli(D-
lactideo) origina o PDLA. A terceira forma do PLA é o poli(DL-lactideo), que origina o
PDLLA. Por fim, existe ainda o poli(meso-lactideo) — PmLA - obtido pela polimerizacéo
do mondémero MLA (LASPRILLA JR et al., 2012; MOTTA; DUEK, 2005).

Tanto o PLLA quanto o PDLA sé&o polimeros opticamente ativos, sendo suas
estruturas imagens especulares uma da outra. Ambos apresentam caracteristicas
fisicas e quimicas similares. Por outro lado, as estruturas do PDLLA e do PmLA séo
caracterizadas por serem opticamente inativas e racémicas, em funcdo dos grupos
metila apresentarem-se em uma configuracdo espacial desordenada, culminando em
um polimero de baixo grau de cristalinidade ou amorfo (DINGEE, 2007; JAHNO, 2005;
LUNT, 1998).

O PLLA consiste em um polimero termoplastico, hidrofébico e com alto grau de
cristalinidade. Trata-se de um poliéster de fonte renovavel, pois seu pré-polimero, o
acido lactico pode ser obtido por fermentac&o. E considerado também compativel com
tecidos vivos e atoxico. Por estas caracteristicas, muitos estudos da area médica o
contempla. Contudo, a caracteristica de maior énfase deste polimero, no presente
trabalho, refere-se ao seu potencial de biodegradabilidade. Quando o PLLA é
descartado corretamente, sofre hidrolise, sendo convertido em produtos naturais
inofensivos. Desta forma, é um polimero de grande interesse tecnolégico devido as
suas aplicacdes no campo ambiental. Destacam-se as aplicacbes em embalagens
(AVEROUS, 2008; BERTOLINI, 2007; GARLOTTA, 2001).

PLLA de alta elasticidade pode ser processado por técnicas convencionais
utilizadas na indastria como: moldagem por injecdo, termomoldagem e extrusao,
tornando-se alternativa a polimeros convencionais como polietileno (PE),
polipropileno (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET) e poliestireno (PS), por exemplo
(PEREIRA et al., 2014).

Em relacdo as propriedades mecanicas, o PLLA é fragil, devido a falta de
emaranhamento molecular, apresentando resisténcia ao impacto em torno de 26 J/m.
Melhorias podem ser feitas por meio da introducdo de ramificacbes na cadeia
polimérica ou introducéo de ligagdes cruzadas. Outra desvantagem do material refere-
se a sua temperatura de transicao vitrea, em torno de 60 °C. Suas baixas propriedade
de barreira a gases, também comprometem a utilizacdo do polimero em diversas

aplicagbes, como no uso de determinadas embalagens alimenticias e de refrigerantes
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(ARROYO, 2010; AVEROUS, 2008; BLAKER et al., 2009; LUNT, 1998; PEZZIN,
2001).

A fim de melhorar suas propriedades e tornar este polimero comercialmente
competitivo com termoplasticos comuns, muitas estratégias tém sido desenvolvidas,
destacando-se neste estudo a preparacdo de bionanocompdsitos, tendo a matriz
polimérica de PLLA reforgada com nanocristais de celulose bacteriana.

2.5 OBTENCAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA

2.5.1 Celulose

A celulose (CsH100s5)n, consiste num polissacarideo (carboidrato composto por
varias moléculas de monossacarideos - aclUcares simples) formado por cadeias
lineares ndo ramificadas de moléculas de B-D-glicose, unidas por ligacdo do tipo
(1—4) glicosidicas. Cada residuo de glicose esta rotacionado aproximadamente 180°
em relacdo ao residuo vizinho. A unidade estrutural de repeticdo da molécula de
celulose é a celobiose, formada pela unido de duas moléculas de glicose. A cadeia
glicana pode ter de 2000 a mais de 25000 residuos de glicose. A hidrodlise total da
celulose produz moléculas de glicose, enquanto que a hidrélise parcial produz
molécula de celobiose (BROWN JR; SAXENA; KUDLICKA, 1996; RAVEN et al.,
2014).

Na natureza, a celulose ndo existe como uma Unica cadeia. As moléculas
longas e rigidas de celulose combinam-se para formar microfibrilas, cada uma
consistindo de véarias cadeias de celulose. Estas cadeias estdo orientadas
paralelamente, formando ligagdes de hidrogénio intermolecular (entre unidades de
glicose de moléculas de celulose adjacentes) e intramolecular (entre unidades de
glicose da mesma molécula de celulose). O primeiro tipo de interacao - intermolecular,
€ responsavel pela formacgéao da fibra, e o segundo tipo de interacdo - intramolecular,
€ responsavel pela rigidez da cadeia (RAVEN et al., 2014). A Figura 6 expde a
estrutura da celulose e as ligacbes de hidrogénio intermolecular e intramolecular.
Estas redes apresentam um elevado indice de cristalinidade e elevado grau de
polimerizacao e indicam que a celulose € um polimero termofixo (CALLISTER, 2012;
LIMA et al., 2015).



27

Figura 6. Estrutura quimica da celulose, mostrando ligacdes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular de cadeias de celulose.
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A celulose é o polimero natural mais abundante na biosfera e possui grande
importancia na economia global. E obtida por meio de fontes renovaveis, sendo a
extraida de fonte vegetal a mais explorada comercialmente, devido a sua
disponibilidade. Porém, além desta fonte, a celulose pode ser produzida por algas
marinhas diversas, animais marinhos (como os tunicados) e por algumas espécies de
bactérias (ERENO, 2004; LOPES, 2003; SILVA; D’ALMEIDA, 2009).

2.5.2 Celulose bacteriana

O primeiro estudo documentado relacionado a producdo de celulose por
bactéria foi relatado em 1886 por Adrian Brown, que observou um material gelatinoso
gue se formava na superficie de uma fermentacédo de vinagre. A analise deste material
afirmou que se tratava de celulose. A bactéria produtora de celulose foi denominada
Acetobacter xylinum (BROWN, 1886). Um estudo filogenético desenvolvido por
Yamada, Hoshino e Ishikawaa (1997), reclassificou a bactéria A. xylinum (= A. aceti
ssp. Xylinum, A. xylinus) incluindo-a no novo género Gluconacetobacter como
Gluconacetobacter xylinus. Também foram incluidas neste género outras espécies

como: G. hansenii, G. europaeus, G. oboediens e G. intermedius. A bactéria A.
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xylinum ATCC 23769 (utilizada no presente estudo) foi reclassificada como
Gluconacetobacter hansenii, uma bactéria gram-negativa, estritamente aerobica,
conhecida por produzir celulose na forma de uma membrana na interface liquido - ar
do meio de cultivo. (DUDMAN, 1960; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991,
WATANABE, 1998).

A bactéria G. hansenii tem a capacidade de utilizar uma variedade de substratos
carbbnicos para a biossintese da celulose. A via bioquimica mais compreendida
envolve a conversao da glicose como substrato exdégeno a celulose (RECOUVREUX,
2008; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A Figura 7 foi obtida por microscopia
eletrdnica de transmisséo (MET) e se trata da bactéria excretando as microfibrilas que

compde a membrana de celulose.

Figura 7. Imagem de MET da bactéria Gluconacetobacter hansenii excretando as fibrilas que compde
a membrana de celulose.

Fonte: HIRAI; TSUJI; HORII, 2002.

Segundo Recouvreux (2008) a producéao de celulose bacteriana (CB) pode ser
desenvolvida de trés diferentes formas: cultivos em culturas estaticas, cultivos em
culturas agitadas em agitador orbital ou cultivos em culturas agitadas em biorreator.

O método de producdo de membranas de CB em cultura estatica € simples, de
baixo custo e extensivamente utilizado. Ja que a camada de pelicula que cresce é a
gue esta em contato com o ar na superficie do meio de cultura, os nutrientes difundem
pelas camadas de celulose j4 produzidas até as células produtoras de celulose
(BORZANI; DE SOUZA, 1995).
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Recouvreux (2008) também ressalta que, embora a producdo de CB em
culturas estéticas seja simples, existem inconvenientes que impedem o controle de
parametros para melhorar o rendimento. Como a pelicula é formada na superficie do
meio de cultivo, movimentacdes e interferéncias para que se possam coletar medidas
podem influenciar negativamente no crescimento. Desta forma é dificil manter o
controle do pH, do crescimento celular e adicionar reagentes durante o cultivo. E sabe-
se que estes parametros sdo importantes para determinar condicbes oOtimas de
produtividade. Visando maximizar a producdo de CB, sistemas agitados tém sido
estudados. Inicialmente as culturas sado desenvolvidas em frascos erlenmeyer, em
agitador orbital. Posteriormente, o cultivo é transferido para biorreatores. Ao contrario
do cultivo em condicfes estaticas, o volume do meio de cultivo em condi¢des agitadas
influencia no rendimento. No entanto, o rendimento obtido do cultivo em agitador
orbital € consideravelmente menor do que o cultivo obtido sob condi¢des estaticas.
Um dos grandes problemas deste sistema para producao de CB em culturas agitadas
refere-se a mutacbes espontaneas. Bactérias produtoras de celulose, quando
transferidas para culturas agitadas, espontaneamente se transformam em linhagens
nao produtoras de celulose, implicando no aumento da densidade celular, resultando
em baixo rendimento de celulose.

A CB pode ser sintetizada a partir de uma variedade de substratos como:
glicose, sacarose, frutose, glicerol, manitol, entre outros. Desta forma é possivel
modificar e controlar as propriedades fisicas da celulose durante a sua sintese. A
espessura, a coloracdo e a transparéncia da membrana podem ser controladas por
meio do tempo de cultivo da bactéria (RECOUVREUX, 2008; SANTOS, 2012).

A CB possui a mesma férmula quimica da celulose vegetal. A grande vantagem
refere-se a pureza, pois ndo contém lignina, hemiceluloses e outros constituintes
presentes em materiais lignocelulésicos. Consequentemente, o processo de
purificacdo envolve menor contaminacdo e baixo custo (BARUD, 2010; SILVA,
D’ALMEIDA, 2009). Além disto, suas propriedades fisicas sdo superiores devido ao
tamanho das fibras, que séo cerca de 100 vezes menores quando comparadas a
celulose vegetal (JONAS; FARAH, 1998). A Figura 8, correspondente a micrografias,
representa a diferenca de tamanho das fibras da celulose vegetal e da CB.
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Figura 8. Micrografias das fibras da celulose vegetal (a) e das fibras da CB (b).

Fonte: DONINI et al., 2010.

Membranas de CB possuem uma estrutura altamente hidratada e sdo formadas

por um sistema poroso, como sugere a Figura 9 (BARUD, 2010).

Figura 9. Estrutura fibrilar altamente porosa da CB.

microfibrilas

dgua

Fonte: BARUD, 2010.

A CB surge como uma alternativa competitiva, possuindo como principais
caracteristicas: alta cristalinidade, alta resisténcia a tracao, elasticidade, durabilidade,
potencial hidrofilico (capacidade de retencdo e absor¢cdo de agua — cerca de 98 % a
99 % de seu volume é composto de liquidos), atoxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Estas importantes propriedades tém conduzido pesquisadores a
encontrar uma gama de aplicacdes para este material. Sua aplicabilidade pode ser

empregada na area biomédica, na industria alimenticia, de cosméticos, de farmacos,
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de embalagens e em aplica¢des industriais especificas e diversas (BARUD, 2010;
RECOUVREUX, 2008).

A aplicabilidade da CB é muito extensa. Na industria alimenticia ela é utilizada
na producédo de natas de coco, sorvetes, aperitivos, doces, espessantes e soros para
a reducéo de colesterol. Na industria de cosméticos a CB é utilizada como hidratantes
e adstringentes. Em empresas de eletroacusticos é utilizada como membranas para
aparelhos de audio de alta qualidade. A CB também ¢é utilizada como aditivo de papéis
de alta qualidade, papéis eletrdnicos (e-papers); membranas de ultrafiltracdo
(purificacdo de agua) e membranas para recuperacao de 6leo mineral (BROWN JR;
SAXENA; KUDLICKA, 1996, DONINI et al., 2010).

Nos ultimos anos a CB tem despertado grande interesse em uma variedade de
aplicacdes biomédicas, incluindo substituto temporario da pele para recuperacao de
ferimentos e queimaduras, producédo de vasos sanguineos, recuperacdo de nervos,
recuperagdo da gengiva, arcaboucos para engenharia de tecidos, material de
regeneracgéo 6ssea, etc (CIRIGO Y PEREZ, 2014; CZAJA et al., 2006; CZAJA et al.,
2007; ERENO, 2004; NEGRAO et al., 2006; OLIVEIRA; RAMBO; PORTO, 2013;
SANCHEZ, 2012; SVENSSON et al., 2005).

Para Silva e D’Almeida (2009) destacam-se também aplica¢cdes que envolvem
a utilizacdo da CB em embalagens flexiveis ou rigidas, que devem gerar num futuro

préximo um grande interesse econémico.

2.5.3 Nanocristais de celulose bacteriana

Na concepcéao de Lima et al. (2015) membranas de celulose bacteriana também
se configuram como fonte de extracdo de nanocristais. Estes nanocristais de celulose
bacteriana (NCCBs) consistem em dominios cristalinos de fibras celulésicas, isolados
por meio de hidrélise acida ou enzimatica, representando as melhores propriedades
da celulose bacteriana em termos de forga e resisténcia.

O presente trabalho utiliza em sua metodologia a hidrélise acida para a
extracdo de NCCBs. Sob condi¢gbes controladas, a hidrolise &cida se inicia por um
processo de fibrilagdo, o que permite um maior acesso do acido ao longo da estrutura
da fibra. O acido destroéi regides amorfas ao redor e entre as microfibrilas de celulose,

enquanto os segmentos cristalinos continuam intactos, ja que a cinética da hidrolise



32

na regido amorfa & mais rapida do que na regido cristalina. Em uma fibra celulésica
ha cerca de 25 a 40 % de regides amorfas (HUBBE et al., 2008; SILVA; D’ALMEIDA,

2009). O esquema com as regifes amorfas e cristalinas, esta contido na Figura 10.

Figura 10. Esquema com as regifes amorfas e cristalinas.

Hidrolise
c.:;ms "} Acida

L Regides
| amorfas

NCCs

Fonte: PEREIRA et al., 2014.

Em uma hidrélise acida para a obtencdo de NCCBs geralmente sdo usados o
acido cloridrico (HCI) ou &cido sulfarico (H2SO4), sendo que o ultimo tende a fornecer
suspensdes mais estaveis, com dispersdo favorecida, o que se deve a repulsdo
eletrostatica entre as nanoparticulas, causada pela presenca de grupos sulfatos na

cadeia de celulose, como mostrado na Figura 11 (TAIPINA, 2012).

Figura 11. Representacao da insercdo do grupo sulfato proveniente da hidrélise com H2SO4 na cadeia
da celulose.
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Fonte: TAIPINA, 2012.
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Por outro lado, Taipina (2012) pondera que NCCBs isolados por hidrélise com
acido cloridrico ndo formam suspensdo estavel, entretanto sdo termicamente mais
estaveis, devido a auséncia de grupos sulfato na superficie da celulose, cuja presenca
interfere no processo de degradacao da celulose.

O tamanho dos NCCBs depende fortemente das condi¢des de hidrélise a que
€ submetida a CB. Utilizando microscopia, é observado que as particulas (NCCBS)
obtidas da suspensao hidrolisada, ap0s secagem, sdo compostas por agregados de
estruturas em forma de agulhas, também designadas whiskers, cujas dimensdes
predominantes variam entre 100 — 400 nm de comprimento e didmetros inferiores a
10 nm (ALEMDAR; SAIN, 2008).

Alguns exemplos de extracdo de NCCBs tém sido relatados na literatura. Porém
estudos envolvendo influéncia das condi¢cbes de hidrdlise 4cida como tipo de acido
empregado, concentracdo de acido, temperatura de reacdo e tempo de hidrélise
devem ser melhor explorados para que se encontre a melhor condi¢cao de extracéo de

nanocristais.

2.5.3.1 Estado da arte sobre extracdo de nanocristais de celulose com &cido
sulfurico

Taipina (2012) evidencia com base em diversos trabalhos experimentais que
entre as espécies de acidos reportadas, o acido sulfrico € o mais utilizado para
isolamentos de nanocristais de celulose. A concentracdo de acido sulfirico em
reacdes de hidrélise ndo varia muito de um valor tipico de 65 % em massa. As
temperaturas empregadas variam de temperatura ambiente até 70 °C. As variacdes
de tempo mais empregadas estao na faixa de 20 a 60 minutos.

O Quadro 1 apresenta uma sintese dos principais resultados obtidos por alguns
autores gue estudaram a extracdo de nanocristais de celulose (considerando fontes

variadas) por hidrélise &cida com &cido sulfarico, variando condi¢des de hidrdlise.
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Quadro 1. Resultados obtidos por alguns autores que estudaram a extracao de nanocristais de celulose
por hidrélise com acido sulfurico, variando condiges de hidrdlise.

Fonte Conq’lgo'es Cono!n;o_es Principais Resultados Referéncia
Variaveis Estaveis
1) A partir de 15 min de
hidrélise, dimensdes dos
nanocristais tornam-se
estaveis;
2) A partir de 15 min de
1) hidrolise, a cristalinidade
Concentracdo | néo varia;
de acido -
Celulose | Tempo—de5 | 65%; 3) Tempo inferior a 15 Lima et al.,
bacteriana | a 90 minutos. min é insuficiente para a 2015
2) remocdo da porgao
Temperatura — | amorfa;
50 °C.
4) Temperatura inicial de
degradacédo térmica
diminui gradativamente,
conforme aumento do
tempo de hidrélise.
1) ~
. 1) Reducéo de
Concentragéo ; ~ .
Linter de Temperatura — de acido — dlmens_oes_ dos Elazzqu2|—
~ de45°Ca72 nanocristais, conforme | Hafraoui et al.,
algoddo °C 65%. aumento de 2008
' 2) Tempo — 30
: temperatura.
min.
1)
Concentracdo | 1) Reducéo de
Linter de Tempo de &cido; dimensées dos | Dong; Revol;
algodéao ' nanocristais, conforme Gray, 1998
2) aumento de tempo.
Temperatura.
1)
Concentragdo | 1) Reducéo de Beck-
Polpa de de acido; dimensoes dos Candanedo;
: Tempo. e .
madeira nanocristais  conforme | Roman; Gray,
2) aumento de tempo. 2005
Temperatura.

Fonte: Primaria, 2016.

O grupo de Lima (2015) conduziu um estudo sobre a influéncia do tempo de

hidrélise na extracdo de NCCBs. Os experimentos foram realizados utilizando a

concentracdo de 65 % de acido sulfurico (m/m), em temperatura de 50 °C. Os

intervalos de tempos de hidrélise variaram de 5 a 90 minutos. Observou-se que as
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dimensdes dos NCCBs se tornaram estaveis ap6s 15 minutos de reacdo. A
cristalinidade dos NCCBs apresentou aumento gradual até 10 minutos e a partir de 15
minutos estabilizou-se (indicando que as regides amorfas foram removidas). Outro
aspecto observado foi em relacdo a temperatura inicial de degradacéo, que diminuiu
conforme o aumento de tempo de hidrélise, devido ao maior contato com o &cido
sulfarico, que diminui a termoestabilidade do NCCBs.

Elazzouzi-Hafraoui e colaboradores (2008) trabalharam em funcéo da variacéao
de temperatura de hidrolise na extracdo de nanocristais de linter de algoddo para
verificar a influéncia sobre as dimensdes dos nanocristais. Fizeram experimentos
realizando hidrélise com concentracdo de 65 % de acido sulfarico (m/m), durante 30
minutos. Os intervalos de temperatura de hidrélise variaram de 45 a 72 °C. Os autores
concluiram que houve reducdo gradativa de dimensdes dos nanocristais conforme
aumento de temperatura.

Outra pesquisa sobre hidrélise acida para extracéo de nanocristais de linter de
algodao foi feita por Dong, Revol e Gray (1998), também com o objetivo de estudar as
dimensdes, porém em relacéo a variacdo de tempo, estabilizando a concentracao de
acido sulfurico e temperatura. O resultado obtido foi a reducéo gradual de dimensdes
dos nanocristais conforme o aumento de tempo. Resultados similares foram obtidos
no estudo de Beck-Candanedo, Roman e Gray (2005), que se diferenciou pela fonte
de obtencao de celulose, extraida de polpa de madeira.

E de grande valia reforcar que a fonte de celulose utilizada no presente trabalho
€ bacteriana e que a formula da celulose é a mesma, independentemente da fonte de
extracdo. Por este motivo, resultados de estudos com celulose proveniente de
diversas fontes foram considerados, partindo-se do principio que o mecanismo de
hidrolise acida seja similar.

A equipe de Pereira (2014) ressalta que a insercdo de NCCBs em polimeros
biodegradaveis tem sido mencionada na literatura como excelente alternativa para
melhorias em algumas de suas propriedades como: mecéanicas, de barreira a gases e
térmicas. Estes materiais compdsitos podem ser preparados por metodologias
adequadas a escala laboratorial ou por meio de técnicas aplicaveis a escala industrial.

Estes nanocristais podem ser utilizados como reforgos em matrizes poliméricas.
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2.6 OBTENCAO DE  BIONANOCOMPOSITOS REFORCADOS COM
NANOCRISTAIS DE CELULOSE

Quando matriz e reforco de um nanocompésito (como no caso do PLLA
reforcado com NCCBs) sao biodegradaveis, tem-se um bionanocompdsito, termo
relatado na literatura nos ultimos anos (RESENDE, 2015).

Os bionanocompdésitos representam uma classe relativamente nova de
materiais que tem atraido grande atencdo, principalmente pela necessidade de
desenvolvimento de materiais ecologicamente corretos. Por isto, diversos autores tém
trabalhado com este enfoque (ABDOLLAHI et al.,, 2013; HASSAN et al., 2012,
PATRICIO et al., 2013; SHI et al., 2012).

Devido as excelentes propriedades mecanicas, baixa densidade (cerca de 1,6
g cm3) e superficie reativa pela presenca de grupos hidroxila (que facilitam o
ancoramento de grupos quimicos especificos que melhoram a compatibilidade entre
carga e matriz), os nanocristais de celulose se apresentam como materiais adequados
para o desenvolvimento de novos bionanocompadsitos (SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE,
2005).

Dufresne (2010) lembra que como em todo material compadsito, as propriedades
dos bionanocompdsitos dependem das propriedades individuais de cada componente
(matriz e refor¢o), da composicao (fracdo volumétrica dos constituintes), da morfologia
de cada fase (arranjo espacial, dimensdes, cristalinidade) e das propriedades de
interface.

Samir, Alloin e Dufresne (2005) salientam a importancia de trés parametros na
definicdo das propriedades mecénicas de compadsitos com nanocristais de celulose.
O primeiro € a razdo de aspecto (L/d) dos nanocristais, que esta relacionada ao
material de origem e método de extracdo. Quanto maior € esta razdo, maior é o efeito
do reforgo esperado. O segundo é o método de preparagcédo dos nanocompositos, que
pode ser por evaporagédo de solvente ou no estado fundido, em processos baseados
em extrusdo e injecdo. O terceiro parametro € o resultado das interagbes entre
matriz/nanoparticulas e entre as nanoparticulas. Em compdsitos convencionais, a
priorizacdo do primeiro tipo de interacdo € importante na busca de propriedades
mecanicas. No entanto, no caso dos nanocristais, a perspectiva de formacédo de uma
rede percolada esta relacionada a capacidade de interacdo entre as nanoparticulas

por meio de interagdes por ligacao de hidrogénio.
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Pereira e colaboradores (2014) destacam que os nanocompaésitos formados por
polimeros biodegradéaveis e nanocristais de celulose tém sido preparados, em escala
laboratorial, em diferentes formatos como: filmes, capsulas, esferas e fibras; por meio
de diferentes técnicas como: evaporacdo de solvente, filmes automontados e
eletrofiagdo. Contudo, a técnica que tem sido mais utilizada e descrita na literatura é
a obtencao de filmes por evaporacéo de solvente, por se tratar de estudos que visam
basicamente investigar efeitos fisico-quimicos que os nanocristais de celulose podem

incorporar as matrizes poliméricas em escala laboratorial.

2.6.1 Estado da arte sobre bionanocompositos reforcados com nanocristais de
celulose

O Quadro 2 apresenta uma sintese dos principais resultados obtidos por alguns
autores que estudaram bionanocompdésitos (considerando diversas matrizes),
reforcados com nanocristais de celulose (considerando fontes variadas). Este quadro
foi elaborado com base no levantamento de publicacdes feito por Pereira e sua equipe
(2014).

Quadro 2. Resultados obtidos por alguns autores que estudaram bionanocompdsitos reforgcados com
nanocristais de celulose.

Matriz Principais Resultados Referéncias
de Paula; Mano; Pereira, 2011

1) Aumento de cristalinidade;

2) Diminuicdo de velocidade de Fortunati et al., 2012

degradacéo;
3) Aumento de resisténcia a tragao; .

PLAS 4) Aumento de modulo de Linetal, 2011b
elasticidade;

5) Aumento de estabilidade térmica; Petersson; Kvien; Oksman,

6) Aumento de temperatura de 2007
transicao vitrea. Shi et al., 2012
1) Boa compatibilidade entre reforgo
e matriz;
2) Diminuicdo de permeabilidade; Azeredo et al., 2010
3) Aumento de resisténcia a tensao;

Quitosana 4) Aumento de resisténcia a tracao; de Mesquita et al., 2012
5) Aumento de modulo de
elasticidade; Li; Zhou; Zhang, 2009

6) Aumento de temperatura de
transicao vitrea.




38

Poli(hidroxibutirato)

1) Diminuig&o de cristalinidade;

2) Aumento de resisténcia a tensao;
3) Aumento de resisténcia a tracao;
4) Aumento de mobdulo de
elasticidade;

Patricio et al., 2013

Ten et al., 2010

(PHB) 5) Diminuicdo de temperatura de
cristalizacéo; Yu; Qin; Zhou, 2011
6) Aumento de temperatura de
fuséo.
1) Boa compatibilidade entre reforco Angles & Dufresne, 2000
e matriz;
2) Diminuicdo de permeabilidade; Cao etal., 2008

: 3) Aumento de resisténcia a tra¢ao;

Amido 4) Aumento de modulo de Chen et al., 2012
elasticidade;
5) Aumento de temperatura de Savadekar & Mhaske, 2012
transigao vitrea. Silva; Pereira; Druzian, 2012
1) Aumento de velocidade de

Poli(E- degradacéo; Goffin et al., 2012

caprolactona) 2) Diminuicdo da permeabilidade;
(PCL) 3) Melhoria de propriedades Hassan et al., 2012

mecénicas (em geral).

Proteina de soja

1) Boa compatibilidade entre matriz
e reforco;

2) Diminuicao da permeabilidade;
3) Aumento de resisténcia a tragao;
4) Aumento de mbdulo de
elasticidade;

5) Aumento de temperatura de
transicdo vitrea.

Wang; Cao; Zhang, 2006

1) Aumento de cristalinidade;
2) Diminuicao de permeabilidade;

Abdollahi et al., 2013

Azeredo et al., 2012

Alginato 3) Aumento de resisténcia a tragao; .
4) Aumento de modulo de Linetal., 2011 a
elasticidade. Urena-Bunavides; Brown;

Kitchens, 2010

Lignina 1) Aumento de estabilidade térmica. | Hambardzumhan et al., 2011

1) Diminuig&o de permeabilidade;
Carragenana 2) Melhoria de propriedades Savadekar et al., 2012

mecanicas (em geral).

Xilana 1) Melhoria de propriedades Kohnke et al., 2012

mecanicas (em geral).

Fibroina de seda

1) Aumento de resisténcia a tracao;
2) Aumento de mOdulo de
elasticidade.

Noishiki et al., 2002

Fonte: Priméria, 2016.

Para este trabalho destacam-se bionanocompasitos preparados com matriz de
PLLA e reforco de NCCBs.




3 METODOLOGIA

A sequéncia dos procedimentos metodologicos utilizada para este trabalho esta

listada na Figura 12 e detalhada nos topicos seguintes.

Figura 12. Procedimentos metodolégicos utilizados neste trabalho.

a  Produgdo de CB

* Preparacao do meio de cultivo estéril

e Inoculagdo da bactéria Gluconacetobacter hansenii em cultura estatica
* Producdo de membranas de celulose (20 dias)

e Purificagdo das membranas

e Secagem

e Extracdo de NCCBs em diferentes condicdes

e Trituracdo das peliculas de CB

¢ Extracao de NCCBs por hidrdlise acida, variando condicdes
¢ Centrifugacdo dos NCCBs em solucao

e Didlise

e Sonificagao

ey Definicdo de critérios de extracao de NCCBs

¢ Analise visual das suspensdes (apds a hidrdlise)
¢ Andlise de rendimento em volume dos NCCBs desidratados
¢ Analise termogravimétrica (TGA) dos NCCBs desidratados

¢ Analise de espalhamento dinamico de luz (DLS) dos NCCBs em
dispersao (apds sonificagao)

m  Preparacdo dos bionanocompdsitos

® Preparacao de NCCBs para reforco
® Preparacao de filme de PLLA puro

* Preparacdo de filmes com diferentes concentracdes de NCCBs
incorporados no PLLA (2 métodos)

may  Caracterizagao dos bionanocompdsitos

¢ Analise termogravimétrica (TGA)
e Calorimetria explanatodria diferencial (DSC)
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3.1 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Foram sintetizadas 60 membranas de CB. O fluxograma da etapa de producao

de cada membrana de CB esta ilustrado na Figura 13.

3.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Gluconacetobacter
hansenii, da linhagem ATCC 23769.
Para a manutencdo do microrganismo foi empregado o congelamento em

freezer a — 80 °C, tendo glicerol como agente crioprotetor.

3.1.2 Meios de cultivo

O meio de cultivo utilizado tanto na fase de ativacdo das células (pré-indculo)
quanto na fase de producao das membranas foi 0 mesmao.

O meio de cultivo foi constituido de manitol (20 g/L), peptona (5 g/L), extrato de
levedura (5 g/L), fosfato dissédico (2,7 g/L) e acido citrico (1,15 g/L). O mesmo foi

esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 min.

3.1.3 Condicbdes de cultivo

Cada meio de cultivo estéril, contendo 100 mL de &gua destilada, foi preparado
em frasco de erlenmeyer (com capacidade maxima de 250 mL), com 2 g de manitol
(20 g/L), 0,5 g de peptona (5 g/L), 0,5 g de extrato de levedura (5 g/L), 0,27 g de fosfato
dissaddico (2,7 g/L) e 0,115 g de acido citrico (1,15 g/L).

Para a preparacdo do pré-inéculo, as células foram ativadas em frascos
contendo no total 1500 mL de meio, sendo incubadas a temperatura ambiente sob

condicOes estaticas por 2 dias.
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Apbs este periodo, 25 mL do pré-inéculo (propor¢cdo de 20% (V/V)) foi
transferido para cada meio de cultivo, preparados para a producéo das membranas e
mantidos em cultura estatica, sob temperatura ambiente, durante o periodo de 20 dias,

para a producdo das mantas hidratadas de CB.

3.1.4 Purificagéo e secagem da celulose bacteriana

A manta hidratada de CB, produzida na superficie de cada meio de cultivo, foi
retirada com o auxilio de pincas. O procedimento seguinte consistiu ha purificacao das
membranas (mantas hidratadas). Estas foram submetidas a cinco trocas de agua
destilada por dia, durante trés dias. ApGs as trocas de agua, as membranas foram
aquecidas em agua destilada a temperatura de 80 °C, durante 50 min, em banho-
maria. Em seguida, ap0s o descarte da agua, para a remocdo das bactérias, as
membranas foram tratadas com solucdo de NaOH 0,1 mol/L, em banho-maria, a
temperatura de 80 °C, por 50 min, e entdo lavadas abundantemente com agua
destilada até atingir pH 7.

Para a secagem foi utilizada estufa com circulacdo de ar (de marca Memmert),
com temperatura de 30 °C, por 36 h. Desta forma, obteve-se finas peliculas de CB,

com aproximadamente 0,3 g.

Os procedimentos para a producdo de CB tiveram como base a metodologia
proposta por Lima e colaboradores (2015). No entanto, foram feitas algumas
adaptacdes, conforme a pretensdo das andlises, a disponibilidade de materiais e
estrutura dos laboratérios de pesquisa utilizados na UNIVILLE (Materiais e

Biotecnologia 1 e 2).



Figural3. Fluxograma da etapa de producdo de membranas de celulose bacteriana.
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3.2 EXTRACAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA EM
DIFERENTES CONDICOES

As peliculas de CB produzidas foram trituradas.

Os nanocristais do material polimérico triturado foram extraidos por hidrolise
acida com acido sulfurico (H2S0Oa4). O acido sulfarico foi escolhido seguindo a literatura,
por fornecer suspensodes estaveis (TAIPINA, 2012).

Para a definicdo de critérios de extracdo de NCCBs (com a finalidade de
emprega-los como reforco em matriz polimérica de PLLA) foram realizados ensaios
baseados em um planejamento experimental relacionando onze variagdes, que
podem ser empregadas em hidrélise &cida, utilizando o acido sulfarico. Os parametros
variados foram: concentracdo de acido (m/m) utilizado na hidrélise, temperatura em
gue a hidrolise foi realizada e tempo de hidrélise. A Tabela 1 representa as variaveis
independentes e os niveis utilizados no planejamento experimental 23, completo, com

3 pontos centrais.

Tabela 1. Varidveis independentes e os niveis utilizados no planejamento experimental 23, completo,
com 3 pontos centrais.

Parametros Niveis
-1 0 +1
Concentracdo de acido (m/m) - [ ] (%) 50 65 80
Temperatura - T (°C) 40 50 60
Tempo - t (min) 20 40 60

As variaveis médias de concentracdo de acido, temperatura e tempo, foram
definidas com base na literatura (LIMA et al., 2015; TAIPINA, 2012).

A Tabela 2 representa o planejamento experimental completo, com o arranjo

das variaveis independentes de cada ensaio.
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Tabela 2. Arranjo das variaveis independentes de cada ensaio, conforme planejamento experimental
23, completo, com 3 pontos centrais.

Ensaios Variaveis Variaveis
Codificadas Reais
[1(%) T (°C) t (min) [1(%) T (°C) t (min)
1 -1 -1 -1 50 40 20
2 +1 -1 -1 80 40 20
3 -1 +1 -1 50 60 20
4 +1 +1 -1 80 60 20
5 -1 -1 +1 50 40 60
6 +1 -1 +1 80 40 60
7 -1 +1 +1 50 60 60
8 +1 +1 +1 80 60 60
9 0 0 0 65 50 40
10 0 0 0 65 50 40
11 0 0 0 65 50 40

Onze amostras, correspondentes aos ensaios foram preparadas em frascos de
béqueres identificados, contendo 1,5 g de CB triturada e 26,25 mL de solucdo de
H2SO4 (m/m), variando as trés diferentes concentragoes.

Durante a hidrélise manteve-se agitacdo constante de 150 rpm. Esta condicao
de agitacdo e as condi¢des de temperatura, foram controladas em shaker (de marca
Certomat). Desta forma, os experimentos foram separados de acordo com as
temperaturas similares, respeitando os respectivos tempos de reacéo, que foram
cronometrados.

A hidrolise de cada experimento foi cessada diluindo-se a mistura dez vezes
com agua destilada gelada.

As suspensdes relativas aos onze ensaios foram centrifugadas trés vezes a
8000 rpm, por 10 min, em centrifuga (de marca Labor). Apds cada centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado (contendo os NCCBs) ressuspenso em
agua destilada, com o propdsito de diminuir a acidez (facilitando a proxima etapa -
didlise). A centrifugacao foi realizada com refrigeracdo a 10 °C para evitar que o
processo de hidrdlise continuasse, ja que é favorecido em altas temperaturas,
considerando que o atrito gerado durante a centrifugacdo aumenta temperatura do

equipamento.
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O precipitado resultante das onze suspensdes (obtido apds as centrifugacdes)
foi transferido para membranas de acetato de celulose (de marca Spectra/Por), com
diametro de 32 mm e porosidade de 10-12 kD, para dialise contra 4gua destilada até
atingir pH 7. Este procedimento levou de 1-5 dias, dependendo da acidez de cada
amostra.

As amostras de NCCBs foram sonificadas por 30 min em banho de ultrassom
(de marca Thornton). A sonificacdo € um procedimento que utiliza a energia das ondas
sonoras aplicada a um sistema quimico, promovendo a agitacdo das particulas. Esta
etapa foi realizada para soltar facilmente as particulas aderidas as paredes dos onze
recipientes que continham as amostras e para o rompimento de agregados.

Os procedimentos descritos para extracdo de NCCBs tiveram como base a
metodologia proposta por Lima e colaboradores (2015). No entanto, foram feitas
algumas adaptacdes, conforme a pretensdo das analises, a disponibilidade de
materiais e estrutura dos laboratérios de pesquisa utilizados na UNIVILLE (Materiais

e Biotecnologia 1 e 2).

3.3 DEFINICAO DE CRITERIOS DE EXTRACAO DE NANOCRISTAIS DE
CELULOSE BACTERIANA

A definicdo de critérios de extracdo de NCCBs (tendo como base o
planejamento experimental) foi feita por meio de andlise visual das suspensfes apos
a hidrélise; andlise de rendimento em volume dos NCCBs desidratados; analise
termogravimétrica (TGA) dos NCCBs desidratados, realizada na UNIVILLE, no
Laboratério de Materiais, para o estudo da estabilidade térmica; e andlise de
espalhamento dinamico de luz (DLS) dos NCCBs em disperséo, na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), na unidade de Araraquara, no Laboratério de
Farmacotécnica, com o objetivo de verificar presenca, tamanhos e potencial zeta das

nanoparticulas.
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3.3.1 Andlise visual das suspensofes

Para a analise visual, as suspensodes referentes aos 11 experimentos, apos o
procedimento hidrélise acida (descrita no tépico 2.2), foram comparadas em relacao

a degradacéao da CB.

3.3.2 Analise de rendimento em volume dos NCCBs

Para a analise de rendimento em volume, os NCCBs correspondentes aos 11
experimentos, apds serem sonificados, foram desidratados por liofilizacdo durante 24

h, em liofilizador (de marca Terroni).

3.3.3 Andlise termogravimétrica (TGA) dos NCCBs

Para a analise de TGA, os NCCBs correspondentes aos 11 experimentos, apds
serem sonificados, também foram desidratados por liofilizag&o por 24 h.

O equipamento utilizado para a analise foi o TGA-Q50, da TA Instruments, sob
atmosfera inerte de N2. As amostras foram inseridas no porta-amostras e aquecidas
de 25-1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

Os parametros experimentais foram ajustados no software TA Universal
Analysis e representados graficamente para interpretacao.

As curvas de TGA dos NCCBs de cada experimento, foram comparadas a
curva de TGA da CB pura (produzida conforme o tépico 2.1 desta metodologia), para
melhor compreensao.

Uma analise estatistica feita utilizando o software Statistica 7 complementou o

estudo termogravimétrico.
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3.3.4 Andlise de espalhamento dindmico de luz (DLS) dos NCCBs

Para a andalise de DLS, as amostras liquidas foram coletadas apos o
procedimento de sonificacdo (descrita no topico 2.2).

O equipamento utilizado para a andlise foi o Zetasizer Nano Series (de marca
Malvern Instruments), em comprimento de onda de 633 nm, a 25 °C, em um angulo
de deteccao de 173°. As amostras foram diluidas em agua purificada antes de cada
medida e as medidas foram feitas em triplicata.

Para este trabalho, a andlise foi realizada para a determinacéo dos tamanhos
e potencial zeta (indicador de dispersao de particulas em meio aquoso) dos NCCBs,

antes de incorpora-los na matriz de PLLA.

3.4 PREPARACAO DOS BIONANOCOMPOSITOS

3.4.1 Preparacao de nanocristais de celulose bacteriana (NCCBS)

Os NCCBs extraidos conforme critérios definidos (melhor condicdo

experimental de hidrolise) foram desidratados por liofilizacdo, durante 24 h.

3.4.2 Preparacdo de filme de Poli(L-acido lactico) (PLLA) puro e com diferentes
concentragdes de nanocristais de celulose bacteriana

3.4.2.1 Filme de poli(L-acido lactico) (PLLA) puro

PLLA (0,75 g) de massa molar de 105.300 g/mol (de marca Natural Works) foi
dissolvido em cloroférmio (25 mL), em agitador magnético por 24 h, para formar
solucéo 3 % (m/v), conforme metodologia proposta por De Almeida (2010).

Ao final deste processo, a solucao foi vertida em placa de Petri com tampa e
mantida em capela de exaustao de gases por 48 h, em temperatura ambiente, para a

evaporacao lenta do solvente e formacao de filme.
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ApGs a evaporacao do solvente, os filmes foram secos em estufa a vacuo (de
marca Nova Etica), a 30 °C, sob pressdo de 400 mm de Hg, por 24 h e armazenados

em dessecador.

3.4.2.2 Filmes com diferentes concentracdes de Nanocristais de Celulose
Bacteriana incorporados em Poli(L-acido lactico) (PLLA)

Também por evaporacao de solventes, para a obtencao de filmes reforgcados,
0os NCCBs (produzidos conforme a melhor condicdo experimental de hidrélise) foram
incorporados em PLLA de massa molar de 105.300 g/mol (de marca Natural Works),
em proporcdes de 2,5 e 5 %.

A incorporacdo dos NCCBs foi realizada por meio de dois métodos, a fim de
definir o método que promove melhor dispersdo na matriz. Ambos os métodos estao

ilustrados na Figura 14.

Método I: utilizando NCCBs desidratados

O PLLA (0,73 g) foi dissolvido em cloroférmio (25 mL), em agitador magnético
por 24 h. Ao final deste processo, a solugéo foi vertida em placa de Petri com tampa,
contendo 0,02 g de NCCBs desidratados por liofilizacdo, formando solugédo 3 % (m/v)
e correspondendo a 2,5 % de reforco. Simultaneamente, para o filme reforcado com
5 % de NCCBs, o PLLA (0,71 g) foi dissolvido em cloroférmio (25 mL), em agitador
magnético por 24 h. Ao final deste processo, a solucdo foi vertida em placa de Petri
com tampa, contendo 0,04 g de NCCBs desidratados por liofilizacdo, formando
solucéo 3 % (m/v) e correspondendo a 5 % de reforgo.

As solucdes foram mantidas em capela de exaustdo de gases por 48 h, em
temperatura ambiente, para a secagem lenta do solvente e formacéo de filmes.

ApoOs a evaporacao do solvente, os filmes foram secos em estufa a vacuo (de
marca Nova Etica), a 30 °C, sob pressdo de 400 mm de Hg, por 24 h e armazenados

em dessecador.

Método IlI: utilizando NCCBs funcionalizados
Para este método, uma funcionalizagdo dos NCCBs foi realizada, afim de se

buscar uma maior afinidade entre PLLA e NCCBs, ja que 0s nanocristais possuem
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grupos hidroxila em sua superficie, que os tornam com elevado grau de polaridade e
incompativeis com matrizes de baixa polaridade, como matriz de PLLA, ou apolares.
O segundo motivo que incentivou a funcionalizacdo, foi a esperada minimizacdo do
carater hidrofilico dos NCCBs, o que, conforme Parize (2016), reduz a absorcao de
umidade.

Solugdes contendo 0,02 g e 0,04 g de NCCBs foram preparadas e submetidas
a um processo de troca de solventes por imersdo, sequencialmente em acetona,
etanol e cloroformio, conforme a metodologia de Rosa (2012). Para este método,

foram realizadas trés centrifugagcdes a 8000 rpm para auxiliar na troca de solventes:

e Primeira centrifugagao: dois tubos falcons contendo respectivamente 0,02 g e
0,04 g de NCCBs em solugcdo de agua destilada, apds serem retirados da
membrana de diélise, foram centrifugados por 10 min;

e Segunda centrifugacéo: os precipitados resultantes da primeira centrifugacao
foram imersos em acetona e, apos 2 h, centrifugados por mais 10 min;

e Terceira centrifugacao: os precipitados resultantes da segunda centrifugacao
foram imersos em etanol e, apds 2 h, centrifugados por mais 10 min.

Os precipitados da terceira centrifugacdo foram imersos em 5 mL de
cloroférmio, em agitador magnético por 24 h. Simultaneamente, duas solucdes
contendo PLLA com massas de 0,73 g e 0,71 g foram dissolvidas em cloroférmio (20
mL), em agitador magnético por 24 h.

Para a producéo do filme contendo 2,5 % de reforco, 0,02 g de NCCBs imersos
em 5 mL de cloroféormio foram vertidos em recipiente contendo 0,73 g de PLLA
dissolvidos em 20 mL de cloroférmio, originando solucdo 3 % (m/v). Posteriormente,
a mistura foi submetida a sonificagdo, em banho de ultrassom (de marca Thornton)
por 30 min, seguindo a metodologia proposta por Mazur (2012).

Para a producéo do filme contendo 5 % de reforco, 0,04 g de NCCBs imersos
em 5 mL de cloroférmio foram vertidos em recipiente contendo 0,71 g de PLLA
dissolvidos em 20 mL de cloroférmio, originando solucao 3 % (m/v). Posteriormente a
mistura foi submetida a sonificacdo, em banho de ultrassom por 30 min.

As solugbes foram vertidas em placa de Petri com tampa e mantidas em capela
de exaustao de gases por 48 h, em temperatura ambiente, para a secagem lenta do

solvente e formacéo de filmes.
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Apébs a evaporacgdo do solvente, os filmes foram secos em estufa a vacuo (de
marca Nova Etica), a 30 °C, sob presséo de 400 mmHg, por 24 h e armazenados em

dessecador.

Figura 14. Métodos 1 (NCCBs desidratados) (a) e 2 (NCCBs quimicamente modificados) (b).

Filmes
PLLA NCCBs preparados
dissolvido em desidratados por
cloroférmio por liofilizagao evaporacao
de solvente

Filmes

PLLA NCCBs preparados
dissolvido em dissolvidos em por
cloroférmio cloroférmio evaporac¢io

ap6s troca de de solvente
solventes

Acetona
Etanol

Cloroférmio

(b)

A preparacdo de todos os bionanocompdsitos foi feita nos laboratérios de

pesquisa da UNIVILLE (Materiais e Biotecnologia 1 e 2).
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3.5 CARACTERIZACAO DOS BIONANOCOMPOSITOS

As técnicas de caracterizacdo dos bionanocompasitos foram realizadas com a
finalidade de comparar as propriedades entre os polimeros e aplicadas em quatro
filmes de PLLA, reforcados com NCCBs, extraidos de acordo com a melhor condicéo
definida, em proporcdes de 2,5 e 5 %, preparados por dois diferentes métodos
(conforme topico 2.4.2.2). Para melhor caracterizagdo, um filme de PLLA puro
(preparado conforme tépico 2.4.2.1), também foi utilizado nas técnicas.

A caracterizacdo foi feita utilizando técnicas de andlise termogravimétrica
(TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC), no laboratério de Materiais da
Universidade da Regiao de Joinville — UNIVILLE.

3.5.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise de TGA foi realizada para a avaliacdo da estabilidade térmica dos
bionanocompdsitos de NCCBs em diferentes concentracdes, incorporados em PLLA,
por dois métodos diferentes.

Esta analise consistiu em uma técnica destrutiva, que envolveu a medida da
variacdo de massa das amostras em estado solido em funcdo da temperatura, em um
determinado intervalo de tempo. O aumento da temperatura provocou diferentes
eventos térmicos e, consequentemente, a reducdo de massa das amostras, devido a
formacao de produtos volateis.

O equipamento utilizado para a analise foi o TGA-Q50, (de marca TA
Instruments), sob atmosfera inerte de N2. Cada amostra foi inserida no porta-amostras
e aquecida de 25-1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

Os parametros experimentais foram ajustados no software TA Universal

Analysis e representados graficamente para interpretacao.
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3.5.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A andlise de DSC foi realizada para a avaliacdo da quantidade de calor
absorvido e liberado pelos bionanocompdsitos durante a ocorréncia de eventos
térmicos.

Esta analise consistiu na identificacdo da temperatura de transicao vitrea (Tyg),
de cristalizacéo (T¢), de fusédo (Tm) e grau de cristalinidade (Xc). Para o célculo de grau

de cristalinidade (Xc), a Equagéo 1 foi utilizada:

_ AHp
AHY,

X X 100 % Equacéo 1

Onde:

Xc = grau de cristalinidade

AH,, = entalpia de fusdo experimental (J/g)

AHS, = entalpia de fusdo supondo polimero 100 % cristalino (J/g) = 93,6 J/g (valor padréo)

Fonte: MAZUR, 2012.

O equipamento utilizado para a analise foi o DSC-Q20 (de marca TA
Instruments), sob fluxo de nitrogénio. Um material de referéncia foi inserido para a
comparacao. Cada amostra foi colocada no porta-amostras, aquecida de 25-200 °C.
A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min.

Os parametros experimentais foram ajustados no software TA Universal

Analysis e representados graficamente para interpretacao.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

A Figura 15 ilustra culturas de Gluconacetobacter hansenii (a), membranas de
CB sintetizadas pela bactéria e purificadas (b) e peliculas de CB resultantes das

membranas secas em estufa (c).

Figura 15. Culturas de Gluconacetobacter hansenii (a), membranas de CB sintetizadas pela bactéria e
purificadas (b) e peliculas de CB resultantes das membranas secas (c).

(a) b (©)

O meio de cultivo da Gluconacetobacter hansenii (Figura 15-a) pode ser
proveniente de variadas fontes e o tempo de fermentacdo, conforme observado na
literatura, também pode variar. Usualmente, a fermentagdo é mantida entre 5 a 12
dias (ANTONIO, 2012). O meio de cultivo utilizado e o tempo de cultivo influenciam
diretamente nas caracteristicas de espessura, coloracdo e transparéncia das
membranas de CB (Figura 15-b) (RECOUVREUX, 2008; SANTOS, 2012). O tempo
de cultivo utilizado no presente estudo foi de 20 dias, para a observagcdo do
crescimento de massa das membranas neste intervalo. Estas membranas se
mostraram gelatinosas, porém com estrutura bastante resistente a ruptura. A
coloracdo amarelada das peliculas ap6s serem secas (Figura 15-c), possivelmente foi
ocasionada pela absor¢cdo do meio de cultivo, indicando tempo excessivo de cultivo.
O procedimento aplicado para a purificacdo das membranas néo foi suficiente para
garantir um aspecto mais limpo. Porém, este fator néo interfere nas andlises de

caracterizacao planejadas.
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4.2 EXTRACAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA EM
DIFERENTES CONDICOES E DEFINICAO DE CRITERIOS

4.2.1 Andlise visual das suspenstes

A Figura 16 refere-se a suspensdo obtida apds a interrupcdo da reagédo de
hidrélise com agua destilada gelada (condi¢cdes mais drasticas - 80 % em massa de
concentracdo de acido sulfarico, 60 °C e 60 min).

Figura 16. Suspensdao obtida apds a interrup¢do da reacéo de hidrolise com agua destilada gelada.

€ D
-
v

f

ApoGs a interrupgdo da reagdo de hidrolise com dgua destilada gelada, obteve-
se uma suspenséao de cor creme (levemente leiotosa), de elevada acidez (Figura 16),
na qual ndo foram observados, a olho nu, fragmentos de CB, indicando perda das
caracteristicas naturais da CB e completa degradacao.

Para as condicdes de hidrélise menos dréticas, os aspectos visuais foram se
diferenciando e podem ser melhor compreendidos por meio do Quadro 3, em que séo
divididos em quatro categorias qualitativas: CB degradada, CB degradada quase
totalmente, CB degradada parcialmente e CB ndo degradada. Para cada categoria
qualitativa foi atribuido um indicador numerico.
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Quadro 3. Para cada experimento, aspectos observados visualmente em relacdo a degradagao.

Ensaios [1de acido | T de hidrdlise t (min) Aspectos visuais Indicggior

(%) (°C) numérico
1 50 40 20 | CB n&o degradada 0
2 80 40 20 | CB degradada 3
3 30 60 20 | CB n&o degradada 0
4 80 60 20 | CB degradada quase totalmente 2
5 50 40 60 | CB n&o degradada 0
6 80 40 60 | CB degradada 3
7 50 60 60 | CB n&o degradada 0
8 80 60 60 |CB degradada 8
9 65 S0 40 | CB degradada parcialmente 1
10 65 50 40 | CB degradada parcialmente 1
11 65 50 40 | CB degradada parcialmente 1

Para os ensaios 1, 3, 5 e 7, a CB permaneceu visualmente inalterada, nao
degradada, desta forma pode-se sugerir que ndo tenha sofrido ataque acido,
impossibilitando a formagéao de nanocristais.

Para os ensaios 9, 10 e 11, a CB degradou parcialmente, sendo que as
particulas ndo indicaram tamanhos em escala nanométrica.

Para o ensaio 4, a CB degradou quase totalmente, porém as particulas também
ndo indicam tamanhos em escala nanométrica.

Para os ensaios 2, 6 e 8, a CB foi visivelmente degradada, indicando potenciais
caracteristicas de hidrolise para a formagéo de NCCBs.

4.2.2 Andlise de rendimento em volume dos NCCBs

O rendimento em volume analisado para cada amostra dos ensaios foi superior
para 0 ensaio 8, referente as condicbes mais drasticas de hidrélise: 80 % de
concentracéo de acido sulfarico (m/m), a 60 °C e 60 min.
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4.2.3 Andlise termogravimétrica (TGA) dos NCCBs

A Figura 17 mostra as curvas de TGA da CB pura e dos nanocristais (referente
aos experimentos) e a Tabela 3 relaciona os dados determinados a partir destas
curvas.

O perfil de degradacéo da CB mostra a ocorréncia de trés eventos de perda de
massa. O primeiro evento térmico esta associado a perda de agua superficial, que
ocorre no intervalo que, conforme LIMA et al. (2015) compreende a temperatura
ambiente (= 30 °C) até cerca de 150 °C, com 5,21 % de perda de massa. O segundo
evento causa acentuada perda de massa e € atribuido a degradacéo da celulose, que
inclui despolimerizacdo, decomposicdo das unidades de glicose e desidratacdo. A
temperatura de inicio de degradacdo extrapolada (Tonsetz) igual a 301,9 °C e a
temperatura na qual a taxa de degradacdo € maxima (Tmax2) igual a 337,5 °C, com
perda de massa de 61,97 %, corrobora com valores citados na literatura (LIMA et al.,
2015). O terceiro e ultimo evento representa a degradacao de residuos carbonaceos,
que se estende até cerca de 500 °C, com perda de massa de 24,78 %, dados que
também confirmam o que a literatura reporta (TEIXEIRA et al. 2010). O residuo
carbonéceo final observado foi de 7,37 %.

Os NCCBs possuem cristalinidade superior a cristalinidade da amostra de CB
nao hidrolisada, utilizada na analise. Quanto maior a cristalinidade da celulose, maior
€ a temperatura de decomposicao térmica, devido ao menor teor de componente
amorfo. No entanto, outros fatores também podem exercer influéncia na estabilidade
térmica. Sabe-se que a hidrélise com &cido sulfarico influencia negativamente na
estabilidade térmica dos nanocristais, visto que a temperatura em que se inicia a perda
de massa é diminuida. Isto ocorre, pois, 0s grupos sulfatos exercem efeito catalitico
nas reacdes de desidratacdo da celulose (TAIPINA, 2012). Estes diferentes fatores
gue exercem influéncia na estabilidade térmica dos nanocristais prejudicam a
visualizagdo de uma tendéncia que era esperada a ser observada graficamente.

Os picos mais acentuados, que representam o terceiro evento térmico,
observados nas curvas de DTG, correspondem as amostras de NCCBs com forte
interacdo com o &cido sulfarico, o que favorece a degradacdo termo-oxidativa do

carbono em altas temperaturas (TEIXEIRA et al., 2010).
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Figura 17. Curvas de TGA (a) e DTG (b) da CB pura e dos nanocristais (referentes aos experimentos).
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Tabela 3. Dados da andlise de TGA da CB pura e dos NCCBs (referentes aos experimentos).

Condicdes de
hidrélise:

Perda de

Perda de

Perda de

Ensaios []de &cido / massa 1 T("Q”é‘;z massa 2 T(T(a:x)z T("Q”ée)‘s massa 3 T(T(a:xf Re(i,guo
Temperatura / (%) (%) (%)

Tempo

CB pura 5,21 301,9 61,97 337,5 -- 24,78 -- 7,37
1 50 % /40 °C/ 20 min 4,33 302,1 69,29 330,3 | 559,9 15,42 614,5 10,86
2 80 % / 40 °C / 20 min 5,86 277,5 77,57 309,4 | 477,8 15,80 527,7 0,04
3 50 % /60 °C /20 min 531 321,2 69,80 354,1 | 551,4 16,20 607,2 8,27
4 80 % / 60 °C / 20 min 4,44 249,4 73,90 322,8 | 554,9 18,10 618,4 3,51
5 50 % / 40 °C / 60 min 6,00 289,1 60,10 325,9 | 477,0 26,88 524,3 7,00
6 80 % / 40 °C / 60 min 6,70 235,2 57,20 299,7 | 343,5 22,55 416,3 13,48
7 50 % / 60 °C / 60 min 3,75 275,4 82,28 3049 | 5194 16,32 519,4 0,00
8 80 % /60 °C/ 60 min 3,40 239,2 54,52 275,7 | 343,5 24,93 363,7 16,96
9 65 % / 50 °C / 40 min 3,75 270,7 82,05 295,1 | 560,0 7,21 560,4 6,40
10 65 % / 50 °C / 40 min 5,05 266,5 70,33 292,3 | 475,2 18,98 529,1 5,68
11 65 % / 50 °C / 40 min 4,33 265,7 74,69 291,3 | 482,6 4.6 629,3 16,27
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4231 Analise estatistica

Diante do planejamento proposto, a fim de complementar o estudo
termogravimétrico, referente a degradacdo da celulose, foi realizada uma analise
estatistica. A partir desta analise estatistica foi feita uma andlise de variancia
(ANOVA), com o objetivo de identificar as variaveis ondependentes significativas para
0 processo. Foram obtidos resultados significativos para a “Tonset2”, N0 entanto, para a
“Tmax2” € “perda de massa 27, os resultados n&o foram significativos.

A Tabela 4 representa a ANOVA para a “Tonset2”, contendo um modelo com
todas as variaveis independentes e as interacdes de primeiro nivel, utilizando o erro
padrdo (erro SS). Sao apresentados valores de soma quadratica, grau de liberdade,
média quadratica, F calculado e probabilidade de valores serem significativos (p-
valor). Valores de p menores que 0,05 indicam que as variaveis testadas s&o
significativas. Os valores em vermelho, refletem fatores que exercem influéncia
significativa na “Tonset2”. Sendo assim, verificou-se que das varidveis independentes
testadas, quando analisadas individualmente, apenas a temperatura de hidrélise ndo
exerce influéncia significativa na “Tonset2”. Entretanto, a concentragéo de acido e o
tempo de hidrélise exercem influéncia significativa. Nesta analise, nenhuma interacéo
entre fatores foi significativa na “Tonset2”, por este motivo foram excluidas do modelo,

conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 4. ANOVA para a “Tonset2”, contendo todas as varidveis independentes e as interacdes de
primeiro nivel.

Fatores Somas dos C_;raus de | Médias dos Feuic p-valor
quadrados | liberdade | quadrados

(1) [ ] de &cido (%) 4347,781 1 4347,781 28,06910 | 0,006095
(2) Temperatura (°C) 43,711 1 43,711 0,28220 | 0,623393
(3) Tempo (min) 1548,461 1 1548,461 9,99680 | 0,034126
Q), (2) 108,781 1 108,781 0,70229 | 0,449171
2), (3) 4,961 1 4,961 0,03203 | 0,866662
(2), (3) 0,061 1 0,061 0,00040 | 0,985087
Erro 619,583 4 154,896 - -

Total SS 6673,340 10 - - -
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Tabela 5. ANOVA para a “Tonset2”, Sem as interagdes entre fatores.

Fatores Somas dos (_Braus de | Médias dos Feaic p-valor
guadrados | liberdade | quadrados
(1) [ ] de &cido (%) 4347,781 1 4347,781 | 41,49855 | 0,000353
(2) Temperatura (°C) 43,711 1 43,711 0,41721 | 0,538921
(3) Tempo (min) 1548,461 1 1548,461 14,77970 | 0,006338
Erro 733,386 7 104,769 - -
Total SS 6673,340 10 - - -

Os resultados dos coeficientes de regressao do modelo estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6. Coeficientes de regressao para a “Tonset2”,

Fatores Coeficientes de regressdo | Erro padréo
Média 412,5333 25,20379
(1) [ ] de &cido (%) -1,5542 0,24126
(2) Temperatura (°C) -0,2338 0,36189
(3) Tempo (min) -0,6956 0,18094

Por meio da andlise de regressao foi possivel determinar o coeficiente de
correlagdo “R?”, que foi de = 0,8901, indicando que 89,01 % da variabilidade na
resposta pode ser explicado por este modelo.

A Figura 18 exibe o grafico de superficie de resposta 3D, representando a
interacdo entre “[] de acido” e “tempo de hidrélise acida” (variaveis independentes
significativas) na “Tonset2” (variavel dependente significativa), fixando a temperatura no

ponto central (50 °C).
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Figura 18. Grafico de superficie de resposta representando a interagéo entre “[] de acido” e “tempo de
hidrélise &cida” na “Tonset2”, fixando a temperatura no ponto central (50 °C).
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De acordo com o modelo apresentado na Figura 18 é possivel observar que a
elevada interacdo da CB com o acido sulfarico, em relagdo a concentracdo e tempo,
conduz a valores baixos de “Tonset2”, mesmo considerando um grau de cristalinidade
aumentado. Esta ocorréncia pode ser justificada pelo fato de a hidrolise com &cido
sulfarico influenciar negativamente a estabilidade térmica da CB, como ja

mencionado.

4.2.4 Andlise de espalhamento dindmico de luz (DLS) dos NCCBs

Para a amostra 8 verificou-se a presenca de trés populacdes de tamanho: 388
nm, em 61,7 % da amostra; 96,36 nm, em 20,4 % da amostra; e 1,068 um em 17,6 %
da amostra. Predominantemente a amostra contém particulas em tamanhos
nanometricos, que de acordo com a literatura sdo nanocristais de celulose bacteriana
(ALEMDAR; SAIN, 2008).

O potencial zeta superficial obtido foi - 38 mV, indicando suspensao estavel, ja

gue se consideram particulas estaveis em suspenséo todas as particulas cujo médulo
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de carga do potencial zeta seja maior que 25 mV (MIRHOSSEINI et al., 2008). Esta
estabilidade esta relacionada com a presenca de cargas negativas (grupos sulfatos)
na superficie dos NCCBs, ocasionando equilibrio eletrostatico decorrente das forcas
de repulsao entre os nanocristais (LIU; YUAN, 2010).

Para as demais amostras, ndo foi possivel a realizagdo da analise, pois
continham particulas grandes e visiveis a olho nu. O equipamento Zetasizer Nano

Series trabalha com faixas especificas de tamanho.

Com base nas andlises apresentadas, os NCCBs extraidos conforme o
experimento 8 foram escolhidos para serem incorporados ao PLLA.

4.3 PREPARACAO DOS BIONANOCOMPOSITOS

As Figuras 19 e 20 ilustram os materiais preparados: NCCBs extraidos
conforme critérios definidos (de acordo com o experimento 8) e liofilizados e os filmes

de CB pura, PLLA puro e bionanocompasitos.

Figura 19. Fotografia dos NCCBs liofilizados, extraidos conforme experimento 8.

Os NCCBs extraidos por hidrolise acida, feita com acido sulfarico, formam
suspensdes aquosas estaveis, devido a presenca de cargas negativas (grupos
sulfatos) na superficie dos NCCBs, ocasionando equilibrio eletrostatico decorrente

das forcas de repulsdo entre os nanocristais. Porém, é valido comentar que esta
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caracteristica dificilmente é mantida ap6s a secagem dos mesmos, uma vez que as
fortes pontes de hidrogénio existentes favorecem a aglomeracao (LIU; YUAN, 2010).

A textura dos NCCBs pode ser comparada com a textura de um aglomerado de
pos finos, de coloracdo creme, que se constituem em fragmentos em forma de
agulhas, também designados como whiskers de CB e recomendados a serem

utilizados como reforcos em matrizes poliméricas.

Figura 20. Fotografia dos filmes de CB pura, PLLA puro e bionanocompositos.

Visualmente, a pelicula de CB apresenta coloracdo amarelada, é translicida e
de superficie lisa, enquanto filme de PLLA puro é incolor, transparente e de superficie
lisa.

Apbs a adicdo dos NCCBs, o bionanocompdésito de PLLA com 2,5 % de reforco
preparado de acordo com o Método 1, apresentou-se rugoso, pode-se observar
claramente a presenca de duas fases, sendo que 0s nanocristais se posicionaram
somente na superficie inferior dos filmes, indicando que os NCCBs ndo se
dispersaram homogeneamente. Este comportamento é explicado pela falta de
interacdo do PLLA com os NCCBs, j4 que apresentam polaridades diferentes. A
dispersdo inadequada do nanoreforco na matriz polimérica, também promoveu
formacdo de aglomerados, que atuam como pontos de concentracdo de tenséo e
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podem proporcionar efeito contrario ao desejado, fragilizando o material ao invés de
melhorar suas propriedades. Adequada disperséo trata-se de um desafio na formacao
de bionanocompdésitos (JORDAN et al., 2005). Comportamento similar foi observado
para o bionanocompasito de PLLA com 5 % de reforco de NCCBs preparado também
de acordo com o Método 1.

Apés a adicdo dos NCCBs, o bionanocompésito de PLLA com 2,5 % de reforco
de NCCBs preparado de acordo com o Método 2, apresentou-se liso, indicando
interacdo do PLLA-NCCBSs, ja que para este método foi realizada uma funcionalizacéo
dos nanocristais, por meio de troca de solventes, compatibilizando em etapas a
polaridade de matriz e refor¢co. O filme apresentou-se translicido, com coloracdo
intermediaria entre creme (coloracdo dos NCCBSs) e incolor (caracteristica do PLLA
puro), contendo algumas particulas aglomeradas. Comportamento similar foi
observado para o bionanocompésito de PLLA com 5 % de reforco de NCCBs
preparado também de acordo com o Método 2.

Dentre os dois métodos conclui-se que o Método 2 permitiu a visualizacao de

melhores caracteristicas de adesao entre matriz e reforco.

4.4 CARACTERIZACAO DOS BIONANOCOMPOSITOS

4.4.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

A Figura 21 corresponde as curvas de TGA do PLLA puro e dos
bionanocompasitos reforcados com 2,5 e 5 % de NCCBs, preparados de acordo com
o Método 1 (NCCBs desidratados) (a) e as curvas de TGA do PLLA puro e dos
bionanocompdsitos reforcados com 2,5 e 5 % de NCCBs, preparados de acordo com
o Método 2 (NCCBs submetidos a troca de solventes por imerséo) (b). A Tabela 7
relaciona os dados determinados a partir destas curvas.

O perfil de degradacéao do PLLA mostra a ocorréncia de dois eventos de perda
de massa. O primeiro evento térmico € atribuido a perda de agua superficial, de
aproximadamente 5 %. Este percentual aumenta em funcéo do aumento do teor de

NCCBs na amostra chegando 8 % e 8,1 %, com adicao 5 % de refor¢co para os
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Métodos 1 e 2, respectivamente. ISso se deve ao fato de a celulose bacteriana ser um
polimero com alta higroscopicidade.

O segundo evento, que causa acentuada perda de massa, é atribuido a
degradacéo do PLLA e ocorre com temperatura de inicio de degradacao extrapolada
(Tonset2) em 319, 8 °C e temperatura na qual a taxa de degradacéo € maxima (Tmax2)
em 339,5 °C, com 85,2 % de perda de massa. Os valores da Tonset € da Tmax estéo
inferiores aos encontrados na literatura (335 °C e 407 °C respectivamente) (DE
SOUZA, 2012). Esta diferenca pode ser explicada pela diferenca de caracteristica do
material utilizado, como por exemplo a massa molar do polimero, que afeta
diretamente suas caracteristicas (FCUP, 2016). Para os bionanocompdsitos
preparados pelo Método 1, houve uma diminuicéo de 3,3 °C na Tonsetz para a amostra
com adicdo de 2,5 % de NCCBs e um pequeno aumento de 2,9 °C para a amostra
com 5 % de NCCBs. Para os bionanocompdsitos preparados pelo Método 2, houve
aumento na Tonsetz, conforme o aumento do teor de NCCBs, chegando a um
incremento de 10,4 °C para as amostras com 5 % de reforco.

O pequeno pico observado para amostra PLLA/NCCBs 5 % (Método 1), que
representa o terceiro estagio de degradacdo, com Tonset bastante inferior ao estagio
de decomposicdo do PLLA, corresponde a decomposicao dos NCCBs incorporados
ao filme (que pode ser estudada no topico 4.2.3 desta dissertagéo).

Dentre os dois métodos conclui-se que o Método 2 permitiu uma melhoria da

estabilidade térmica do polimero.



Figura 21. Curvas de TG e DTG do PLLA puro e dos bionanocompdsitos reforcados com NCCBs,
preparados pelo Método 1 (a) e pelo Método 2 (b).
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Tabela 7. Dados da andlise de TGA do PLLA puro e dos bionanocompésitos reforgados com NCCBs, preparados pelos Métodos 1 e 2.

Amostras Método I:nearlglsaadle Tonsetz (°C) I:nearlg:adZG -I;[’néx)z Tonsets (°C) -ETEX)S
(%) (%)

PLLA puro --- 5,0 319,8 85,2 339,5 --- -
PLLA/NCCBs 2,5 % M1 7,8 316,5 92,5 341,2 --- -—--
PLLA/NCCBs 5,0 % M1 8,0 322,7 85,1 351,0 237,1 276,9
PLLA/NCCBs 2,5 % M2 7,5 328,6 94,7 348,2 -—- -
PLLA/NCCBs 5,0 % M2 8,1 330,2 90,2 348,1 --- ---
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4.4.2 Calorimetria explanatéria diferencial (DSC)

A Figura 22 corresponde as curvas de DSC do PLLA puro e dos
bionanocompdsitos reforcados com 2,5 e 5 % de NCCBs, preparados de acordo com
o0 Método 1 (NCCBs desidratados) e dos bionanocompdsitos reforcados com 2,5 e 5
% de NCCBs, preparados de acordo com o Método 2 (modificados quimicamente). A
Tabela 8 relaciona os dados determinados a partir destas curvas.

Para o PLLA puro observou-se a temperatura de transicao vitrea (Tg) em 46,1
°C, a temperatura de cristalizacdo (Tc) em 102,1 °C e a presenca de duas
temperaturas de fuséo (Tm), sendo a primeira em 137,4 °C e o0 segunda em 145,3 °C.
A presenca de dois picos de fusdo esta relacionado a cristais de tamanho diferentes,
sendo que os cristais menores fundem a uma temperatura menor e 0s cristais maiores
fundem a uma temperatura maior. A entalpia de fusdo encontrada foi de 37,8 J/g, que
corresponde a 40,38 % de cristalinidade. Estes dados concordam com a literatura
(PEZZIN, 2012).

Independentemente do método utilizado e do porcentual de refor¢o adicionado,
para os bionanocompdsitos observou-se uma diminuigcdo da Tg. A Tq esta relacionada
com a movimentacao das cadeias poliméricas e neste caso indica que a adicdo dos
NCCBs aumentou a flexibilidade do PLLA. Este aumento de flexibilidade pode ser
explicado pelo elevado médulo elastico dos nanocristais de celulose, de
aproximadamente 140 GPa (STURCOVA; DAVIES; EICHHORN, 2005).

A adicdo de NCCBs néo alterou significativamente a Tc e Tm,
independentemente do método de preparacéo dos filmes e do porcentual de NCCBs
adicionado.

O grau de cristalinidade diminuiu com a adi¢cdo de NCCBs.



Figura 22. Curvas de DSC do PLLA puro e dos bionanocompdsitos reforcados com NCCBs,
preparados pelo Método 1 e pelo Método 2.
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Tabela 8. Dados da andlise de TGA do PLLA puro e dos bionanocompdsitos reforcados com NCCBs,
preparados pelos Métodos 1 e 2.

Amostras | Método | Tq(°C) | Tc(°C) | Tm (°C) (A;'gm) Xe (%)
137,4;
PLLA puro 61 | 1021 | LT | 3780 | 4038
PLLANCCBS M1 35,7 i 1446 | 2390 | 2553
2,5%
PLLA/NCCBs 1371
o M1 a3 | 027 | 50| 2298 | 2455
PLLANCCBS M2 38,9 i 1441 | 3146 | 3361
2,5%
PLLA/NCCBs 143,9
o M2 38,5 97,3 lovs | 2315 | 2473

temperatura de transi¢éo vitrea
temperatura de cristalizagdo
temperatura de fuséo

entalpia de fuséo

grau de cristalinidade



CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que foi possivel a obtencdo de NCCBs, sob
condicBes especificas de hidrdlise acida. Foi possivel também a incorporacao destes
NCCBs como reforco em matriz de PLLA, um polimero de produgdo comercial
assegurada.

A producdo de membranas de CB foi garantida por meio da bactéria
Gluconacetobacter hansenii, em cultura estatica.

Dentre os ensaios planejados, a extragdo de NCCBs por hidrolise acida foi
eficiente nas condic¢des: 80 % de concentracdo de &cido sulfdrico (m/m), 60 °C e 60
min.

Quando em suspensao, os NCCBs (extraidos conforme as condicbes de
hidrélise destacadas) apresentaram carga de potencial zeta superficial adequada (-38
mV), indicando estabilidade eletrostatica favoravel, relacionada a presenca de cargas
negativas na superficie das particulas, o que causa repulsao entre os NCCBs.

Os bionanocompadsitos preparados por meio do Método 2 (apos funcionalizacao
dos NCCBs, por troca de solventes) mostraram visivelmente uma melhor afinidade
entre matriz e reforco. Este comportamento ocorreu, pois, a troca de solventes
provocou uma reducdo no carater hidrofilico dos NCCBs e compatibilizou
caracteristicas de polaridade entre matriz e reforco, reforcando a teoria que incentiva
a funcionalizagdo da superficie de NCCBs, compreendida como foco principal para
promover melhoria de dispersao entre meios hidrofilicos e hidrofobicos.

Os resultados de TGA indicam gue os bionanocompdésitos preparados por meio
do Método 2 possuem melhor estabilidade térmica quando comparados ao PLLA puro,
chegando ao incremento de 10,4 °C na Tonset2, para amostras com 5 % de reforgo. Os
resultados de TGA também indicam que os bionanocompa@sitos preparados por meio
do Método 2 apresentam melhor estabilidade térmica quando comparados aos
bionanocompdsitos preparados por meio do Método 1, chegando ao incremento de
7,5 °C na Tonset2, para amostras com 5 % de reforco.

Os resultados de DSC indicam que, independentemente do método utilizado
para a preparagdo dos bionanocompdsitos e do porcentual de refor¢co adicionado,

observou-se a diminuigéo da Tg, ou seja, houve um aumento na flexibilidade do PLLA,
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explicado pelo elevado médulo elastico nos NCCBs. O grau de cristalinidade diminuiu
com a adicado de NCCBs.

Seguindo a estrutura apresentada, conclui-se que a formacédo de materiais
compositos utilizando o PLLA como matriz € viavel no ambito ambiental. O uso do
polimero ndo contribui para o esgotamento de recursos naturais. Além disto, € um
material biodegradavel, fator que contribui para a preservagao da vida util de aterros
e favorece a drenagem urbana. Nesta discusséo, a CB (fonte de NCCBs) também se
constitui em um polimero biodegradavel e independente da utilizagdo de fontes ndo
renovaveis. Esta celulose desprovida de lignina pode ser produzida a partir de
residuos e seu uso também promove qualidade ambiental. No entanto, a
aplicabilidade especifica de NCCBs deve ser determinada, pois o0 isolamento de
wiskers acarreta diminuicdo no rendimento de producado, ocasionada pela perda de
material (aproveita-se somente cerca de 30 % da CB). Ademais, a etapa de hidrolise

acida também gera residuo liquido.



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

E véalido comentar que com este trabalho ndo ocorreu o esgotamento do
assunto. Sendo assim, sao muitas as possibilidades de trabalhos futuros.
Abaixo algumas sugestdes para trabalhos referentes aos NCCBs:

e Avaliar a cristalinidade dos NCCBs obtidos neste trabalho por analise de
difracdo de raio-X (DRX);

e Estudar técnicas de encapsulamento de NCCBs;

e Testar a hidrélise da CB com outros acidos (Ex: HCI) e misturas de acidos;

e Testar a hidrolise enzimética, afim de diminuir a toxicidade do efluente gerado
apos a hidrolise acida e facilitar o processo de neutralizacdo dos NCCBs;

e Testar outras estratégias de troca de solventes (que ndo altere a morfologia
dos NCCBs), com a finalidade de emprega-los em PLLA,

e Intensificar a dissolugédo dos NCCBs em PLLA;

e Testar a incorporacdo de NCCBs em outras matrizes poliméricas

biodegradaveis.

Abaixo algumas sugestdes para trabalhos referentes aos bionanocompagsitos:

e Avaliar o comportamento mecanico dos bionanocompdsitos obtidos;

e Avaliar as propriedades de barreira a gases dos bionanocompdésitos;

e Avaliar a biodegradacdo em solo e a compostabilidade;

e Avaliar a degradacdo em camera de envelhecimento acelerado;

e Avaliar a degradacdo em condi¢des de intemperismo natural;

e Preparar masterbatchs com os materiais estudados neste trabalho e testa-los
em processo de fuséo;

e Indicar os bionanocompasitos preparados para usos especificos;

e Para a preparacdao de filmes, buscar solventes menos toxicos (Ex:
dimetilcarbonato). O cloroférmio apesar de ser amplamente utilizado devido ao
baixo custo e pela capacidade de solubilizar uma larga gama de polimeros,
possui elevada toxicidade e esta incluso na lista de compostos organicos
volateis (PARIZE, 2016);
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Realizar andlises comparativas de Ciclo de Vida (ACV) entre os
bionanocompdsitos tratados neste estudo e outros termoplasticos aceitos
comercialmente, com finalidade de analisar qualidade ambiental dos

processos.
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