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RESUMO

Celulose bacteriana (CB) € um polimero natural cujas caracteristicas especificas possibilitam
sua aplicacdo em uma profusdo de diferentes dreas, principalmente para produtos de valor
agregado. A modificagdo quimica € uma ferramenta que introduz nova funcionalidade ao
material, aumentando seu potencial para aplicacdes especificas. Nesse contexto, a oxidac¢ao por
periodato de s6dio € uma modificacdo quimica tradicional e muito usada que gera 2,3-dialdeido
celulose, mas possui a inconveniéncia de ser um processo bastante longo. Com o intuito de
otimizar o processo, esse trabalho utilizou irradiagdo por micro-ondas como fonte de calor para
reduzir o tempo de reacdo e avaliou as caracteristicas fisicas e quimicas do material gerado.
Membranas imidas de CB foram oxidadas com duas concentragdes de NalO4 (0,75% ou 1%) sob
condig¢des controladas de tempo e temperatura. A CB oxidada com micro-ondas foi caracterizada
por MEV, FTIR, TGA e XPS e quanto ao grau de oxidacdo e os resultados obtidos foram
contrastados com CB oxidada obtida sob aquecimento térmico comum. Resultados mostraram
que as membranas oxidadas em micro-ondas tiveram niveis de oxidagdo significativamente
maiores que aquelas oxidadas em banho-maria sob as mesmas condi¢des. Em especial, o uso de
alta concentrac@o de NalOy e irradiacao de micro-ondas permitiu converter 73% da celulose em
30 minutos. As técnicas de FTIR e XPS confirmaram que a oxidacdo por micro-ondas foi efetiva,
pois houve a formacdo de aldeidos na estrutura do polimero. XPS também mostrou a formacao
de 4cidos carboxilicos para todas as condicdes, indicando uma segunda oxidac@o dos aldeidos.
A TGA indicou que a CB oxidada em micro-ondas apresenta melhor estabilidade térmica que a
contraparte convencional. Resultados de MEV demonstraram que a oxida¢do em micro-ondas
ndo causou o mesmo desgaste da microestrutura que a oxidagcdo convencional, concordando
assim com a andlise térmica. Afinal, oxidacao assistida por micro-ondas ¢ um bom veiculo para a
modificacdo de celulose bacteriana, gerando uma oxidagdo maior na mesma condi¢do de tempo,

temperatura e concentragdo de periodato em relag@o a oxidacdo convencional.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Modificagdo quimica. Oxidagdo por periodato. Micro-

ondas.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a natural polymer whose specific properties enable its application
in a multitude of different areas, mainly for high value products. Chemical modification can
introduces new functionality to the material, increasing its potential for specific applications.
In this context, sodium periodate oxidation is a popular and simple chemical modification that
generates 2,3-dialdehyde cellulose. However, the process is often quite long. As a means of
optimizing the process, microwave radiation was applied as a heat source to reduce reaction
times and the products chemical and physical properties were evaluated. BC membranes were
oxidized with two concentrations of NalOy4 (0.75% or 1%) under controlled conditions of time
and temperature. Microwave oxidized CB was characterized by SEM, FTIR, TGA and XPS
and by determining oxidation degree and the results obtained were contrasted with oxidized CB
under conventional thermal heating. Results demonstrated that microwave-assisted oxidized
membranes had oxidation levels significantly higher than those oxidized in a water bath under
the same conditions. The use of a high concentration of NalO4 and microwave irradiation
allowed to convert 73% of the cellulose in 30 minutes. FTIR and XPS confirmed that the
microwave-assisted oxidation was effective, for there was formation of aldehyde groups in the
polymer’s structure. XPS also exhibited an additional formation of carboxylic acids for all
samples, indicating a second oxidation of aldehyde groups. TGA indicated that microwave
oxidized CB has better thermal stability than its convencionally oxidized couterpart. SEM
images reported less degradation of CB microstructure in microwave oxidized samples than
conventionally oxidized samples. Ultimately, microwave-assisted oxidation is a good vehicle for
the modification of bacterial cellulose, generating greater oxidation in the same intervals of time,

temperature and oxidizing agent concentration compared to conventional oxidation.

Keywords: Bacterial cellulose. Chemical modification. Periodate oxidation. Microwave
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1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana (CB) é um homopolimero natural de glicose produzido por
uma gama de bactérias gram-negativas, aerébicas e nao patogénicas que tem ganhado espago em
nichos do mercado como matéria-prima de produtos de valor agregado. As caracteristicas fisicas
e quimicas da CB — pureza, estrutura tridimensional nanométrica, alta porosidade, cristalinidade
e 6tima estabilidade quimica — a tornam um material ideal para diversas industrias incluindo
a alimenticia (1), cosmética (2), e agricola (3). Entretanto, € na industria de biomateriais e
produtos farmacéuticos que a CB tem recebido mais atenc¢do devido a sua biocompatibilidade e
pluralidade de aplicagdes (4).

A medida que se buscam novas utilidades para a CB, também se buscam novos
métodos para otimizar as caracteristicas quimicas, fisicas, bioldgicas e mecanicas do material, a
fim de tornéd-lo mais apropriado a uma aplicacdo especifica. Rea¢des quimicas sao amplamente
usadas para gerar modificacdes especificas e controladas sobre o material. Para que seja vidvel,
o processo deve ser simples, de baixo custo e deve ser seguro para o manipulador e o ambiente.

Dentre os métodos de modificacdao quimica, a oxidagcdo de celulose com periodato
gera novas possibilidades. O {on periodato causa a quebra dos anéis de glicopiranose das cadeias
de celulose e insere grupos aldeido na estrutura, gerando assim um produto mais reativo, menos
cristalino e mais biodegradavel (5). A oxidagdo por periodato € um processo bem estabelecido e
amplamente adotado, porém ainda apresenta alguns fatores limitantes, particularmente o tempo
de reacdo, ja que as metodologias estabelecidas na literatura requerem vérias horas de reacgao.
Processos longos, além de ser um investimento de tempo e energia, mantém a CB sob condi¢des
severas de pH e temperatura que podem levar a degradacdo do material.

Irradiacdo de micro-ondas é um método de aquecimento caracterizado pela trans-
feréncia homogénea e quase instantanea de energia. Quando micro-ondas interagem com
substancias polares ocorre a transformacao de energia eletromagnética em energia cinética para
as moléculas (6). O uso do micro-ondas é bem estabelecido na literatura como forma de diminuir
tempo de reacdo e garantir melhores rendimentos de produto. Nesse trabalho foi proposto aplicar
irradiacdo de micro-ondas a oxidacdo por periodato de celulose bacteriana e utilizar métodos
quimicos e fisicos para descrever o material oxidado. Ao fim, determinou-se que o micro-ondas
€ uma alternativa vidvel ao métodos convencionais.

Nesse trabalho foi proposto o uso da irradiacdo de micro-ondas para oxidar membra-

nas Umidas de celulose bacteriana. Métodos quimicos e fisicos foram usados para descrever o
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material oxidado. Ao fim, determinou-se que o micro-ondas € uma alternativa vidvel para oxidar
as membranas de CB quando comparado aos métodos tradicionais que demandam muito tempo.

O objetivo do trabalho foi aplicar irradiagdo de micro-ondas sobre membranas de
CB com o uso de periodato de sddio a fim de comparar seu desempenho em relagdo ao método

tradicional de oxidacao.
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2  OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho de conclusdo de curso € a oxida¢do de membranas
de celulose bacteriana imidas com o uso de micro-ondas de alta poténcia e a caracterizagdao do
produto por técnicas quimicas e fisicas, visando estabelecer o uso de micro-ondas como um

método alternativo eficiente para oxidar celulose bacteriana com periodato de sédio.

2.1 Objetivos especificos:

— Avaliar a eficdcia da aplicacdo de micro-ondas na oxidagdo de membranas de celulose
bacteriana;

— Determinar o grau de oxidacdo das membranas oxidadas;

— Avaliar a influéncia do tempo, concentracdo de agente oxidante e tipo de propagac¢do de
calor sobre o grau de oxida¢do das membranas;

— Comprovar a modificagdo quimica do material por FTIR e XPS;

— Avaliar as caracteristicas térmicas do material oxidado por TGA;

— Estudar as modificagdes morfoldgicas sofridas pelo material por MEV.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Celulose: visao geral

Celulose € o polimero natural mais abundante do planeta, compondo aproximada-
mente um terco de toda a biomassa vegetal do planeta. Ela é produzida por uma gama de
organismos, como algas, liquens, fungos, bactérias e algumas espécies de tunicatos (7), embora
sua abundancia seja primariamente devida as plantas vascularizadas, cuja producao global é
estimada em 1,5x10'? toneladas por ano (8). Nas células vegetais a celulose é o componente
principal da parede celular e € tipicamente associada a outros polimeros naturais como lignina,
hemicelulose e pectinas. Assim, as industrias que utilizam celulose como matéria prima — de
papel, téxtil e combustivel — tem como fonte principal a matéria vegetal.

Quimicamente, a celulose ¢ um homopolimero linear cuja unidade monomérica € a
celobiose que, por sua vez, € formada pela esterificacdo de duas moléculas de D-glicopiranoses
unidas por liga¢oes B-1,4-glicosidicas. Ligagdes do tipo B ocorrem entre moléculas cuja
hidroxila do carbono anomérico estd em posi¢ao trans, a 180°da hidroxila do carbono 2. Assim,
cada unidade de glicose estd rotacionada em relacdo a vizinha, como ilustrado na Figura 1.
Subsequentemente, a unido de centenas de unidades de celobiose forma uma molécula de
celulose linear. Essa configuracdo permite a formacao de pontes de hidrogénio entre moléculas
de celulose paralelas que caracteriza a microfibrila de celulose, que tem uma estrutura rigida e

alta resisténcia a tracao (9, 10).

Figura 1 — Representagdo da estrutura quimica da celulose.
- OH

/]
HO |HO OH

Fonte: Dufresne, 2012 (9)

A composic¢io quimica da celulose € independente da sua origem, porém a estrutura
— a maneira como moléculas de celulose sdo organizadas dentro de uma microfibrila e a maneira
como microfibrilas sdo organizadas entre si — varia com o organismo produtor e influencia suas

propriedades fisicas e mecanicas.
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3.2 Celulose bacteriana (CB)

Celulose bacteriana (CB) foi descrita pela primeira vez por Brown que, em 1886,
observou a produc@o de uma membrana gelatinosa por Acetobacter xylinum na interface entre
0 mosto e o ar de uma dorna de fermentacao de vinagre (11). Desde entdo foram identificados
varios outros taxons passiveis de produzir CB, como Azotobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Acetobacter, Komagataeibacter, Pseudomonas, Salmonella, Rhizobium e a bactéria gram-positiva
Sarcina ventriculi (12). Para a bactéria, a CB é um metabdlito secundario secretavel e atua como
um mecanismo de defesa, protegendo a comunidade microbiana de fatores ambientais, tais como

a radiacdo ultravioleta (UV) e toxinas nocivas, além de manter a umidade do microambiente (13).

3.2.1 Sintese da CB

A sintese da CB é um processo complexo, dependente de oxigé€nio e tem como
matéria prima carboidratos simples como glicose, sucrose e manitol (14). A sintese inicia-se
no citoplasma, onde ocorre a formagdo de uridina-difosfato-glicose (UDP-Glc) pela acado da
UDPG-pirofosforilase. No organismo procarioto, UDP-GIc € a precursora direta da celulose e €
polimerizada pelo complexo celulose sintetase, localizado na membrana plasmatica (14, 15, 16).
As fibrilas de celulose formadas sdo secretadas através de poros na membrana. Esses poros
estdo dispostos linearmente e apresentam diametro de 3 a 4 nm (17). Essas estruturas foram
esquematizadas na Figura 2. As fibrilas secretadas se agregam em nanofibras com forma de
fitas chamadas ribbons e, ainda na escala nanométrica, chegam a apresentar entre 3 € 4 nm de
espessura e 20 a 100 nm de largura (17).

Nanofibras sdo depositadas em camadas na interface entre o meio de cultura e o
ar onde elas se entrelacam e formam uma estrutura. A micrografia apresentada na Figura 3(a)
mostra fitas de celulose sendo secretadas. A eficiéncia de producdo € o fator mais importante a
ser considerado ao se produzir a CB em escala industrial e depende muito da espécie e cepa de
bactéria, da fase de crescimento da cultura e das condi¢des de cultivo (1, 18). Atualmente, as
cepas mais exploradas para producdo da CB comercial pertencem ao género Komagataeibacter

(previamente classificado como parte do género Gluconacetobacter) (19).
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Figura 2 — Modelo esquematico da sintese da celulose por bactérias gram-negativas.
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Fonte: Dufresne, 2012 (9), adaptado

Figura 3 — (a) Micrografia de fitas de CB sendo excretadas, e imagens de (b) CB produzidas na
forma de pellets e (c) membranas de espessuras diferentes.

Fonte: (a) Hirai, Tsuji e Horii, 2002 (17), (b) Iguchi, Yamanaka e Budhiono, 2000 (20) e (c) Czaja, Romanovicz e
Brown, 2004 (21)
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3.2.2 Caracteristicas da CB

A CB difere de celulose vegetal em varios aspectos. A CB ndo se encontra associada
a outras macromoléculas como ligninas e hemiceluloses, possibilitando que o processo de purifi-
cacgdo seja mais simples, rdpido e sem a necessidade do uso de processos quimicos agressivos
ao material ou ao meio ambiente (8). A espessura da fibra pode ser até 100 vezes menor que
a fibra de celulose vegetal (22), dando ao material uma razdo superficie/volume muito alta e
sua porosidade caracteristica. A CB € extremamente hidrofilica e retém até 100 vezes o seu
proprio peso em dgua (23). Por razdo de sua estrutura nanométrica, a CB apresenta maiores
indices de cristalinidade e grau de polimerizacdo (DP) do que a celulose vegetal (12, 16), alta
resisténcia a tracao (24), alto médulo de Young (em média 15 GPa) (25, 24), boa flexibilidade e
moldabilidade (26).

Existe uma maior versatilidade na producao da CB por ser um produto microbiano.
Variar as condi¢des de cultivo permite modificar as caracteristicas e a quantidade do material.
Fermentacdo estdtica, um processo sem turbuléncia no meio de cultura, produz CB na forma
de membranas ou filmes, de espessura e tamanho definidos pelo tempo de cultivo e pelas
dimensdes do recipiente, respectivamente. Ja na fermentagdo agitada, turbuléncia é gerada no
meio de cultura e permite uma melhor transferéncia de oxigénio. Como oxigénio € um fator
limitante na sintese da CB a fermentacao agitada possibilita uma maior produgdo. Neste caso,
a CB € sintetizada na forma de pellets, esferas de tamanhos que podem ser controlados (27)
e que possuem menor cristalinidade e grau de polimerizagao (21, 27) que a CB em forma de
membrana. As Figuras 3(b) e 3(c) mostram CBs produzidas na forma de membranas e esferas,
respectivamente. Logo, o tipo de cultivo depende da aplicacdo final da celulose.

O meio comercial para producao de CB € o meio Hestrin-Schramm (HS) (28), um
meio complexo e rico em glicose. Apesar da popularidade do meio HS, CB tem a vantagem de
ser cultivdvel em vérios outros meios de cultura como, por exemplo, residuos organicos, o que
diminui significativamente o custo de producdo (1). O género Gluconacetobacter em particular
€ capaz de metabolizar varios agucares e alguns alcoois de fontes diferentes. Sucos, residuos
agroindustriais de cana-de-agucar, arroz, frutas, tubérculos e residuos de cervejarias e destilarias
foram estudados para producio de CB (16, 29, 30, 31).

Alguns estudos demonstraram que a presenga de outras macromoléculas no meio
de cultura, como hemiceluloses em residuos agroindustriais, sao incorporadas a membrana de

celulose durante o cultivo (32). Assim, culturas complexas podem gerar CBs de qualidade e
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estruturas diferentes. Porém, essa habilidade também pode ser manipulada para producdo de
copolimeros e compdsitos especificos in situ. A incorporagao de quitosana no meio de cultura
leva a sintese de um copolimero com propriedades superiores a da CB natural da mesma cepa
(33, 34). Adicao de alcool polivinilico (PVA) (35, 36) ou polietilenoglicol (PEG) (37) ao meio
de cultura forma nanocompdsitos com morfologias varidveis de acordo com a quantidade de

PEG ou PVA no meio de cultura.

3.3 Celulose bacteriana como material de interesse industrial

E amplamente reconhecido que celulose bacteriana tem custo de produ¢do bem acima
da celulose de origem vegetal, entdo nao € vidvel para as principais industrias de celulose — papel,
textil e combustiveis — que sao produtos de baixo custo. Porém, as caracteristicas especificas da

CB asseguram espaco em nichos do mercado como produto de valor agregado (38).
3.3.1 Industria alimenticia

Existe uma gama de possiveis aplicacdes da CB na industria alimenticia. A celulose
¢ “generally recognized as safe” (reconhecido como seguro) pela Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos (39) e ndo possui sabor nem valor caldrico, pois ela ndo € digerida
por seres humanos. Atualmente, ha vérios derivados de celulose vegetal usados como aditivos
alimenticios, principalmente como estabilizantes (14, 22).

Celulose microcristalina (MCC) de origem vegetal é usada como estabilizante e
modificador de textura em vdarios alimentos processados. Em bebidas, MCC é usada para manter
particulas em suspensdo. Em cremes, molhos e sobremesas congeladas, MCC pode substituir
gorduras e ajuda a manter a textura do produto independente de mudangas de temperatura (40).

Ja a celulose bacteriana estd no mercado na forma de nata de coco, uma sobremesa
filipina, e seus derivados. A CB pode ter tanto seu sabor, quanto a sua textura modificada e,
assim preencher uma demanda de mercado por sobremesas e doces de baixa caloria (41, 42).
A CB produzida juntamente a uma cultura do fungo Monascus sp. que produz monacolina K,
uma substancia usada para tratar hipercolesterolemia (colesterol alto), foi proposta como base
alimenticia para substituir carnes processadas (43). A CB também tem grande potencial como
substituinte de gorduras (22, 44). Lin e Lin demonstraram que a substitui¢do parcial das gorduras

em bolinhos de carne por CB nao modificava o gosto ou a textura do alimento (46).
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Tangente a produgdo de alimento, celulose bacteriana é um potencial material de
embalagem para alimentos. Por ser reconhecida como segura, CB pode ser associada a outros
compostos para desenvolver filmes biodegradaveis, comestiveis ou descartaveis, para verduras e

carnes (47, 48). A Figura 4 ilustra as diversas aplicacdes de CB na indtstria alimenticia.

Figura 4 — AplicacOes de celulose bacteriana na industria de alimento
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Fonte: Shi et al., 2014 (41), adaptado

3.3.2 Ambiental e agricola

Celulose bacteriana tem sido usada como matriz ou suporte para substancias que
degradam poluentes no ambiente. Poluentes inorganicos como nitrato podem ser degradados
por complexos de CB e nanoparticulas cataliticas de Pd/Cu (49, 50). CB também j4 foi usada
como matriz para nanoparticulas de TiO, que degradam poluentes por meio de fotocatélise (51).
Ademais, a alta cristalinidade, porosidade e capacidade de retencdo de dgua significa que a CB
tem um grande poder de adsorcdo de corantes (52, 53) e metais pesados como Cr e As (54, 55) e
pode ser aplicada na descontaminacdo de efluentes industriais (56). CB-polietilenoimina, por
exemplo, é capaz de reter chumbo, cobre e mercurio (57). Para a retengdo de vanddio, nanocristais

de celulose modificados com alendronato de sddio apresentaram bons resultados (58). Aerogéis
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de nanocelulose modificados com grupos amino demonstraram boa capacidade de adsorcao de
CO, e gases nitrogenados (59), podendo ser aplicados para diminuir a emissao de gases de certas
industrias. Na agricultura, pellets de CB apresentam forte potencial como aditivos de solo ou

composic¢do de fertilizante por causa de sua grande retencdo de umidade (52, 3).

3.3.3 Cosmética

Produtos cosméticos s@o aqueles aplicados no corpo humano para higienizar ou
cuidar da beleza sem afetar estruturas e fungdes normais do corpo (42). Na cosmética e estética,
a celulose bacteriana pode ser facilmente encontrada como estabilizante de emulsdes (6leos-em-
agua) para rosto, cabelo ou unhas e componente de unhas artificiais, além de ser amplamente
usada como matéria-prima para diversos produtos de varias empresas farmacéuticas (14). Al-
gumas caracteristicas — moldabilidade, hidrofilicidade, permeabilidade de gases, boa adesao a
pele e facilidade de descarte — tornam a CB um bom material base para mascaras e peliculas
para a pele, tal como o produto da Figura 5(a). Por causa de seu altissimo conteudo de dgua,
a CB € um material hidratante, aumentando a hidratacdo da pele em até 28% em relag@o aos
produtos comerciais (60). Por essa razao, ela pode ser usada para tratamento de cicatrizes pos-
cirdrgicas e irritacdo (61). Ainda, a porosidade especifica da CB permite que ela seja associada a

componentes ativos como vitaminas, aloe vera ou exfoliantes como 4cido salicilico (42, 62).

3.3.4 Biomédica

Na medicina a celulose bacteriana se apresenta como bom material para contato
prolongado com os tecidos corporais por ser biocompativel, atéxico e nao alergénico. Mais,
a CB € um produto esterilizdvel, facilmente descartdvel e de origem renovavel, aspectos que

respondem a demandas do mercado moderno.

3.3.4.1 Curativos cutdneos

O uso mais comum de celulose bacteriana na medicina € como curativos. Ja se
encontram no mercado varios curativos comerciais a base de CB, como NexFill (Fibrocel
Produtos Biotecnolégicos, Brasil) e Suprasorb (Lohmann-Rauscher, Alemanha), mostrados nas
Figuras 5(b) e 5(c). O curativo de CB mantém a umidade e temperatura da ferida controladas,

previne infecgdes, € permite a respiracdo da ferida (63). A CB é capaz de absorver os exudatos
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de uma ferida e ndo provoca dores na aplicacdo e retirada do curativo (64). De maneira geral,
curativos de CB apresentam maior eficiéncia do que curativos convencionais, principalmente
para o tratamento de feridas cronicas e queimaduras (65, 66, 67). Curativos de CB e seus
compdsitos podem ser modificados para conferir novas funcionalidades pela adicao de agentes
antimicrobianos, anti-inflamatdrios, desbridantes ou células vivas (68, 69, 70, 71, 72).

Figura 5 — Produtos de CB para a pele como (a) médscara para rosto
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Fonte: (a) https://bowil.pl/en/products/celmat-face/; acessado em 8 de abr, 2020 (b)
http://nexfill.com.br/produtos/; acessado em 8 de abr, 2020 (c) https://www.lohmann-

rauscher.com/en/products/wound-care/modern-wound-care/suprasorb-x; acessado em
8 de abr, 2020

3.3.4.2 Liberagdo de farmacos

As celuloses bacterianas podem ser matrizes para a entrega controlada de farmacos.
CB na forma de membranas, hidrogéis e compdsitos apresentam potencial como veiculo de
drogas, principalmente para aplicacdo tépica. CB pode ser usado na sua forma nativa, apos

funcionaliza¢ido quimica ou na forma de compdsitos.
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Antibidticos como tetraciclina e ceftriaxona foram associados a CB para produzir
curativos com propriedades bactericidas. Nanoparticulas de prata também podem ser veiculadas
em membranas de celulose sem apresentar citotoxicidade para o tecido. CB também pode ser
um veiculo para enzimas, servindo como plataforma de imobilizagdo (73, 74).

A funcionaliza¢do da superficie do material promove versatilidade ao material
e pode tornar a liberacao de drogas mais prolongada e controlada. Badshah ef al., (2018)
usaram modificagdo quimica da CB para carregéa-la com moléculas hidrofébicas ou moléculas
hidrofilicas, demonstrando que a modificacdo da CB aumenta suas aplicagdes (75). Stoica-
Guzun e colaboradores comprovaram que radiacdo ionizante modifica a permeabilidade da CB,
retardando a liberacdo de tetraciclina. A insercdo de grupos funcionais como aldeidos ou dcidos
carboxilicos promove ligagcdes covalentes com outras moléculas, que sdo mais fortes e estdveis do
que as ligacdes de hidrogénio que sdao formadas na celulose ndo modificada (70, 76). Compdsitos
de CB com outros polimeros como PEG também podem ser produzidos para otimizar a libera¢ao
de uma biomolécula (77). Matrizes de CBs também podem ser desenvolvidas para liberar seus

farmacos em resposta a uma mudanga ambiental tal como pH ou temperatura (78, 79).
3.3.4.3 Implantes e scaffolds

A celulose bacteriana, como um polimero natural altamente puro e biocompativel,

tem excelente potencial como biomaterial. De acordo com Chen e Thouas,

Um biomaterial é qualquer material biocompativel ... que € usado para substituir ou

auxiliar parte de um 6rgdo ou tecido, enquanto em contato intimo com o tecido vivo.

Fonte: Chen e Thouas, 2012 (80)

As caracteristicas fisicas, quimicas e arquitetonicas da CB a tornam um 6timo
biomaterial com uma variedade de aplicacdes.

A alta cristalinidade, estrutura ultra-fina e porosidade simulam a matriz extracelular
dos tecidos animais, composta primariamente de coldgeno, cuja fibra tem dimensdes similares
as fibras da CB (14, 81). Esse conjunto de fatores garante boa adesao para células e permite
integracdo aos tecidos (82). CB € naturalmente insoluvel e tem boa longevidade in vivo pois o
organismo humano nio produz enzimas capazes de degrada-la. E considerada biocompativel
devido a alta pureza do material que nao causa toxicidade no tecido vivo (83). Suas propriedades

mecanicas — alta resisténcia a tensdo e elasticidade (84) — sdo superiores a maioria de outros
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polimeros naturais e suficientemente préximo dos valores de alguns tecidos do corpo humano,
garantindo assim uma implantagdo segura.

Scaffolds sao estruturas 3D porosas que permitem adesdo de células e guiam a
formacao de tecidos, enquanto sdo lentamente degradados e reabsorvidos pelo corpo. Os scaffolds
idealmente devem fornecer uma matriz que tenha porosidade que permita nao s6 espago para a
proliferacdo de células, mas também a vasculariza¢io do local; ser degradado e reabsorvido de
forma controlada e proporcional com a formacao de tecido e, nesse processo, produzir somente
substancias que possam ser metabolizadas pelo corpo; e proporcionar a sinalizacdo celular
necessdria para promover a regeneragao do tecido (85).

Em fermentacio estatica, a CB € sintetizada nas dimensdes do recipiente. Assim, 0
uso de matrizes especializadas levou ao desenvolvimento de vasos sanguineos artificiais cujo
comprimento, didmetro interno e espessura podem ser ajustaveis. O protétipo de Schumann et al.
apresentou bons resultados in vivo quando substituiu a artéria corondria de porcos e ovelhas (86).
CB funcionalizada pode estender o uso do material. Por exemplo, a associacdo de CB com
heparina gera um material anticoagulante que protege de trombose (87).

Estratégias similares foram utilizadas para produzir implantes de uretra. Um scaffold
biomimético baseado em CB para implante de uretra demonstrou excelente regeneracdo dos
tecidos e dos vasos sanguineos da regido (88). Outro implante de uretra construido a partir de
CB e fibroina carregado de células teve 6tima regeneracao do tecido muscular e epitelial (89).

Estudos clinicos demonstraram que a CB resulta na mesma taxa de cura do timpano
que o material mais comum do mercado, com maior restauracao da audi¢do, menor custo e
menos tempo de hospitalizacdo (90, 91). Hidrogéis de CB e compdésitos de CB demonstram
potencial como matriz para engenharia de tecido da cérnea, como um método substituto ao
transplante de cérnea (92, 93). Logo, CB tem grande potencial para a medicina regenerativa.

Fica claro entdo que existe espago no mercado para a CB, e que hd uma demanda
ndo s6 para o desenvolvimento de métodos mais economicamente vidveis de produzir CB em

massa, mas também de métodos para ampliar seu uso por meio de funcionalizagdes.

3.4 Oxidacao da celulose

A modificacdo quimica da celulose expande as possibilidades de aplicagdo do mate-
rial. Oxidagdo, em particular, tem sido aplicada em vdrias dreas. Oxida¢do completa da celulose

resulta em dioxido de carbono e agua (94), mas a oxidacdo parcial e controlada do material
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produz plataformas versateis para varias aplicacdes. Ela pode ser usada para inserir grupos
funcionais, aumentar a adsorcao de dgua e moléculas especificas, proteger de hidrélise acida e
queima e tornar a celulose mais biodegradavel (5).

Existem varias metodologias na literatura para a oxidagado de celulose, as quais podem
ser categorizadas pelo tipo de processo reativo — oxidagdo dos grupos hidroxila ou oxidagao
pela desestabilizacao e abertura do anel piranose. No primeiro grupo enquadram-se os métodos
usando oxidantes 2-azaadamantane n-oxil (AZADO) (95, 96), 2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-
oxil (TEMPO) (97, 98) e oxidos de nitrogénio (38) e no segundo, os métodos por sais de
periodato (38).

Oxidacao por periodato € seletiva e ocorre pela clivagem da ligacdo entre os carbonos
C2 e C3 dos anéis de glicopiranose da unidade de celobiose, formando assim 2,3-dialdeido
celulose (DAC) na proporcdo de 2 aldeidos por unidade funcional. A Figura 6 esquematiza
a reacdo de oxidacdo mediada por periodato. Esse método tem vantagens explicitas por ser
um processo relativamente simples, sem reagdes secunddrias significativas e seguro para o
ambiente (99). A conversdo de celulose para DAC € diretamente proporcional ao tempo de
reacdo e quantidade de agente oxidante (100). Assim, a conversao de celulose para DAC pode
ser facilmente controlada, como ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1 —Conversdo de celulose para DAC - DAC preparada a partir de polpa de celulose vegetal
(DP = 650) com 0.25 mol-L~! NalO4 a 60 °C

tempo de reacdo (h) CHO/g de celulose (mmol) % de conversao
2 7,13+0,03 57
4 7,754+0,09 62
5 8,084+0,06 65
6 9,294+0,17 73
8 19,1440,09 81

Fonte: Klemm et al., 1998 (94), adaptada

Em geral, oxidagdo ocorre em solu¢des aquosas de periodato de sddio (NalO4) ou
periodato de potdssio (KIO4), aquecida entre 40 e 60 °C. Algumas varia¢gdes do método ja foram
descritas buscando otimizar o processo. Uso de temperaturas mais altas e sais metélicos permite
diminuir o tempo e concentragao de oxidante (101). Sais como clorito de litio desestabilizam
as ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre as fibrilas de celulose, facilitando o acesso
do agente oxidante. Ball-milling como forma de misturar reagentes permite diminuir o uso de

recursos como dgua, energia e tempo (102).
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Figura 6 — Mecanismo de oxidacdo de celulose por periodato

B CH,OH

Fonte: Miinster, 2018 (5)

Em contraste a outros métodos de oxidagao citados anteriormente, a oxidagdo com
periodato ocorre tanto nas regides cristalinas quanto nas regides amorfas. A oxidacao inicial é
randdmica, mas ocorre nas regides de facil acesso - as regides amorfas. L.ogo, a cristalinidade
inicial do material influencia diretamente a eficiéncia do processo. O estudo cinético da produgao
de DAC feito por Calvini et al. em 2006 demonstrou que oxidag@o ocorre em trés etapas simulta-
neas: a oxidacao rdpida e randomica da regido amorfa, a oxidacdo lenta da superficie cristalina
e a oxidacgdo lenta do nicleo (core) cristalino, parte do material mais dificil de acessar (103).
As duas etapas lentas contribuem diretamente para a queda em cristalinidade do material (104).
Além disso, a oxidacdo de um anel glicopiranose resulta na perda de cristalinidade local que,
assim, torna as unidades vizinhas mais suscetivel a oxida¢do, gerando aglomeracdes de material
oxidado (104). Tais caracteristicas do processo significam que a oxida¢ao por periodato gera um
produto heterogéneo.

Aldeidos sdo altamente reativos e tendem a buscar estabilidade em outras formas.
Assim, DAC tende a se apresentar como uma mistura de aldeido livre, aldeido hidratado, he-
mialdal e hemiacetais intra- e intermoleculares (105). Hemiacetais formados entre o aldeido
de uma fibra e a hidroxila de outra leva a agregacao de fibrilas e a compactagdo do material.
Mudangas na estrutura quimica do material foram confirmadas por resonincia magnética nu-
clear (RMN) de estado sélido (106) e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) (104, 107). Reatividade dos aldeidos também permite que DAC seja novamente

modificada pra produzir 4cidos carboxilicos, iminas e grupos sulfatados (5, 104).
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Polimeros amorfos sdo tipicamente menos estaveis que os cristalinos e essa tendéncia
se aplica a DAC. O inicio da degradacao térmica da DAC ocorre a temperaturas mais baixas
que a da celulose (108, 109). De maneira geral, quanto maior a taxa de oxida¢cdo, menor seria
a termoestabilidade do produto final. Além disso, os aldeidos da DAC sdo reativos e sdo mais
suscetiveis a degradacao enzimadtica e hidrolise que a celulose nativa (110). Assim, a DAC tem
6timo potencial para ser usada na produgdo de biomateriais ou em produtos descartaveis.

Nas ultimas duas décadas DAC tem sido aplicada para absor¢do de corantes ou
metais pesados em efluentes (53), cromatografia, imobilizacao de enzimas (70), liberacdo de
farmacos (76), engenharia de tecidos (111, 112) e producao de composito (113, 2), demonstrando

a variedade de aplicacOes para CB oxidada por periodato.

3.5 Irradiacao de micro-ondas

Nas dltimas décadas, o uso do equipamento de micro-ondas (MO) de alta poténcia
como ferramenta na drea de sintese quimica ganhou popularidade por ser energeticamente
eficiente e promover o aquecimento rapido e homogéneo do meio reacional (114, 115). Essa
tecnologia resulta em velocidades de reacdes maiores, alta pureza e melhor rendimento dos
produtos, quando comparado a métodos convencionais de aquecimento.

Micro-ondas sao ondas eletromagnéticas de frequéncias entre 300 MHz e 300 GHz
e comprimento de onda entre 1 m e 1 mm, respectivamente. Sdo ondas de relativamente
baixa energia, situadas no espectro eletromagnético entre radiacao infravermelho e ondas de
radio. A energia emitida pela micro-onda ndo € suficiente para quebrar ligacdes covalentes (6).
Em contrapartida, a energia € transformada em calor quando as micro-ondas interagem com
moléculas polares ou polarizdveis. Moléculas com dipolo tendem a se alinhar com o campo
eletromagnético e a oscilagdo do campo causado pela micro-onda induz sua rotagdo. Assim,
ha a transformacao de energia de campo em energia cinética de moléculas (6) no processo
chamado aquecimento dielétrico. Essa forma de aquecimento € contrastante ao aquecimento
convencional por convec¢ao e condugdo, cuja transferéncia de calor se da por causa de um
gradiente de temperatura e é limitada pela permeabilidade térmica da matéria. O micro-ondas €
altamente eficiente como fonte de calor para reagdes que ocorrem em meio aquoso, como € 0
caso da oxidagdo de CB por periodato em meio 4cido.

Apesar de haver controvérsias quanto a extensdo da influéncia das micro-ondas

sobre reacdes quimicas, as evidéncias empiricas determinam que o seu uso permite diminuir o
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tempo de reacdo de varias horas para alguns minutos (115). A Tabela 2 faz uma compilacao de
exemplos publicados em que o uso de micro-ondas otimizou a modifica¢do quimica de materiais
pela minimizacao do tempo de reagdo e/ou pelo aumento do rendimento ou pureza do produto.
Também, o micro-ondas possibilita o escalonamento de um processo com maior eficiéncia
energética que o uso de chapa quente ou banho-maria, resultado do maior controle que existe
sobre o input de energia no sistema (6). Assim, 0 micro-ondas nao s6 permite otimizar um
processo quimico, mas também oferece viabilidade financeira.

Modificacao quimica assistida por micro-ondas de polimeros naturais € reportada
na literatura e os resultados demostram que o aquecimento por micro-ondas favorece a reagao.
Carboximetilacdo de quitosana, sob aquecimento tradicional teve conversao mdxima de 70% e
atingiu esse valor com 240 min. Porém, com aplicacdo de micro-ondas o rendimento atingiu
valores acima de 85% em um décimo do tempo (116). Na oxida¢do de amido por peréxido
em micro-ondas foi obtido 59,3 mmol-100 g_1 de aldeidos e 36,9 mmol-100 g_1 de acidos
carboxilicos no mesmo tempo necessdrio para obter 25,2 mmol-100 g~! e 21,2 mmol-100 g~ !,
respectivamente, usando aquecimento comum, sem usar catalisador (117). Produgao de hidrogéis
de quitosana ocorreu em uma Unica etapa em 90 s de irradiacdo em micro-ondas. A deposi¢do
de hidroxiapatita em scaffolds biomiméticos de quitosana foi feita com sucesso por micro-ondas
ap6s somente 9 ciclos de 30 s de irradiacdo, sem necessitar um agente nucleante (118). A
producdo de varios copolimeros diferentes foram reportados. Por exemplo, a copolimerizacdo de
quitosana e o polimero sintético acrilamida sob irradiagdo de micro-ondas ocorreu apds 1 min e
10 s, teve o dobro do rendimento do processo com outras fontes de calor e o copolimero gerado
apresentou maior capacidade de adsorver cétions (119). Um copolimero de alginato de sédio e
N,N’-dimetilacrilamida foi produzido com 1 h de sintese sob irradiagdo de micro-ondas com alto
rendimento (120).

Modificagdes quimicas de celulose em micro-ondas também sdo reportadas, destacando-
se reacdes de carboxilmetilazacdo, acetilagdo e despolimerizagdo. Acetilagdo por anidrido acético
foi descrito multiplas vezes. Usando ZnCl, como catalisador, foi possivel obter rendimentos
maiores do que pelo método convencional (95,8% em relacdo a 87,1%) e aumentar o grau de
substitui¢ao, além de diminuir o tempo de reacdo de 72 h a alguns minutos (121). Efeitos
similares foram observados quando se usou iodo (122) ou FeCl3 (123) como catalisadores. Nes-
ses trabalhos também foram reportados altos rendimentos e graus de substituicao apds poucos

minutos de irradiacdo, apesar do uso de diferentes temperaturas. Mission ef al. mostraram que o



33

uso do micro-ondas permite despolimerizagdo efetiva de celulose em glicose comecando em 30 s
e que uma hora de irradiacao teve taxa de conversio de 61%, taxa superior as alternativas pre-
sentes na literatura (124). Finalmente, carboximetilacio assistida por micro-ondas foi feita com
sucesso e alto grau de substitui¢do em poucos minutos (125). Os autores ndo procuraram fazer
comparagdes diretas entre 0 método com micro-ondas e métodos tradicionais, mas a literatura
descreve métodos que usam aquecimentos convencionais que necessitam de 1 a 6 h.

Virias formas de oxidag@o foram estabelecidas no micro-ondas. A inser¢do de grupos
carboxilato em hidrogel de celulose por TEMPO foi possivel em somente 6h. Nesse trabalho, os
autores reportaram a producdo de 1,28 mmol-g~! de carboxilato em comparagio a 1,27 mmol-g~!
em 36 h de producdo tradicional (aquecimento em banho-maria) (126). Possivelmente, essa
extensdo da reag@o € o motivo pelo qual o método do banho-maria teve uma recuperacdo de massa
menor que o micro-ondas (85,4% comparado a 96,0%). O uso de irradiagdo de micro-ondas
para oxidar celulose com TEMPO e 0ZONE® permitiu cortar 24 h do tempo total do processo,
além de obter produtos puros, cujos grupos funcionais eram majoritariamente carboxilato, sem a
presenca de aldeidos ou outras formas de oxidagc@o que caracterizou o método tradicional com o
qual compararam (127). Lu et al. reportaram a funcionalizacao de microparticulas de celulose
por acido oxélico em micro-ondas que teve melhor desempenho que o método comparado, pois
as particulas produzidas eram menores em escala e com melhor estabilidade (128). Ademais,
a taxa de funcionalizacdo também foi superior, gerando 1.08 mmol-g~! de carboxilato em 1 h
de reacdo, comparado a 0,42 mmol-g~! do método convencional. Apesar dos virios exemplos
de modifica¢des quimicas de celulose na literatura, a oxidagdo de CB por periodato ainda nao
foi estabelecida, embora periodato ja foi usado junto a outros materiais. Mohammadi et al.
estabeleceram o uso de periodato como agente oxidante na degradacdes oxidativa de fendis
assistida por micro-ondas, obtendo degradacdo de 98,8% da amostra em 30 min, onde a reacao,
nas mesmas condi¢des mas sem aquecimento por micro-ondas teve rendimento de somente
11,5% (129).

Como o processo de oxidagdo da membrana de CB por periodato frequentemente
descrito na literatura requer temperaturas amenas (40-60 ° C) e longo tempo de reagdo (6 horas
ou mais) (70, 104, 111, 130), acreditamos que o uso de micro-ondas pode tornar o processo mais

eficiente em relagdo ao tempo.
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Reacdo Condigdes 6timas  Resultados ref.
de micro-ondas
Carboximetilacdo de 260 W por 20 min A taxa de conversdo superou 85% em (116)
quitosana alo00°C 20 min, superando a taxa de conversao
maéxima atingida pelo método tradicio-
nal - 70% em 240 min
Oxidaco de amido por 190 W por 15 min  Foram obtidos 59,3 mmol-100 g~! de  (117)
peréxido aldeidos no mesmo tempo necessario
para obter 25,2 mmol-100 g_1 com
aquecimento por banho-maria
Deposito de hidroxiapa- 600 W, 9x por Depositacdo foi feito com sucesso sem  (118)
tita em quitosana 0,5 min necessitar agentes nucleantes
Copolimerizagdo de qui- 1,16 mina95° C  Teve o dobro do rendimento e o copo- (119)
tosana e acrilamida limero apresentou melhor capacidade
de absorver Ca>* e Zn?T que os expe-
rimentos padroes
Copolimerizacdo de al- 500 W por 60 min  Produzido com somente 1 h de sintese  (120)
ginato de s6dioe N.N’- a75°C com alto rendimento e pouca perda de
dimetilacrilamida reagentes
Acetilagdo de celulose 1400 W por 3 min  Obteve rendimentos de 95,8% e graude  (121)
substitui¢ao de 2,87 comparado ao mé-
todo convencional de 72 h que rendeu
87.1% e teve GS de 2,6
Depolimerizacdo de 200 W por 60 min  61% do MCC foi despolimerizado em  (124)
MCC 453 K 1 h, superando qualquer taxa que o au-
tor encontrou na literatura
Carboximetilagdo de ce- 200 W a 70 ° C  Teve um grau de substitui¢do de 1,46  (125)
lulose por 7,5 min apOs pouco tempo € apresentou a possi-
bilidade do processo ser escalonado
Oxidagdo de hidrogel de 600 W por 6 h a  Produziu 1,28 mmol-g~! de carboxilato  (126)
celulose com TEMPO 60° C em 6 h comparado a 1,27 mmol-g~! em
36 h no banho maria de 60° C
Oxidagdo de celu- 25 W por 30 min  Cortou o tempo de reacdo de 24 h para  (127)
lose com TEMPO e a60°C 30 min e gerou produtos mais puros
0ZONE®
Microparticulas de celu- 800 W por 30 min ~ Produziu 1,08 mmol-g~! de carboxilato  (128)
lose oxidada por 4cido al15°C em relagdo a 0,42 mmol-g~! no método
oxdlico convencional por 1 h além de particulas
menores
Oxidacado de fenol por 600 W por 30 min  Obtiveram 98,8% de degradacdo oxida- (129)
periodato tiva de fenol sob condicdes que, sem
incidéncia de micro-ondas, alcangava
somente 11,5%
Esterificacio de celu- 300 W por 1 min 60 s foi o suficiente para atingir grau  (131)

lose

al40°C

de substituicao e ganho de massa com-
pardvel a experimentos de 30 min a 2
dias

Fonte: elaborada pela autora
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4 METODOLOGIA

A Figura 7 apresenta a estratégia experimental do trabalho em quatro etapas. O
desenvolvimento do material envolve a producao, purificagdo e oxidacio de CB e a caracterizacio

do material se deu por meio de cinco técnicas fisicas e quimicas.
Figura 7 — Estratégia experimental do trabalho esquematizada.

Producao de
CB

Purificacao

Oxidagao

Caracterizacdo

Fonte: Elaborado pela autora

4.1 Producao de membranas de celulose bacteriana

A bactéria Komagataeibacter hansenii (ou Gluconacetobacter hansenii ou ainda
Komagataeibacter xylinus) foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC) 53582.
Ela foi cultivada por fermentacgdo estdtica para produzir membranas de CB no meio de cultura
Hestrin-Schramm (HS) (28). O meio de cultura continha 20 g-L~! de glicose, 5 g-.L~! de
peptona, 5 g-L~! de extrato de levedura, 1,15 g-L~! de 4cido citrico e 2,7 g-L~! de fosfato de
s6dio dibasico, de pH 5,0. O in6culo foi preparado em frascos Schott 500 mL adicionando
10% (v/v) de cultura bacteriana ativada a 100 mL de meio de cultura HS esterilizado. A CB
foi cultivada em incubadoras (B.O.D. TE 391, Tecnal, Sdo Paulo, BR) a 30 °C por 7 dias de
fermentacdo. A CB foi produzida no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Embrapa

Agroindustria Tropical (Fortaleza, CE).
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4.2 Purificacao da celulose bacteriana

Primeiramente, as membranas de CB foram lavadas com dgua corrente para retirar o
excesso do meio de cultura. Em seguida, as membranas foram imersas em dgua destilada a 80 °C
por 1 h. Esse procedimento foi realizado duas vezes. Apds a lavagem, as membranas foram
imersas em 0,3 mol-L ™! de carbonato de potéssio (K,CO3) a 80 °C por 1 h. Esse procedimento
foi realizado duas vezes para garantir a retirada completa do meio de cultura, bactéria e material
proteico. Para finalizar, as membranas passaram por lavagem com dgua destilada a temperatura

ambiente até atingir pH entre 6 e 7.

4.3 Oxidacao da membrana de celulose

A metodologia para oxidag¢@o por periodato foi adaptada a partir do método descrito
por Li et al. (111). Os parametros estudados incluem a concentracdo de periodato de sddio
(NalOy4) e o tipo de propagacdo de calor (convec¢do ou irradiagdo). Para aquecimento por
convecgao usou-se um banho-maria (que a partir de agora serd chamado de método convencional)
e para o aquecimento por irradiagdo usou-se um equipamento de micro-ondas para sintese
quimica StartSYNTH (Milestone Srl, Itdlia) na poténcia de 300 W durante aquecimento e 100 W
apés atingir a temperatura desejada. A temperatura foi controlada por sensor infravermelho.
Os experimentos com micro-ondas foram feitos no Laboratério de Produtos e Tecnologia em
Processos da UFC. A Figura 8 ilustra o processo de oxidac¢do da CB.

As membranas imidas foram imersas em solucao tampao HCI/KCl de pH 1,0 por
12 a 24 h a 25 °C. Periodato de sédio foi dissolvido em HCI/KCI para a concentragdo de 1%
ou 0,75% (m/v). As membranas foram postas em recipientes de vidro e cobertas por 100 mL
da solucdo de periodato. Os recipientes foram vedados e postos dentro do banho-maria ou
dentro do micro-ondas sob auséncia de luz. A reagdo ocorreu a 90 °C sem agitacdo. Apds a
reacdo, adicionou-se etilenoglicol (12 mL por 25 mL de meio reativo) para decompor o excesso
de NalO4, mantendo o recipiente em temperatura ambiente por 60 min, com agitacdo manual
periddica. As membranas de celulose bacteriana oxidada (CBOx) foram lavadas com agua
deionizada até atingir pH 6 a 7 para remog¢ao completa da solugdo e agente de oxidagdo. Os seis

experimentos feitos e suas condi¢des sdo detalhado na Tabela 3.
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Figura 8 — Representagao esquemadtica dos experimentos de oxidacao de celulose bacteriana

Fonte: Elaborado pela autora

Micro-ondas de
sintese quimica
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Banho-maria
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Tabela 3 — Resumo dos experimentos de oxidacdo da membrana imida de CB. O método de
aquecimento convencional usado foi banho-maria, isolado da luz e sem agitacao

Experimento método de aquecimento  tempo de reagdo  temperatura  [10,]
CBOx-30-MO-0,75% micro-ondas 30 min 90 °C 0,75%
CBOx-30-Conv-0,75% convencional 30 min 90 °C 0.75%
CBOx-60-Conv-0,75% convencional 60 min 90 °C 0.75%
CBOx-30-MO-1% micro-ondas 30 min 90 °C 1%
CBOx-30-Conv-1% convencional 30 min 90 °C 1%
CBOx-60-Conv-1% convencional 60 min 90 °C 1%

Fonte: Elaborada pela autora

4.4 Técnicas de caracterizacio

As caracteristicas quimicas e fisicas das membranas de CBOXx sdo descritas usando

as técnicas detalhadas a seguir.

4.4.1 Grau de oxidacao (GOx)

O grau de oxidagao (GOx) foi determinado por um método espectrofotométrico que

quantifica o consumo de 10, . O método foi desenvolvido a partir do trabalho de Maekawa (132).

Antes do inicio da oxidagdo, foi reservado 1 mL da solug@o de 10, e 1 mL do sobrenadante foi
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coletado apds a oxidacdo. As amostras foram coletadas em tubos Eppendorf, 1,5 mL, Eppendorf
Quality™ e protegidas da luz. Cada amostra foi diluida com solucio HCI/KCI na razdo 1:4
v/v e a absorbincia foi medida no espectrofotdometro Serie Biomate™ 3 (Thermo Electron
Corporation, Waltham, U.S.A.) a 290 nm em cubeta de quartzo. A correlagcdo entre a absorbancia
e a concentragdo de 10, em mmol-L~! foi determinada a partir da curva padrdo de concentragio

mostrada na Figura 9).

Figura 9 — Curva padrao de concentracdo de periodato de sédio
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R2 = 0,9793
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Absorbancia

Fonte: Elaborado pela autora

A quantidade de aldeido em mmol por grama de celulose foi determinado usando a

seguinte equacao:

mmol de CHO _ ([I0;]; — [I0;]) x2

= 4.1
g de celulose my ’ “.D

onde [I047]; e [IO4 7] s@o as concentragdes inicial e final de periodato € m; € a massa seca da
amostra. O GOx em porcentagem foi obtido a partir da relag@o descrita por (94) e considerando

o valor tedrico de 12,5 mmol de CHO por grama de celulose completamente convertida em DAC.
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4.4.2 Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Amostras liofilizadas foram avaliadas por FTIR para comprovar que houve modifica-
¢do quimica na CB. Foi usado um espectrometro Spectrum Two (Perkin Elmer, Waltham, EUA)
equipado com acessério de reflexdo total atenuada (ATR). A resolugio espectral foi de 4 cm™! e

~! em modo transmitancia. A

varreduras foram coletadas na faixa espectral de 4000 a 600 cm
analise foi feita no Laboratério de Tecnologia da Biomassa, Embrapa Agroindustria Tropical,

Fortaleza/CE.
4.4.3 Anadlise termogravimétrica (TGA)

Andlise termogravimétrica (TGA) fornece informagdes sobre a estabilidade térmica
do material e pureza do material. Para essa andlise as amostras foram liofilizadas e moidas.
Cada amostra, de aproximadamente 6 mg, foi colocada em um cadinho de ceramica e medida
em um analisador térmico simultaneo (STA) (STA 6000, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA),
varrendo de 50 a 700 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C-min—!, sob atmosfera de ar
sintético a 40 mL-min~!. As curvas de TGA foram processadas no software OriginPro 8.5
(OriginLab Corp.). A temperatura de onset € obtido a partir do cruzamento das linhas tangentes
a temperatura inicial e a inflexdo da curva. A temperatura de méxima degradacdo é determinada
a partir da derivada da massa do TGA. A anélise foi feita no Laboratério de Tecnologia da

Biomassa, Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza/CE.
4.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite visualizar a microestrutura
e superficie do material. A membrana de CBOx foi liofilizada e imersa em nitrogénio liquido
para fraturar. As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro em equipamento
Emitech, modelo K550 (Quorum Technologies Ltd, Kent, U.K.) e micrografias foram obtidas no
Microscépio Eletronico de Varredura FEI Quanta-450 FEG (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
U.S.A.) operando a 15 kV. As imagens foram obtidas na Central Analitica da Universidade
Federal do Ceard. O diametro das fibras foi calculado a partir de no minimo 100 leituras no

software de processamento de imagens ImageJ 1.52V (USA).
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4.4.5 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) foi feita no espectrometro
PHI Versaprobe II Scanning XPS Microprobe (Physical Electronics; USA) usando anodo padrio
de aluminio Al Ka (100 um, 100 W, 20 kV, 1486,6 eV) e neutralizacdo de carga. Os espectros
foram analisados usando o programa PHI SmartSoft e processados com MultiPak 9.3. Os
espectros do carbono foram referenciados para Cls no sinal de 284,8 eV e as curvas foram
deconvoluidas pelo método dos minimos quadrados, empregando funcdo Gaussiana-Lorentziana.
A contribuicao de cada estado quimico para a composi¢ao do espectro do carbono foi usada
para determinar a relagdo entre a quantidade de carbono pertencente a estrutura da celulose e
quantidade de carbono pertencente a grupos oxidados por periodato. Esses valores foram obtidos

usando a Equacdo (4.2), que € o inverso da equagao descrita por Luz ef al. (112):

C3+C4
c2

4.2)

onde C2 = drea sob o segundo pico da deconvoluc¢do do espectro Cls; C3 = 4rea sob o terceiro
pico da deconvolucdo do espectro; C4 = drea sob o quarto pico da deconvolugdo do espectro.
Os espectros de XPS foram obtidos no Departamento de Quimica Inorgénica, Cristalografia e

Mineralogia da Universidade de Mdlaga, Malaga/Espanha.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 10 mostra fotografias das membranas timidas de CB e CBOx. A membrana
central da imagem (c) € a membrana de CB antes da modificacdo quimica. Essas membranas
tém um didmetro de 7,9 cm, resultado do frasco de didmetro de 86 mm onde foi produzida.
As membranas oxidadas encolheram durante a oxidagdo. CBOx-30-Conv-0,75%, CBOx-30-
Conv-1%, CBOx-30-MO-0,75% e CBOx-30-MO-1% possuem diametros médios de 7,1, 6,3,
7,1, e 5,9 cm. Isso equivale a 19,2%, 36,4%, 19,2% e 44,2% de perda de area de superficie em
relacdo a membrana original, como pode ser visto na Figura 10(a),(b),(d) e (e), respectivamente.
Tais mudangas macroscdpicas na membrana estdo associadas a dois fatores: o encurtamento
de fibrilas devido a hidrélise de ligagdes glicosidicas e a agregacgdo de fibrilas que vem com a

formacdo de hemiacetais entre fibrilas diferentes.

Figura 10 — Fotografias das membranas de CB ndo modificada (c), (a) CBOx-30-Conv-
0,75%, (b) CBOx-30-Conv-1%, (d) CBOx-30-M0O-0,75%, e () CBOx-30-MO-1%
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L

(e)

-44.2%

10 10

Fonte: Elaborado pela autora
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5.1 Efeito do tempo, da concentracio de agente oxidante e da propagacao de calor no

GOx

O grau de oxidagdo refere-se a porcentagem de celulose que sofreu conversao,
formando DAC. A Tabela 4 apresenta os resultados do GOx para todos os experimentos. As
varidveis estudadas foram o tempo de oxidacao, o método de propagacgao de calor e a concentracao
de periodato. A temperatura da reagdo foi fixada em 90 °C. Temperaturas elevadas podem causar
a decomposi¢do do periodato em radicais livres e afetar a oxidagdo da celulose. Um estudo
realizado por Sirvio et al. demonstrou que esse processo ocorre apds duas horas de reacao (101).
Assim, os experimentos de 30 a 60 min ndo estio suscetiveis a decomposi¢do de periodato. Um
experimento inicial confirmou essa hip6tese demonstrando ndo haver mudancas relevantes na

absorbancia de solucao de periodato aquecido a 90 °C de 15 a 60 min.

Tabela 4 — Graus de oxidacdo obtidos em triplicata para as membranas de CBOx

Amostra GOx (mmol/g de cellulose) GOx (%)
CBOx-30-Conv-0,75% 2,25 19,2
CBOx-60-Conv-0,75% 8,13 64,9
CBOx-30-Conv-1% 4,41 36,0
CBOx-60-Conv-1% 10,02 79,6
CBOx-30-MO-0,75% 3,13 26,0
CBOx-30-MO-1% 9,26 73,6

Fonte: Elaborada pela autora

De maneira geral, o uso de micro-ondas como fonte de energia da reacdo gerou
produtos mais oxidados sob as mesmas condicdes de tempo, temperatura e concentracao de
reagentes, quando comparado ao método convencional. CBOx-30-Conv-0,75% teve o menor grau
de oxidacao de todos os experimentos (19,2%). CBOx-30-MO-0,75%, em relagdo ao anterior,
teve um GOx 35% maior (GOx=26,0%). Da mesma maneira, comparando os experimentos feitos
com 1% periodato e 30 minutos de reacdo, o GOx de CBOx-30-MO-1% dobrou em relacdo
ao CBOx-30-Conv-1%. Para o método convencional superar a oxida¢do no micro-ondas foi
necessdrio dobrar o tempo de reacdo, como pode ser visto entre CBOx-60-Conv-1% e CBOx-30-
MO-1%. Assim, comprovou-se que o micro-ondas permite obter um produto mais oxidado do
que os métodos convencionais cuja propagacio de calor se dd por conducdo e convecgao.

Aquecimento dielétrico ocorre pela transferéncia direta de energia cinética a molé-

culas polares quando elas procuram se alinhar a um campo eletromagnético oscilatorio. Essa
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transferéncia leva 1 ns (115) e a taxa de aquecimento pode ser controlado pelo equipamento.
Assim, o sistema atinge a temperatura desejada em alguns segundos e de maneira uniforme.

E bem conhecido que a concentracio de periodato de sédio disponivel e o tempo
de reacdo influenciam positivamente na oxidacao da celulose (100). Esse comportamento foi
comprovado pelos experimentos realizados neste trabalho. Com o uso de irradiacdo de micro-
ondas o GOx obtido com 1% de periodato é quase o triplo do obtido com 0,75% nos primeiros
trinta minutos de rea¢do. Por aquecimento convencional, no primeiro intervalo de tempo (30 min)
a taxa de conversao CBOx-30-Conv-1% ¢ 1,87 vezes maior que o valor para CBOx-30-Conv-
0,75%. Isso demonstra que o aumento da concentracdo de reagente leva a uma maior velocidade
de oxida¢do durante o inicio da reacdo. J4 nos 30 min seguintes de reacio, o GOx do experimento
CBOx-60-Conv-1% € somente 1,22 vezes maior que o do CBOx-60-Conv-0,75%.

Além disso, pode-se comparar as fracdes de celulose convertidas em CBOx apds
esses dois intervalos de tempo para explorar a efici€ncia da reagdo. A razdo entre CBOx-60-
Conv-0,75% e CBOx-30-Conv-0,75% € 3,4 enquanto que a razdo entre CBOx-60-Conv-1% e
CBOx-30-Conv-1% € 2,2. Esses valores sugerem que a eficiéncia da reacdo quimica com 1% de
agente oxidante € menor que a de 0,75% no segundo intervalo de tempo. Logo, a velocidade
de oxidacdo usando 1% de periodato é maior que sua contraparte no inicio da reacdo, mas a
perda de eficiéncia com o tempo ocorre de maneira mais intensa. Tal comportamento pode ser
interpretado de acordo com a cinética de reacdo descrita por Calvini ef al. (103) e explicada
na secao 3.4. A concentragdo inicial de periodato influencia a taxa de conversdo nas etapas
de oxidagdo iniciais que se referem a oxidacdo da superficie da membrana. Porém, a préxima
etapa, que corresponde a oxidagdo do core, € limitada pela dificuldade de acesso ao material.
Nesse caso, o reagente deve permear no material, de modo que a reac¢do satura com menores
concentracdes de agente oxidante do que observado na etapa de oxidagdo da superficie. Assim,
pode-se concluir que ndo € necessario aumentar a concentracdo de reagente para atingir altos
niveis de oxidacao.

Tal resultado ndo € congruente ao reportado por Varma e Kulkarni (100). Neste
trabalho os autores determinaram que em temperaturas acima de 35 °C a taxa de conversdo para
DAC ¢ proporcional a concentracgio de periodato de sédio durante todo o processo de oxidagao
sem perda significativa de eficiéncia. Porém, nesse experimento usou-se celulose vegetal em
polpa e diluida e a reacdo sob agitacdo, fatores que favorecem o contato do agente oxidante com

o material.
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5.2 Comprovacao da modificacio quimica por FTIR

A espectroscopia no infravermelho se baseia na intera¢io da radiac¢do infravermelho
com a matéria. Uma molécula absorve radiacdo quando a energia da radiacdo tem a mesma
frequéncia que a vibracdo da ligacdo da molécula. A absorcdo e transmitancia da energia gera
um sinal que € caracteristico da molécula e suas ligacdes.

Através dos espectros de FTIR pode-se confirmar a modificagdo quimica da CBOx. A
Figura 11 apresenta os espectros da (a) CB sem modificagdo quimica, (b) CBOx-30-Conv-075%
e (c) CBOx-30-MO-0,75%, e a Figura 12 apresenta os espectros da (a) CB sem modificacao
quimica, (b) CBOx-30-Conv-1% e (c) CBOx-30-MO-1%. Destacam-se em ambas as figuras
as bandas vibracionais 3400 cm !, 2895 cm™!, 1740 cm~! e 880 cm~!. O padrao de bandas
vibracionais da DAC € bem conhecido e tem sido amplamente estudado desde 1960 (5). As
diversas formas que os aldeidos podem tomar impossibilitam a quantificacdo a partir do espectro
de FTIR, logo essa anélise s6 permite determinar a presenca de certas caracteristicas estruturais
e uma andlise qualitativa do padrdo de bandas.

Figura 11 — Espectros de FTIR das membranas (a) CB, (b) CBOx-30-Conv-0,75% e
(c) CBOx-30-MO-0,75%.
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O aparecimento do estiramento em 1740 cm~ ! nos espectros (b) e (c) de ambas as
figuras corresponde a vibracdo da carbonila (C=0) de aldeidos alifaticos que foi inserido na
estrutura da celulose. A intensidade dessa banda aumentou de acordo com o aumento do grau
de oxidagdo atribuida a amostra, como pode ser verificado, especialmente, na Figura 12 (b) e
(c). Uma banda caracteristica da presenca de aldeidos € um leve dubleto na regidao de 2695 a
2800 cm™! representando a ligagio C—H. Porém, essa banda nio é tipicamente verificada nos
espectros de celulose oxidada. Como descrito na se¢do 3.4, aldeidos livres tendem a se estabilizar
na forma de hemiacetal ou aldeido hidratado, explicando a falta do dubleto. A presenca da banda
vibracional em 880 cm ™! é devido a formacao de hemiacetal (C—O—C) na estrutura da CBOx e
ela sofre um visivel aumento relativo de acordo com o aumento do GOx, assim como a banda
vibracional da carbonila. Verifica-se também a perda de intensidade da banda vibracional do
hidréxido em 3400 cm~! devido 2 diminui¢io da quantidade de grupos hidroxilas na estrutura
do material com a oxidagdo.

Figura 12 — Espectros de FTIR das membranas (a) CB, (b) CBOx-30-Conv-1% e (c)
CBOx-30-MO-1%.

vO-H 5C-H 5C=0
(a) 3400 2895 1740 880

transmitancia (%)

1 I 1 | 1 I 1 I 1 I 1 I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm’)

Fonte: Elaborado pela autora



46
5.3 Avaliacdo das caracteristicas térmicas

Andlise termogravimétrica fornece varias informacgdes sobre a estrutura da celulose
e sua pureza que determinam a estabilidade térmica do material (46). Os dados obtidos pelo
TGA dependem de varios fatores, como as caracteristicas fisicas da amostra, sua massa e a taxa
de aquecimento do equipamento. Esses parametros foram mantidos para comparar os perfis das
amostras.

A Figura 13 mostra as curvas termogravimétricas da CB, CBOx por micro-ondas
e a metodologia convencional, por 1% e 0,75% periodato. A curva de degradacio para a CB
estd de acordo com o que € visto na literatura (108). Ela possui trés eventos de perda de massa
distintos. O primeiro evento ocorre até 150 °C e representa a evaporagdo de qualquer dgua
residual no material ou no cadinho. O segundo evento representa a degradacdo do material
celulésico e corresponde a maior perda de massa percentual. Esse evento se passa entre 150 e
350 °C. Nessa faixa de temperatura tem-se a perda de estrutura seguida da decomposi¢ao das
nanofibrilas em moléculas menores. Finalmente, o terceiro evento ocorre a partir de 350 °C e se

refere a degradacdo completa dos residuos e sua carbonizacao.

Figura 13 — Andlise termogravimétrica das membranas de CB e CBOx
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A temperatura de onset (Tonset) € a temperatura a partir da qual se desencadeia
a degradacdo do material (46). Elas foram obtidas utilizando o software Origin85 e estio
apresentadas na Tabela 5. A Tyt da CB sem modificacdes quimicas foi 315 °C. Nessa
temperatura o material € esterilizavel por calor imido, considerando uma autoclavagem a
121 °C. A Topset de todas as amostras de celulose oxidada sofreram uma reducio de pelo menos
32 °C. Apesar disso, as CBOx continuam apresentando estabilidade que permite que elas sejam
esterilizadas por calor imido ou passem por uma gama de futuras funcionaliza¢des quimicas e

bioldgicas como os exemplos descritos na se¢io 3.3.4.

Tabela 5 — Temperaturas de onset de degradacdo térmica e temperatura de maxima degradacao
da CB e CBOx

AmOStra TOI’lS@t (OC) Tmax (OC)
CB 315 336
CBOx-30-Conv-0,75% 276 323
CBOx-30-Conv-1% 274 330
CBOx-30-MO-0,75% 283 329
CBOx-30-MO-1% 273 331

Fonte: Elaborada pela autora

A reducdo do valor da Typse das CBOx em relagao ao valor referente a CB € con-
gruente ao que se conhece sobre as mudangas estruturais sofrida pela CB oxidada por periodato
de sédio. Quando se compara os valores entre si pode-se obter informagdes interessantes.
Comparando CBOX-30-Conv-0,75% com CBOX-30-Conv-1% ou CBOX-30-MO-0,75% com
CBOX-30-MO-1% percebe-se a redugdo da Topger com 0 aumento do GOx. Porém, quando se
compara CBOX-30-Conv-0,75% com CBOX-30-MO-0,75% percebe-se que o experimento feito
em micro-ondas tem uma Tgpge Significativamente maior do que a Topger da CBOX produzida
pelo método convencional. Ademais, CBOX-30-MO-1% possui GOx 37 pontos percentuais
mais alto que CBOX-30-Conv-1%, porém as devidas Topget 30 bastante proximas e suas curvas
de degradacgdo sdo bastante similares. Ou seja, o grau de oxidagdo da amostra ndo aparenta estar
relacionado as caracteristicas térmicas do material.

A mudanca do Tgpget €std associada a redugdo do grau de polimerizacdo por hidrolise
acida (133) e reducdo da cristalinidade (108) que ocorrem durante o processo de oxidacdo. Isso
sugere que, apesar do micro-ondas gerar maiores graus de oxidac¢do que o método convencional
para o mesmo conjunto de condi¢des, nao houve modificagdo da estrutura cristalina na mesma

taxa. Para comprovar essa hipdtese serd necessario estudar a cristalinidade do material por difra-
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¢do de raio-X em um futuro trabalho. Nesse caso, oxidacdo com micro-ondas teria concentrado
a oxidacdo nas camadas externas da membrana e mantida a cristalinidade nas camadas internas.
Esse resultado também sugere que nao houve tanta hidrélise dcida da fibras devido ao tempo de
reacdo curto e igual para todos.

A Figura 14 apresenta o grafico das derivadas da massa do TGA (dTG) para as
membranas de CB e CBOx (CB-30-Conv-1% e CB-30-MO-1%). As trés etapas dos TGAs sao
aqui visualizadas como trés picos que indicam a temperatura na qual ocorreu a maior perda de
massa para aquele evento térmico. O primeiro evento €, como foi explanado acima, a perda de
massa referente a evaporacao de dgua residual. Para todas as amostras esse pico € suave, mas
ele é mais intenso para as CBOx do que para a CB. Isso indica que as CBOX tinha um maior

teor de dgua residual na sua estrutura, devido em parte a presenca de aldeidos hidratados na sua

estrutura.

Figura 14 — Curva da derivada da massa obtida a partir da analise termogravimétrica
das membranas de CB e CBOx
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O segundo evento corresponde a maior perda de massa e ao pico de maior intensidade

para todas as curvas na figura. As temperaturas de degradacdo méxima (Tp,,x) foram obtidas a
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partir desses picos (109) e estdo apresentadas na Tabela 5. A diferenca entre a Ty, da CB para
as das CBOx €, em média, 7,75 °C. Isso significa que, apesar do inicio da degradacao das CBOx
se da entre 32 e 42 graus antes da CB, as temperaturas nas quais o material oxidado sofre maior

parte da perda de massa € mais proximo a CB sem modificacdes quimicas.

5.4 Morfologia do material oxidado

Microscopia eletronica de varredura permite visualizar a morfologia das membranas.
As micrografias das superficies das membranas podem ser observadas nas Figuras 15(a), 16(a)
e 17(a). As distribui¢des dos diametros das fibrilas estdo apresentadas na forma de histograma
nas Figuras 15(b), 16(b) e 17(b).

As imagens obtidas da CB mostram uma nano-estrutura 3D formada pela rede
continua de nanofibrilas uniformes e entrelacadas com didmetro médio de 48+15 nm. A
estrutura observada € caracteristica da superficie das membranas de celulose bacteriana purificada
e concorda com as micrografias obtidas por Vasconcelos et al. (2020), Li et al. (2009) e Shao et
al. (2017). A orientagdo aleatoria das fibrilas € devida ao movimento esporddico das bactérias no
meio de fermentacdo e é responsdvel por formar a estrutura de rede (16).

Figura 15 — (a) Micrografia da superficie da membrana de CB e (b) histograma de distribui¢do
de diametro de fibra
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Foram escolhidas as micrografias de CBOx oxidada a 1% de periodato pois elas
melhor evidenciam as mudancas morfoldgicas causadas pela oxidag¢do. As fibras oxidadas t€ém
maior didmetro médio que as fibras de CB. CBOx-30-Conv-1% sofreu menos mudanga na
morfologia da fibra que CBOx-30-MO-1%, atributo ligado a menor taxa de oxidacao.

Ap6s a oxidacdo por periodato a rede de fibrilas foi mantida, mas hd uma perda na
estrutura. O encurtamento de fibras € resultado de hidrdlise das ligagdes glicosidicas entre os
monomeros que compdem a celulose e a Figura 16 permite visualizar o encurtamento nitidamente,
destacado em branco. Isso € um dos fatores responsaveis pelo encolhimento macroscépico da
membrana que foi descrita no inicio desse capitulo e visto na Figura 10.

Figura 16 — (a) Micrografia da superficie da membrana de CBOx-30-Conv-1% e (b) histograma
de distribuicao de diametro de fibra
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Fonte: Elaborado pela autora

Agregacdo de fibrila € o outro fator responsavel pelo encolhimento da membrana e
pode ser visto tanto na Figura 16 (destaque em preto) quanto na Figura 17. CBOx-30-MO-1%
mostrou maior agregacao de fibras, mas, notavelmente, menos perda de extensao das fibras do
que a membrana oxidada pelo método convencional. Isso sugere que a oxidagdo ocorreu de
maneira mais homogénea no micro-ondas que no método por aquecimento convectivo.

As mudancgas morfoldgicas da CB sdo devidas ndo sé a acdo do agente oxidante, mas
também ao pH baixo do meio reacional e temperatura que causam a hidrélise das fibrilas. Ja que

o micro-ondas possibilita atingir um certo grau de oxidagdo em menor tempo que os métodos
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convencionais, o material obtido também sofrerd menos desgaste devido a queda do tempo que
ele fica sob condicdes severas. Quando se deseja obter niveis altos de oxidagdo, onde a prépria
modificacdo quimica fragiliza a estrutura da CB, a possibilidade de minimizar desgaste adicional

¢ um diferencial.

Figura 17 — (a) Micrografia da superficie da membrana de CBOx-30-MO-1% e (b) histograma
de distribuicao de diametro de fibra
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Fonte: Elaborado pela autora

5.5 Avaliacao da composicao quimica por XPS

XPS permite investigar a composi¢ao quimica da superficie da membrana de CB por
meio das concentragdes atdmicas relativas e o estado eletronico dos carbonos da superficie da
amostra. As informagdes obtidas por XPS estdo organizadas nas Tabelas 6 e 7 e e nos graficos
expostos na Figura 18.

A Tabela 6 mostra a composicao elementar das amostras em porcentagem, especifi-
camente as quantidades de carbono, oxigénio e nitrogénio que compdem a amostra. Nitrogénio
s6 estava presente em duas amostras e indica residuo proteico no local onde foi feito a leitura.
Tabela 7 mostra as concentragdes relativas entre oxigénio e carbono (O/C) na superficie das
amostras e resume a contribuicao dos estados quimicos do carbono no espectro deconvoluido

Cls. Esses valores foram obtidos usando a Equagao (4.2) e serdo explorados adiante.
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Tabela 6 —Composicao quimica das amostras de CB e CBOx. A composi¢ao estd em porcentagem
do total

Amostra C N O Na

CB 60,16 4,93 34,45 0,46
CBOx-30-Conv-0,75% 56,06 - 43 .95 -
CBOx-30-MO-0,75% 60,08 — 39,92 —
CBOx-30-MO-1% 61,17 2,52 36,31 -

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 7 —Razdo atomica de carbono e oxigénio e contribuicdo dos estados quimicos do carbono
na deconvolucdo dos espectros Cls obtido por XPS

Amostra o/C (C3+C4)/C2
CB 0,57 0,39
CBOx-30-Conv-0,75% 0,73 0,44
CBOx-30-MO-0,75% 0,66 0,54
CBOx-30-MO-1% 0,59 0,80

Fonte: Elaborada pela autora

De acordo com Topalovic et al. (135), a razdo O/C tedrica para celulose pura é 0,83.
Assim, o experimental obtido para a CB, 0,57, foi significativamente menor do que o tedrico.
Topalovic et al., usando fibras de celulose de algodado, obtiveram valores de O/C variando entre
0,32 e 0,76 e influenciados positivamente pela robustez dos métodos de purificagdo. Outros
autores reportaram tendéncias similares e determinaram a dificuldade de se obter razdes O/C
proximas do tedrico (111, 136, 137). De maneira geral, o valor O/C experimental se afasta
do valor tedrico devido a presenca de contaminantes como outros polimeros, hidrocarbonetos
ou proteinas. Como pode ser verificado na Tabela 6 a presenca de 4,93% de nitrogénio e
aproximadamente 0,50% de s6dio na composi¢ao atdmica da membrana de CB indica que o
material estava contaminado com residuos de proteinas ou meio de fermentagao.

As razdes O/C das amostras oxidadas sdo todas superiores a da CB, mas percebe-se
uma diminui¢cdo do valor com o aumento do grau de oxidacdo. Dado que todas as amostras
foram produzidas a partir do mesmo lote de CB purificada, o aumento da razdo O/C em relagdo
a CB nao oxidada é devido ao tratamento quimico e as vérias lavagens em agua destilada pelos
quais passam as membranas. Esse tratamento permite finalizar a retirada de contaminantes
proteicos que restaram ap0s a purificagdo. Topalovic et al. (135) estabeleceram que o método de

purificacdo influencia o valor da razdo atdmica e Li et al. (111) reportaram valores semelhantes
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aos apresentados aqui devido a modificagao quimica por periodato de sédio - 0,6 para a CB e
0,73 para sua amostra oxidada.

Na produgdo de DAC ndo ocorre a inser¢do de dtomos de oxigénio, somente a
mudancga das ligacdes e estados de valéncia dos dtomos. Assim, ndo se espera mudanga na
razdo O/C entre amostras oxidadas em diferentes condicdes. Porém, a queda do valor de acordo
com o aumento do grau de oxidacdo € evidente. Possivelmente, esse comportamento é devido a
degradacdo do material. A producdo de DAC requer a quebra do anel de glicopiranose e ocorre
em meio 4cido, dois fatores que promovem a hidrélise das fibrilas. O encurtamento das fibras
de CB pode também levar a perda de atomos de oxigénio (112). Essa hipétese condiz com as
micrografias apresentadas nas Figuras 16 e 17 que mostram um encurtamento significativo das
fibras da superficie do material oxidado. Li ef al. (111) reportaram a queda da razao O/C em
membranas que foram degradadas em tampdes fisiol6gicos, sugerindo que tal comportamento €
diretamente ligado a degradacao fisica da superficie do material.

A deconvolugdo do espectro Cls, o espectro de energia de ligacdo dos carbonos, de
cada amostra permite um estudo mais detalhado dos estados quimicos do carbono que compdem
as superficies das membranas. Os espectros foram deconvoluidos em trés ou quatro contribuicdes,
nomeadas C1, C2, C3 e C4. A primeira contribuicdo (C1) ocorre em 284,8 eV e representa
carbonos possuindo ligagcdes carbono-carbono (C—C) ou carbono-hidrogénio (C—H). Esse pico
representa os carbonos envolvidos na construc¢ao das glicopiranoses que compdem a celulose,
incluindo a ligacdo entre os carbonos 2 e 3 que é quebrada durante a oxidacdo, mas também
inclui o carbono adventicio. O carbono adventicio refere-se a contaminag¢do acidental que ocorre
quando um material tem contato com o ar. Ele se apresenta como uma fina camada de material
carboniceo composto de hidrocarbonetos simples ou originado da interacdo de CO, com o
material (138). Desta maneira, C1 € usado como referéncia de energia de ligacdo na qual se
baseia a deconvolucao dos outros picos mas, devido a natureza do carbono adventicio, ndo deve
ser considerado para tirar conclusdes.

Para os fins desse trabalho, as proximas contribuicdes do Cls sdo explicadas con-
forme a relacdo do carbono com oxigénio. A segunda contribui¢do (C2) ocorre em 286,4 eV e
representa os carbonos possuindo uma liga¢do covalente com oxigénio (C—O). Nessa contri-
buicdo encontra-se a estrutura natural da celulose, pois cinco dos seis carbonos que compde a
glicopiranose estao ligados a um dnico dtomo de oxigénio. A terceira (C3) e quarta (C4) contri-

bui¢des encontram-se em energias de ligacdes mais altas — 287,8 eV e 289,0 eV — e incorporam
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os carbonos que possuem, respectivamente, duas (C=0 e O—C—O) ou trés (O—C=0) ligacdes
covalentes com oxigénio. Dado a natureza da reacdo de oxidacdo com periodato, espera-se
encontrar uma queda na contribuicdo do C2 e um aumento na contribui¢do do C3, representando

a mudanca do carbono a um estado de oxidacdo maior.

Figura 18 — Deconvolucao dos espectros Cls para as membranas (a) CB sem modificacdo
quimica, (b) CBOx-30-Conv-0,75%, (c) CBOx-30-MO-0,75% e (d) CBOx-30-MO-1%. Em
cada figura, C1 representa a contribuicio das ligacdes C—C e C—H, C2 representa a contribui¢dao
de C—0, C3 representa C=0 e O—C—0 e C4, O-C=0.

T T Cj T T T
286,4 6V ' c2’ i ' '
s00F (3) 47,79% . B0 (p) 2864 eV N

49,36%

4000 - -
3000 - c1 -
2848 eV
33,64% 3500 |- o

T

2500
3000

2 2000 C3 1 & 2500 Ca .
2878 eV ° 287.8eV
18,57% 215%
1500 - _ 2000 C1 =
2848 eV

1500 14,41%

T

1000
1000 -

500 |-
500 -

1 1 1 1 1 1 1
0 292 290 288 286 284 282 0 292 290 288 286 284 282
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)
as00 T T 02 T T T T i 3500 T T Cé T T T
286,4 eV 286,4 eV
(c) 48,77% (d) 42,02%

3000 3000

25001 — 2500 -

c3 C1
20001 C1 i 287,86V 2848 eV
C3 2848 ey 20001 26,32% 2436%
& 2878 eV 24,96% »
© 1500[- 23,22% 1 3

1500 -

Cc4
289 eV

1000 |
3,06% \ 1 1000|-

500 -

500 |-

1 1 1 1 | 1 0 1 | | I 1 1
292 290 288 286 284 282 292 290 288 286 284 282
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Fonte: Elaborado pela autora

As deconvolugdes podem ser verificadas nas figuras 18(a — d) juntamente com os
devidos valores de drea da curva para cada contribuicdo. Percebe-se que, entre o espectro da

CB, Figura 18(a), e os espectros das CBOx, ha uma queda significativa da intensidade do pico
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Cl. E possivel que essa queda esteja diretamente associada a quebra dos anéis de glicopiranose
e ao encurtamento das fibrilas devido a degradag¢do. Porém, deve-se lembrar que o pico C1 é
influenciado pela presenca de carbono adventicio e os valores atribuidos a esse pico ndo sdo
perfeitamente confidveis.

Vé-se uma modificacdo stbita na intensidade do pico C2 nos espectros de CBOx-30-
Conv-0,75% e CBOx-30-MO-0,75% e uma redu¢ao mais acentuada na amostra mais oxidada,
CBOx-30-MO-1%. Percebe-se um aumento consideravel da contribuicdo de C3 em todas as
amostras oxidadas que € atribuida a formacao do aldeido (C=0O) e da estrutura secunddria
hemiacetal (O—C—O). O pico C4 nao esta presente no espectro da CB mas estd presente em
todas as trés amostras oxidadas, e pode ser um indicativo de que houve uma segunda oxidacdo na
qual aldeidos foram oxidados a grupos carboxilicos (O—C=0). Essa estrutura nao foi determinada
no FTIR pois sua concentragdo relativa € baixa e as ligagcdes caracteristicas de dcido carboxilicos
— hidréxido (banda em 3000 cm™!) e carbonila (banda em 1760 cm™!) — sdo mascarados pelas
bandas dos dlcoois e aldeidos nas mesmas regides. A presenga de dcidos carboxilicos apds pouco
tempo de reacdo nao € comum e provavelmente € resultado da alta temperatura (94).

As devidas areas relativas de cada pico foram aplicadas na Equacgao (4.2) e os valores
obtidos estdo descritos na Tabela 7. Esses valores descrevem a razao entre o C2 e os picos C3 e
C4. A tabela evidencia o aumento dessa razao, o que significa que os carbonos em maior estado
de oxidacgdo, que representam os produtos oxidados desejados, ganham importancia em relagao
ao carbono tipico da glicose. O aumento progressivo desses valores refletem o aumento dos GOx

nas dadas condi¢des e confirmam mais uma vez a modificacdo quimica.
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6 CONCLUSOES

Esse trabalho descreveu uma metodologia para oxidacdo de membrana de celulose
bacteriana com periodato de sédio assistida por micro-ondas e caracterizou o material funci-
onalizado por métodos quimicos e fisicos. O material oxidado em micro-ondas foi discutido
frente a CB oxidada com aquecimento convectivo para determinar se o micro-ondas pode ser
implementado como uma alternativa aos métodos convencionais.

Dado um intervalo de tempo fixo, o uso do micro-ondas permitiu converter a CB em
DAC em taxas maiores que o método convencional sob as mesmas condi¢des de temperatura e
concentragdo de reagente. No intervalo de 30 minutos, temperatura de 90 °C e uma concentragao
inicial de 1% de periodato o micro-ondas gerou um material 73,6% oxidado enquanto o aqueci-
mento convencional levou a uma oxidagdo de somente 36,0%. Também foi possivel concluir
que, devido a razao 4rea-volume muito pequena da membrana de celulose, a concentragdo inicial
de periodato teve menor influéncia sobre o grau de oxidag¢do a medida que se aumenta o tempo
disponivel. Assim, € possivel determinar o melhor investimento de reagentes e tempo para fins
de obter um resultado desejado.

FTIR e XPS comprovaram a inser¢do de aldeidos na estrutura da celulose e XPS
mostrou uma segunda oxidag¢ado resultando na formacao de 4cidos carboxilicos devido ao uso de
temperaturas altas. A morfologia das CBOx indicou que o método por micro-ondas causa menor
dano a microestrutura que os métodos convencionais, comportamento especialmente valioso
quando se busca niveis de oxidagdo altos. A avaliacdo da estabilidade térmica também indica

que os efeitos do micro-ondas na morfologia sdo refletidas sobre a cristalinidade do material.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Um complemento importante € a confirmacao direta dos efeitos na cristalografia
por meio de difragdo de raio-X. A diversidade de aplicagdes da CB € devida as particularidades
da sua estrutura, logo um método que minimize a perda dessas caracteristicas pode ser uma
importante ferramenta.

Outros ensaios interessantes para complementar o conhecimento sobre o método
sdo os de entumescimento e degradabilidade no tempo. Sabe-se que a degradabilidade é funcao
do teor de oxidacdo, entdo serd interessante obter um conhecimento mais completo quanto
a forma que os pardmetros do processo e suas variacdes podem ser usados para controlar a
degradabilidade do produto. Também serd interessante determinar como o grau de oxidacgdo se
comporta em relagdo ao tempo com o uso do micro-ondas. Esses ensaios todos vao permitir um
controle mais fino do processo de oxidagao e das caracteristicas dadas ao material.

Tendo agora uma boa compreensdo sobre como o micro-ondas pode ser usado para
otimizar a produgdo de 2,3-dialdeido celulose, esse método pode ser aplicado no desenvolvimento
de materiais a base de celulose oxidada. Como continuagao direta desse trabalho, CB oxidada
com micro-ondas serd usada na produ¢do de um scaffold biodegradéavel para regeneracao de

tecido 4sseo dentario funcionalizado com alendronato de sddio.
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