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GIRALDO, Gina Alejandra Gil. Funcionalizacdo com coladgeno hidrolisado de
nanocelulose de celulose bacteriana. 2016. 100 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A nanocelulose vém se destacando devido a suas propriedades fisico-quimicas
Unicas, elevada pureza, alto indice de cristalinidade, biodegradabilidade e beneficios
ambientais causados pelo seu uso, hoje é profundamente estudada com intuito de
desvendar suas potencialidades. Processos como funcionalizacdo de superficies
utilizando polimeros tém despertado grande atencéo, devido a sua vasta gama de
aplicacdes tecnoldgicas, além disso, sua versatilidade pode ser muito incrementada
pela otimizacdo de suas propriedades através deste processo. Diante disso, a
nanocelulose foi produzida e funcionalizada com colageno hidrolisado (NCW-Co) a
partir de celulose bacteriana. Para obtencédo de fibras de celulose em nanoescala, o
método utilizado foi hidrolise com acido sulfdrico (H2S04), ja que as regibes amorfas
das fibras celulésicas sdo soluveis em acidos, enquanto que as regides cristalinas
nao. A nanoclulose produzida (NCW) passou por reacdes de succiniliacdo (NCW-
sc), seguida de funcionalizagcdo (NCW-co). A través da técnica de FT-IR foi possivel
evidenciar a funcionalizacdo da nanocelulose. Outras técnicas também foram
utilizadas para caracterizacdo como microscopia Optica de luz polarizada (MOLP),
microscopia de forca atomica (MFA) e andlise termogravimétria (ATG/DTG). Foi
escolhida outra técnica, a microbalanca de cristal de quartzo (QCM), na identificacéo
da funcionalizagcdo, com esta técnica é possivel relacionar a variacdo de frequéncia
na oscilacdo no cristal de quartzo e a variagdo de massa na superficie do mesmo,
permitindo acompanhar continuamente a quantidade de massa depositada sobre o
cristal de quartzo. Quando estabelecidos os parametros de padronizacdo da técnica,
foi possivel comprovar a funcionalizacdo em tempo real. O QCM é, provavelmente, a
técnica mais utilizada na avaliacdo in-situ do processo de construcdo de filmes. As
alteracdes realizadas na estrutura da nanocelulose no processo de funcionlizagao,
proporcionando novas e melhores caracteristicas a serem aplicadas pela industria.

Palavras-chave: Succinilacdo. Funcionaliza¢éo. Colageno. Microbalanca.



GIRALDO, Gina Alejandra Gil. Functionalization with collagen hydrolyzate of
nanacelulose bacterial. 2016. 100 p. Dissertation (MSc in Biotechnology) — State
University of Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The nanocelulose have stood out due to their unique physicochemical properties,
high purity, high degree of crystallinity, biodegradability and environmental benefits
arising from its use today is deeply studied in order to unlock its potential. Processes
such as functionalization of surfaces using polymers have attracted great attention,
due to its wide range of possible technological applications, in addition, its versatility
can be much enhanced by optimization its properties through this process.
Therefore, the nanocelulose was produced and functionalized with collagen
hydrolyzate (NCW-Co) from bacterial cellulose. To obtain cellulose fibers at the
nanoscale, the method used was hydrolysis with sulfuric acid (H2SO4) as
amorphous regions of the cellulose fibers are soluble in acid, while the crystalline
regions does not. The produced nanocelulose (NCW) passed by reactions
succinylation (NCW-sc), followed by functionalization (NCW-co). Through FT-IR
technique it was possible to demonstrate the functionalization of nanocelulose. Other
techniques were also used to characterize as Polarized Light Microscopy Optics
(PLMO), Atomic Force Microscopy (AFM) and thermogravimetry (TGA / DTG). It was
chosen another technique, quartz crystal microbalance (QCM), for the identification
of functionalization, with this technique it is possible to relate the frequency change in
oscillation of the quartz crystal and the mass variation on the surface of it, allowing
continuously monitor the amount mass deposited on the quartz crystal. When
established the technical standardization of parameters, it was possible to prove the
functionalization in real time. The QCM is probably the most used technique in-situ
evaluation film-building process. Changes made in nanocelulose structure in
functionalization process optimize their properties by providing new and better
features to be applied by the industry.

Keywords: Succinylation. Functionalization. Collagen. Microbalance.
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1. INTRODUCAO

A celulose é a macromolécula biolégica mais abundante da terra,
profundamente estudada e usada pelo homem por milhares de anos, contudo, ainda
ha muito para se aprender a respeito deste polimero quanto a sua formacéo e

aplicagdes.

A Celulose Bacteriana (CB) é caracterizada pelo seu alto grau de pureza, o que
a diferencia da celulose vegetal, devido a auséncia da lignina, hemicelulose e pectina.
Sua estrutura contém ligagbes de hidrogénio entre os grupos hidroxila, podendo
ocorrer na mesma molécula (ligagdes intramoleculares), sendo responsaveis pela
rigidez das cadeias unitarias proporcionando estabilidade lateral, ou entre moléculas
adjacentes (ligacbes intermoleculares), que sao responsaveis pela formagao da
estrutura supramolecular (D’ALMEIDA, 1981; OKSMAN et al., 2006).

Esta CB apresenta fibras com regides altamente ordenadas, regides cristalinas,
entrecortadas por regides menos ordenadas, regides amorfas. Esse arranjo estrutural
confere propriedades fisicas unicas, como: forca de tensao, elasticidade, durabilidade,
além de elevada capacidade de absorcao e retencdo de agua, biodegradabilidade,
além de nao ser téxica, nem alergénica. Devido tais propriedades € considerada um
material biolégico com potencial de uso industrial, 0 que leva a muitas pesquisas
investigar o seu comportamento térmico, quimico e até mesmo mecéanico (DONINIL
et al., 2010; LESTARI et al., 2014).

Ha anos é utilizada em diversos campos industriais na sua forma cristalina
(MIMMS, 1993), como emulsificante em farmacos (CERQUEIRA et al. 2009), produtos
light (BARUFFALDI, 1998) e cosméticos (ISHIZU, 1991). E usada também na melhoria
da resisténcia mecanica de filmes polieletrdlitos de baixa espessura em baterias de
litio, e na medicina (HUBBE; ROJAS, 2008), para melhorar propriedades fisico-
mecanicas (IOELOVICH, 2010; HASSAN; HASSAN; OKSMAN, 2011), como reforgo
de materiais compdésitos, seja na forma cristalina ou amorfa (YANO; NAGAYTO, 2004;
WANG et al, 2006; GAGNON et al., 2010), e tem sido extensamente pesquisada como
fonte para geragao de etanol (OLSSON et al., 2006; ZHU et al., 2010).

Inimeras pesquisas tém sido realizadas com intuito de melhorar a producéo

biotecnoldgica de celulose, por meio de testes de estirpes selecionadas, diferentes
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modelos de fermentador, diferentes formulagdes de nutrientes e através da
modificagdo de Oz parciais e pressdes de CO2. Dentre as estirpes utilizadas esta
Gluconacetobacter xylinus, € o microrganismo modelo no estudo da producéo de CB
€ € a unica espécie conhecida capaz de produzir celulose em quantidades comerciais,
apresentando-a livre de componentes indesejaveis (RING; NASHED; DOW, 1986;
CALDEIRA, 2013).

A obtencao de nanocelulose e sua aplicagdo como reforgo de compdésitos e
nanocompositos biodegradaveis, tém despertado grande atengao nos ultimos anos,
devido as excelentes propriedades mecéanicas, melhores que a prépria CB,
combinadas com baixo peso, biodegradabilidade e pelos beneficios ambientais
causados pelo seu uso (SIRO; PLACKETT, 2010; EICHHORN et al., 2010;
MONDRAGON et al., 2015).

Esta nanocelulose é formada a partir da hidrolise acida da celulose. Neste
processo ocorre rompimento principalmente da regido amorfa com liberagdo da
porcao cristalina, resultando em bastdes de polimeros de celulose da ordem no
nanométrica. Estes sao altamente rigidos e cristalinos, propiedades de grande
interese para a industria (LIMA et al., 2015; MARTINEZ-SANZ; LOPEZ; LAGARON,
2011; PEREIRA et al., 2014).

Os grupos hidroxilas presentes na superficie dos nanocelulose séo locais para
introdugcdo de grupos funcionais, processo denominado "Funcionalizagdo da
Superficie". Entre as principais formas de celulose utilizadas para funcionalizagao e
formacao de filmes finos, estdo a celulose microcristalina (KONTTURI; TAMMELIN;
OSTERBERG, 2006; AULIN et al., 2009) e a nanocelulose (DONG; REVOL; GRAY,
1998; JEAN et al., 2008; JEAN et al., 2009). Esta interagdo que ocorre entre as
nanoparticulas com o exterior € mediada pelas caracteristicas quimicas da sua
superficie, podendo se obter nanocelulose funcionalizada com caracteristicas
quimicas pretendidas, tudo isto, devido a sua compatibilidade com os diferentes
grupos funcionais (DANIEL; ASTRUC, 2004; RIBEIRO-VIANA 2016). Processo que

nao tem sido muito estudado em biopolimeros de origem microbiana.

Estas interagbes podem ser identificadas por microgravimetria com
microbalanga de cristal de quartzo (QCM), equipamento que trabalha com a técnica
de piezoeletricidade, onde um cristal de quartzo vibra com uma determinada

frequéncia, em resposta a aplicacdo de um campo elétrico. Este permite acompanhar



20

continuamente a quantidade de massa depositada sobre o cristal em cada passo do
processo de funcionalizagdo, podendo relacionar a variagdo de frequéncia na
oscilacdo no cristal de quartzo e a variagdo de massa na superficie do mesmo.
(DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004; PESQUERO, 2010; PEDROSO et al., 2012;
SANTOS, 2012). Por esta razdo € que o QCM ¢é provavelmente, a técnica mais
utilizada na avaliagdo in-situ do processo de construgdo dos filmes (DECHER,;
SCHELENOFF, 2003).

Dentro deste contexto, a proposta desta dissertagcdo foi funcionalizar
nanocelulose com colageno (NCW-Co) e demonstrar sua funcionalizagdo em tempo
real, um evento bioldgico de interagcéo de proteina-ligantes em sinal elétrico por meio

da técnica de microbalanga de quartzo.
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2. OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Produzir e funcionalizar nanocelulose bacteriana com colageno

hidrolisado, monitorando o processo por QCM.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e caracterizar filmes de celulose bacteriana em
fermentacao estatica;

Produzir e caracterizar nanocelulose (NCW) a partir de membranas
de celulose bacteriana;

Produzir e caracterizar nanocelulose funcionalizada com acido
succinico (NCW-sc);

Produzir e caracterizar nanocelulose funcionalizada com colageno
hidrolisado (NCW-co);

Estabelecer metodologia para o monitoramento de processos por
microbalanga de quartzo (QCM);

Quantificar a funcionalizagdo de nanocelulose com colageno

hidrolisado em tempo real em microbalanca de quartzo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CELULOSE BACTERIANA (CB)

Os microrganismos sdo capazes de produzir celulose como metabalito
primario extracelular, este exopolisacarido € produzido por varias espécies de
bactérias Gluconacetobacter, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina,
Agrobacterium e Salmonella (SHODA; SUGANO, 2005). O primeiro relato de
producgao de celulose foi em 1886 por A. J. Brown, que observou que células de
Acetobacter produziam celulose na presenga de oxigénio e glicose (BROWN,
1886).

A celulose bacteriana € um biopolimero ndo ramificado, composto por
dezenas de unidades de glucose lineares arranjadas em paralelo (NABE et al.,
1979), considera-se uma estrutura unica composta por fibras muito finas, 100
vezes menor que a celulose vegetal. E um dos materiais organicos mais rigidos
produzidos pela natureza e apresenta algumas vantagens a celulose vegetal, por
ter uma pureza elevada apresentando a vantagem de nao requerer tratamentos
quimicos de purificacdo (HORNUNG et al., 2006a), exibir um maior grau de
polimerizagao e indice de cristalinidade (60-90%) (PRASHANT et al., 2009),
apresenta grande elasticidade, resisténcia a secagem e pode ser moldavel, slém
disso, possui maior capacidade de retengcdo de agua e maior for¢a de tenséo,
maior resisténcia a tracao, biocompatibilidade e estabilidade quimica (JONAS;
FARAH, 1998; KLEMM et al., 2006; WAN et al., 2006; KOON-YANG et al., 2014).

Observacdes com microscopia eletrbnica mostraram que a celulose
produzida por microrganismos ocorre na forma de nanofibras. As bactérias
primeiro secretam uma substancia, estruturalmente viscosa e homogénea,
dentro da qual, depois de um curto tempo, as fibras de celulose sdo formadas
(PRASHANT et al., 2009).

As fibras de celulose sao definidas como um conjunto de microfibrilas,
onde as moléculas de celulose sdo estabilizadas lateralmente através de
ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas (OKSMAN et al., 2006).

A CB apresenta regides cristalinas que sao resultados da acao
combinada da biopolimerizacdo e cristalizagdao da celulose comandada por

processos enzimaticos, e as regides amorfas, que sédo resultados da ma
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formacdo da estrutura devido a alteracdo no processo de cristalizacao,
denominadas, por alguns autores, de regides em que a cristalizagdo ocorreu com
defeito (HABIBI et al., 2007; HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010). As microfibrilas
consistem em celulose cristalina ligada por regides amorfas, como indicado no

esquema da Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da celulose, com regides
cristalinas conectadas com regiées amorfas

Amorfa

Cristalina

4

Fonte: Adaptado de Pakzad, Yassar (2010)

Na literatura, o termo microfibrila, apesar do prefixo micro, € normalmente
usado para descrever fibras de celulose com 2-10 nm de didmetro e
comprimento de varias dezenas de micrometros, dependendo da fonte de onde
a fibra foi extraida (EICHHORN, 2010; CHEN, ZHANG; WU, 2010)

3.1.1 Estrutura Quimica e Aplicacbées da Celulose Bacteriana

A Celulose Bacteriana possui a mesma estrutura quimica da celulose
vegetal, (CsH1005)n, monémeros de glucose unidos entre si por ligagdes do tipo
B-(1-4). (HONG et al.,, 2006). O polimero linear de celulose apresentado na
Figura 2, é fortemente associado através das ligagbes de hidrogénio

intramoleculares e intermoleculares sendo que o primeiro tipo de interagao é
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responsavel pela rigidez da cadeia e o segundo pela formacgao da fibra (IGOR et
al., 2010)

Figura 2 - Estrutura molecular da celulose
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Fonte: Moyna (1999)

Membranas de CB foram descritas por Sisson, como "pergaminhos
densos, muito resistentes a penetragdo de liquidos" (SISSON, 1935),
propriedades que atrairam significativamente a atencdo, gerando numerosos
esforcos em pesquisa e desenvolvimento. Como possui propriedades que lhe
garantem vantagens em termos industriais, como alta pureza, alto grau de
cristalinidade, alta densidade, melhor razdo de aspecto, grande capacidade de
se ligar a agua e maior area superficial. Por apresentar todas estas
caracteristicas, a CB tem sido utilizada em diversas areas KOON-YANG et al.,
2014) tais como:

- Biomedicina e Farmacéutica: principalmente para melhoramentos de
tratamentos de reconstrugcdo tecidual. O tamanho de nanofibras da CB,
juntamente com a sua alta capacidade de retenc¢ao de agua sdo adequados para
feridas (Ulceras cronicas ou trauma mecénico), permitindo a transferéncia do
medicamento para dentro da ferida enquanto serve como uma barreira fisica
eficiente contra infeccdo externa (KLEMM, 2013). Peliculas de celulose
hidratada podem filtrar seletivamente, absorver ou liberar a passagem de
diferentes compostos através desta, como medicamentos, antibidticos ou
controlar a perda de liquidos (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015)



25

Empresas brasileiras como a Bionext e a Membracel produzem tecido
bioldgico a partir de CB, substituindo temporariamente a pele. A Biofill, investigou
as propriedades do biopolimero para o tratamento de ferimentos (KLOIMSTELN;
EATERMANN, 1990) e produziu dois produtos: Bioprocess e Gengiflex (AMAR
et al., 1989) para serem utilizados na cura de feridas extensas. Outro produto
patenteado veio da empresa americana Xylos Corp. que criou o produto Prima
Cel™ para ser utilizado no tratamento de ulceras e ferimentos.

Chengdong et al. (2014) apresentaram um estudo de
permeacao/absorcdo de medicamentos através de membrana de celulose
bacteriana como potenciadores de permeacdo. Com a utilizacdo da CB ha um
aumento do coeficiente de permeabilidade e coeficiente de difusdo com uma
diminuicdo no tempo de atraso de permeagao em comparagao com a formulagéo
de controle (pele).

Zang et al. (2014) exploraram o potencial da CB na engenharia tecidual,
semeando células tronco derivadas do tecido adiposo sobre matrizes de CB,
produzindo “scaffolds”. Estes foram avaliados quanto a diferenciagcao
osteogénica por meio de Von Kossa, Alizarin vermelho, Fosfatase alcalina (ALP)
e PCR. Apéds esta confirmagdo do potencial osteogénico, os scaffodls foram
implantados em defeitos ésseos criados em ulnas de coelhos. Os autores
concluiram que os scaffolds produzidos apresentam excelente habilidade de
reparo em defeitos dsseos constituindo uma importante ferramente para a
engenharia tecidual.

- Alimenticias: para proteger e preservar os alimentos, a atengéo especial
deve ser dada a embalagem do produto. Além disso, ha uma preocupacgao
crescente com a biodegradabilidade de embalagens visto que questdes
ambientais sdo muito pertinentes nos tempos atuais. Embalagens de CB tém
sido pesquisadas por serem resistentes a agua e por serem biodegradaveis,
porém o fato do polimero nao possuir propriedades antibacterianas e
antioxidantes faz com que seja necessaria a formacdo de compdsitos de
CB/aditivos (SONIA; PRIYA DASAN, 2013; ARRIETA et al., 2014; GAO et al.,
2014)

- Agricultura: a porosidade e a capacidade de absorgédo foram estudadas
por Mohite e Patil (2014) o efeito da CB no solo. No seu trabalho eles concluiram

que o polimero aumenta a capacidade maxima de reten¢cédo de agua pelo solo e
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que a porosidade também é influenciada diretamente pela presenca do
biopolimero. Os autores, no entanto, acreditam que mais estudos devem ser
feitos na tentativa de explorar mais as possibilidades de se utilizar a CB para
melhorias no solo.

- Eletronica: uma aplicagao muito interessante do potencial de fibras de
celulose bacteriana combinadas com nanoparticulas metalicas € no seu uso
como membranas trocadoras de protons em células combustiveis (YANG et al.,
2009). Esforgos estao sendo focadas em demonstrar uma maneira simples e de
baixo custo de se sintetizar compdsitos altamente condutores e flexiveis para
serem aplicados em eletrdnicos utilizando peliculas de CB como matéria prima
e demonstrando que a mesma consegue manter-se eletricamente condutora sob
situagdes de torgao e alongamento (LIANG et al., 2012).

As propriedades unicas da CB permitiram também a sintese de uma
membrana transdutora de som que mantém alta velocidade s6nica com ampla
frequéncia resultando em um dos materiais mais nobres na industria do audio
(MOHITE; PATIL, 2014). Utilizacdo de nano-membranas de celulose para
aplicacbes em acustica, como diafragmas para transdutores eletroacusticos
(NISHI et al., 1990). A Sony Corporation (Japado) em conjunto com Ajinimoto
(Japao) desenvolveu os primeiros diafragmas de alto-falante de audio utilizando
celulose microbiana (IGUCHI et al., 1988). O melhor material para atender as
rigidas exigéncias para a transdug¢ao de som ideal.

Outra aplicacédo encontrada para CB na industria € como matéria prima
na produgdo de derivados de celulose, como carboximetilcelulose,

hidroximetilcelulose, acetato de celulose e metil celulose (PATENTS, 2015).

3.1.2 Biossintese da Celulose Bacteriana

A Gluconacetobacter xylinus € identificada como uma espécie
estritamente aerobia e gram-negativa e € o microrganismo mais utilizado para
producao de CB pela alta produgcédo sendo considerado como o microrganismo
mais importante para o estudo da biossintese de celulose (RING; NASHED;
DOW, 1986; CALDEIRA, 2013).
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O mecanismo de cristalizacdo das microfibrilas em G. xylinus pode dar
origem a sete aloformas de celulose: la e IB(celulose nativa), II, Iy, Hlx, Vi Vi
interconversiveis, como mostrado no diagrama do polimorfismo da celulose
apresentado na Figura 3, a rede de ligagdes de hidrogéneo e orientagéo

moleucular pode variar amplamente (MESQUITA, 2012).

Figura 3 - Diagrama do polimorfismo da celulose
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Fonte: Gurgel (2007)

A celulose | é composta por duas distintas fases cristalinas conhecidas
como la € Ig que se diferenciam por diferentes padrées de difragédo, como descrito
na Figura 4. A celulose | (alfa) € dominante nas algas e bactérias, possui uma
estrutura cristalina triclinica, a celulose | (beta) predominante em plantas
superiores, possui uma estrutura cristalina monoclinica com duas cadeias de
celulose por célula unitaria. A diferenga ocorre nas ligagdes de hidrogénio e na
conformacgao das cadeias de celulose vizinhas (FINK et al., 1997; KOYAMA et
al., 1997; KLEMM et al., 2006; MESQUITA, 2012).
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Figura 4 - Representacéo da estrutura de celulose do tipo lq € Ig
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Fonte: Adaptado de Vietor et al. (2000)

A biossintese da CB apresentada na Figura 5, envolve quatro enzimas
chaves, complexos cataliticos, e proteinas reguladoras (KRYSTYNOWICZ et al.,
2005; KOON-YANG et al., 2014). No comeco do processo da sintese, a enzima
glucoquinase ¢é a responsavel pela fosforilagdo no C-6 da glucose,
transformando a glucose em glucose-6-fosfato. A fosfoglucomutase catalisa a
isomerizagdo da glucose-6-fosfato a glucose-1-fosfato que € convertida em
UDP-glucose (uridina difosfato glucose) na presenga de UTP (uridina trifosfato)
e da enzima UDPG fosforilase. O UDP-glucose produzido é utilizado como
substrato para a enzima celulose sintetase, CesA (RICHMOND, 2000), esta
enzima é ativada pelo nucleotideo ciclico diguanilmonofosfato, (c-di-GMP). O
4cido (c-di-GMP) desempenha um importante papel na sintese de CB. E um
ativador alostérico para a enzima celulose sintetase. Na auséncia de c-di-GMP,
a enzima permanece inativa ou apresenta baixa atividade (ROSS et al., 1990;
ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A sintese de celulose ocorre entre a
membrana externa e a membrana citoplasmatica que esta em associagao com

0s poros na superficie da bactéria.
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Figura 5- Esquema da via metabdlica de G. xylinus
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Fonte: Adaptada de Koon-Yang et al. (2014)

A celulose é sintetizada pelos microrganismos em dois passos
intermediarios: i) a formagdo de cadeias 1,4-p-glucano e ii) a montagem e
cristalizacdo de cadeias de celulose. O passo limitante da velocidade € a
montagem e a cristalizagdo da celulose (DE LEY; GILLIS; SWINGS, 1984;
BROWN; SAXENA, 2000). As moléculas de celulose s&o sintetizadas
inicialmente no interior das bactérias. Estas sdo entdo giradas por meio de
componentes de exportagdo de celulose para formar protofibrilas, que
apresentam aproximadamente 2-4 nm de didmetro. Uma fita em forma de
microfibrilas de cerca de 80 nm € montada a partir de protofibrilas (IGUCHI et al.,
2000).
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3.1.3 Processo Fermentativo da Produgao de Celulose Bacteriana

A produgdo e a produtividade da CB por bactérias € afetada
principalmente pelas condi¢dées da cultura, tais como a composigdo do meio e
fatores ambientais, como pH, temperatura, teor de oxigénio dissolvido e o tipo
de culturas utilizada (fermentagao estatica ou aerada). O desenho ideal tanto
para 0 meio como para as condicdbes da cultura sido importantes para o
crescimento de bactérias produtoras estimulando a formag&o do produto
(KOON-YANG et al., 2014). Na producéo de filmes de CB é utilizada fermentacao
em condigao estatica (GOELZER et al., 2009), e para produgao de esferas de
CB ou feixes de fibras (granulos irregulares dispersos por todo o meio) s&o
produzidos a partir de condigdes agitadas (agitagdo do reator) (LOPES et al.,
2014).

O grande interesse na celulose bacteriana decorre da sua estrutura
especifica, composta de residuos de glucose, que gera diversas arquiteturas. A
variagao das condi¢cdes de cultura pode fornecer celulose com caracteristicas
morfoldgicas e propriedades mecanicas distintas (PA'E; ZAHAN; MUHAMAD,
2011).

3.1.3.1 Fermentacgao estatica

A fermentacdo estatica € simples e ndo precisa de alta tecnologia, as
culturas estaticas de G. xylinus sdo caracterizadas pela formagao de um filme de
celulose espessa na interface ar/liquido, onde as microfibrilas vao sendo
liberadas pelas bactérias e se organizam em feixes que se sobrepéem formando
planos paralelos (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; JONAS; FARAH, 1998).
Sao membranas de celulose gelatinosas na superficie do meio de cultura
(KRYSTYNOWICZ et al.,, 2002). Na superficie das culturas, primeiramente
ocorre a formagao de fragmentos de celulose no meio de cultivo como se fossem
ilhas, mais tarde esses fragmentos aumentam de tamanho até se unirem e
formarem um filme de celulose. A espessura do filme aumenta com o passar do

tempo e pode atingir de 2-3 cm em quatro semanas (HORNUNG et al., 2006a)
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Milleo et al. (2008) demostraram que a fermentagao estatica apresenta
um maior rendimento tanto de biomassa quanto de celulose, quando realizado
em um tempo de cultivo igual a 168 horas. O microrganismo produz uma
quantidade elevada de celulose nas primeiras 96 horas de fermentagao seguida
de um maior aumento na produgao de biomassa.

Ao comparar os métodos de fermentagcao estatica e aerada, a produgao
estatica alcanga maior crescimento bacteriano, assim como também maior
producdo de CB (GOELZER et al.,2009; GOMES et al., 2013; ZHONG, 2013).

3.2 NANOCELULOSE

Nos anos recentes o termo "nanoescala" tem atraido muita atencao
devido ao impacto que as nanoestruturas causam nas diferentes areas de
aplicagao industrial, pelas propriedades de alta razdo de aspecto, cristalinidade
e area superficial, excelentes propriedades mecanicas, combinadas com baixo
peso, biodegradabilidade e pelos beneficios ambientais causados pelo seu uso.
Geralmente sdo formadas pela estrutura da celulose | (KOCH, 2007; ZARBIN,
2007; SILVA; ALMEIDA, 2009; SIRO; PLACKETT, 2010; SIQUEIRA; BRAS;
DUFRESNE, 2010; PENG et al., 2011; MONDRAGON et al., 2015).

O primeiro relato sobre nanocelulose foi feito por Ranby em 1950. Ranby
obteve suspensodes coloidais estaveis de celulose vegetal a partir da degradacao
controlada das fibras de celulose catalisada com acido sulfurico. Esse trabalho
foi inspirado a partir do trabalho de Nickerson e Habrle, em que eles observaram
a degradacao das fibras de celulose induzida por aquecimento em solugao acida,
alcangcando um limite apds certo tempo de tratamento. Imagens de microscopia
eletrdbnica de transmissdo da suspensdo seca revelaram a presenca de
agregados de particulas em forma de agulha e mais tarde medidas de difracéo
de raio X mostraram que essas particulas tinham a mesma estrutura cristalina
das fibras originais (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010).

Nanocelulose é um termo geral para os diferentes tipos de particulas que
tém pelo menos uma dimengdo em nanoescala (MOON et al., 2011). A respeito
da sua nomenclatura ndo ha uma padronizagdo e, por isso, ha um uso

inconsistente de termos na literatura. Existem apenas tendéncias atuais de
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terminologia de acordo com o tamanho da particula, propriedades, cristalinidade
e morfologia. Existe trés tipos principais: as Microfibras de celulose (MFCs), que
possuem razdo de aspeto elevada (10-100 nm de largura e 0,5-10 mm de
comprimento), compostas basicamente de 100% de celulose, e contém tanto
regides amorfas como regdes cristalinas; as Nanofibras de celulose (NFCs), que
possuem razao de aspeto elevada, geralmente maior que 50 (4-30 nm de largura
e 500-2000 nm de comprimento), compostas basicamente de 100% de celulose,
e contém tanto regides amorfas como regdes cristalinas. A diferenga entre MFCs
e NFCs radica no processo de fibrilagdo que produz os diametros menos finos e
mais finos, respetivamente. Os nanocristais de celulose (NCCs) ou
nanowhiskers de celulose (NCW), que possuem razao de aspeto menor que
NFCs, geralmente entre 5 a 50 (3-10 nm de largura e 50-500 nm de
comprimento), compostas basicamente de 100% de celulose, com uma alta
cristalinidade, na faixa de 54-88% (GARCIA DE RODRIGUEZ; THIELEMANS;
DUFRESNE, 2006; SAITO et al., 2009; ABDUL KHALIL; BHAT; IREEANA
YUSRA, 2012; TAPPI, 2014).

Para a obtencao de nanocelulose, o método mais comumente utilizado &
a hidrélise acida, com acidos fortes como o acido sulfurico (H2SOa4), cloridrico
(HCI) ou combinagao destes em diferentes concentragdes e tempos de reagao.
O ataque do acido nas fibras de celulose acontece primeiramente nas regides
amorfas da celulose, pois além de possuirem menor densidade em relacao as
regides cristalinas, sdo regides de acesso mais facil, como apresentado na
Figura 6, seguido de agitacdo mecanica da suspensao em agua, se pode obter
nanocelulose (PAULA et al., 2009; PAKZAD; YASSAR, 2010; HABIBI; LUCIA;
ROJAS, 2010; BOUJEMAQOUI et al., 2015). Os principais processos de
isolamento destes materiais se apoiam no fato de que as regides amorfas das
fibras celulésicas serem soluveis em acidos com concentracdo em torno de 60%
m/m, enquanto que as regides cristalinas nao, levando a formagéao de estruturas

altamente cristalinas, como apresentadas na Figura 7 (SEHAQUI et al., 2011).
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Figura 6 — Ataque acido nas regides cristalinas e regides amorfas
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Fonte: Adaptado de Mesquita (2012)

Figura 7 - Obtenc&o de nanocelulose por hidrélise acida
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As condi¢cdes de hidrdlise, como tempo e temperatura de reagao, e tipo
de acido, influenciam diretamente na energia superficial, na morfologia e nas

propriedades das nanocelulose (QUA et al., 2011; HABIBI et al., 2007; BENINI,
2015; YONG-HU; WANG, 2015).
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Segundo Elazzouzi-Hafraoui et al. (2008), quando o acido sulfurico é
utilizado, o nano-whisker obtido possui maior dispersdo em meio aquoso que o
material obtido com acido cloridrico. Ao utilizar este acido observou-se que suas
dispersodes tendiam a floculagcao. Além disso, existe diferenga no comportamento
térmico e reoldgico entre os nanocristais obtidos. A hidrdlise com acido sulfurico
resulta em nanocristais mais estaveis em suspenséao, devido a elevada carga
negativa gerada pelos grupos sulfatos presentes nas superficies dos cristalitos.

Um aspeto relevante da nanocelulose na sua formagéo, € que contém
grupos hidroxilas livres ligados aos carbonos, os quais s&o responsaveis pelas
interacoes intermoleculares. A partir dessas interagcdes sucessivas as estruturas
sdo formadas, dando origem a fibra: micelas, agrupamento das cadeias em
feixes; microfibrilas, agregados de micelas; e fibrilas, agregados de microfibrilas
que também podem ser denominados de macrofibrilas (ZHIMING; CHENG,
2012; SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005). Portanto, as microfibrilas que
compdem as fibras, sdo resultantes do arranjo das moléculas de celulose
(monocristais com alta perfeicdo, semelhantes a agulhas) além da suas
pequenas dimensdes podendo vir a susbtituir os nanotubos de carbono (KVIEN;
TANEM; OKSMAN, 2005; PAKZAD; YASSAR, 2010).

A nanocelulose apresenta diferentes propriedades de interesse para
industria, como propriedades, de modo geral, a nanocelulose apresenta maior
rigidez quando comparada com outros tipos de materiais (vidro), além de possuir
baixa densidade, os trabalhos tem se concentradosobre esta propriedade tem
se concentrado na determonstacdo da elasticidade deste material. Outra
propriedade importante da nanocelulose e a propriedade térmica, em termos de
degradagao da nanocelulose, que pode ser obtida por termogravimétria (TG) que
apresenta porcentagem de massa em fung¢ao da temperatura, dependendo de la
velocidades de aquecimento e do nanomaterial se da o aparecimento da
degradado térmica (LAHIJI et al., 2010; MOON et al., 2011).

3.2.1 Aplicagbes da Nanocelulose

Ha uma variedade de aplicagdes potenciais para a nanocelulose, como

dispositivos eletrbnicos, curativos e implantes bioartificiais, e, principalmente,
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agente de reforgo em compdsitos. Em geral, a nanocelulose possui propriedades
mecanicas superiores as das fibras convencionais de celulose devido a altissima
razdo de aspecto, baixa densidade da celulose (1,5 g/cm?®) e elevado maédulo
elastico (as nanocelulose podem atingir valores de até 220 GPa na diregéo
paralela e um valor de 15 Gpa para a direcdo perpendicular as cadeias. E
possivel ressaltar que a superior estabilidade quimica, as refinadas propriedades
mecanicas e o distinto aspecto fisico sdo caracteristicas gerais da nanocelulose,
principalmente dos nanocristais de celulose, que consequentemente, fazem dela
um material que pode ser usado em inumeras aplicagbes promissoras
(EICHHORN et al., 2010; KLEMM, D. et al., 2011; ABDUL KHALIL et al., 2014;
BOUJEMAOQUI et al., 2015).

As duas maiores razbes para estes materiais apresentarem
caracteristicas particulares nestas dimensdes sdo: o aumento relativo da area
superficial e os efeitos quanticos que surgem do confinamento espacial dos
elétrons entre as fronteiras cristalinas (ANDERSEN; FONG; PICKETT, 2002).
Em uma particula com 30 nm de tamanho, cerca de 5% dos seus atomos estao
na superficie. Em uma particula com 10 nm, este numero sobe para 20% e em
uma particula que tenha 3 nm, cerca de 50% de seus atomos estardo em sua
superficie. Este aumento de atomos na superficie leva ao aumento de
reatividade, fazendo de alguns nanomateriais 6timos catalisadores, que podem
ser utilizados para melhorar a eficiéncia de baterias e pilhas, além da producéao
de semi-condutores. Com o tamanho da matéria sendo reduzido a alguns
nandémetros os efeitos comecam a ter um papel importante em suas
propriedades (LI et al., 2009; LI, 2011; ABDUL KHALIL et al., 2014).

A cristalinidade e razdo de aspecto da nanocelulose, influenciam
notavelmente nas diferentes aplicagdes, como é no caso da capacidade que tem
a nanocelulose de ser utilizada como reforgo, quando incorporada em matrizes
poliméricas (SILVA; D’ALMEIDA, 2009).

Belbekhouche et al. (2011) no seu trabalho desenvolveram duas formas
de filmes de celulose para aplicacao de barreira de gases, os autores produziram
filmes de nanocristais e microcristais de celulose, e investigaram o efeito do
tamanho da particula nas propriedades de transporte de gas (Oz, N, CO2), como

resultado eles observaram que os filmes de nanocristais foram mais permeaveis
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a gases, comparados com a forma microcristalina, isto devido ao fato da alta
porosidade que possuem.

Visakh et al. (2012) produziram compositos de borracha natural
reforcados com nanocristais de celulose. Os melhores resultados encontrados
pelos autores para a resisténcia a tragao foram para os compésitos reforgcados
com 10% (m/m) de nanowhiskers, com uma resisténcia a tracéo 88% superior a
da borracha pura.

Al-Turaif et al. (2013) avaliaram a influéncia das nanofibras de celulose
nas propriedades da resina epoxi. Uma quantidade de reforgo de 0,1% (m/m)
aumentou o modulo de Young da resina de 200 MPa para 400 MPa. Os autores
ainda estudaram a cinética de formagéao de filmes da resina epdxi e concluiram
que ha uma quantidade 6tima de CNF que pode ser adicionada para que os
filmes sejam formados de maneira rapida e uniforme, e que qualquer teor mais
elevado de nanoparticulas pode levar a aglomeragéo das mesmas, prejudicando
o desempenho mecanico dos compadsitos

Kargarzadeh et al. (2015) avaliaram as propriedades dindmico-mecanicas
de compdsitos poliéster/CNC. Segundo os autores, a adigdo de CNC a resina
poliéster aumentou a dureza dos compodsitos em 96% em comparagdo com a
resina pura, e o modulo de armazenamento dos compdsitos aumentou em 22%
em relagdo a resina com a adigao de apenas 2% de CNC.

Além de sua aplicagdo majoritaria como agente de reforgo, também
apresenta potencias aplicagdes no campo tecnolégico como embalagens,
revestimentos, cosmético, filmes antimicrobianos, filmes transparentes, displays
flexiveis, implantes biomédicos, produtos famacéuticos, liberacdo de drogas,
industria especial, indudtria automotive, materiais de constru¢ao, moldes para
components eletrénicos, baterias, supercapacitores, polimeros eletroativos,
carreadores de agentes terapéuticos (SONIA, 2013; ARRIETA, 2014; ABDUL
KHALIL et al., 2014; BOUJEMAOUI et al., 2015; CAMARGO, 2016). Dispositivos
e nanossensores para detecgéo precoce de doengas e patdégenos (diagnostico
in vitro, através de biochips ultrassensiveis e altamente integrados, que
respondem a reacdo da DNA polimerase acoplada com micro ou nanofluidos),
incorporados em dispositivos sensiveis a estimulo (cateteres), capazes de

fornecer informacdes sobre o estado patoldgico, identificando a patologia ou
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alteragdo molecular (BAWA, 2007; MARTINEZ-SANZ et al., 2013; ARRIETA et
al., 2014; YU; QIN, 2014;).

Outros dois exemplos de aplicacbes de nanocristais de celulose s&o:
solidificacdo de cristais liquidos para aplicagbes Opticas, como o papel de
seguranga € o uso como agentes de reforco mecanico para filmes finos de
eletrélitos poliméricos para aplicagdes de bacteria de litio (MOON, 2011;
BRINCHI et al., 2013; GIRI; ADHIKARI, 2013).

3.3  FUNCIONALIZACAO DE BIOPOLIMEROS

Sdo0 muitos os esforgos centrados nesta area, como € no casso do
desenvolvimento de nanomateriais funcionalizados, a fim de gerar produtos de
alto valor agregado, alterando seus atributos com propriedades especificas (HU,
CHEN, YANG, LI, E WANG, 2014).

De acordo com a Uni&o internacional de quimica pura e aplicada - IUPAC
(HORIE et al., 2004), a definicao de polimeros funcionais é:

1) Um polimero que carrega grupos funcionais especificos (tais como
grupos hidroxila, carboxila ou amino) e que tornam o polimero reativo, ou;

2) Um polimero que exerce uma fungéo especifica pela qual é produzido
e utilizado. A fungao pode ser tanto uma fungao quimica como uma fungao fisica,
como condutividade elétrica. Um polimero funcional, ainda de acordo com a
IUPAC, é aquele que possui reatividade quimica especifica ou usos fisico,
quimico, biolégico, farmacoldgico, dentre outros usos, que dependem de grupos
quimicos especificos existentes. A funcionalizagdo da superficie com grupos
reativos apropriados pode constituir um pré-requisito para uso de particulas
poliméricas em aplicagdes biotecnoldgicas (PICHOT, 2004; RIBEIRO-VIANA,
2016).

O tratamento quimico convencional da superficie de polimeros implica no
seu manuseio prévio, com o uso frequente de solventes e posteriores
tratamentos térmicos, os quais sao desnecessarios com a adicao de agentes de
acoplamento (um deste agentes muito utilizados sdo os grupos anidrido)
simplificando posteriormente o processo de funcionalizagdo. O mecanismo de

compatibilizacdo propde a formacado de ligacbes covalentes entre os grupos
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anidrido com os grupos hidroxilas das cadeias poliméricas (CORREA et al.,
2003; KIM et al., 2007; ROSA; FERREIRA; NACHTIGALL, 2009).

Na literatura ja foram descritas algumas estratégias para a
funcionalizacdo da superficie de um polimero. TIAN et al. (2011) citam duas
estratégias principais:

(a) introducdo de grupos funcionais por meio dos mondmeros
polimerizados (muitas vezes de forma protegida antes da polimerizagao, para
exposicao apods a reacgao);

(b) introdugao de grupos funcionais nas cadeias poliméricas com auxilio
de reagdes quimicas adicionais, apds a polimerizacao, como é o caso deste
trabalho.

Alteragcbdes quimicas tipicas ja feitas com éxito em fibras vegetais (KIM,
NISHIYAMA; KUGA, 2002; OSHIMA, et al., 2008; SHEN et al., 2009; SANTOS
et al., 2010), foram também reportadas com sucesso em celulose bacteriana
(RIBEIRO-VIANA, 2016). Estas alteragdes foram reproduzidas em nanocelulose
bacteriana (técnica pouco estudada em nanomateriais a partir de
microorganismos), modificando principalmente o hidroxilo de glucose, induzindo
variagdes nas propriedades.

O processo de funcionalizagdo de nanocelulose tem despertado grande
atencao, devido a sua vasta gama de possiveis aplicagdes tecnoldgicas, além
disso, sua versatilidade pode ser incrementada pela otimizacdo de suas
propriedades fisico-quimicas, incluindo alteragdes estruturais que proporcionam

novas e melhores caracteristicas.

3.4 MICROBALANGCA DE CRISTAL DE QUARTZO (QCM - QUARTZ CRYSTAL
MICROBALANCE)

E uma técnica baseada no fendmeno da piezoeletricidade que consiste
na capacidade que alguns cristais possuem de gerar um campo elétrico quando
0s mesmos sofrem algum estresse mecanico ou o efeito oposto - a aplicacdo de
uma voltagem sobre o cristal provoca distor¢des fisicas no mesmo (ANDRADE
etal., 1991; COOPER; HAUSMAN, 2007). O material mais comumente utilizado

€ que possui essa propriedade piezoelétrica € o quartzo, que consiste de uma
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forma cristalina especifica do diéxido de silicio (SiOz2), sendo insoluvel em agua
e resistente a altas temperaturas (DAMOS et al., 2004)

O equipamento consiste, basicamente, em um disco confeccionado em
cristal piezelétrico de quartzo revestido nas faces superior e/ou posterior por um
depodsito metalico, como mostra a Figura 8a. Este € acoplado a um circuito
oscilador responsavel pela aplicagdo do campo elétrico alternado ao cristal, cujo
proposito é provocar uma oscilagdo no centro do cristal piezelétrico
(O’'SULLIVAN; GILBAULT, 1999), diretamente ligado ao circuito oscilador
(freqlencimetro) responsavel pelo monitoramento das variagdes na freqiéncia
de oscilacéo do cristal e um computador para obtencéo e tratamento dos dados,
como apresentado na Figura 8b.

A medida que o potencial elétrico alternado é aplicado, promove um
movimento vibracional no cristal, estabelecendo uma onda acustica transversa
que se propaga através do cristal. Desta forma, se um material é depositado
sobre a superficie do cristal ocorre redugdo no movimento de oscilagao,
resultando em diminuicdo da frequéncia (f) de ressonancia do mesmo.
Consequentemente, mediante um monitoramento continuo da frequiéncia do
cristal € possivel se investigar os fendmenos interfaciais e superficiais, como

apresentado na Figura 8c.

Figura 8 - Descri¢do do equipamento de QCM

Face inferior Face superior

(a) (b)

Cristal piezelétrico

Célula de fluxo
A /

R /.
N 7/
/ \2\ IS’
L~ | L
Filme de ouro Cristal piczelétrico | g g J
A Adigio de analito

Circuito oscilador

Af

Freqiiencimetro

L
r

Tempo /s



40

Fonte: Damos, Mendes, Kubota. (2004) (a) Desenho esquematico da vista superior e inferior de
um cristal de quartzo com depdsitos metédlicos em ambos os lados; (b) esquema ilustrativo de
uma célula de fluxo para operagao de cristais piezelétricos em meios liquidos, incluindo o sistema
oscilador e o frequencimetro; (c) massograma esquematico representativo da variagdo da
freqUiéncia de um cristal de quartzo em fungédo do tempo. (f1) freqliéncia inicial do cristal; (f2)

freqUiéncia apos adigdo do analito; (Af) variagao da freqiiéncia do sistema

E, provavelmente, a técnica mais utilizada na avaliacdo in-situ do
processo de construcédo dos filmes (DECHER; SCHLENOFF, 2003) Por meio
desta técnica € possivel relacionar a variacdo de frequéncia na oscilagdo no
cristal de quartzo e a variagdo de massa na superficie do mesmo, permitindo
acompanhar continuamente a quantidade de massa depositada sobre o cristal
de quartzo em cada passo do processo, através da variacao da frequéncia de
vibracao desse cristal ao longo da deposi¢cado de cada camada (pois quando uma
interacdo ocorre a massa sobre a superficie do cristal aumenta e por
consequéncia sua frequéncia de oscilagdo diminui de maneira proporcional). O
cristal de quartzo vibra com uma determinada frequéncia, em resposta a
aplicacdo de um campo elétrico alterno. Com a deposicdo de material na
superficie do cristal, a sua frequéncia de vibragao é alterada, podendo relacionar-
se a variacao da frequéncia de vibragao do cristal com a massa de material
depositado através da equacao de Sauerbrey (Equacgao 1) (DAMOS et al., 2004;
PESQUERO et al., 2010; PEDROSO et al., 2012; SANTOS, 2012).

Am

2
Af— — fo

A
qPq el Equacéao 1

Na Equacéo 1, temos que Af é a variagao da frequéncia, fo € a frequéncia
fundamental do cristal de quartzo, Am é a variacdo da massa sobre o eletrodo,
Pq € a densidade do cristal de quartzo, Fq € a constante de freqiéncia (Fq = fodg,
sendo que dq € a espessura do cristal) e Ael € a area do eletrodo depositada

sobre o cristal.
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Utilizando as variagcdes de frequéncia é possivel a construgdao de uma
curva cinética e de saturagao permitindo calculos das constantes cinéticas e de
afinidade da interagdo receptor-ligante (QCM 2013) € possivel relacionar a
variacao de frequéncia de oscilagdo do cristal com a massa aderida em sua

superficie.

3.4.1 Aplicacbes do QCM

De acordo com Damos, Mendes, Kubota. (2004) a técnica de QCM
segunto seu parametro de frequéncia de ressonancia do cristal de quartzo pode

apresentar as seguintes informacgoes:

o velocidade de corrosao em filmes;

o adsorgao, dessor¢ao e descomposicao;

o variagdes de massa em processos redox;
o constante de associacgao;

. constantes de cinéticas;

o grau de cobertura em superficies;

o energia de adsorgéo.

O QCM devido a sua alta sensibilidades ha tempo vem apresentando
varias aplicagbes de deteccdo e monitoramento de material biolégico como

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Diferentes aplicagbes do QCM no monitoramento de material
biolégico.

Aplicagao Propésito Referéncia

Filmes organicos Estudo dos parametros KUBONO et al., 2002
assocados com adsorcao
por QCM, bem como
identificacdo e divisao
entre adsorgcado fisica e
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quimica durante o estagio
de formacéo do filme.

Monocamadas Estudo da cinética de QU; MORIN, 2002
auto-organizadas formacao butanotiosis
sobre ouro.

Filmes protéicos Estudo de interacdo em MAOQ et al., 2002
(tempo real) e célculo das
constantes de associacao,
dissociagao e equilibrio de
cloreto de berbelina com
albumina de soro bovino.

Polimeros Avaliacdo de processos SYRITSKI; OPIK;
conductores redox e mecanismos de FORSEN, 2003
conductividade em filmes
de poripirrol modificados
com diferentes anions.

Fonte: Adaptada Damos, Mendes, Kubota. (2004)

Em outros estudos mais recentes esta técnica tem sido utilizada em
processos biolégicos que envolvem a interagdo receptor-ligante, como por
exemplo, na interacdo antigeno-anticorpo (SVOBODOVA et al., 2006) e lectina-
carboidrato (PESQUERO et al., 2010; PEDROSO et al., 2012; SANTOS, 2012).
O estudo destas interagdes pode ser realizado por meio do desenvolvimento de
biossensores (PEI et al., 2005; SVOBODOVA et al., 2006; PEDROSO et al.,
2012) e superficies de reconhecimento para avaliagdo das constantes cinéticas
de medidas de afinidade (PESQUERO et al., 2010; SANTOS, 2012) e a partir
desses, ha a decodificacdo de processos de reconhecimento molecular em
sinais mensuraveis.

De acordo com os trabalhos de Tan et al. (2009) e Huang et al. (2010), a
QCM devido a sua alta sensibilidade na detecdao de aumento de massa,
operacgao facil e monitoramento dindmico, tem facilitado varios estudos de
interacao bioldgica, como o monitoramento do efeito citotéxico de algumas
drogas sobre células tumorais, detetando pequenas concentragdes pela

variagao da massa.
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Segundo Jerez et al. (2011) que estudaram as propiedades
termodinamicas da adsorc¢do direcionada eletroquimicamente de colageno e
albumina bovina (BSA), em superficies de acido poli-lactico (PLA) onde foram
ativadas pela irradiagdo com luz UV (0 v e 0,3 v). Estes autores fizeram
monitoramento em tempo real da adsorcdo mediante técnica de
microgravimétricas (QCM). Eles obtiveram uma resposta tipica de mudanca de
frequéncia versus tempo causada pela adsor¢do de BSA a 37°C, de uma solugao
de 20ug/mL. Curvas sememlhantes foram obtidas para o colageno. Com base
nas alteragcdes de frequéncia em estado de equilibrio de adsorgao, obteve-se a
gantidade de proteina (BSA:1051J/mol e Colageno: 434 J/mol) adsorvida na

superficie do revestimento de PLA usando a equacao de Sauerbre (QCM 2011)
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4. MATERIAL E METODOS

41 PRODUGAO DE CELULOSE

4.1.1 Material

4111 Microorganismo

O microrganismo que foi explorado para a producdo de celulose
bacteriana e metabolitos € da estirpe Gluconacetobacter xylinus ATCC 23769,
proveniente da fundacdo André Tosello licalizada em campinas, Sdo Paulo, em
junho de 2014.

41.1.2 Manutengdo do microrganismo

A bactéria G. xylinus produtora de celulose foi mantida em tubos do tipo
Eppendorf em glicerol 10 % v/v sob-refrigeragdo a - 80 °C (LUDLAM et al., 1989;
BAATI et al., 2000).

41.1.3 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para o pré-inéculo e indculo para a produgao
de celulose bacteriana, teve sua composi¢ao baseada nas principais fontes para

o crescimento do microrganismo, e esta apresentado no quadro a seguir.



Glucose 4% (Hestrin Schramm Modificado)

Reativos Quantidade
Levedura 049
Peptona 0,49
NazHPo4 0,49
Ac. Citrio 0,092 g
Glucose 3,29
Agua 80 mL
pH 55
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O meio foi esterilizado por 20 minutos em autoclave, a 121° C, com 1,1

kgf/cm2.

41.1.4

Equipamentos

Microcentrifuga refrigerada.

Centrifuga.

Freezer - 85 °C.

Cabine de seguranca bioldgica classe Il A1.
Autoclave.

Microscopio eletrénico de varredura.
Microscopio eletronico de transmisséo.
Micréscopia forga atbmica.

Ressonancia magnética nuclear.

Difratometria de raios X.

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.

Fermentador microprocessado multifungao.
Balancga analitica.

Estufa bacterioldgica.

Estufa para secagem e esterilizagao.

Bomba peristaltica.
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4.1.2 Métodos

4.1.21 Métodos quimicos

41211 Tratamento da celulose

A celulose obtida a partir do meio de glucose 4 %, primeiramente, foi
retirada na forma de filme nas culturas estaticas. A centrifugagéao foi em 5000
rom, por 15 minutos, sem refrigeragdo. Em seguida, a celulose foi tratada com
solucado de 0,1N de NaOH por 24 horas a temperatura ambiente para fins de
remocgao de bactérias e clareamento. Posteriormente, a celulosa bacteriana foi
lavada com agua purificada e procedeu uma nova centrifugacao, a 5000 rpm,

por 10 minutos. A celulose centrifugada foi secada em estufa.

4.1.2.2 Métodos biologicos

41221 Manuteng&o dos microrganismos

A técnica utilizada para preservagao da cepa Gluconoacetobacter xylinus,
diminuindo o risco de alteracdo no perfil genético foi o congelamento das

linhagens.

41.2.2.2 Cepa Gluconoacetobacter xylinus

Foi preparada uma suspensdao da cultura pura liofilizada do
microrganismo G. xylinus em meio de glucose 4 %, esta suspensao foi deixada
por 7 dias em agitador de bancada a 28°C sob agitagao de 100 rpm. A partir
desta suspensédo, um pré-indculo de 200 mL foi preparado em meio glucose 4 %
permanecendo sob as mesmas condigdes de temperatura e agitagéo por 48 h,
apos esse periodo aliquotas de 1 mL foram retiradas do meio e colocadas em
Eppendorfs estéreis, centrifugados por 1 minuto a 13000 rpm em microcentrifuga
refrigerada. Esse processo foi repetido 2 vezes para cada Eppendorf e entre as



47

centrifugacbes o material foi ressuspendido. Apds as centrifugagdes o
sobrenadante foi desprezado e 1 mL de glicerol 10 % v/v estéril foi adicionado
ao precipitado de cada frasco foi identificado e armazenado em freezer - 85°C.
Todo procedimento foi realizado de forma asséptica (LUDLAM et al., 1989;
BAATI et al., 2000).

41.2.2.3 Producg&o dos meios de cultura

41.2.2.3.1 Meio Hestrin Schramm Modificado

Para o meio de cultura é utilizado 4% (p/v) de glucose anidra, 0,4% (p/v)
de extrato de levedura, 0,4% (p/v) peptona, 0,4% (p/v) NazHPO4 e 0,092% (p/v)
acido citrico hidratado para um volumem total de 80 mL, ajustado o pH a 5.5,
esterilizado por 20 minutos em autoclave, a 121°C, com 1,1 kgf/cm?. (HESTRIN;
SCHRAMM, 1954).

4.1.2.2.4 Preparo dos pré-inoculos e indculos

4.1.2.2.4.1 Celulose bacteriana

Uma vez preparado o meio de glucose 4%, em frasco de erlermeyers de
250 mL contendo 80 mL, estes foram inoculados com quatro eppendorf contendo
Gluconacetobacter xylinus. O pré-inéculo ficou sob agitacao em agitador orbital
de bancada a 100rpm, por 48 h a 28 °C. Foi realizado este mesmo procedimento

para obter 650 mL do indculo.

4.1.2.25 Producao de celulose bacteriana por fermentacao estéatica

A obtencao de membranas de celulose através de fermentacgao estatica,
foi realizada conforme a metodologia 4.1.2.2.4.1. O volume total foi
homogeneizado e distribuido em placas de petri, cada uma com 55 mL, mantidas
a uma temperatura de 28 °C, em estufa bacteriolégica durante dez dias. A

celulose produzida foi retirada com pinga e submetida ao tratamento com
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hidroxido de sédio para limpeza e clareamento conforme a metodologia
41.21.1.

4.1.3 Caracterizacido da Celulose Bacteriana

4.1.3.1 Microscopia eletrénico de varredura (MEV)

A morfologia e microestrutura da celulose, produzida no meio de glucose
4%, foi observada em microscoépio eletrénico de varredura. Estas foram fixadas
em um suporte com auxilio de fita de carbono e foram submetidas ao
recobrimento metalico com ouro, espessura de 40 nm sob atmosfera de argbnio,
utilizando equipamento de recobrimento metalico marca Bal-Tec SCD 005.
Enseguida as amostras metalizadas foram submetidas a analise em microscoépio

eletronico de varredura FEI Quanta 200 operando de 15 a 20 kV.

4.1.3.2 Microscopia de forca atdmica (MFA)

As amostras de celulose produzidas no meio de glucose 4%, tratadas e
secas conforme metodologia 4.1.2.1.1, foram observadas no microscopio
modelo Discoverer TMX 2010 (TopoMetrix) operando no modo de contato
intermitente, sob condi¢gdes ambientais (25 °C e umidade relativa de 50%). As
imagens topograficas e de contraste de fase, foram obtidas simultaneamente
utilizando sondas de silicio. As varreduras foram realizadas de 30 x 30 ym e

alturas de até 5 ym e altura maxima da amostra de 5 mm.

4.1.3.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises em RMN foram realizadas a 25°C utilizando um
espectrometro Bruker Avance Il de 400 MHz operado a uma frequéncia de 3C
de 100 MHz, utilizando a técnica de polarizagao cruzada (CP), no &ngulo magico
(MAS) a partir das amostras finamente trituradas, ou de particulas que foram
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preenchidas com CaO em p6 em rotor 4 mm, e utilizando glicina como um padrao
externo. Os espectros '3C foram obtidos utilizando o programa padrio de pulso
(CP, Bruker) com Sl de 32 K e tempo de contato de 2 ms (p15).

4134 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IR)

Para a espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho as
amostras e o padrao foram misturados com brometo de potassio, sempre com
2% de amostra e prensadas sob forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos

em espectrofotdbmetro Bomem, modelo MB com uma resolugdo de 4 cm-'.

4.1.3.5 Difratometria de raios-X (DRX)

As amostras de celulose foram submetidas a analise em difratbmetro de
raios-X para identificagdo da cristalinidade do material obtido, usando um
equipamento PRO MPD PANalytical X PERT. Os filmes foram colocados em um
plano do gonidmetro para background no suporte de amostra. Os raios X da fonte
de cobre, exitado a 40 kV X 30 mA, foram colimados a 0.04°, onde a 1° primeira
fenda vertical diverge 10 mm da horizontal. A radiacao difratada Cu(Ka) foi
medida a partir de 5 a 60 graus (20), com uma taxa de escaneamento de
0.002°/s.

O tamanho do cristalito foi medido pela equagao de Scherrer, onde o fator
de forma é k=0,90, o comprimento de onda é 1,54 A e 0 6 é o angulo de difracdo
da amostra em graus e o B € a largura total a meia da altura (FWHM) em 26
radianos. Para os picos de refracdo de raios X equipado com fungao
lorentiziana, B pode estar corrigido subtraindo o dado instrumental FWHM (Binst)

a partir de uma medida (Bmeas) como mostrado na Equacgao 2.
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Equacéo 2

O indice de cristalinidade foi determinado pela Equacgéo 3, do método
Segal et al. (1959) onde lam € a intensidade do alo amorfo em 18,05° (26) e loo2 €

a intensidade da difragdo 002 do pico de celulose.
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Equacéao 3

4.2 PRODUCAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE (NCW)

A obtengao de nanocelulose foi realizada através da hidrdlise acida, com
acido sulfurico 64%. Esta hidrélise ocorre primeiramente nas regides amorfas
das cadeias de celulose, devido a maior acessibilidade quimica, e emseguida
nas regides cristalinas. Esse processo resulta na formagédo de estruturas

cristalinas denominadas de nanocristais de celulose.

4.2.1 Materiais

o Membranas de Celulose tratadas;
. Acido Sulfurico 64% (H2S04);

. Agua destilada;

. Alcool Etilico;

. Hidroxido de Sodio 25% (NaOH).

4.2.2 Equipamentos

. Baldo de fundo redondo
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o Baldo volumétrico

o Banho de éleo

o Barra magnética

o Béquer

o Centrifuga

o Estufa

. Liofilizador

o Proveta

o Termbémetro

o Microscopio de luz polarizada

o Microscopio eletrénico de varredura.

o Ressonancia magnética muclear.

o Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
4.2.3 Método
4.2.3.1 Preparacdo das membranas

As membranas de celulose bacteriana foram tratadas até pH préximo de
7,0 e secas em estufa a 60 °C. Posteriormente foram colocadas em um béquer
com agua destilada deixando hidratar por uma hora e depois as membranas

foram cortadas em pequenos pedacos.

4.2.3.2 Producéo de nanocristais de celulose (NCW) por hidrélise acida

Em um bal&do de fundo redondo foram adicionados o acido sulfurico 64%
(a proporgéao de acido sulfurico adicionada na reagao deve ser equivalente a 0,5
g de membranas secas para 30 mL de H2SO4 - 64 %), € as membranas cortadas,
depois colocadas em banho de 6leo, previamente aquecido a 45 °C com agitacao
por 45 minutos. Neutralizou-se a solugao resultante com NaOH 25 % e o produto
foi precipitado com alcool etilico gelado, em uma proporgao de 1:3, centrifugado

e o precipitado formado foi dialisado. Finalmente o material foi seco a
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temperatura ambiente. O filme reconstituido foi analisado por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), microscopia oOptica de luz
polarizada (MOLP), microscopia de forga atomica (MFA) e analise
termogravimétrica (ATG/DTG).

4.3  SUCCINILAGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE (NCW-scC)

A reacao de succiniliagdo do NCW foi realizada segundo metodologia
descrita por Ribeiro-Viana et al. (2016) com modificagdes. Para esta reagao
foram adicionadas em um baldo 0,028 g do NCW com 0,0080 g de anidrido
succinico (lI), 5 mL de diclorometano (lll) e 200 pyL de piridina (IV). A reagéo
ocorreu a 70°C com refluxo por 16 horas. Apoés este tempo, o material foi lavado
com agua e centrifugado trés vezes e finalmente seco a temperatura ambiente.
O filme reconstituido foi analisado por FT-IR, MOLP, MFA e ATG/DTG.

4.4  FUNCIONALIZAGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE SUCCINILADA (NCW-CO)

Para a funcionalizacdo do NCW-sc, foram adicionados em uma placa de
petri 4 mg de NCW-sc, 9,5 mg de EDC, 6 mg de NHS e 8 mL de agua destilada.
Apos uma hora, foi retirado o sobrenadante e adicionado sobre o NCW-sc uma
solugdo aquosa de colageno hidrolisado (8 mL - 250 mg/mL). Esta mistura foi
agitada por 15 horas e o residuo lavado com agua e centrifugado trés vezes e
finalmente seco a temperatura ambiente. O filme reconstituido foi analisado por
FT-IR, MOLP, MFA e ATG/DTG.

4.5 CARACTERIZAGAO DAS NANOCRISTAIS DE CELULOSE (NCW, NCW-sc, NCW-
CO)
4.5.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT- IR)

Para a espectroscopia de absorgcdo na regidao do infravermelho foram

realizadas analises diretamente dos filmes reconstituidos ou do material
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incorporado em pastiha de KBr. Os espectros foram obtidos em

espectrofotdbmetro Bomem, modelo MB com uma resolugédo de 4 cm™.

4.5.2 Microscopia optica de luz polarizada (MOLP)

Para obter as imagens de microscopia Optica de luz polarizada, foram
depositadas as amostras liquidas no disco de quartzo de ouro, deixando secar
para formagao do filme, utilizando microscopio éptico marca LABOMED, modelo

Lx-400, em aumento de 20x e entre polarizadores cruzados a 90°.

4.5.3 Microscopia de forga atdmica (MFA)

As imagens de topografia e gradiente de capacitancia (dC/dz), os mapas
dos compdsitos dos nanocristais de celulose foram obtidos FlexAFM em um
microscopio de forga atdmica (Nanosurf), usando um PPP-EFM (Nanosensores)
Si sonda Ptir revestido, com constante de elasticidade de 2,8 N m™' e com

frequéncia de ressonéancia em 75 kHz.

4.5.4 Analise termogravimétria (TGA/DTG)

A estabilidade térmica dos nanoceistais de celulose foram avaliadas por
termogravimetria em um equipamento Shimadzu TGA-50. As amostras foram
aquecidas em panelas de alumina abertas com taxa de aquecimento constante
de 20 °C/min, a partir de 30 a 600 °C, sob atmosfera inerte com fluxo de
nitrogéno. Em média, a massa de amostra utilizada nas analises de TG foram 5

mg.

4.5.5 Quantificagdo do Colageno Funcionalizado em NCW-Co

A quantificacdo do colageno foi realizada pelo método de Bradford, para

a preparagao do reagente de Bradford, dissolveu-se 50 mg de Coomassie
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Brilliant Blue - G-250 em 25 mL de etanol 95% e, em seguida, adicionou-se 500
mL de acido fosforico concentrado, completando o volume para 100 mL com
agua destilada. A solugao obtida foi filtrada em papel de filtro, diluida 5 vezes e
acondicionada na geladeira até o momento do uso. A solugdo tampao continha
5,0 g de Cloreto de Sdédio, 0,2 g de Cloreto de Potassio, 1,15 g de Fosfato
Dissodico e 0,2 g de Fosfato Monopotassico, resultando em uma concentragao
de 0,015 M/L e pH 7,3. A solugéo padrao utilizada foi a soro albumina bovina (1
mg/mL).

Foram testadas concentracbdes de 0,833 ug/mL até 250,0 pg/mL, para
concentragdes inferiores ao ponto tres, que corresponde a 25 ug/mL, foram
realizadas duas dilugdes apartir dele, sendo o ponto um diluido 1:30 e o ponto
dois 1:20. Nos tubos de ensaio, foram adicionadas 1 mL do reagente de Bradford
diluido, apds a adicao da solugao tampéao e do padrao. Por fim, os tubos foram
agitados, deixados em repouso por 5 minutos e realizadas leituras de

absorbancias em 595 nm.

46 OPERACAO DO QCM PARA PADRONIZACAO DA TECNICA

Os métodos desenvolvidos para padronizacdo da técnica, foram
realizados de acordo com o fluxograma da Figura 9, que descreve um esquema

geral e simplificado das etapas envolvidas.
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Figura 9 - Fluxograma esquematico da padronizagéo da técnica do QCM

Padronizacao da Técnicado QCM

Formagéao do
% de variagao Filme no Disco Estabilidade do
de Massa de Quartzo Filme aluigao de
(Glicerol) l agua
Concentragao l
FLEG el mé&e de NCW, NCW-sc, NCW-co
Peristaltica 250 pg/mL Fluxo Padronizado
100 pL/lmlnuto l 0.02 pg/mL
5 /mL
0%, 15%, 30%, 40%, topgmL | Ncw
50%, 60%, 70%, 20 ug/mL NCW-sc
80%, 85% e 90% 40 pg/mL NCW-co

Fonte: Propria do autor (2016)

4.6.1 Estudo da Resposta de Parametros de QCM em Relacdo ao Aumento da

Massa Depositada Sobre o Disco

Para obter a curva da concentragcdo de massa foram, as medidas foram
realizadas no equipamento QCM200 com cristal de 5 MHz e bomba peristaltica
com fluxo de 100 pL/minuto. Foram estudadas diferentes concentracbes de
glicerol 0%, 15%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85% e 90%, cada uma das
concentracdes até estabilizar, para evidenciar a variagcdo da massa relativa e a

viscosidade do meio.

4.6.2 Descrigao da Formagao de Filme Sobre o Disco de QCM

Para cada um dos nanocristais de celulose (NCW, NCW-sc e NCW-co) foi

pesado 1 mg e suspenso em 4 mL de agua destilada, posteriormente



56

fragmentado por submergédo durante 20 minutos no ultrasonicador para obter
solugdo homogénea com uma concentragdo mae de 250 pg/mL. Dessa solugao
foram testadas para analises diferentes concentragdes 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20
pg/mL e 40 ug/mL, de cada um dos nanocristais de celulose. De cada solugao
foi colocado 500 uL/mL sobre o disco de quartzo ocupando quase toda a area
do disco, e deixando secar entre 15 - 20 minutos em estufa a 110 °C, formando

assim o filme.

4.6.3 Estudo de Estabilidade de Filme de NCW com Agua

Uma vez depositadas as diferentes concentra¢des no disco, foi testada a
estabilidade do filme em agua, em uma primeira etapa onde o fluxo foi de 100
pML/minuto e posteriormente foi padronizado para um fluxo constante de 0,02
pL/minuto. Apos estabilizagcdo da curva de saturagdo, deixou-se durante 20

minutos confirmando estabilidade do filme no disco.

4.7 MONITORAMENTO DA REAGAO DE FUNCIONALIZACAO DO NCW-co POR QCM

No monitoramento em tempo real da reagao de funcionalizacdo de NCW-
co, as medidas foram realizadas no equipamento QCM200 com cristal de 5 MHz
e bomba de seringa SP-UNK-2014, com fluxo padrao de 0,020uL/minuto. Foram
estudadas diferentes concentragdes para cada um dos nanocristais de celulose
(NCW, NCW-sc e NCW-co) 5 ug/mL, 10 ug/mL, 20 uyg/mL e 40 pg/mL, sendo
cada uma analisada no QCM, comegando com o NCW , apds estabilizagdo com
ar, foi adicionada agua aumentando sua massa e deixando estabilizar
novamente, posteriormente foram analisadas todas as concentragées de NCW-
sc, adicionando o ativador (EDC-NHS), e finalmente o NCW-co utilizando o
mesmo procedimento para todas as concentragdes, evidenciando as diferentes

reacoes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo foi dividida em cinco etapas: 1) producdo da CB; 2)
caracterizagao da CB; 3) producao de nanocristais de celulose (NCW, NCW-sc,
NCW-co); 4) caracterizagado de nanocristais de celulose (NCW, NCW-sc, NCW-
co) e 5) estudo por QCM do monitoramento da rea¢do de funcionalizagdo com

colageno hidrolisado do NCW-sc.

5.1 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM FERMETACAO ESTATICA

A producao de celulose em fermetagao estatica foi realizada em meio
glucose 4% tamponada em um periodo de 2 a 10 dias mantida a temperatura de
28°C, segundo materias e métodos, resultando na produgdo de filmes de
celulose que puderam ser retirados manualmente, como apresentada na Figura
10. Houve a formacao de filmes entre a superficie liquido/ar conforme observado
por Jonas e Farah (1998). A membrana apds ser removida do meio foi tratada
com NaOH 2%, por 24h a temperatura ambiente e lavada com agua destilada
para remogao de residuos celulares. Uma vez limpa foi seca para posteriores
analises de caracterizagcao (JONAS; FARAH. 1998)

Figura 10 - Filme de celulose bacteriana produzida em meio glucose 4% estatico

E apresentada fotografia da membrana obtida apés 10 dias de

fermentacdo estatica. Pode-se verificar que o aspeto que da membrana
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apresentada é bastante gelatinoso e € necessario referir que as membranas

obtidas nao eram totalmente lisas e uniformes.

5.2  CARACTERIZACAO DA CELULOSE BACTERIANA

5.2.1 Microscopia de Forga Atdmica (MFA)

A microscopia de for¢ca atbmica tem sido utilizada largamente no estudo
de polimeros (JANDT, 1998), fornecendo imagens da superficie dos materiais,
se tornando em um dos equipamentos mais completos para estudo de materiais
em micro e nano escala. Esta técnica utiliza uma sonda de silicio que oscila em
sua freqiéncia natural de ressonancia, sobre a superficie de uma amostra
tocando-a periodicamente. No decorrer de uma varredura a producado das
imagens ocorre devido as variagdes na interagdo entre a sonda e a amostra
ocasionada pelas mudancas na frequéncia, amplitude e fase da vibracdo da
sonda (COSTA; RIPPEL; GALEMBECK, 2002), seu principio fundamental é a
medida das deflexdes de um suporte (de 100 a 200 mm de comprimento) cuja
extremidade livre estd montada a sonda. Estas deflexdes sao causadas pelas
forgcas que agem entre a sonda e a amostra. A técnica, permitiu a observagao
fisica da topografia exata da microestrutura, como apresentada na Figura 11. A
medida que ocorre a varredura na frequéncia de oscilacdo da sonda, vales e
picos foram desenhados em fungdo da morfologia das celuloses estudadas.
Através destas micrografias foi possivel diferenciar com nitidez o produto
formado pelo processo fermentativo, observou-se a presenca de microfibras de
comprimento nao elevado, paralelos e nao paralelos formando um emaranhado
compacto sem poros visiveis no meio estatico. Com utilizagdo das imagens de
MFA, obteve-se o mapeamento topografico 3D e planialtimétrico do material
estudado, apresentando informagao da morfologia em relagao a rugosidade da
amostra, com valores de RMS: 22,2 nm e com uma altura de 0,23 ym, da
superficie da membrana. Estes resultados foram consistentes com os
encontrados na literatura (DAMMSTROM 2005; CAO et al., 2010; DAMASIO,
2015).
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Figura 11 - Micrografias de contraste de altura por MFA das fibras de celulose

produzidas por G. xylinus em meio glucose em fermentagao estatica

Topografia

Topografia 3D

RMS =22,2 nm

5.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é uma das técnicas mais
usadas para analisar e explicar corretamente os fenbmenos que ocorrem na
escala micrométrica, pois permite observar aumentos muito superiores ao da
microscopia Optica (até 900.000 vezes de aumento). Em relacédo a CB a MEV
consegue revelar com qualidade a microestrutura da membrana (GOELZER et
al., 2009). O principio da MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de
pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por
linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja
varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. A
técnica utiliza um feixe de elétrons, no lugar de fétons, utilizados em um
microscopio Optico convencional, o que permite solucionar o problema de
resolugcdo relacionado com a fonte de luz branca (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007). A MEV é um dos mais versateis instrumentos disponiveis
para a observacdo e analise de caracteristicas microestruturais de objetos
solidos. A principal razao de sua utilidade é a alta resolu¢ao que pode ser obtida
quando as amostras sao observadas; valores da ordem de 2 a 5 nm sao
geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos
de pesquisa avangada sio capazes de alcangar uma resolugao melhor que 1 nm
(NAGATANI et al., 1987; MALISKA, 2006).
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Com a técnica foram obtidas micrografias de CB apés 10 dias de cultivo
em meio estatico, a membrana foi formada por microfibras entrelacadas de forma
compacta, como apresentado na Figura 12, com aumento de 24.000 vezes foi
observada as fibras de CB. Nesta analise, foi possivel observar que as
micrografias apresentam estruturas reticuladas, entrelagadas randomicamente
(rede bem interligada com a presenga de pequenos poros.) que € a estrutura
tipica esperada para a celulose produzida por G. xylinus em fermentagao
estatica. A estrutura da rede randémica e suas microfibras apresentam diametro
nanométrico, semelhantes as micrografias descritas na literatura (WOJCIECH et
al. 2004; JEON et al., 2010; SHEYKHNAZARI et al., 2011; CASTRO et al., 2012;
GU; CATCHMARK, 2012; ZHONG, 2013; LIMA, 2014; LOPES et al., 2014).

Figura 12 - Microscopia eletrénica de varredura da celulose bacteriana

produzida por G. xylinus em meio glucose estatico
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5.2.3 Ressbnancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica RMN é utilizada para determinar estrutura tridimensional de
biopolimeros e estruturas supramoleculares. E uma técnica de espectroscopia
nuclear utilizada em varios ramos da ciéncia, na qual os nucleos, ao absorverem
e emitirem radiofrequéncia, revelam seus espectros caracteristicos. A aplicagao
da RMN na caracterizacdo de celuloses em estados sélidos e liquidos cresceu
nas décadas passadas. Isto, devido aos atomos de carbono dos grupos
funcionais que contém o oxigénio (como a carbonila e o aldeido) e substitutos do
anel aromatico que podem ser observados (PANTZE, 2006).

As membranas de celulose bacteriana produzidas foram analisadas por
3C CP-MAS-RMN 400 MHz (3, PPM) apresentando deslocamentos quimicos
caracteristicos para a mesma, como apresentandos na Figura 13, € possivel
observar os deslocamentos em 'C (102 - 108 ppm) sinal anomérico, *C (81 - 93
ppm) cristalino e amorfo e °C (60 — 70 ppm), bem como um conjunto de
ressonancias atribuidas aos carbonos °C, 3C e °C (73 - 79 ppm) da unidade de
anidroglucose (RONDEAU-MOUR; BIZOT; BERTRAND, 2011). Os sinais
quimicos obtidos exibem uma mistura de celulose tipo la e tipo IB. Estes
resultados foram consistentes com os encontrados na literatura (PERIN de
MELO, 2007; OLIVEIRA, 2013; FARIA-TISCHER et al., 2015; MARTINEZ-SANZ
et al. 2016). As caracterizagdes dos materiais obtidos sdo essenciais para que
se fagam suposicoes e/ou afirmacgdes sobre o comportamento e caracteristicas

destes.
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Figura 13 - Espectro de RMN de '3C da celulose bacteriana
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5.2.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

A FT-IR é indicada para identificar um composto ou investigar a
composi¢cdo de uma amostra, fornecendo evidencias da presenca de varios
grupos funcionais, nas estruturas organicas em membrana de celulose
bacteriana (MCB) e nanocristais de celulose (NCW), como apresentadas na
Tabela 2. Esto devido a interagdo das moléculas ou atomos com a radiagao
eletromagnética, em um processo de vibragdo molecular. Uma vantagem desta
técnica € a possibilidade de analisar amostras sélidas e determinar
qualitativamente ésteres (YANG et al., 2007; RIBEIRO-VIANA, 2016). A técnica
de FT-IR é também sensivel aos padroes de ligacbes de hidrogénio que

fornecem coesdo a cadeia de empacotamento (LOPES et al., 2014).
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Tabela 2 - Bandas caracteristicas na analise de FT-IR

Celulose Numero de onda CB  Atribuicéo Referencia
(cm™)
NCW 1185 — 1420 (R-O-S0O2-O- BARBOSA, 2007
R’)
Sulfatos
MCB-su 1730 - 1735 ~ (C=0) RIBEIRO-VIANA,
Ester e Acido 2016
MCB-co 1640 - 1655 (N-C=0) RIBEIRO-VIANA,
Carbonil 2016
Amida

Fonte: Propria do autor (2016)

O espectro vibracional na regido de infravermelho para amostra de CB
esta representado na Figura 14. Pode-se observar varias bandas relevantes
caracteristicas de CB, relacionadas com O-H, CH2, C(O-H), C-O, C-OH,
apresentadas na Tabela 3. Estas amostras seguem o perfil caracteristico
relatado na literatura (SANZ; RUBIO; LAGARON, 2011; ASHORI et al., 2012;
LIMA, 2014; LOPES et al., 2014; YING et al., 2014; FENG et al., 2015).

Figura 14 - Espectro vibracional infravermelho de membrana de celulose
bacteriana
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Tabela 3 - Bandas caracteristicas para celulose bacteriana na analise de FT-IR

Numero de onda Atribuicao
CB (cm™)
3345 (O-H) - celulose |
2860 — 2930 (CH2)
1635 — 1645 C(O-H) - Agua absorvida
1425 — 1435 HCH, OCH
1358 — 1375 CH
1146 — 1160 (C-O-C, CH)
1111 (C-C) — Anel (Polissacarideos, Celulose
1046 (C-O) C-OH Carbodratos
870 -900 (C-H)
665 — 70 (C-OH)

Fonte: Geat et al. (2011)

5.2.5 Difratometria Raios-X (DRX)

Outra técnica que auxilia na caracterizagcao da celulose é a difracao de
raios-X, que é utilizada para obtencao de caracteristicas importantes sobre a
estrutura do composto. Os Raios-X, sédo radiagcdes eletromagnéticas que, como
tais, podem ser polarizadas, difratadas, refratadas ou refletidas. A difracéo
destes raios pelos cristais resulta de um processo em que 0s raios-X sao
dispersos pelos elétrons dos atomos, sem mudanga de comprimento de onda. A
difracao resultante de um cristal, compreendendo posi¢des e intensidades das
linhas de difragao, € uma propriedade fisica fundamental da substancia, servindo
nao sé para a identificagdo como também para o estudo da estrutura (GOMES;
DUTRA, 1984).

As amostras de celulose foram submetidas a esta analise e exibiram perfil
similar a de celulose tipo |, como apresentado na Figura 15. No grafico de
difracdo o indicativo da presenca de celulose cristalina do tipo | € a ocorréncia
de picos em 20 =14, 16 e 22,6°, sdo atribuidos a CB em cultura estatica (LANDIN
et al., 1993; BARUD et al., 2008; RETEGI et al., 2010). De acordo com a analise
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a membrana de celulose apresentou um indice de cristalinidade (IC) de 66,7%
que em membrana de CB pode variar de 50 a 90%. Estes resultados foram
consistentes com os encontrados na literatura (SEGAL et al., 1959; WOJCIECH;
ROMANOVICZ; BROWN,2004; BARUD et al., 2007; GOELZER et al., 2009;
GOMES et al., 2013; POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013; FARIA-TISCHER et
al., 2015; SANTOS et al., 2015)

Na producao de CB em forma de filme € importante optar pelas melhores
condigcbes de fermentagdo que mantenham uma elevada porcentagem de
cristalinidade da CB, caracteristica diretamente com sua resisténcia mecanica
(PECORARO et al., 2008).

Figura 15 - Espectro de difragao de raios-X da celulose bacteriana produzida

no meio glucose 4 % pelo método estatico
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5.3 PRODUGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE (NCW, NCW-sc, MCW-c0)

5.3.1 Produgéao de Nanocristais de Celulose (NCW)

Para a obtencao de nanocristais de celulose por hidrélise acida, foram

testados diferentes tempos de reacao 15, 30 e 45 minutos. Os tempos de 15 e
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30 minutos apresentaram fibras perceptiveis a olho nu, com pedacos de
membranas. Desta forma foram utilizados somente os materiais produzidos
apo6s 45 minutos de hidrolise, como apresentados na Figura 16. Esta técnica se
apdia no fato que as regides cristalinas sao insoluveis em acidos, devido a sua
alta organizacéao, assim, o isolamento dos nanocristais é facilitado pela cinética
de hidrélise mais rapida, apresentada pelas regibes amorfas que séo
naturalmente desorganizadas, em relagdo as regdes cristalinas (SAMIR;
ALLOIN; DUFRESNE, 2005). As principais variagdes encontradas na literatura
para a obtengao de nanocristais de celulose fazem referencia a concentragéao do
acido, tempo, temperatura e a relagéo acido/celulose (SILVA et al., 2011).

Também € importante ressaltar que a obtencdo de nanocelulose nao
depende somente da hidrdlise, sendo também, do processo de obtencdo da
celulose, como é o caso da fermentacéao estatica, que permite obter uma celulose
com alto IC. Os cristais de celulose formados através de hidrolise acida
controlada vém sendo aplicados visando aumento das propriedades mecanicas,
Opticas e elétricas de diversos materiais nas diferentes industrias (LENGOWSKI
et al., 2013).

Figura 16- Nanocristais de celulose produzido apds 45 minutos de hidrolise acida
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5.3.2 Reacéao de Succinilagdo nos Nanocristais de Celulose (NCW-sc)

A reagdo de succinilacao dos NCW ocorreu utilizando-se anidrido
succinico em presenga de piridina e diclorometano sob refluxo, como
apresentado na Figura 17. O sucesso da reagao foi confirmado pelas analises
dos seus espectros no FT-IR, outras caracterizagbes deste material também
foram realizadas, como MFA, MOLP e TGA/DTG.

Figura 17- Reacéo de succinilagdo do NCW

O
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Fonte: Gentilmente cedida por Renato Ribeiro-Viana, 2016

5.3.3 Funcionalizagao do Nanocristal de Celulose Succinilado (NCW-co)

A reacdo de acoplamento do colageno a NCW-sc se deu em presenga
dos reagentes EDC-NHS em agua. Nestas condi¢des, as carbonilas dos acidos
carboxilicos pendentes na superficie sao ativadas pelos reagentes de
acoplamento EDC-NHS e posteriormente sofrem ataque dos grupos amino livre
presentes na estrutura do colageno, formando assim liga¢gdes do tipo amida e
prendendo-o covalentemente a estrurura da nanocelulose como apresentada na
Figura 18. O sucesso da reacdo foi confirmado pelas analises dos seus
espectros no FT-IR, outras caracterizagdes deste material também foram
realizadas, como AFM, MOLP e TGA/DTG.
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Figura 18 - Funcionalizagdo do NCW-sc

Fonte: Gentilmente cedida por Renato Ribeiro-Viana, 2016

5.4  CARACTERIZAGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE (NCW, NCW-sc, NCW-c0)

5.4.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Nos espectros avaliados apresentados na Figura 19, pode-se observar
que o especro para NCW foi bastante similar ao observado anteriormente na
Figura 14, uma vez que se trata de materiais originados de um mesmo polimero-
base (celulose bacteriana). Estiveram presentes as bandas tipicas
caracteristicas deste biopolimero, como 3348 (O-H), 2901 (C-H alifatico), 1045
(C-0O). As amostras succiniladas NCW-sc, mostraram mudancgas significativas,
acrescentando as informagdes ja obtidas do NCW, além das bandas tipicas ja
descritas, apresentou-se em destaque a banda em 1727 (C=0 éster e acido),
pelas adi¢des do n-(3-dimetillainopropil)-n-etilcarbonamida hidro-clorida — n-
hidroxisuccinamida (EDC-NHS), indicando a presenca do ligante. E finalmente
as amostras funcionalizadas NCW-co, agregaram informagdes particulares pelas
modificagdes introduzidas, os espectros das amostras funcionalizadas
apresentaram bandas referentes a outra molécula organica introduzida
(proteina), em destaque 1655 N-C=0 carbonil amida. Observou-se que a banda
1727 diminuiu, isto &, devido a que os grupos acidos foram subtituidos pelo grupo
amida da proteina. Estes resultados foram consistentes com os encontrados na
literatura (HSIEH, 2010; NETO et al., 2013; MOURA, 2014; FENG et al., 2015;
RIBEIRO-VIANA; FARIA-TISCHER; TISCHER, 2016).
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Figura 19 - Espectros vibracionais infravermelho dos nanocristais de celulose
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5.4.2 Microscopia Optica de Luz Polarizada (MOLP)

A celulose é opticamente ativa e apresenta contribuicdes quirais que
podem ser observadas por diferentes técnicas, como por exemplo microscopia
de luz polarizada. Nanocristais de celulose tém um empacotamento helicoidal o
que gera uma capacidade de rotagdo da luz polarizada refletindo-a em
comprimentos de onda bem especificos, ou seja, com cores bem definidas
dependo do angulo de visualizagdo. Estes filmes podem ter importantes
aplicagdes, incluindo cheques, cédulas e passaportes, bem como novos
pigmentos para recobrimetos de materiais e tintas (BORSALI, 2004). Como é
apresentada na Figura 20, o comprimento de onda apds a evaporagao se torna
colorido (SANTOS, 2012). Esta intensidade de reflectancia e sua cor dependem
da uniformidade da orientagdo da fase quiral, que pode ser obtida facilmente
sujeitando a amostra a um campo magnético intenso. Neste caso, cada amostra

ficou entre dois filtros polarizados, de maneira que a luz orientada do primeiro
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filtro foi desviada pelo flme de NCW com alteracdes na cor refletida. E possivel
observar que NCW e NCW-co se organizam em membranas com variagdo na
reflexdo observada pela mudanca de cor dos mesmos, de acordo com o angulo
de incidéncia da luz polarizada. NCW-sc nao foi capaz de se auto-organizar em

membranas permanecendo como particulas com baixo dicroismo.

Figura 20 - Micrografias 6pticas dos nanocristais de celulose

5.4.3 Microscopia de Forga Atémica (MFA)

A morfologia dos nanocristais foi investigada por microscopia de forca
atbmica, a micrografia € apresentada na Figura 21, a fim de visualizar os
nanocristais com morfologia caracteristica dos nanocristais, confirmando a
formacdo deste nanomaterial (SANTOS, 2012; MORAES et al., 2016). Os
nanocristais de celulose NCW, NCW-sc e NCW-co apresentam didametros e
rugosidades diferentes. Diamétros em torno de 37,4, 37,8 e 43,6 nm,
respetivamente, e rugosidade em torno de 5,01 nm, 7,05 nm e 9,16 nm,
respetivamente. Em comparacdo com NCW e NCW-sc, as fibras quase nao se
alteraram de tamanho, isto pode indicar que nao houve variagao na estrutura da
celulose quando processada com acido, ja o NCW-co o apresentou um tamanho
maior, isto €, devido a introdugao do grupo amida no material. Com respeito a
rugosidade, apresentaram mudangas entre os nanocristais de celulose, devido
as alteracbes realizadas nos processos de succinilacdo e funcionalizagéo

apresentando polidispersividade de comprimento. Os nanocristais apresentaram
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dimensbes que foram consistentes com as dimensdes ja estavelecidos pelas
normas Tappi para nanocristais. Estas amostras seguem o aspecto caracteristico
relatado na literatura (JEAN et al., 2008; SILVA et al., 2009; LAHIJI et al., 2010;
ROSA et al., 2012; DUFRESNE; BELGACEM, 2013; BONADIO, 2014; SOUZA
et al., 2015)

Figura 21 - Micrografias de contraste por microscopia de for¢a atbmica dos
nanocristais de celulose

5.4.4 AnaliseTremogravimétria (TGA/DTG)

A estabilidade térmica dos nanocristais de celulose, foi investigada por
termogravimetria, os resultados estao apresentados nos graficos da Figura 22a,
e foram utilizadas para estimar a estabilidade térmica das amostras em termos
de temperatura e degradacao, as temperaturas de degradacdo maxima foram
obtidas através da anadlise dos picos das curnas de termogavimétria derivada,
como apresentanda na Figura 22b. Dentre os principais processos de degragao
pode ser destacado o comego da degradacdo, as analises mostraram uma
degradacao térmica del 10%, perto de 293,°C, 304,°C e 310,°C para NCW,
NCW-sc e NCW-co respetivamente, também observou-se um unico estagios de
degradagao com perda de massa em torno de 333.61°C, 338,36°C e 337,30°C
para NCW, NCW-sc e NCW-co respetivamente, podendo ser estos corroborados
nas curvas de DTG, isto é devido a decomposi¢cao dos nanocristais, através da

despolimerizagdo e decomposigdo das unidades glicosidicas. Comparando os
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resultados obtidos pelos diferente nanocristais, pode-se observar que a medida
que o nanocristai foi modificado, apresentam maior resisténcia térmica.
Resultados consistentes com os encontrados na literatura (SILVERIO et al.,
2013; ORNAGHI JR. et al., 2014; BENINI, 2015; SILVA, 2015)

Figura 22 - Curvas termogravimétricas dos nanocristais de celulose.
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5.5 EsTuDO POR QCM DO MONITORAMENTO DAS REACOES DE SUCCINILACAO DE
NANOCRISTAIS DE CELUOSE (NCW-sC) E POSTERIOR FUNCIONALIZAGAO COM
PROTEINA HIDROLISADA DO NANOWHISKER SUCCINILADO (NCW-C0)

Foram realizados ensaios preliminares para definir as condi¢coes 6timas

para o monitoramento das reagdes de succionalicao e funcionalizacao, estes
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ensaios comecaram a partir da escolha do material utilizado, os primeiros
estudos envolveram a participagdo da membrana de CB nativa, foi colocado no
disco de quartzo, membrana de CB com tempo de fermentacdo de 10 dias,
deixado secar em estufa a 70 °C, ao utilizar este material foi observado que o
equipamento do QMC nao emitia resposta sobre variagdo de frequéncia nem
resisténcia, isto deve-se possivelmente a espessura da membrana impedindo a
analise das reagbes. Tentado diminuir a espessura da membrana foi utilizada
membrana de CB com 7 dias de fermentagdao obtendo o mesmo resultado, o
QMC ndo emiteu resposta sobre variagdo de frequéncia nem resisténcia,
posteriorimente a fermentacao foi diminuida para 4 dias de fermentacao, sem ter
uma resposta diferente as fermentacdes de 10 e 7 dias. Mediante tais resultados
foi decidido utilizar a CB em escala nanomérica através de hidrolises acida. Uma
vez produzido nanocristais de celulose (NCW), foram testadas varias
concentracdes desta para formacao do filme no disco de quartzo, até obter a
concentracdo otima de 250 pg/mL, descrito anteriormente em materiais e
métodos. Uma vez utilizado este material em nanoescala e definida sua
concentracao, foi conferida a detec¢cdo do equipamento para NCW, emitindo
resposta sobre variagdo de frequéncia e resisténcia ao injetar as diferentes
susbtancias de analises (solugdo ativadora EDC-NHS e solugdo colageno),
permitindo observar em tempo real as reacgdes de ativagdo do acido succinico
(NCW-sc) e funcionalizagdo (NCW-co) dos respectivos materiais.

Outro ensaio preliminar foi a determinacéo do fluxo 6timo no QCM. E
indispensavel determinar um tempo adequado de interacio entre o nanocristal e
o ligante (processo de succinilagao) e posteriormente o nanocristal succinilado e
a proteina hidrolisada (processo de funcionalizagao), para obter em tempo real
os sinais correspondentes as diferentes reacdes esperadas. Foi testado um
fluxo de 1 mL/min, ao ser aplicado este fluxo, nao foi possivel observar resposta
sobre variacao de frequéncia nem resisténcia, posteriormente foi testado o fluxo
de 0,05 mL/min, foi possivel identificar uma leve variagdo de frequéncia e
resisténcia, ao obter esta resposta foi decidido testar um terceiro fluxo de 0,02
mL/min para tentar aumentar esta resposta de variagao e foi possivel observar
um aumento maior nas variacbes de resposta na frequéncia. Embora estes
testes de fluxo estejam dentre da faixa recomendada nas especificacbes do
QCM (0,02 — 5 mL/min) este sempre sera determinado dependendo das
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propriedades do material utilizado. Uma vez determinado o tipo de material e 0
fluxo 6timo, comegaram os diferentes estudos da nanocelulose por QCM.
Para analise de QCM foi necessario padronizar a técnica no sentido de
observar os seguintes parametros como:
e Formacéo do filme no disco com concentragdo ideal;
e Viscosidade e composi¢do do meio que ajudou com a determinagdo de
quantidade de massa depositada no disco;
e Estabilidade do filme no disco de quartzo (elui¢do de agua - velocidade

de fluxo aplicado).

5.5.1 Resposta do QCM a Variagéo da Viscosidade e Composigéo do Meio

Foi aferido o comportamento do cristal de quartzo em resposta a variagdes
de concentragao de glicerol 0%, 15%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85% e
90%, observado na Figura 23. Cada concentragao foi deixada até estabilizar,
evidenciando a variagdo da massa relativa e a viscosidade do meio. O
comportamento foi como previsto na teoria, observado na Figura 24, para calibrar
a técnica no QCM. O grafico foi construido usando as respostas em resisténcia

(R, ohms) gerada para cada concentracao de glicerol.

Figura 23 - Resposta de resisténcia para o aumento da concentragao de glicerol

eluido a través do QCM para a calibragédo da técnica
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Figura 24 - Mudancga de Frequéncia (Hz) e Desvio de Resisténcia (Ohms) em
relacdo a percentagem do peso de glicerol (em agua), como previsto na teoria,
medida com QCM200 e 5 MHz do cristal polido
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Ao adicionar as diferentes concentragcdes crescentes de glicerol (0%,
15%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85% e 90%), foi possivel observar o
aumento na ressistencia que € inversamente proporcional a diminuicdo da
frequéncia, demostrando a sencilbildade do QCM a detegbes das variagoes de

concentracgodes.

5.5.2 Resposta a Deposicao de Nanocristais de Celulose sobre o Disco de

Quartzo

Foi medida a resposta do cristal de quartzo as concentrag¢des crescentes
de nanocristais de celulose, depositando suspensao de nanocelulose sobre o
disco e secando-o, como apresentados na Figura 25. Observou-se que houve
um aumento crescente de resposta a massa adicionada (5 ug/mL, 10 ug/mL, 20
ug/mL e 40 ug/mL) proporcional a quantidade, demonstrando a sensibilidade do
QCM para evidenciar mudancas nas concentracbes de massa nos materiais

estudados.
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Figura 25 - Aumento da massa por area (ug/cm?) apos a deposigédo sequencial

de nanocristais de celulose
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Aferir a faixa de linearidade a fim de estabelecer uma concentragao ideal
de resposta, como apresentada na Figura 26, depositada no disco as massas
acima de 40 ug/mL demostraram nao ser lineares, podendo-se determinar a

massa limite de sensibilidade.

Figura 26 - Cruzamento de dados graficos obtidos a partir de procedimento
experimental que foi observado na Figura 25. Mostra a real massa depositados

através do valor por centimetro quadrado.
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5.5.3 Estabilidade do Filme de Nanocristais de Ceulose Despositado sobre o

Disco de Quartzo Frente a Eluigéo de Agua

A avaliagdo da estabilidade do filme de nanocristal de celulose depositada
no disco de quartzo frente a eluicdo de agua em relagdo ao tempo € apresentada
na Figura 27. A avaliacdo do nanocristal de celulose foi positiva, este
permaneceu estavel apos a hidratagdo, sem perda do material estudado, no
intervalo de 500 a 1500 segundos (1000/60=16 min).

Figura 27 - Estabilidade da nanocristal de celulose reconstituido com 50 ug de
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Os experimentos foram repetidos nas diferentes quantidades de massa
utilizadas dos nanocristais de celulose (5 pg/mL, 10 pyg/mL, 20 pug/mL e 40
Mg/mL) como apresentado na Figura 28, podendo-se observar que para cada
concentragéo, o filme hidrata-se ao longo do tempo sem perda do material,

apresentando uma grande estabilidade, permitindo as analises dos materiais.
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Figura 28 - Estabilidade dos nanocristais de celulose com massa limite para

sensibilidade
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5.6 MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA FUNCIONALIZACAO DE NCW-CO EM DISCO
POR QCM

Para obtencdo da medida piezoelétrica, foi depositado o filme de

nanocristais de celulose (NCW-sc) na superficie de ouro do cristal de quartzo, e
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subsequentemente em fluxo foram ativacao os sitios carboxilicos, com solugao
de EDC/NHS. Posteriormente o NCW-sc foi funcionalizado com colagno
hidrolisado. A avaliacdo da funcionalizacdo do NCW-co foi procedida em fluxo
de 0,02 mL/min. Na Figura 29, o monitoramento da funcionalizagdo do NCW-sc
com colageno hidrolisado, comega com a eluicdo de agua no filme até estabilizar
(1), apos a injegao da solugao de ativacdo com EDC/NHS (2), observa-se que
houve uma variagdo de frequéncia (Af), posteriormente € passado agua até
estabilizar (3), apresentando também uma variagcédo de frequéncia (Af), apds é
injetado a solugdo com colageno hidrolisado (4), observa-se que apds esta
injecdo houve novamente variagdo de frequéncia (Af), sugerindo a interacéo
entre o colageno e a monocamada de NCW-sc presente na superficie de ouro
do cristal de quartzo. De acordo com a equacado de Sauerbrey (Eq. 1), a
frequéncia diminuiu devido a adsorgéo de massa sobre a superficie do cristal de
quartzo. Finalmente foi feita a eluicdo de agua (5) e o fluxo foi parado. Este
mesmo protocolo foi adotado por Pesquero (2010), Hannes et al. (2012) Pedroso
et al. (2012), Pei et al. (2012), Santos (2012) e Martins (2013), mostrando a
eficiéncia do QCM no monitoramente em tempo real da funcionalizagédo de

particulas.
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Figura 29 - Monitoramento em tempo real da funcionalizagdo do nanocristal de

celulose (NCW-co)
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Uma vez padronizada a técnica para medicdées no QCM, demonstrou-se

que a vibragao do cristal de quartzo depende nao apenas das propriedades do

quartzo e do material depositado, mas também das propriedades das solugdes

injetadas, para obter com suscesso as medidas piezoelétrica pretendidas.
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CONCLUSAO

No desenvolvimento deste trabalho, foi possivel a produgcdo de
nanocristais de celulose a partir de celulose bacteriana, realizou-se com éxito a
reacdo de succinilacdo que permitiu posteriormente a funcionalizagdo com
colageno hidrolisado. Os nanocristais de celulose foram modificados com uma
técnica ainda ndo descrita para materiais em nanoescala a partir de fonte

microbianas. Os resultados que levaram a esta conclusdo seguem:

1. A producéo da celulose produzida pela bactéria Gluconacetobacter
xylinus foi realizada em fermentacédo estatica, obtendo-se um material
apropriado, que serviu como base para produgdao de nanocristais de

celulose.

2. A obtencdo de nanocristais de celulose (NCW) nao depende
soamente da hidrolise, mas também, do processo de obtencédo e é
importante ressaltar que a fermentacdo estatica permite obter uma

celulose com alto indice de cristalinidade.

3. O sucesso da succinilacdo seguido da funcionalizacdo da
nanocelulose foram evidenciados principalmente pela técnica de FT-IR
apresentando bandas em destaque, referentes ao acido carboxilico em
1727 cm™ e a proteinas 1655 cm™'. Estes processos, vém sendo
aplicados visando o aumento das propriedades mecanicas, ampliando

as aplicacbes industriais dos nanomateriais.

4. A padronizacao da técnica foi possivel pela realizagao dos ensaios
preliminares, em relagao, formagao do filme no disco com concentragéao
ideal (250 yL/mL) , a viscosidade e composi¢ao do meio que ajudaram
com a determinacao de quantidade de massa depositada no disco (5,
10, 20 e 40 pL/mL) e estabilidade do filme no disco de quartzo (eluicéo
de agua - velocidade de fluxo aplicado de 0,02 mL/minuto), permitindo o
monitoramento em tempo real dos processos de succinilagdo e

funcionalizagcao por QCM.
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