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RESUMO

A pele sendo o maior 6érgao do corpo humano exerce a funcéo de barreira natural
do corpo, quando sofre lesdes como as queimaduras é importante a aplicacao
de curativos para rapida reepitelizacdo. Membranas de celulose bacteriana (BC)
sao tradicionalmente utilizadas como pele artificial na cicatrizacdo de feridas
desde a década de 80. No entanto, a fabricagdo destas membranas € um
processo de baixo rendimento e alto custo. A celulose é o biopolimero de maior
abundancia, muito utilizada devido as suas propriedades quimicas e fisicas,
onde a nanotecnologia permite potencializar essas propriedades. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver e caracterizar membranas de nanofibrilas de
celulose vegetal com adicdo de agente cicatrizante e bacteriostatico para a
cicatrizacdo de feridas de parede corporea. Para assemelhar-se a BC a polpa
celulésica bruta (PB) foi tratada para extracdo da hemicelulose (PT), para
posterior obtencdo dos filmes. As nanofibrilas foram obtidas pelo método
mecanico de desfibrilagdo da celulose, e posteriormente os filmes por filtragem
e secagem sob presséo. Filmes de nanocelulose vegetal, obtidos da PB, foram
impregnados com 6leo essencial de caléndula e nanoparticulas de prata. As
técnicas empregadas para a caracterizacdo foram difracdo de raios X,
espectroscopia de infravermelho, analise termogravimétrica, microscopia
eletrbnica de varredura, ensaios fisicos, mecanicos e aplicacéo in vivo. Os filmes
da PB apresentaram resisténcia a tracdo entre 47 e 62 MPa, enquanto os filmes
da PT apresentaram resultados entre 10 e 11 MPa. Os filmes da PB
apresentaram resultados de cicatrizagao in vivo estatisticamente semelhantes
ao curativo comercial. Os filmes impregnados com 6leo essencial de caléndula
e nhanoparticulas de prata apresentaram caracteristicas quimicas e fisicas
adequadas para potencial uso em feridas corpéreas, porém nas concentracées
testadas ndo apresentaram acdo antimicrobiana contra S.aureus e E.coli nos
testes in vitro.

Palavras-chave: filme de nanocelulose, curativo, queimadura, 6leo de
caléndula, nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

The skin being the largest organ in the human body carries the natural barrier
function of the body, when suffering injuries such as burns is important the
application of dressings for quick re-epithelialization. Bacterial cellulose
membranes (BC) are traditionally used as artificial skin in the healing of wounds
since the 80’s. However, the manufacture of these membranes is a process of
low yield and high cost. Cellulose is the biopolymer of greatest abundance, widely
used due to its chemical and physical properties, where nanotechnology allows
improvement of these properties. The objective of this study was to develop and
characterize nanofibrils membranes of plant cellulose with addition of healing and
bacteriostatic agent for healing of body wall. To resemble BC the cellulosic pulp
(PB) was treated for extraction of hemicellulose (PT), to later obtain the films. The
nanofibrils were obtained by mechanical method of defibrillation of cellulose, and
later the films by filtering and drying under pressure. Films of plant nanocellulose,
obtained from PB, were impregnated with essential oil of Calendula and silver
nanoparticles. The techniques employed for characterization were Xx-ray
diffraction, infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, scanning electron
microscopy, physical testing, mechanical test and application in vivo. The films of
PB presented tensile strength between 47 and 62 MPa, while the films of PT
presented results between 10 and 11 MPa. The films of PB in vivo healing results
are statistically similar to commercial dressing. The films impregnated with
essential oil of Calendula and silver nanoparticles showed adequate chemical
and physical features with potential for use in wounds, but at concentrations
tested showed no bactericidal action against S.aureus and E.coli in vitro.

Keywords: nanocellulose films, wound dressing, burn, Calendula oil, silver
nanoparticles.
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1.INTRODUCAO

As gueimaduras sao lesdes caracterizadas por perda de pele que
apresentam uma resposta inflamatdria intensa que se perpetua por todo o tecido
lesionado, tornando-se um desafio clinico e cirurgico. Ocorrem quando algumas
ou todas as células da pele sdo destruidas por substancias ou temperaturas
extremas, radiacdo, radioatividade, eletricidade ou friccdo. Acidentes com
gueimaduras ocorrem com grande frequéncia devido a pele exercer a funcéo de
barreira natural do corpo com 0 meio externo sendo a regido mais agredida do
organismo (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013).

Ao longo dos anos uma grande variedade de substancias tem sido
utilizada como agentes protetores nas lesbes por queimaduras. O principio
bésico de um curativo para queimaduras é ndo agredir a pele, proporcionando
um ambiente adequado para a reepitelizacdo, ou seja, um ambiente estéril,
umido e protegido do meio externo (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013;
PITANGUY; SALGADO; MARACAJA, 1988).

Membranas de celulose bacteriana séo utilizadas como pele artificial na
cicatrizacdo de feridas desde a década de 80 (BAUA, 2007; PITANGUY;
SALGADO; MARACAJA, 1988). No entanto, a fabricacéo destas membranas é
um processo de baixo rendimento e alto custo, por ser tratar de uma sintese
bacteriana. Uma alternativa neste contexto € a producdo de uma membrana de

nanocelulose vegetal.

A celulose é o polimero natural de maior abundéancia terrestre possuindo
varias aplicacfes industriais, a mais comum delas é a producdo de papel e
embalagens. A maior fonte industrial de celulose séo os plantios florestais, porém
0 processamento de alguns materiais gera uma grande quantidade de residuos,
ricos em celulose representando um problema na agroindustria
(BERGAMASCHINE; BRAGA; SOUSA, 2005; HOENICH, 2006).

A nanotecnologia permite potencializar propriedades fisicas e quimicas

que agregam maior valor ao material, neste caso podendo reaproveitar um
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subproduto como a celulose vegetal das agroindustrias desenvolvendo a

nanocelulose, além de minimizar problemas ambientais (KAMEL, 2007).

hY

A celulose nos vegetais sempre estd associada a presenca de
hemicelulose, que juntamente com a celulose e lignina formam os componentes
poliméricos mais importantes da parede celular. A maioria dos processos de
polpacéo industrial usa o método kraft, e mesmo apds o branqueamento, a polpa
produzida contem cerca de 15% em massa de hemicelulose. Um pré-tratamento
extraindo a hemicelulose da polpa celuldsica possibilitaria diminuir o consumo
energético no processo de desfibrilacdo mecanica, na obtencdo da suspensao
de nanocelulose fibrilada e produziria filmes semelhantes as membranas de
celulose bacteriana podendo diminuir o risco de reacdes alérgicas a membrana
durante o uso em feridas abertas (CARVALHO et al., 2009; HAYASHI;
MARSDEN; DELMER, 1987).

A adicdo de um agente cicatrizante e bacteriostatico nas membranas
potencializa a eficacia da aplicacdo como curativo em queimaduras, dentre 0s
possiveis agentes estdo o0s naturais como 0leo essencial de caléndula ou os
desenvolvidos pela nanociéncia como as nanoparticulas de prata. O controle de
micro-organismos na ferida favorece a cicatrizagdo, uma vez que a presenca e
a proliferacao de bactérias e fungos em feridas podem rapidamente contaminar
e retardar o processo de cicatrizacdo (CITADINI-ZANETTE; NEGRELLE;
BORBA, 2012; SERAFIM, 2010).

Neste contexto, este estudo visa desenvolver uma membrana de
nanofibrilas de celulose vegetal com adicdo de um agente cicatrizante e
bacteriostatico para a cicatrizacdo de feridas de parede corpérea. Nao foram
encontrados trabalhos anteriores que avaliassem a aplicacdo de filmes de

nanocelulose vegetal no tratamento de ferimentos.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.CELULOSE VEGETAL

A celulose é o polimero natural mais abundante na Terra, com uma
elevada taxa de regeneracgédo via fotossintese, sendo o principal componente
estrutural das plantas. Polissacarideo de férmula molecular (CeéH100s)n é
composto pela unido de moléculas de B-D-glucopiranose através das ligacbes
B-1,4-glicosidicas (FIGURA 1), com caracteristica fiborosa (HOENICH, 2006;
VIERA, 2013). A unidade de repeticdo é um dimero de glicose conhecido como
celobiose com grau de polimerizacéo de cerca de 10000 na madeira (GRACA,
2009; ZHU et al., 2014).

FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA DA CELULOSE
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FONTE: GRACA, 2009

A molécula de celulose foi isolada a partir da madeira pela primeira vez
em 1885 por Charles F. Cross e Edward Bevan em Londres (HOENICH, 2006).

Moléculas de celulose formam ligagbes de hidrogénio inter e
intramoleculares. Agregam-se na forma de microfibrilas na qual regides
ordenadas (cristalinas) se alternam com regides ndo ordenadas (amorfas)
(GRACA, 2009; IWAMOTO; NAKAGAITO; YANO, 2007).

A celulose pode ser encontrada em uma ampla variedade de plantas,
algas e bactérias. No caso da madeira comp®e de 40 - 45% das fibras, associada

a hemicelulose e lignina na parede celular. Uma vasta gama de estruturas de
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celulose (fibras, nanofibrilas, cristais entre outras) estdo sendo estudadas para
inumeraveis aplicagcdes comerciais (HOENICH, 2006; IOELOVICH, 2008;
VIERA, 2013).

A parede celular da madeira apresenta uma espessura de
aproximadamente 4 um, sendo composta por milhares de microfibrilas com
diametros de 15 nm e comprimento maior de 2 um (FIGURA 2). A estrutura da
madeira permite a liberacdo das microfibrilas através do processo de
desintegracdo quimico, enzimatico ou mecanico. As microfibrilas ou também
chamadas nanofibrilas possuem propriedades Unicas como excelente
resisténcia mecanica, area de superficie e capacidade de inibir o espalhamento
daluz (ZHU et al., 2014).

As fibrilas elementares contém cerca de 36 moléculas de celulose e as
microfibrilas possuem cerca de 10 - 20 fibrilas elementares (MOON et al., 2011).

FIGURA 2- ESQUEMA DA ESTRUTURA DAS FIBRAS DA MADEIRA
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FONTE:ADAPTADO DE ZHU et al., 2014

2.2.HEMICELULOSE

As proporgdes entre os componentes lignina, celulose e hemicelulose da
parede celular (FIGURA 3) dependem da espécie vegetal e variam de camada
para camada (CARVALHO et al., 2009).
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FIGURA 3- COMPOSTOS DA PAREDE CELULAR VEGETAL
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FONTE: AUTOR DESCONHECIDO

O termo hemicelulose ou poliose € utilizado para denominar grupos
distintos de polissacarideos de cadeia ramificada e baixa massa molecular,
constituidos por acucares pentoses (xilose e arabinose) e/ou hexoses (glucose,
manose e galactose), acidos urdnicos e grupos acetila (CARVALHO et al., 2009).
As hemiceluloses sao depositadas entre as microfibrilas ligando-se a celulose
através de ligacbes de hidrogénio, atuando como agente de ligacdo entre
celulose e lignina, formando uma estrutura solida que compde a parede celular
vegetal priméria (HAYASHI; MARSDEN; DELMER, 1987).

Apresentam configuragdo irregular e auséncia de cristalinidade,
contribuindo para o aumento da flexibilidade das fibras ao absorver agua
facilmente (CORREA, 2010).

Em geral, enquanto as madeiras de folhosas s&o compostas
principalmente por heteroxilanas altamente acetiladas, as madeiras de coniferas
apresentam uma elevada propor¢édo de glucomananas e galactoglucomananas
parcialmente acetiladas (CARVALHO et al., 2009).

A composicao das polioses apresenta proporcdes variadas de unidades
de acgucar como B-D-xilose, B-D-manose, B-D-glucose, a-L-arabinose, a-D-
galactose, acido B-D-glucourénico, acido B—-D-galacturdnico, acido a-D-4-O-
metilglucurénico (FIGURA 4) (RAZERA, 2006).
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FIGURA 4- REPRESENTAGCAO ESTRUTURAL DOS PRINCIPAIS MONOSSACARIDEOS
CONSTITUINTES DAS HEMICELULOSES
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Existem varias tecnologias de pré - tratamento sugeridos para a remog¢ao
de hemiceluloses a partir de biomassa, como explosdo de vapor, solventes
organicos, diluicdo em &cido, auto hidrdlise, enzimatica e tratamento alcalino.
Porém a extracdo de hemicelulose pode afetar a celulose, as condicfes severas
em agua quente e a extracdo com acido podem ter um impacto negativo sobre
as fibras. Entretanto o filme resultante apresenta estrutura de alta resisténcia,
baixa absorcdo de umidade, baixa expansao térmica e alta estabilidade térmica
(HASANJANZADEH et al., 2014).

ExtracOes alcalinas sao realizadas em pressfes e temperaturas baixas.
As solucdes alcalinas hidrolisam as ligacdes éster liberando a hemicelulose em
meio aquoso (SUN et al., 2014). Extracbes com agua quente geralmente

ocorrem por catalise dos grupos acetilas (LIU; WYMAN, 2003).
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Nos Uultimos anos estd em constante crescimento o interesse pela
caracterizacdo das hemiceluloses extraidas de diferentes meios a fim de
encontrar novas aplicacdes (BURANOV; MAZZA, 2010).

As hemiceluloses servem como inibidores da coalescéncia das
microfibrilas durante a secagem, ou seja, estdo firmemente ligadas as
microfibrilas de celulose através de mdltiplas ligagdes de hidrogénio
preenchendo o espago entre as microfibrilas e atuando como uma barreira fisica
inibindo a agregagcdo das mesmas e facilitando a nanofibrilagdo. Além disso
proporcionam aderéncia as nanofibras contribuindo para a reducéo da expansao
térmica e aumento das propriedades mecanicas dos compésitos (CHAKER et
al., 2013; IWAMOTO; ABE; YANO, 2008).

2.3 CRISTALINIDADE DA CELULOSE

Na celulose nativa (tipo I) as moléculas sao sintetizadas de forma continua
por complexos terminais (TC) em fileiras biolégicas na membrana celular. Cada
TC sintetiza uma fibrila elementar cristalina em diregéo a fibra da planta. Tais
fibras produzem padrdes de difragéo de raios-X com alta orientagdo. Podem ser
encontradas duas fases cristalinas, la e IB, ndo apenas dentro da mesma
amostra de celulose, mas ao longo da microfibrila. Entretanto, a fase cristalina la
€ encontrada em maior quantidade em algas e celulose bacteriana enquanto a
fase IB é encontrada preferencialmente em algodéao e madeira (NISHIYAMA.Y et
al., 2003; NISHIYAMA; LANGAN; CHANZY, 2002).

A fase cristalina I apresenta célula unitaria, menor agrupamento de
atomos representativo de uma estrutura cristalina, monoclinica com duas
cadeias paralelas (FIGURA 5). Como consequéncia das diferentes células
unitarias a fase cristalina I apresenta ligacdes de hidrogénio distribuidas por
uma melhor geometria tornando-se mais favoravel as ligagbes de hidrogénio
intramoleculares (NISHIYAMA.Y et al., 2003; NISHIYAMA; LANGAN; CHANZY,
2002).
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O polimorfo la é metaestavel e pode ser convertido a I por tratamento

térmico em solucdes alcalinas (MOON et al., 2011).

FIGURA 5- CELULA UNITARIA DA CELULOSE IB

FONTE: SOFTWARE MERCURY 3.7

A celulose nativa quando submetida a tratamentos térmicos ou quimicos
pode resultar em diferentes polimorfos de celulose (I, II, 1lI, IV) (FIGURA 6), ou
seja, ocorrem alteracdes nas dimensdes da cela unitaria e consequentemente
na estrutura cristalina (DE JESUS SILVA; D’ALMEIDA, 2009). Alguns polimorfos
sdo mais estudados e portanto considerados mais importantes, como o caso da
celulose | e a celulose Il (DE JESUS SILVA; D’ALMEIDA, 2009; WANG et al.,
2014).

FIGURA 6- ESQUEMA DA CONVERSAO DA CELULOSE EM POLIMORFOS
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A transicao ocorre por meio da dissolucdo da celulose nativa e sua
posterior regeneracdo, conhecida como celulose regenerada. Ao sofrer o
tratamento alcalino, a base penetra na estrutura cristalina da celulose
interrompendo as ligagdes intermoleculares, ocorrendo um rearranjo na estrutura
interna da fibra para a celulose tipo Il. As ligacdes intramoleculares de hidrogénio
da celulose Il sdo as mesmas da celulose, entretanto a diferenca de ligacdes
intermoleculares que podem ser formadas acrescenta maior estabilidade a
celulose Il, o que explica a conversao da celulose | para Il, mas ndo a reacao
inversa, ou seja, a celulose Il tem maior estabilidade termodinamica (WANG et
al., 2014).

A diferenca na cristalinidade pode ser observada pela técnica de difracéo
de raios-X , onde a celulose | apresenta picos em aproximadamente 15° < 20
<18° e 22° < 20 < 23° enquanto a celulose Il apresenta picos em
aproximadamente 13° < 26 < 15° e 18° < 28 < 22° (LENGOWSKI et al., 2013;
WANG et al., 2014).

SEGAL et al.,, 1959 desenvolveram um método de calculo para o
percentual da celulose cristalina, determinado pela diferenca da intensidade
méaxima do pico cristalino referente ao plano cristalino (002) localizado em
aproximadamente 206 = 22,6° e a intensidade minima entre os dois picos
cristalinos referente a regido amorfa da celulose a partir da técnica de difracao

de raios-X.

A celulose | possui 0s grupos redutores e nao redutores da cadeia na
mesma direcdo, ou seja, paralelas, enquanto a celulose Il possui 0s grupos
redutores e ndo redutores de forma alternada, antiparalelas (TABELA 1)
(KLEMM et al., 2005; NISHIYAMAN; KUGA; OKANO, 2000).
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TABELA 1 - ESTRUTURA DAS CADEIAS CELULOSICAS | E II

Disposicao das

Alomorfo Estrutura i
cadeias
Celulose la Triclinica Paralela
Celulose I Monoclinica Paralela
Celulose Il Monoclinica Antiparalela

FONTE: ADAPTADO DE DE JESUS SILVA; D’ALMEIDA, 2009

2.4.NANOCELULOSE

Os interesses pela nanotecnologia na busca por novos materiais tém
crescido nas ultimas décadas. O principal diferencial na escala nanométrica € a
potencializacdo das propriedades fisicas e quimicas, resultante de uma éarea
superficial elevada, maior grau de dispersao e funcionalidades, possibilitando

maior eficiéncia e desempenho de materiais ja conhecidos (KAMEL, 2007).

A nanocelulose possui ao menos uma dimenséo na escala nanomeétrica
entre 1 — 100 nm. Dependo das condi¢cbes da producdo, das dimensdes e
propriedades pode ser dividida em nanocristais de celulose (CNC), nanofibrilas
de celulose (NFC) e celulose bacteriana (BC), ocorrendo naturalmente na
estrutura da parede celular vegetal ou na sintese bacteriana (FIGURA 7). Podem
ser obtidas por diversos processos mecanicos ou quimicos que abram a
estrutura da fibra expondo as microfibrilas (NECHYPORCHUK; BELGACEM;
BRAS, 2015).
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FIGURA 7 - ESCALA DAS ESTRUTURAS DA CELULOSE
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FONTE: ADAPTADO DE IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; LIN; DUFRESNE,
2014

A desfibrilacdo € feita principalmente por tratamentos mecanicos
utilizando homogeneizacdo, moagem, refinacdo e cryocrushing. As nanofibrilas
podem ser obtidas por desintegracdo da celulose através de processo mecéanico
de homogeneizagdo, promovendo a exposi¢do das fibrilas. O maior desafio
deste processo € o0 elevado consumo energético. Portanto algumas
metodologias combinam o processo mecanico com pré-tratamentos enzimaticos,
quimicos, refinacdo ou cryocrushing, reduzindo a dimenséao das fibras antes da
homogeneizacdo auxiliando a reducdo do consumo energético do processo
mecanico (ABDUL KHALIL et al., 2014).

Os nanomateriais celulésicos possuem grande area superficial e a
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio, o que permite criar uma rede forte
e densa, tornando-se excelente para aplicacées como barreiras (FERRER; PAL;
HUBBE, 2017).

A nanocelulose possui ampla variedade de aplicacdes devido a
propriedades Unicas como baixa expansdo térmica, transparéncia Optica,
biodegradabilidade, baixo custo e baixa toxicidade (SACUI et al., 2014). E
utilizada em nanocompdésitos, fabricagcdo de papel, farmacos, cosméticos,
aditivos de revestimento, embalagens de alimentos, barreira para gases e
biomedicina (ABDUL KHALIL et al., 2014).
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As propriedades da estrutura da nanocelulose dependem principalmente

da origem da celulose e do processo de extracao (MAITI et al., 2013).

A celulose tem grandes aplicacfes na area biomédica, muito utilizada em
tratamentos renais, substituto temporario de pele, agente hemostatico,
reconstrucdo de tecidos, barreira pds-operatoria e material de cultura de
hepatécitos (HOENICH, 2006).

2.5.CELULOSE BACTERIANA

A celulose também pode ser sintetizada por bactérias do género
Acetobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina, durante o
crescimento celular. Apresenta férmula quimica e ligagdes B-1,4-glicosidicas
iguais a da celulose vegetal, porém € encontrada pura e na escala nano
(RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015; VIERA, 2013).

A celulose bacteriana foi descoberta em 1886 por A. J. Brown no processo
de fermentagdo do vinagre, porém o uso na biomedicina é recente (RAJWADE;
PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015). Apresenta majoritariamente célula unitaria la, ou
seja, triclinica (FIGURA 8), diferente da celulose vegetal I3, monoclinica, o que
resulta em propriedades fisicas distintas tais como tamanho, resisténcia e
capacidade de absorcdo de agua, apesar da similaridade nas propriedades
quimicas. Em comparacédo as fibrilas de celulose vegetal as nanofibrilas de
celulose bacteriana possuem maior area superficial o que permite maior
capacidade de retencdo de agua (WANG; ZHU; DU, 2011).
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FIGURA 8- CELULA UNITARIA DA CELULOSE la

FONTE: SOFTWARE MERCURY 3.7

BC apresenta alta cristalinidade de aproximadamente 60% e alto grau de
polimerizacao entre 16000 e 20000 (WANG; ZHU; DU, 2011).

Atualmente a celulose bacteriana é utilizada como substituta da pele em
caso de feridas por possuir grande potencial no processo de cicatrizacao,
reduzindo a dor e acelerando a granulagcédo (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR,
2015; VIERA, 2013). No entanto por ser um processo de sintese bacteriana,
trata-se de um processo de baixo rendimento e alto custo (BAUA, 2007
IWAMOTO; NAKAGAITO; YANO, 2007).

BC apresenta biocompatibilidade, ou seja, ndo é toxica para o sistema
biolégico principalmente pela semelhanca estrutural com o colageno
(KUCINSKA-LIPKA; GUBANSKA; JANIK, 2015; RAIJWADE; PAKNIKAR;
KUMBHAR, 2015).

YAMANAKA et al., 1989 obtiveram diferentes valores de resisténcia a
tracdo para peliculas de celulose bacteriana variando as condi¢cdes de secagem,
pressdo e temperatura. A maior resisténcia encontrada foi nas condi¢des de
secagem em 150 °C e presséo de 49 MPa, atingindo resisténcia a tracdo de 260
MPa. Quando seca ao ar sem a variavel de pressado atinge resisténcia de 256
MPa. Apds a sintese da celulose bacteriana obtiveram uma polpa por
desintegracdo mecéanica e em seguida produziram um papel com resisténcia a
tracao de 85 MPa.
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BODIN et al., 2007 obtiveram tubos de celulose bacteriana variando as
razdes de oxigénio no processo de fermentacdo e avaliaram a influéncia das
condicbes de cultivo nas propriedades mecanicas e morfoldgicas. Os tubos

apresentaram resisténcia a tracao em torno de 0,4 MPa.

BACKDAHLA et al., 2006 estudaram anéis de celulose bacteriana para
aplicacdes como enxertos vasculares de pequeno calibre. As propriedades
mecanicas da celulose bacteriana foram medidas em solucdo de Krebs e
comparadas as propriedades das artérias carétidas porcinas. Os anéis

apresentaram resisténcia a tracdo em torno de 0,16 MPa.

A BC é utilizada comumente nas industrias de papel e alimento, e com
grande desenvolvimento da area biomédica em enxertos vasculares,
regeneracdo de nervos, implantes dentarios, administracdo de farmacos e
curativos (KUCINSKA-LIPKA; GUBANSKA; JANIK, 2015).

2.6.CALENDULA OFFICINALIS

Calendula officinalis L., espécie medicinal de origem europeia e
pertencente a familia Asteraceae (BORELLA; CARVALHO, D.M.A. TEIXEIRA;
RIBEIRO, 2012), € uma planta herbacea, nativa em toda regido do Mediterraneo
e cultivada em toda a Europa, onde floresce quase o ano todo (GAZIM et al.,
2007).

E uma planta ornamental e amplamente utilizada na medicina popular,
como anti-inflamatério, antisséptico, cicatrizante, antiespasmaodico, calmante,
antimicrobiano, antiviral, tonificante, anti-alergénica entre outras. Sua rica
composicdo quimica de substancias biologicamente ativas inclui 6leo essencial,
flavondides, acido oleandico, saponinas, mono, di, triterpenos, entre outros, que
traz suas caracteristicas terapéuticas. O conteudo total de flavonoides na planta
depende da espécie e da regido de crescimento (ABDULLABEKOVA et al., 2014;
TESKE; TRENTINE, 1995).

Dada a beleza de suas inflorescéncias amarelo-alaranjadas e seu amplo

periodo de floracédo, a Calendula officinalis tem sido cultivada em quase todo o
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mundo como planta ornamental tanto para vasos como para jardins. Estas
plantas e suas inflorescéncias podem ser utilizadas como inseticida natural
(CITADINI-ZANETTE; NEGRELLE; BORBA, 2012).

No Brasil € conhecida popularmente como caléndula, mal-me-quer,
maravilha, mal-me-quer-dos-jardins, margarida-dourada, caléndula do campo,
caléndula do jardim, maravilhas do campo e caléndula de panela (MINISTERIO
DA SAUDE E ANVISA., 2014).

Considerando seu amplo espectro de acdo a Calendula officinalis é
utilizada em diversas industrias como as farmacéuticas, alimenticias e cosmética
(ABDULLABEKOVA et al., 2014).

O aroma caracteristico das flores de caléndula (FIGURA 9) é associado a
presenca dos sesquiterpenos na fracdo volatil, dentre esses o d-cadineno que
confere as notas verdes, doces e refrescantes, e o a-cadinol responsavel pelas
notas amadeiradas (GAZIM et al., 2007).

FIGURA 9- FLOR DA CALENDULA OFFICINALIS

FONTE: MINISTERIO DA SAUDE E ANVISA., 2014
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Os principios ativos em preparagfes de Caléndula que agem contra
inflamacfes da pele e mucosas e atuam na cicatrizacdo de feridas sado os
triterpendides, especialmente os ésteres palmitato de faradiol, miristato de
faradiol e laurato de faradiol (MINISTERIO DA SAUDE E ANVISA., 2014).

FIGURA 10- ESTRUTURAS DOS MONOESTERES DO FARADIOL ONDE R = LAURIL,
MIRISTIL OU PALMITIL.

FONTE: ADAPTADO ZITTERL-EGLSEER et al., 1997

Os triterpenos, sobretudo os monoésteres de faradiol (FIGURA 10), tém
sido relatados como os principais responsaveis pela atividade anti-inflamatéria
da planta. A acao cicatrizante igualmente tem sido cientificamente comprovada.
A tintura de caléndula a 5% propiciou obtencao dos maiores valores médios das
células envolvidas no processo cicatricial, os fibroblastos, resultando em
resposta mais satisfatoria na cicatrizacdo que os outros tratamentos aplicados
sobre feridas cutaneas experimentais em coelhos (CITADINI-ZANETTE;
NEGRELLE; BORBA, 2012).

O odleo essencial extraido desta planta tem alta atividade contra
tricomoniase, resultados confirmados por ABDULLABEKOVA et al., 2014,
GRACZA, 1987; MARCZAL et al.,, 1987. O oleo também apresenta grande

potencial para extinguir as reacdes de radicais livres, possuindo aplicacédo na
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area de cosméticos como antioxidante (MISHRA; CHATTOPADHYAY; MISHRA,
2012; MISHRA et al.,, 2012). GAZIM et al., 2008 em ensaios antifiungicos
mostraram que o 6leo essencial da caléndula apresenta potencial atividade

antifingica sendo eficaz contra os 23 fungos clinicos testados.

Varios estudos de toxicidade aguda foram desenvolvidos envolvendo
extratos de Caléndula officinalis, administracao por via oral (gavagem) a ratos ou
camundongos, comprovando auséncia de toxicidade dos extratos em doses de
até 5g/kg peso, porém o significado destes estudos ndo € diretamente
correlacionavel devido ao uso da Caléndula ser majoritariamente topico
(MINISTERIO DA SAUDE E ANVISA., 2014).

PEREZ-CARREON et al.,, 2002, investigou o efeito genotoxico e
antigenotoxico de extratos de caléndula incluindo o aquoso, hidroalcodlico,
etandlico, e cloroférmico em um modelo de cultura de células hepéticas de rato.
O extrato aquoso e o hidroalcoolico em concentragbes de ng/mL protegem
completamente as células hepéaticas frente a sintese de DNA, entretanto em
concentracfes trés ordens de magnitude maior sdo genotoxicas. Os extratos
etandlico e cloroférmico ndo sao genotoxicos em contracbes de até 50
microgramas/mL e protegem parcialmente as células hepaticas da sintese de
DNA (MINISTERIO DA SAUDE E ANVISA., 2014; PEREZ-CARREON et al.,
2002; RAMOS et al., 1998).

Varias espécies da familia Asteracea sdo reconhecidas por causarem
reacoes de hipersensibilidade tardia, porém este efeito é relativamente raro com
extratos de Calendula officinalis. A Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association
alega que o uso de extrato de caléndula em preparacdes cosmeéticas apresentou
resultados negativos para ensaios de sensibilizacdo dérmica. A Cosmetic
também realizou testes de irritacdo cutdnea que mostram baixo potencial de
irritacdo. Um teste com o extrato de caléndula a 10% realizado em nove coelhos
apresentou indice primario de irritacdo dérmica de 0% (FIUME, 2001;
MINISTERIO DA SAUDE E ANVISA., 2014).
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2.7.NANOPARTICULAS DE PRATA

O termo nanoparticulas refere-se a particulas com dimensdes entre 1 a
100 nm, abrangendo a area da nanotecnologia. Nanomateriais apresentam
propriedades fisicas e quimicas potencializadas ou Unicas comparadas ao
mesmo material na escala macroscopica, agregando mais valor ao material
(SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

As nanoparticulas de prata podem ser preparadas pela redugcédo quimica
de nitrato de prata (AgNO3s) por borohidreto de s6dio (NaBH4) na presenca de
citrato trissédico para estabilizacdo (JANA; GEARHEART; MURPHY, 2001).
Outro método muito utilizado é pelo reagente de Tollen’s, baseado na redugao
do complexo [Ag(NHs)2]* por aldeidos na presenca de aménia, conforme a
Equacéo (1) (MONTAZER et al., 2012a):

2AgNO3(ag) + 2NaOH@ag) — AQg20(s) + 2NaNOs3(ag) + H20() (1)
Ag20(s) + 4NH3(ag) + 2NaNOs(aq) + H20@) — 2[Ag(NH3)2]NO3(aq) + 2NaOHag)

Ag(NH3)2*@g + RCHO@g) —»  Agis) + RCOOH(ag)

O reagente de Tollens é um agente oxidante leve que reduz a prata e
oxida a cadeia de celulose em oxicelulose (FIGURA 11). E dificil ter tanto uma
oxidacao seletiva quanto uma oxidacado completa de uma posicéo desejada na
cadeia de celulose. As cadeias de celulose apresentam extremidades redutoras
e nao redutoras, as redutoras sdo muito reativas, mas estdo presentes em
nGmeros muito pequenos. E esperado que o processo de oxidacdo da celulose
ocorra nos C2 e C3 com grupos alcoodlicos secundarios conduzindo a formacéao
de grupos cetonicos. Além disso ocorre oxidagdo no C6 com grupo alcodlico
primério resultando na criacdo de compostos aldeidos que reagem com o
complexo [Ag(NHs3)2]* resultando nas NPs Ag (MONTAZER et al., 2012a).
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FIGURA 11- OXIDAGAO DA CELULOSE PELO REAGENTE DE TOLLENS
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FONTE: MONTAZER et al., 2012a

MONTAZER et al.,, 2012a sintetizaram nanoparticulas de prata de
diametro médio de 88 nm na superficie de algoddo pelo método de reagente de
Tollen. WU et al., 2014 sintetizaram NPs entre 10 e 100 nm em membranas de

celulose bacteriana.

Podem ser sintetizadas também por métodos eletroquimicos, ablacédo a
laser, irradiacdo por micro-ondas, decomposicao térmica dentre outros (JIAN;
YONGCHANG; YIMIN, 2004; YIN et al., 2004).

As NPs Ag possuem grande tendéncia a se agregarem e perderem a
geometria e as propriedades da nanoescala. Uma maneira de prevenir a
agregacdo e controlar a deposicdo das particulas é utilizar um material
nanoporoso como suporte para uma distribuicdo espacial bem definida. Para a
impregnacdo muitos estudos utilizam a interacdo eletrostatica entre os ions

metalicos e o momento de dipolo das moléculas de celulose (WU et al., 2014).

A prata possui agdo antimicrobiana conhecida desde os primordios da
civilizacdo, utilizada contra patologias provocadas por bactérias Staphylococcus
aureus em gqueimaduras (CHOPRA, 2007). As particulas coloidais de prata
devido ao aumento de sua relacdo area por volume possuem um efeito de
superficie que revelam sua atividade antibacteriana comparada a prata metalica.
Sua utilizagdo na forma de nanoparticulas potencializa esta propriedade. As

propriedades fisicas e fotofisicas dos metais sobre a escala nanométrica sao
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influenciados pela forma, estrutura, distribuicdo e o processo de sintese das
nanoparticulas (MONTAZER et al., 2012b; SERAFIM, 2010).

O primeiro agente a ser introduzido no manejo das queimaduras em 1960
foi o nitrato de prata (AgNO3) por Moyer e Monafo na forma de solucdo de nitrato
de prata, seguido pela sulfadiazina de prata (Ag-SD), em 1968 por Fox. As
diversas formas de preparagdes contendo prata foram ganhando espaco, com o
desuso dos antibidticos, devido a alta resisténcia bacteriana, durante a Segunda
Guerra Mundial para tratamento de infeccbes e queimaduras (MOSER;
PEREIMA; PEREIMA, 2013).

Outras preparagdes com prata vém ganhando mais espaco no tratamento
de queimaduras, visando principalmente uma atividade bactericida mais
duradoura e menor toxicidade para as células lesadas na queimadura. Os
curativos séo tipicamente compostos de uma cadeia polimérica impregnada com
sal ou metal de prata e apresentam grande espectro antimicrobiano contra
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus) e Gram negativas
(Escherichia coli), além da atividade contra fungos e virus (MOSER; PEREIMA;
PEREIMA, 2013; PETICA et al., 2008).

No ambito da medicina encontram-se a venda curativos de diversos
materiais impregnados com NPs Ag, como polietileno de alta densidade, rayon,
nylon, celulose bacteriana entre outros. Como exemplo o Acticoat um curativo
de prata nanocristalina utilizado em feridas causadas por queimaduras, Ulceras
e enxertos. Testes confirmam a liberagcédo sustentada da prata, fazendo com que
sua acao dure por alguns dias, sendo recomendado o tempo maximo de
aplicacédo de 3 dias. (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013). O Aquacel Ag é um
curativo de carboximetilcelulose sddica contendo cerca de 1,2% de prata ibnica.
O tecido absorve o liquido do exsudato da ferida formando um gel com os ions
sédio e liberando ions prata na ferida (GARCIA, 2011).

Estudos mostram que as NPs Ag agem contra mais de 650 agentes
patogénicos sem desenvolver resisténcia (MONTAZER et al., 2012b). A acéo
bactericida das NPs Ag esta relacionada aos danos causados no processo de
respiracado celular e permeabilidade ao entrarem em contato com a membrana

celular dos micro-organismos. As NPs Ag interagem com 0s grupos tidis (—SH)
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das enzimas e proteinas que transportam substancias pela membrana celular,
além de se ligarem ao fosforo presentes no DNA impedindo a divisdo celular
(FIGURA 12). Apesar da grande atividade bactericida os ions de prata ndo
apresentam perigo para células humanas, em determinado limite de
concentracdo (LEVIN et al., 2009; MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT,
2008; MONTAZER et al, 2012b; MORONES; ELECHIGUERRA, J.L.
CAMACHO; RAMIREZ, 2005).

FIGURA 12- EFEITO DO iON PRATA EM CELULAS DE MICROORGANISMOS.
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FONTE: SERAFIM, 2010,SONAI, 2008

A NP Ag é um bactericida seguro e eficaz ndo sendo téxica para as células
animais em determinada concentracdo e altamente tdxica para bactérias
(JANARDHANAN et al., 2009). Entretanto muitas NPs sédo pequenas o suficiente
para ter acesso a pele, pulmbes e cérebro. Atualmente ndo ha informacdes
suficientes disponiveis sobre os efeitos adversos na saude humana (SHARMA,
YNGARD; LIN, 2009).

MORONES; ELECHIGUERRA, J.L. CAMACHO; RAMIREZ, 2005 afirmam
que atividade antimicrobiana nas seguintes bactérias: P. aeruginosa, V. cholera,
E. coli e S. typhus em concentracfes de 75 pug / mL de nanoparticulas de prata
sao suficientes para inibir o crescimento das mesmas. NPs de prata entre 1 e
100 nm podem ser encontradas no interior e nas membranas das bactérias,

porém nao séo observadas interagcbes com aglomerados de prata.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL

Neste estudo foi utilizada polpa branqueada pelo processo Kraft obtida da
madeira de Pinus sp. cedida por uma empresa de Papel e Celulose da regido de
Séo Paulo.

O O6leo essencial de Calendula officinalis utilizado em todos os
experimentos foi adquirido da empresa Laszlo, obtido pelo método de extracdo
CO:z2 hipercritico com composicao de 6leo essencial 4%, carotenoides 0,85-1,3%

e Faradiol éster 25%.

3.2.CARACTERIZACAO DA POLPA CELULOSICA BRANQUEADA

Foram realizadas analises de caracterizacdo da composicdo da polpa
celulésica branqueada utilizada como matéria-prima para obtencé@o dos filmes

de nanocelulose.

3.2.1.Teor de lignina

Para 1 g de amostra foram adicionados 15 mL de acido sulftrico (H2S0Oa4)
72% e mantido 2 h em repouso. Em seguida foram adicionados 560 mL de agua
destilada e levado para ebulicdo em condensador por 4 h. Apoés resfriar, o
material foi filtrado e o teor de lignina determinado pelo método gravimétrico
(EMBRAPA FLORESTAS/LABORATORIO TECNOLOGIA DA MADEIRA,
2012a).
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3.2.2.Teor de cinzas

A amostra foi calcinada em mufla a 525 °C por 1 h. O teor de cinzas foi
determinado pelo meétodo gravimétrico (EMBRAPA
FLORESTAS/LABORATORIO TECNOLOGIA DA MADEIRA, 2012b).

3.2.3.Teor de acucares

O teor de carboidratos da polpa celuldsica branqueada foi quantificado por
cromatografia de troca ibnica em HPAEC/PAD da Thermo. A separacao foi feita
em coluna CarboPac PA 20 (4 mm x 250 mm, 5 pL looping, taxa de fluxo 0,5 mL
min~ e temperatura 30 °C). A quantificacdo dos aclcares foi realizada por uma
curva externa com os padrdes de arabinose ( 0,4 — 9,9 mg/L), galactose (0,4 —
10,1 mg/L), glicose (3,8 — 95,3 mg/L), xilose (0,98 — 24,6 mg/L), manose (1,19 —
29,8 mg/L) e celobiose (0,65 — 16,2mg/L). O preparo da amostra foi realizado por
hidrélise acida total (H2SOs4 12 M) da holocelulose (EMBRAPA
FLORESTAS/LABORATORIO TECNOLOGIA DA MADEIRA, 2012c).

3.3.SUSPENSAO DE NANOFIBRILAS DE CELULOSE

Para obtencéo da celulose nanofibrilada a polpa celulésica branqueada
foi dispersa em agua destilada e homogeneizada em liquidificador laboratorial
para obtencédo de uma pasta. Para o processo mecanico de desfibrilagdo a pasta,
na concentragdo de 3 % em base seca, foi inserida no moinho Super
Masscoloider Masuko Sangyo (FIGURA 13 A), sob rotacdo de 1500 rpm e 20

passes, sendo o passe um ciclo completo de moagem da pasta (FIGURA 13 B).

O moinho € composto por um disco de pedra rotativo (FIGURA 13 C) e
um disco de pedra estatico com uma abertura ajustavel entre os discos. Através

do processo mecanico de compresséo e forgas de cisalhamento quando a polpa
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é forcada pela abertura entre os discos ocorre 0 processo de desfibrilacdo

mecanica.

FIGURA 13 A) MOINHO MASSCOLOIDER MASUKO SANGYO B) MOINHO EM
FUNCIONAMENTO C) DISCO DE PEDRA ROTATIVO

FONTE: O AUTOR 2017

FIGURA 14 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE DESFIBRILACAO MECANICA
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Para a suspensao da polpa celuldsica branqueada pura foi adotada a

nomenclatura de polpa bruta (PB) para a apresentacéo dos resultados.

3.4.CARACTERIZACAO DA SUSPENSAO DE NANOFIBRILAS DE
CELULOSE

3.4.1.Teor de agucares

O teor de carboidratos das suspensfes de nanofibrilas de celulose foi
quantificado por cromatografia de troca idbnica em HPAEC/PAD da Thermo. A
separacao foi feita em coluna CarboPac PA 20 (4 mm x 250 mm, 5 pL looping,
taxa de fluxo 0,5 mL min e temperatura 30 °C). A quantificacdo dos aglcares
foi realizada por uma curva externa com padrdes de arabinose (0,4 — 9,9 mg/L),
galactose (0,4 — 10,1 mg/L), glicose (3,8 — 95,3 mg/L), xilose (0,98 — 24,6 mg/L),
manose (1,19 — 29,8 mg/L) e celobiose (0,65 — 16,2mg/L). O preparo das
amostras foi realizado por hidrélise acida total (H2SO4 12 M) das suspensfes de
nanocelulose previamente secas em estufas a 60 °C (EMBRAPA
FLORESTAS/LABORATORIO TECNOLOGIA DA MADEIRA, 2012c).

3.4.2.Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As estruturas e as dimensdes das nanofibrilas de celulose em suspenséo
foram analisadas por Microscopio Eletrénico de Transmissdo modelo JEM 1200
EX-Il da JEOL com resolucéo de 0,5 nm que permite magnificacbes de até 600
kX, localizado no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do

Parana.

Duas gotas de cada amostra das suspensdes nanoceluldsicas foram
diluidas em 50 mL de &gua destilada e sonificadas em ultrassom durante 20

minutos. Uma gota de cada diluicdo foi depositada sobre grade de cobre com
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filme de carbono destinada a observacdo no microscopio eletrbnico de

transmissdo. As grades foram deixadas em estufa 35 °C até a secagem.

3.5.0BTENCAO DE FILMES DE NANOFIBRILAS

Com base no valor da umidade de cada suspensao nanocelulésica foram
calculadas as massas necessarias para a producdo dos filmes com gramatura

objetivada (20 a 60 g/m?), considerando a area de cada filme sendo 0,0294 m?2.

Os filmes foram produzidos por meio de filtragdo (FIGURA 15 A) com
membranas de nylon de abertura de 22 um. As massas de suspensao necessaria
para obter cada filme foram diluidas em agua destilada até concentracdo de 3 x
103 g.mL™1, as misturas foram agitadas por 1 min até completa homogeneizacéo.
Apés foram filtradas em membrana de nylon 22 um suportada em peneira de 60
Mesh (FIGURA 15 B). As suspensdes foram prensadas com placa de vidro para
a retirada do excesso de agua, em seguida o0 conjunto peneira, material e placa
de vidro foram colocados em estufa a 60 °C para secagem por 24 h (FIGURA
16).

Para os filmes de nanocelulose obtidos da polpa celulésica branqueada
pura foi adotada a nomenclatura de filme da polpa bruta (FPB) para

apresentacao dos resultados.
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FIGURA 15 - A) FILTRAGAO DA SUSPENSAONDE NANOCELULOSE B) SISTEMA DE
FILTRACAO

FONTE: O AUTOR 2017

FIGURA 16 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE OBTENCAO DOS FILMES DE
NANOCELULOSE
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3.6.EXTRACAO DA HEMICELULOSE

Para 60 g da polpa celuldsica foram adicionados 300 mL de hidroxido de
sédio (NaOH) 17,5%. Foram feitas mais 3 adi¢cdes de 150 mL de NaOH a cada
5 minutos, deixando a polpa repousar por 30 min. Sob agitacdo foram
adicionados 990 mL de agua destilada, deixando-a repousar por 1 h. A mistura
foi filtrada e lavada com 3 L de NaOH 8,3% e agua destilada quente. O material

permaneceu imerso em 450 mL de acido acético 10% durante 3 min e
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posteriormente foi lavado com agua destilada até atingir pH neutro. Em seguida
foi seco em estufa 60 °C por 24 h (ROWELL, 1984).

Apbs o processo de extracdo da hemicelulose da polpa celulésica obteve-
se a suspensdo de celulose nanofibrilada e o filme conforme procedimento

descrito em 3.3 e 3.5 respectivamente.

Para a polpa celulésica a qual foi realizado o processo de extracdo da
hemicelulose foi adotada a nomenclatura de polpa tratada (PT) e o respectivo

filme de polpa tratada (FPT) para apresentacdo dos resultados.

3.7.IMPREGNACAO DE OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA

O ¢leo essencial de caléndula foi adicionado as nanofibrilas de celulose
antes da obtencéo dos filmes. Foram feitas adi¢cdes de 5% e 10% (m:m) de 0leo
essencial de caléndula em relacdo a massa de nanofibrilas de celulose. As
adicoes foram feitas nas suspensdes de nanofibrilas de celulose obtidas da polpa

bruta e seguiram o procedimento de obtencao dos filmes descrito em 3.5.

3.8.IMPREGNACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas pelo método de reagente
de Tollen. Uma solucdo de nitrato de prata (AgNOs) 0,5 M foi misturada com
hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M formando um precipitado de 6xido de prata
(Ag20). O precipitado foi decantado centrifugado ( 10 min e 3000 rpm) e lavado.
Em seguida foi adicionado lentamente uma solugdo de amdnia 2% (m:v),
solubilizando o 6xido de prata e formando o complexo [Ag(NHz3)2]*. A solucéao foi

colocada em banho ultrassom por 15 min.

Para a impregnacéo, os filmes foram imersos na solucdo do complexo
[Ag(NHs3)2]* em banho de aquecimento a 80 °C por 30 min. Apés foram lavados

com agua destilada e secos em camara climatica 20 °C e 50 u.r. Foram
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preparadas solucdes de Ag20 em amonia nas concentragdes de 10 e 35 ppm.
As NPs Ag foram sintetizadas diretamente na superficie das fibras, usando as
proprias cadeias da celulose como redutor e estabilizante (MONTAZER et al.,
2012a).

3.9.CARACTERIZACAO GERAL DOS FILMES OBTIDOS

3.9.1.Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A distribuicdo das nanofibrilas nos filmes foi analisada por microscopia
eletrbnica de varredura por emissdo de campo. Os filmes foram inseridos sobre
fita de carbono dupla-face, previamente coladas sobre porta amostras de
aluminio (stubs), e recobertas com ouro. As micrografias foram obtidas por
Microscopio Eletrdnico de Varredura FEI Quanta 450 FEG com resolucdo de
1nm que permite magnificacbes de até 2 MX, localizado no Centro de
Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana. Os dados extraidos
das micrografias foram medidos com o auxilio do Software ImageJ.

Foram analisadas as morfologias dos filmes obtidos da polpa bruta (PB),
polpa tratada (PT), impregnados com Oleo essencial de caléndula e

nanoparticulas de prata.

Andlise quimica elementar por espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) foi realizada no Microscopio Eletrdonico de Varredura FEI Quanta 450 FEG
com resolucdo de 131 eV e detector Apollo X SDD para os filmes de

nanocelulose com nanoparticulas de prata.

3.9.2.Difracao de raios X

A cristalinidade da celulose foi determinada com difratbmetro de Raios-X
XRD 7000 da SHIMADZU, localizado no Laboratério de Optica de Raios-X e
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Instrumentacg&o no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Parana.
Operando a 40 kV com uma corrente 20 mA e velocidade de 2 °/min usando

radiacdo de Cu-Ka com comprimento de onda de 0,15418 nm.

De acordo como método sugerido por SEGAL et al., 1959, o indice de
cristalinidade para celulose | foi calculado a partir da intensidade maxima obtida
no plano cristalino (002) localizado a aproximadamente 20 = 22,6° e da
intensidade minima obtida entre os dois picos cristalinos localizados a 206 = 16,5°
e 22,6°. Utilizando o software Origin Pro os dados tiveram um tratamento de

alisamento por transformada de Fourier com 15 % de corte.

3.9.3.Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros foram coletados utilizando o espectrofotdmetro Bruker
Tensor 37, em modo de absorbancia com 64 varreduras (scans) e resolucdo de

4 cm™, com varredura de 400 a 4000 cm.

As amostras foram previamente secas a 60 °C e incorporadas ao KBr na

proporcao de 1:100 (m:m), maceradas e homogeneizadas.

3.9.4.Andlise térmica por termogravimetria (TGA) e analise termogravimétrica
derivada (DTG)

As analises térmicas foram conduzidas em um analisador térmico modelo
DTG-60H da Shimadzu com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em

atmosfera inerte de N2 da temperatura ambiente até 600 °C.
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3.10.CARACTERIZACAO FiSICA DOS FILMES

Os ensaios fisicos foram realizados no Laboratorio Polpa e Papel da
Universidade Federal do Parana em ambiente controlado [temperatura de (23 +
2) °C e umidade relativa do ar (50 = 2) %]. Foram analisados filmes da polpa
bruta e da polpa tratada de duas gramaturas (40 e 50 g/m?). Para cada ensaio
foram analisados cinco corpos de prova. As gramaturas para os testes foram
determinadas a partir da gramatura que os filmes da polpa tratada formavam um

filme suficiente uniforme para a realizacdo dos testes.

As nomenclaturas adotadas foram FPB40 e FPB50 paras os filmes de

nanocelulose da polpa bruta e FPT40 e FPT50 para os filmes da polpa tratada.

3.10.1.Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando o equipamento
micrémetro eletronico da Regmed (FIGURA 17), seguindo a Norma T411-om97
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 1997).
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FIGURA 17 - EQUIPAMENTO ELETRONICO MICROMETRO PARA DETERMINACAO DA
MEDIDA DE ESPESSURA

NAO MOVER O
EQUIPAMENTO

FONTE: O AUTOR 2017

3.10.2.Gramatura

A gramatura relaciona a massa em gramas pela area em metro quadrado
de um papel ou filme. Os filmes foram pesados em balanca analitica e as massas
relacionadas com as areas definidas seguindo a Norma T410-om02
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002a).

3.10.3.Densidade aparente

A densidade aparente dos filmes foi calculada pela relacdo entre a
gramatura e a espessura do papel segundo a Norma T220-om01 (TECHNICAL
ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2001).
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3.10.4.Absorcédo de agua

A absorcdo de agua foi determinada pelo método Cobb (g.m2) que
corresponde a massa de agua absorvida por 1 m? do filme em um determinado
intervalo de tempo, O método foi adaptado da Norma T441-om98 sendo adotado
o tempo de 60 segundos (TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND
PAPER INDUSTRY, 1998).

3.10.5.Permeéancia a passagem do ar

Pelo método Gurley foi determinada a permeancia a passagem do ar,
medindo a quantidade de tempo necessario para um determinado volume de ar
passar através do filme expresso em s/100 cm?® segundo a Norma T460-om02
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002b).

FIGURA 18 — EQUIPAMENTO GURLEY PARA ENSAIOS DE PERMEANCIA AO AR

FONTE: O AUTOR 2017
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3.10.6.Teor de umidade

Seguindo a Norma T412-omO02 o teor de umidade foi determinado pelo
método gravimétrico (TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER
INDUSTRY, 2002c).

3.11.CARACTERIZACAO MECANICA DOS FILMES

Os ensaios mecéanicos foram realizados no Laboratério Polpa e Papel da
Universidade Federal do Parand em ambiente controlado [temperatura de (23 +
2) °C e umidade relativa do ar (50 = 2)%]. Para cada ensaio foram analisados

cinco corpos de prova.

3.11.1.Ensaio de tracao

O ensaio de tracdo foi realizado utilizando uma méaquina universal
(FIGURA 19) e dinamdmetro com distancia entre as garras ajustada para 100
mm e velocidade de ensaio de 10 mm/min, adaptando a norma NBR NM-ISO
1924-3:2006. Determinou-se a resisténcia a tracdo (MPa) correspondente ao
corpo de prova com largura de 1,5 cm (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2006).
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FIGURA 19 — MAQUINA UNIVERSAL E DINAMOMETRO PARA ENSAIOS DE TRAGCAO

FONTE: O AUTOR 2017

3.11.2.Ensaio de arrebentamento

Seguindo a Norma NBR NM ISO 2471:2001 utilizando equipamento
Mullen foi determinada a resisténcia ao arrebentamento dos filmes obtidos das
suspensoes da polpa bruta e da polpa tratada (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2001).

3.12.QUANTIFICACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA
DEPOSITADO AO FILME

O dleo essencial de caléndula depositado ao filme foi quantificado pelo
processo de extracdo com solvente. A partir de uma massa conhecida do filme
foi realizada a extracdo em soxhlet utilizando éter etilico. Pelo método
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gravimétrico foi quantificada a massa de 6leo essencial de caléndula depositada

ao filme.

3.13.QUANTIFICACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA DEPOSITADAS
NO FILME

A concentragdo de prata depositada nos filmes de nanocelulose foi
determinada por espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES). O espectrometro utilizado foi o ICP OES modelo Vista - Pré
simultdneo com observacdo axial Varian (Mulgrave, Australia) do Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR). A curva de calibracdo obtida na faixa de
concentracédo de 0,5 mg Lta 2,0 mg L*, obtida por diluicdes sucessivas da
solucéo padrao estoque de Ag (AccuStandard No. ICP-53N-1, New Haven, USA)
de 1000 mg L%, resultando em r? = 0,999. A TABELA 2 mostra as condices

instrumentais.

TABELA 2 - CONDIGCOES INSTRUMENTAIS DO ICP-OES PARA DETERMINAGCAO DE
PRATA

Pardmetros Valores/definicdo
Vazdéo do gas Plasma ~15,0 L/min
Vazao do gas auxiliar ~1,5 L/min
Poténcia ~1,10 kKW
Tempo de integracao / estabilizacéo 2s/15s
Velocidade da bomba 15 rpm
Presséo no nebulizador ~ 200 kPa / nebulizador concéntrico de vidro
Tocha Padréo axial Varian com tubo de alumina de 1,8 mm
(id)
Comprirr_]ento de onda A/ n° 328,068 nm / 03 integracdes
integracdes

As amostras foram preparadas por hidrélise acida total. Uma amostra de
30 mg do filme seco foi suspensa em 1 mL de H2SO4 12 M mantido a 37 °C por
1 h em banho térmico, seguida de diluicdo para 1 %. A concentracdo de prata

presente na solucao foi determinada por ICP-OES.
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3.14.LIBERACAO DE PRATA DOS FILMES DE NANOCELULOSE

Amostras com area de 7 x 7 cm de filmes de nanocelulose com
nanoparticulas de prata nas duas concentracgfes sintetizadas foram mantidas em

50 mL de 4gua num periodo de 24, 48 e 72 h.

A quantificacdo da prata liberada em agua a partir dos filmes de
nanocelulose foi determinada por espectrometria de emissao optica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES) com parametros mencionados em 3.13.

3.15.APLICACAO DO FILME DE NANOCELULOSE COMO CURATIVO EM
DORSO DE RATOS

A andlise da aplicacdo como curativo dos filmes de nanocelulose foi
realizada na Pontificia Universidade Catdlica do Parana, na Escola de Ciéncias

da Vida sob a orientagédo do Prof. Dr. José Ademar Villanova Junior.

O experimento foi realizado apds aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parand, seguindo as
normas e principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(Protocolo n. 01028/2016 - 22 versao).

Foram estudados 33 ratos Wistar, distribuidos aleatoriamente em trés
grupos (n = 11):

Grupo 1 (Grupo Controle Negativo) — Retirada de segmento da pele e do

tecido subcutdneo com dimenséo de 2x2 cm e cicatrizagcao espontanea.

Grupo 2 (Grupo Controle Positivo) — Retirada de segmento da pele e do
tecido subcutdneo com dimensdo de 2x2 cm. Aplicagdo de membrana de

celulose bacteriana (Membracel®) cobrindo toda a extenséo da ferida.

Grupo 3 (Grupo Membrana de Celulose Vegetal) — Retirada de segmento

da pele e do tecido com dimensao 2x2 cm. Aplicacdo de membrana de celulose
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vegetal obtida da desfibrilacdo da polpa bruta com gramatura de 20 g/m?,

cobrindo toda a extensao da ferida.

Os animais foram transferidos para gaiolas isoladas e identificadas, e a
recuperacéo da ferida foi acompanhada diariamente. Decorrido o periodo de 30
dias, os animais foram submetidos a eutanasia com o uso de superdosagem

anestésica.

3.16. TESTE ANTIBACTERIANO DOS FILMES DE NANOFIBRILAS DE
CELULOSE

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de

Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

As atividades antibacterianas dos filmes de nanocelulose impregnados
com nanoparticulas de prata e 6leo essencial de caléndula foram investigadas
contra duas bactérias, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), como bactéria
Gram-positiva e Escherichia coli (ATCC 25922), como bactéria Gram-negativa.
Os testes foram realizados por dois métodos, disco-difusdo e microdiluicdo em
caldo seguindo o protocolo de WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008.

Primeiramente nos dois métodos foi realizada a ativacdo das bactérias (S.
aureus e E.coli). Com o auxilio de uma alca bacteriolégica foram transferidas
aproximadamente 2 colbnias das bactérias para placas com agar nutriente,
sendo incubadas a (37 + 2) °C por 18 h. Apb6s cada método seguiu 0s
procedimentos em 3.16.1 e 3.16.2. Todos os procedimentos foram realizados
com material esterilizado em autoclave 121 °C por 20 min e em ambiente

asseptico (fluxo laminar ou préximo ao fogo).
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3.16.1.Método de disco-difusdo

Apos o periodo de incubacéo de 18 h, algumas col6nias de cada bactéria
foram suspensas em solucéo salina NaCl 0,85% em agua destilada, de modo a
obter densidade equivalente ao padréo de turbidez 0,5 da escala McFarland, que
corresponde a aproximadamente a 1,5 x108 UFC/mL.

Em seguida foi realizada a inoculacéo das placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton. Com o auxilio de um swab de algodao estéril, os microrganismos
foram transferidos da solucdo salina padronizada para as placas com meio
sélido, espalhando uniformemente o indculo bacteriano sobre a superficie do

meio de cultivo, semeando-o em trés direcdes diferentes.

As amostras dos filmes de nanocelulose foram cortadas em formato de
disco com diametro de 7 mm e aplicadas sobre as placas inoculadas. Foram
testadas as amostras dos filmes da polpa bruta, filmes impregnados com
nanoparticulas de prata nas concentracfes de 10 e 35 ppm de Ag20 e filmes de
nanocelulose com 5 e 10 % de 6leo essencial de caléndula em triplicata.

Como controle foram utilizados discos de antibidticos de cefalotina (CFL)
30 pg e amoxicilina (AMX) + acido clavulanico 30 pug em triplicata nas placas

inoculadas com S. aureus e E.coli.

As placas foram incubadas a (37 + 2) °C por 18 h, e o diametro do halo

de inibicdo em mm determinado.

3.16.2.Microdiluicdo em caldo

A microdiluicdo em caldo utiliza placas de Elisa estéreis com 96 pocos
(FIGURA 20). Inicialmente todos os pogos foram preenchidos com 50 pL de

caldo Mueller-Hinton.
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FIGURA 20 - MICROPLACA PARA ANALISE MICROBIOLOGICA

AMX
CEX

OEC

FONTE: O AUTOR 2017

Apos preencher todos os pocos com caldo, na fileira A poco 1 foram
pipetados 50 pL do antibidtico amoxicilina (256 mg/L), apés homogeneizacéao foi
realizada a diluicdo seriada (V/V) a partir do po¢co 1 até o po¢o 10 atingindo
concentragdo de 0,25 mg/L. O mesmo foi realizado na fileira B para o antibiético
cefalexina (CFX) 256 mg/L. Na fileira C foram pipetados 50 uL do éleo essencial
de caléndula (OEC) 50% diluido em dimetilsulféxido (DMSO), com diluicdo
seriada obtendo concentracfes entre 128 mL/L a 0,25 mL/L de Gleo essencial.
Na fileira D foram testados filmes de nanocelulose obtidos da polpa bruta (FNC),
sendo adicionados aos poc¢os discos de diametros de 7 mm. Na fileira E foram
testados discos de 7 mm de filmes de nanocelulose com adi¢des de 5 uL de 6leo
essencial de caléndula (F+OEC) (50% em DMSO) obtendo concentracfes de
128 mL/L a 0,25 mL/L adicionados a cada filme, ap6s a secagem do 6leo os
discos foram adicionados aos pocos. Na fileira F foram testados 5 discos de 7
mm de filme de nanocelulose com 5 % de 6leo de caléndula e 5 discos de filme
de nanocelulose com 10 % de 6leo essencial de caléndula (FOE). Na fileira G
foram testados 5 discos de 7 mm de diametro de filmes de nanocelulose
impregnados com 32 mg/kg de nanoparticulas de prata e 5 discos de filmes com

83 mg/kg de nanoparticulas de prata (FNP). Na fileira H como controle foi testado
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o0 DMSO com concentragao inicial de 250 mL/L seguindo uma diluigéo seriada
(VIV) até 0,49 mLI/L.

Ap0s o periodo de incubacgédo de 18 h citado em 3.16, algumas coldnias
de cada bactéria foram suspensas em solucédo salina NaCl 0,85% em agua
destilada, de modo a obter densidade equivalente ao padrao de turbidez 0,5 da
escala McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL. Em
seguida 200 pL da solucéao salina padronizada foi adicionada a 19,8 mL/L de
caldo Mueller-Hinton e homogeneizada. Foram pipetados 50 pL da suspenséo
do in6culo em todos os pocos até a coluna 11, sendo esta o controle de
crescimento (CC). A coluna 12 recebeu apenas caldo Mueller-Hinton sendo o
controle de esterilidade (CE) (FIGURA 20). Apés a adi¢ao dos 50 pL do in6culo
a concentracao do composto em cada poco caiu pela metade e todos os pocos

possuiam um volume final de 100 pL.

As microplacas foram incubadas em estufa a (37 + 2) °C por 18 h, sendo
realizadas em duplicatas para as bactérias S.aureus e E.coli. Apos 18 h foram
pipetados 10 pL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) revelador de
microplacas, que na presenca do crescimento de bactérias apresenta coloracéo

rosa, sendo determinado visualmente a concentragéo inibitéria minima (MIC).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.CARACTERIZACAO DA POLPA CELULOSICA BRANQUEADA

A polpa celulésica branqueada de pinus utilizada no processo de
obtencado de nanofibrilas apresentava umidade média de 9,2%, e teor médio de
0,7% de lignina e 0,3% de cinzas ambos em base seca.

A partir do teor médio de acucares € possivel quantificar as fracbes de
celulose e hemicelulose presentes na polpa celuldsica branqueada, pois apés o
processo de preparo das amostras em hidrélise &cida total a celulose é
hidrolisada a celobiose e glicose, enquanto a hemicelulose é hidrolisada a
arabinose, xilose, manose e galactose quantificadas por cromatografia de troca
ionica (CARVALHO et al., 2009).

O teor médio de acUcares da polpa é apresentado na TABELA 3.

TABELA 3 - TEOR MEDIO DE ACUCARES DA POLPA CELULOSICA BRANQUEADA

Arabinose Xilose (mg/g) Manose Glicose (mglg) Galactose Celobiose
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Polpa 2 5 78+ 4 53+ 2 (74 + 3).10 0 11+05
celulésica

Por se tratar de uma polpa celuldsica proveniente de uma conifera as
glucomananas e as galactoglucomananas (constituidas por unidades de manose
e glicose), as quais sdo formadas pela polimerizagdo de formas anidro de
hexoses, foram as fraces tipicas de hemiceluloses encontradas (BALLONI,

2009). A polpa celulésica ndo apresentou concentracao de galactose detectavel.
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4.2. CARACTERIZACAO DA SUSPENSAO DE NANOFIBRILAS

4.2.1.Microscopia eletrdnica de transmissao (MET)

As suspensdes de nanofibrilas foram submetidas a Microscopia Eletrbnica
de Transmissdo (MET) para observar as dimensdes e as estruturas das
nanofibrilas obtidas pelo processo de desfibrilacdo mecéanica.

A FIGURA 21 apresenta micrografias das suspensdes da polpa bruta (PB)
e da polpa tratada (PT). Na magnificacdo de 800x (FIGURA 21 A) € possivel
observar que o processo de desfibrilagdo mecanica resultou na fibrilagdo da
parede celular das fibrilas da polpa bruta de holocelulose (PB) obtendo

nanofibrilas dispersas e de diametros variados (FIGURA 21 B).

E possivel observar (FIGURA 21 C) que a suspensdo da polpa tratada
apresenta nanofibrilas agregadas em relacéo a suspenséao da polpa bruta. Como
citado por IWAMOTO; ABE; YANO, 2008 a hemicelulose atua como inibidora da
coalescéncia das microfibrilas, ou seja, preenchendo o espago entre as
microfibrilas e atuando como uma barreira fisica inibindo a agregacdo das
mesmas e facilitando a nanofibrilacdo. A suspensao da PT passou pelo processo
de extracdo da hemicelulose e a auséncia da estrutura das polioses permitiu com
que as fibrilas de celulose agregassem. Apesar da coalescéncia das microfibrilas
o processo de desfibrilagdo mecanica foi eficiente, expondo as microfibrilas da
parede celular vegetal (FIGURA 21 D).
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FIGURA 21 - MICROGRAFIAS DAS SUSPENSOES DE PB. A) MAGNIFICAQAQ 800X B)
MAGNIFICACAO 25 kX E DA PT C) MAGNIFICACAO 800X D) MAGNIFICACAO 3 kX

4.2.2.Teor de aglcares

Curativos comerciais sdo compostos por celulose bacteriana a qual ocorre
pura, enquanto a celulose vegetal € encontrada juntamente com hemicelulose e
lignina. O processo de branqgueamento da polpa remove grande parte da lignina,
porém restando em torno de 15 % de hemicelulose. Para assemelhar-se ao
curativo comercial foi realizado o procedimento de extracdo da hemicelulose da
polpa celulésica. A quantificacdo da hemicelulose extraida da polpa foi realizada
pelo teste de teor de acUcares por cromatografia de troca ibnica, pois a
hemicelulose trata-se de um grupo distinto de polissacarideos (acgucares)
constituidos por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose e galactose)
(CARVALHO et al., 2009).
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Apbs o processo de desfibrilagdo mecéanica foram determinados os teores
de acuUcares das amostras da suspensao da PB e da PT, conforme (TABELA 4),

sendo as amostras estatisticamente distintas representadas por a e b.

TABELA 4 - TEOR DE ACUCARES DAS SUSPENSOES DE NANOFIBRILAS

Suspensdo Arabinose Xilose (ma/a) Manose (ma/a) Glicose (ma Galactose Celobiose
(Mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
PB 0 745+12a 45+1a (79 +1).10 a 52+0,2a 0
PT 0 150+08b 26,8+0,8b (89+6).10b 3,1+0,3b 0

A suspenséo da PB apresenta 86 % de celulose (glicose e celobiose) e
14 % de hemicelulose (arabinose, xilose, manose e galactose) dos acUcares
totais em base seca. O processo de extracdo da hemicelulose da polpa
celulésica reduz aproximadamente 80% da xilose, 40 % da manose e 40% da
galactose obtendo uma suspensao de nanofibrilas com 95 % de celulose e
apenas 5 % de hemicelulose em relacdo aos acucares totais. Portanto o
processo da extracdo da hemicelulose em meio basico reduz significativamente

o teor de polioses da polpa celulésica.

O processo de desfibrilagdo mecanica hidrolisa alguns agucares em seus
mondmeros. A suspensao da PB comparada ao teor de aclUcares da polpa
celulésica bruta (TABELA 3), houve uma reducao no teor de manose, arabinose,
e celobiose, estes aclcares sao hidrolisados em seus monémeros sendo comum
entre eles a glicose, 0 que justifica 0 aumento no teor de glicose na suspensao

de PB em relacéo a polpa.

Na polpa celulésica ndo apresentou galactose detectavel, mas nas
amostras das solu¢cdes polpa bruta e polpa tratada esta foi detectada nas
seguintes concentracdes 5,2 e 3,1 mg/g respectivamente. Portanto a polpa

celulésica apresenta concentracao de galactose, porém nao detectada.
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4.3.FILMES DE NANOFIBRILAS DE CELULOSE

4.3.1.Filmes de nanofibrilas de celulose da polpa bruta

A FIGURA 22 apresenta um filme nanocelulésico com gramatura proxima
de 20 g/m?. O filme obtido é homogéneo e translicido, como citado por outros
autores (IWAMOTO; NAKAGAITO; YANO, 2007; WANG; LI; ZHANG, 2013).

FIGURA 22 — A) FILMES DE NANOCELULOSE DA PB B) FILME DE NANOCELULOSE E
PAPEL BRANCO

FONTE: O AUTOR 2017

A diferenca com o papel comum esta na largura das fibras formadoras e
no tamanho das cavidades intersticiais. Se as nanofibrilas de celulose estéo
densamente préximas e os intersticios entre as fibras s@o suficientemente
pequenos evitando o espalhamento da luz, o material celulésico torna-se
transltcido (NOGI et al., 2009).

A translucidez apresentada pelo material € uma qualidade para o uso
como curativo em feridas corpéreas, permitindo a avaliacdo da cicatrizacdo sem
a necessidade da retirada e troca do curativo (MOSER; PEREIMA; PEREIMA,
2013).
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4.3.2.Filmes de nanofibrilas de celulose da polpa tratada

ApoOs o tratamento da polpa celulésica para a extracdo da hemicelulose
em meio basico, foram obtidos filmes de nanofibrilas de celulose (FIGURA 23).
Os filmes obtidos eram visivelmente ndo uniformes, e menos resistentes

comparados aos filmes obtidos da polpa bruta.

FIGURA 23 — A) FILME DE NANOCELULOSE DA PT B) FILME DA PT PAPEL BRANCO E
FILME DA PB

FONTE: O AUTOR 2017

CHAKER et al., 2013 e IWAMOTO; ABE; YANO, 2008 afirmam que a
hemicelulose atua como inibidora da coalescéncia das microfibrilas,
proporcionando aderéncia e aumento das propriedades mecanicas. Portanto a
extracdo da hemicelulose da polpa celulésica ocasionou a obtencéo de filmes
nao uniformes devido a coalescéncia das nanofibrilas, confirmada pela MET da

suspensao de nanofibrilas (FIGURA 21).

Os espacos criados pela coalescéncia das nanofibrilas de celulose apos
a extracao das polioses resultam no espalhamento da luz e consequentemente
na opacidade do filme (NOGI et al., 2009).
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4.4.CARACTERIZACAO DOS FILMES DE NANOFIBRILAS A PARTIR DA
POLPA BRUTA E DA POLPA TRATADA

4.4.1.Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Os filmes de nanocelulose obtidos da suspensdo da PB e PT foram
submetidos a Microscopia Eletronica de Varredura para analise da morfologia
das nanofibrilas.

A FIGURA 24 exibe as micrografias dos filmes de nanocelulose da PB. A
superficie do filme (FIGURA 24 A) mostrou-se uniforme, ndo porosa e compacta.
As nanofibrilas apresentaram-se tdo densamente compactadas (FIGURA 24 B)
que quase nao é possivel observar as fibras individuais, o que implica na
auséncia de cavidades entre as fibrilas, dando a caracteristica de translucidez
ao material (NOGI et al., 2009; ZHU et al., 2014).

FIGURA 24 — MICROGRAFIAS DO FILME DE NANOCELULOSE DA PB. A) MAGNIFICAGAO
500X B) MAGNIFICAGAO 10 kX

A FIGURA 25 exibe a micrografia do filme da suspensédo da PT. A
superficie do filme (FIGURA 25 A) mostrou-se nao uniforme e muito porosa.

CHAKER et al., 2013; IWAMOTO; ABE; YANO, 2008 citaram que a
auséncia da hemicelulose permite a coalescéncia das nanofibrilas de celulose,

0 que gera cavidades no filme (FIGURA 25 B). Os espacos criados pela
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coalescéncia ap0s a extracdo das polioses resultam no espalhamento da luz e
na opacidade do filme (NOGI et al., 2009).

FIGURA 25 - MICROGRAFIAS DO FILME DE NANOCELULOSE DA PT. A) MAGNIFICACAO
500X B) MAGNIFICACAO 10 kX

0de-3Pa  ETD | 10000x | 1.0

4.4.2.Difracao de raios x

A FIGURA 26 apresenta os picos cristalinos dos filmes da PB e da PT. E
possivel observar que o processo de extracdo da hemicelulose converteu a
celulose | em celulose Il. A celulose | apresenta picos cristalinos em
aproximadamente 15° e 22,7° enquanto a celulose Il apresenta picos hibridos
entre 11,8° e 14,1° e 20,0° e 21,9°. O tratamento alcalino faz com que o reagente
penetre na estrutura da celulose quebrando as ligagbes de hidrogénio
intermoleculares, ocorrendo um rearranjo na estrutura interna para a celulose Il
(LENGOWSKI et al., 2013; WANG et al., 2014).
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FIGURA 26 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA CELULOSE DOS FILMES DE
NANOCELULOSE DA PB (A) E DA PT (B)
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A partir do método de célculo desenvolvido por SEGAL et al., 1959 no qual
o percentual de celulose cristalina é determinado pela diferenca entre a
intensidade do pico cristalino ( de maior intensidade referente ao plano 002) e a
intensidade minima entre os dois picos cristalinos, foi determinado o indice de
cristalinidade médio das PB e da PT (TABELA 5). Além da converséao da celulose
| para celulose Il ocorreu uma reducao na cristalinidade dos filmes de 77% da
PB para 59% da PT. O tratamento alcalino causou a degradacéo as regifes
cristalinas da celulose. As amostras que apresentaram resultados
estatisticamente distintos séo representadas por a e b.

TABELA 5 - INDICE DE CRISTALINIDADE DA CELULOSE DOS FILMES DA PB E DA PT

Filme Intensidade 20 Intensidade 20 IC %
002 amorfo

PB 681,7 22,7 155,7 191 77a
PT 396,5 21,9 161,0 15,5 59 b
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4.4.3.Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os filmes obtidos das suspensdes da polpa bruta e da polpa tratada foram
submetidos a analise de FTIR para conferir a presenca dos grupos funcionais e
suas respectivas ligacdes. A FIGURA 27 apresenta o espectro de infravermelho

dos filmes.

FIGURA 27 — ESPECTRO DE FTIR DOS FILMES DA PB E DA PT. B) APROXIMACAO DA
BANDA EM 1245 CM.
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O espectro de infravermelho (FIGURA 27A) das amostras dos filmes da
PB e da PT apresentaram bandas caracteristicas da celulose. A banda larga
localizada em 3400 cm™ refere-se ao modo vibracional do grupo hidroxila. A
banda situada em 2900 cm™ relaciona-se as vibracdes simétricas e assimétricas
do grupo CHz, assimétrica do grupo CH20H e a deformagé&o axial assimétrica da
ligagdo C-H dos grupos metilicos. Entre 2600 cm™ e 1700 cm™ os compostos de
celulose e hemicelulose ndo apresentam bandas significativas. A banda em 1640
cm? refere-se a agua adsorvida e a ligacdo O-H do grupo carbonil. Em
aproximadamente 1370 cm e 1315 cm as bandas referem-se as deformacdes
nas ligacdes CH e CH: respectivamente. Bandas entre 1175 e 1000 cm™ séo
referentes a deformacéao das ligagées C-O, C-C, C-OH e C-O-C. Em 895 cm™* a



69

banda refere-se a vibracdo da ligacdo CH2 (BURANOV; MAZZA, 2010; CHAKER
etal., 2013; MAGATON; PILO-VELOSO; COLODETTE, 2008; QUA et al., 2011).

No niimero de onda em torno 1429 cm* uma banda é formada no espectro
do filme de nanocelulose da PB correspondente a deformacéo em ligacdes CH
presentes em carboidratos e da ligacdo CH2, ndo sendo observada no espectro
do filme da PT. Na imagem ampliada (FIGURA 27B) foi possivel observar a
auséncia da banda em 1245 cm™ no espectro do filme da PT, referente a ligacdo
C-O tipica das xilanas, e o surgimento da banda em 1263 cm referente ao
estiramento do grupo C-O-C. A auséncia de algumas ligacOes tipicas de
hemiceluloses reafirma a reducdo da concentracdo das polioses no filme
(BURANOV; MAZZA, 2010; CHAKER et al., 2013; MAGATON; PILO-VELOSO;
COLODETTE, 2008; QUA et al., 2011).

4.4.4.Andlise térmica por termogravimetria (TGA) e andlise termogravimétrica
derivada (DTG)

Para o uso das membranas como curativo em queimaduras é necessario
0 processo de esterilizacdo do material antes do contato com a ferida, evitando
a propagacdo de micro-organismos que afetam a cicatrizacdo e geram
infeccbes. O processo de esterilizacdo € comumente realizado pelo método de
vapor saturado em autoclaves a 121 °C. As analises térmicas permitem avaliar
se em elevadas temperaturas, como no caso do processo de esterilizacéo,

ocorre degradacéo do material.

As curvas termogravimétricas (TGA) representam a massa residual, em
funcdo da temperatura, enquanto as curvas DTG correspondem a derivada
primeira das curvas TGA e apresentam a variacdo da massa em relacdo ao

tempo, registradas em fungédo da temperatura.

O filme da suspensao da polpa bruta apresentou o perfil de termograma
conforme FIGURA 28, o primeiro evento térmico € atribuido a evaporagéo da

adgua adsorvida no filme na faixa de 100 °C. A degradacdo térmica da
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holocelulose ocorreu entre 284 e 382 °C, com taxa méaxima de perda em 351 °C.

Ap0ds 600° C apresentou residuo solido de 10 %.

A degradacdo térmica da celulose ocorre em temperaturas
compreendidas entre 315 e 400 °C. As hemiceluloses por serem polimeros
amorfos, de baixo peso molecular apresentam temperatura de degradacao
inferiores a da celulose, na faixa de 190 e 360 °C (PEREIRA et al., 2013; ZHU et
al., 2014). O filme da polpa bruta é composto por celulose e hemicelulose, o que

indica uma degradacgéo térmica na faixa de temperatura combinada entre os dois
COMpOostos.

FIGURA 28 - TGA E DTG DO FILME DA PB
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O filme obtido da polpa tratada apds a extragdo da hemicelulose em meio
basico também apresentou evento térmico em aproximadamente 100 °C
atribuido a evaporacdo da agua adsorvida no filme. Apresentou maior
estabilidade térmica em relagéo ao filme de holocelulose, com pico de DTG em
360 °C degradacao térmica entre 285 e 387 °C (FIGURA 29). Ap6s 600 °C

apresentou residuo de 1,9 % de massa.

A hemicelulose possui estrutura amorfa e ramificada, constituida por
diversos sacarideos que sdo facilmente removidos da estrutura, sofrem
degradacdo em temperaturas inferiores a da celulose, sendo o primeiro
composto a se degradar (QUA et al., 2011). A remocdao parcial da hemicelulose
que inicia o processo de degradacao a temperaturas mais baixas que a celulose,
resultaram no aumento da temperatura do pico da degradacéo térmica.

Ambos os filmes de nanocelulose ndo apresentam degradacéao térmica na
temperatura do processo de esterilizacdo pelo método de vapor saturado em
autoclaves a 121 °C, portanto podem futuramente serem esterilizados por este
método para a aplicacdo como curativo sem sofrer degradacdo durante o

processo.

4.4.5.ENSAIOS FiSICOS

4.4.5.1.Espessura, gramatura e umidade

Os resultados da espessura, gramatura e umidade dos filmes da polpa
bruta e da polpa tratada sao apresentados na TABELA 6.

TABELA 6 - ESPESSURA, GRAMATURA E UMIDADE DOS FILMES DA PB E DA PT

Amostra Espzsrsns)ura Gramatura (g.m-?) Umidade (%)
FPB40 45+ 3 a 40+ 2 a 13a
FPB50 45+6a 44 + 3 a l4a
FPT40 (8+1).10b 41+3a 10b

FPT50 (9+2).10c 50+4b l4a
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A espessura dos filmes formados pelas nanofibrilas da polpa bruta foi
consideravelmente menor que dos filmes da polpa tratada. A presenca da
hemicelulose no processo de desfibrilacdo mecéanica permitiu uma maior ligacao
e melhor rearranjo das nanofibrilas, formando uma estrutura mais uniforme e
compacta, reduzindo a espessura do filme. Nos filmes da polpa tratada a
coalescéncia das nanofibrilas faz com que a superficie do filme ndo seja uniforme

e compacta apresentando maior espessura.

No processo de obtenc&o dos filmes da polpa bruta ocorreu uma maior
perda das nanofibrilas, os filmes com gramatura esperada de 50 g/m?
apresentaram gramatura real de 44 g/m?2. O processo de obtencéo dos filmes da
polpa tratada apresentou uma perda de nanofibrilas menor, filmes com
gramatura esperada de 50 g/m? apresentaram gramatura real de 50 g/m?, porém
apresentaram um desvio padrdo maior que dos filmes da polpa bruta. Até a
gramatura esperada de 40 g/m? ndo ocorreu perda de nanofibrilas, atingindo a

gramatura esperada.

As amostras de filme da polpa bruta apresentaram umidade média de
1,3% para gramatura de 40 g/m? e 1,4% para gramatura de 50 g/m?. Os filmes
da polpa tratada apresentaram umidade média de 1,0% para gramatura de 40
g/m? e 1,4% para gramatura de 50 g/m?.

4.4.5.2.Densidade aparente, Cobb e Gurley

A TABELA 7 apresenta os valores médios e desvio padrdo da densidade
aparente, absorcdo de agua (Cobb) e permeancia ao ar (Gurley) dos filmes
obtidos da suspensao de nanofibrilas da polpa bruta e da polpa tratada.
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TABELA 7 - DENSIDADE APARENTE, COBB E GURLEY DOS FILMES DA PB E DA PT

Densidade
Amostra Aparente Cobb (g.m?) Gurley (s.100cm?)
(g.cm?d)
FPB40 0,90 + 0,04 a 63+9a 0
FPB50 09+0,1a 34+5b 0
FPT40 06+0,1b (13+2).10¢c (20+9).10a
FPT50 0,8+0,1b (13+2).10¢c (4 +1).100 b

Os filmes obtidos da suspensdo da polpa bruta apresentaram maior
densidade aparente, que esta relacionada com a menor porosidade
apresentada. Quanto mais compactadas as nanofibrilas maior o nimero de

ligagbes de hidrogénio e mais denso o filme.

Os valores de densidade aparente encontrados para os filmes da
suspensao da polpa bruta sdo semelhantes a relatados por outros autores.
VIANA, 2013 produziu filmes com densidade aparente de 1,13 g/cm3. SPENCE,
K.; VENDITTI, R.; HABIBI, Y.; ROJAS, O.; PAWLAK, 2010 encontraram
densidade de 0,83 g/cm® e STELTE, W.; SANADI, 2009 encontraram densidade
de 1 g/cm3.

Os menores valores de densidade aparente encontrados para os filmes
obtidos da suspenséo da polpa tratada estdo relacionados a grande porosidade
apresentada na morfologia dos filmes. A estrutura menos compacta diminui a
interacdo entre as fibras o que leva a uma menor densidade e

consequentemente menor rigidez ao filme.

A absorcédo de agua determinadas pelo método Cobb dos filmes obtidos
da suspenséo da polpa bruta estatisticamente apresentaram valores diferentes
para as gramaturas de 40 g/m? e 50 g/m?. A estrutura compacta e pouco porosa
reduz a capacidade de penetracdo da agua (DUFRESNE, 2012). Um maior
nimero de fibrilas devido a maior gramatura, 50 g/m?, gera filmes mais
compactos, com menor porosidade devido a maior area de contato das fibrilas e
maior interacéo entre elas, o que leva a uma menor capacidade de penetracao
da &gua e menor absor¢do de agua em relacédo ao filme de menor gramatura de
40 g/m?.
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Os filmes obtidos da suspensdo da polpa tratada possuem grande
porosidade 0 que permite maior penetracdo e retencdo da agua e

consequentemente maior absorcdo de agua determinada pelo método Cobb.

Os filmes obtidos da suspenséo da polpa bruta ultrapassaram o tempo
maximo determinado pela Norma T460-om02 para a permeabilidade ao ar,
portanto foram considerados como ndo permeaveis a passagem do ar
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002b).
A morfologia compacta, muito densa e pouca porosa cria uma resisténcia a
passagem do ar, entretanto a auséncia da hemicelulose gera grandes cavidades
na morfologia dos filmes da PT que permitem a passagem do ar apés

determinado tempo.

Filmes de nanofibrilas de celulose sdo conhecidos pelas suas grandes
propriedades de barreira, atuando como excelente barreira para 0 oxigénio
gasoso (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2015). VIANA, 2013 encontrou
dados similares para filmes obtidos de polpa nado-deslignificadas e polpa

deslignificadas.

4.4.6.Resisténcia a tracdo e resisténcia ao arrebentamento

A TABELA 8 apresenta os valores médios e os respectivos erros padroes
das propriedades de resisténcia a tracédo e ao arrebentamento dos filmes obtidos

da suspenséao de nanofibrilas da polpa bruta e da polpa tratada.

TABELA 8 - RESISTENCIA A TRACAO E RESISTENCIA AO ARREBENTAMENTO DOS
FILMES DA PB E DA PT

Resisténcia ao

Amostra 13;59';;9?&'25 arreb(e;;zr)nento
FPB40 47 +6 a (40+2).10 a
FPBR50 63+2b (58 +3).10 b
FPT40 11+1c (8+1).10c

FPT50 10,4 +0,7c 117 +8d
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Os filmes obtidos da desfibrilagdo mecanica da polpa bruta apresentaram
resisténcia a tracdo estatisticamente maiores que da polpa tratada, além do
aumento na gramatura gerar maior resisténcia a tracdo nestes filmes. Os filmes
obtidos da suspensdo da polpa tratada com gramaturas de 40 e 50 g/m?

estatisticamente apresentaram similar resisténcia a tracao.

O indice de cristalinidade e o perfil cristalografico influenciam as
propriedades mecéanicas. O FPB é formado apenas por celulose | enquanto o
FPT € um hibrido de celulose | e Il, sendo que a celulose Il possui resisténcia a
tracdo menor que a celulose cristalina | (LENGOWSKI et al., 2013; ZHU et al.,
2014).

O mesmo ocorre para a resisténcia ao arrebentamento, a presenca da
hemicelulose nos FPB resulta em uma maior resisténcia ao arrebentamento em
comparacado aos FPT. As propriedades mecanicas dependem das ligacdes
interfibras, sendo que os filmes porosos possuem um ndimero menor de ligacdes

interfibras e indices de resisténcias mecanicas menores.

MOLIN; TEDER, 2002 relataram a importancia da presenca da
hemicelulose na resisténcia do papel proveniente da polpa celulésica. Folhas
com maior teor de hemicelulose apresentaram maior rigidez e resisténcia a

tracao.

A polioses na superficie das fibras da polpa aderem as fibras no filme,
inibindo a deformacéo. Portanto, as hemiceluloses contribuem para a adesao
entre as nanofibrilas no estado seco, levando a uma melhora na rigidez e
resisténcia (IWAMOTO; ABE; YANO, 2008).

Filmes de nanocelulose fibrilada formados por fibras de largura entre 10 -
100 nm apresentam resisténcia a tracdo entre 30 — 155 MPa, enquanto filmes de
nanocelulose composto por fibras de largura entre 4 - 20 nm apresentam
resisténcia entre 96 — 240 MPa (MOON et al., 2011).

Nanopapel com diferentes porosidades apresentam diferentes
propriedades mecanicas. O maior niumero de poros gera uma menor resisténcia
a tracdo (ZHU et al., 2014).
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Os filmes de nanocelulose obtidos a partir da polpa bruta apresentaram
resultados de resisténcia a tracdo de 47 — 62 MPa semelhantes aos citados por
RANI; UDAYASANKAR; APPAIAH, 2011 para a celulose bacteriana com

resisténcia a tracdo de 41 MPa.

Os filmes obtidos da suspenséo da polpa tratada apresentaram valores
de resisténcia a tracao inferiores ao da polpa bruta, dificultando os testes de
impregnacao e deposi¢édo de agente cicatrizante e bacteriostatico, e os testes de
aplicacédo in vivo. Portanto os resultados apresentados em sequéncia Ssao

referentes apenas aos filmes obtidos da suspenséo da polpa bruta.
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4.5.0BTENCAO DOS FILMES DE NANOCELULOSE COM OLEO ESSENCIAL
DE CALENDULA

Foram obtidos filmes de nanocelulose com 5 e 10 % (m:m) de Oleo
essencial de caléndula. Os filmes apresentaram aspecto homogéneo (FIGURA
30) e coloracdo amarela devido a presenca de carotenoides no 6leo essencial.
Os carotenoides sdao um grupo de pigmentos presentes na natureza,
responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho em flores, frutas e vegetais,
além de apresentarem acdo antioxidante, antifingica e antimicrobiana
(UENOJO; MAROSTICA; PASTORE, 2007).

FIGURA 30 - FILMES IMPREGNADOS COM OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA. A) 5%
OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA, B) 10% OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA

FONTE: O AUTOR 2017

4.6.CARACTERIZACAO DOS FILMES DE NANOCELULOSE COM OLEO
ESSENCIAL DE CALENDULA

4.6.1. Quantificacdo do 6leo essencial de caléndula depositado ao filme

A quantificacdo da concentracdo do 6leo essencial de caléndula real
depositado ao filme de nanocelulose foi calculada pela extracao do 6leo do filme

pelo método de extragdo continua com solvente.
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Os filmes de nanocelulose com 5 % (m) de 6leo essencial de caléndula
apresentaram uma concentracdo real média de (2,4 + 0,3) %, portanto uma

perda de 52,8 % do 6leo durante o procedimento de obtencéo dos filmes.

Os filmes com concentragcfes esperadas de 10 % (m) de 6leo essencial
de caléndula em relacdo a massa de celulose apresentaram concentracao real
média de (5,3 + 0,3) %, ou seja, uma perda de 47,5 % do Oleo durante o
procedimento de obtenc¢éo dos filmes.

O oleo essencial de caléndula é um composto apolar e 0 meio de
obtencao dos filmes foi agua. Compostos apolares forcam as moléculas de agua
a assumirem conformacdes energeticamente desfavoraveis na interface soluto-
solvente, sendo energeticamente desfavoravel: compostos apolares néo
interagem com a agua. A auséncia de interacdes moleculares entre agua e 6leo
evitou a perda do 6leo durante o processo de filtracdo. Entretanto durante a
etapa de homogeneizacdo a presenca de um grande volume de agua, ou seja,
de um grande numero de moléculas de 4gua hidratando a superficie da fibrila de
celulose dificultou a interacdo das moléculas do 6leo com as fibrilas de celulose,
que consequentemente causou a perda de massa do 6leo que ndo estava

impregnado nas fibrilas de celulose.

4.6.2.Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os filmes de nanocelulose impregnados com 6leo essencial de caléndula
foram submetidos a Microscopia Eletrdnica de Varredura para andlise da

morfologia das nanofibrilas na presenca do éleo.

A FIGURA 31 apresenta a micrografia do filme de nanocelulose
impregnado com 5% de Oleo essencial de caléndula com magnificacées de 3 kX

e 15 kX respectivamente.
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FIGURA 31 - MICROGRAFIA DO FILME DE NANOCELULOSE IMPREGNADO COM 5% DE
OLEO DE CALENDULA A) MAGNIFICACAO 3 kX B) MAGNIFICACAO 15 kX

SEM HV: 5.0 kV 2 9. SEM HV: 5.0 kV

SEM MAG: 3.00 kx : SEM MAG: 15.0 kx

A FIGURA 32 mostra as micrografias do filme de nanocelulose
impregnado com 10 % de 6leo de caléndula nas magnificacfes de 5 kX e 10 kX

respectivamente.
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FIGURA 32 - MICROGRAFIA FILME DE NANOCELULOSE IMPREGANADO COM 10 % DE
OLEO DE CALENDULA A) MAGNIFICACAO 5 kX B) MAGNIFICACAO 10 kX

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.99 mm | I  SEMHV:5.0kV WD: 14.99 mm | I

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE | 5pm SEM MAG: 10.0 kx 2 pym

As micrografias de ambos os filmes de nanocelulose com adicéo de 6leo
de caléndula ndo apresentaram alteracdo nas nanofibrilas de celulose em
relagdo ao filme puro. Apdés a adicdo do dleo o filme ainda apresenta as

caracteristicas de um filme denso e ndo poroso.

4.6.3.Difracao de raios X

Os filmes de nanocelulose com Oleo essencial de caléndula foram
submetidos a analise de difracdo de raios-x para verificar se a presenca do 6leo
essencial causaria alteracdo na estrutura cristalina da celulose. A FIGURA 33
apresenta os difratogramas dos filmes impregnados com 5 e 10 % de 6leo

essencial.
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FIGURA 33 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DOS FILMES COM 5% DE OLEO ESSENCIAL
DE CALENDULA. B) 10 % DE OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA
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Foi possivel observar que o 06leo essencial de caléndula ndo gerou
alteracOes na estrutura cristalina da celulose, os picos presentes no difratograma
em aproximadamente 15 e 22 ° sdo referentes a celulose nativa |, como discutido

na secao 4.4.2.

O dleo essencial € um composto amorfo, ou seja, ndo possui estrutura

cristalina, portanto ndo produz um padrao de difracdo (SLAVOV et al., 2016).

4.6.4.Analise térmica por termogravimetria (TGA) e andlise termogravimétrica
derivada (DTG)

O perfil térmico observado para o Oleo de caléndula (FIGURA 34)
apresentou degradacao térmica entre 206 e 410 °C com pico de DTG em 330
°C, nao restando residuo de massa apés 600 °C.
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FIGURA 34 - TGA e DTG OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA
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Segundo NUNES, 2008 o extrato liofilizado de caléndula apresenta
degradacdo térmica entre 116 a 600 °C respectivo aos processos de
decomposicdo da matéria organica (carboidratos, flavonoéides entre outros), até
formacgéo do material carbonaceo. ZHANG, L.M.; ZHAO, X.; JI, J.J.; DAI, 2008
estudaram a decomposigdo da rutina do extrato de caléndula, que apresenta
decomposicdo térmica entre 304 a 600 °C, ocorrendo perda de massa
correspondente a eliminacao dos complexos. SLAVOV et al., 2016 estudaram a
pectina do extrato de caléndula e afirmam que o composto possui estabilidade
térmica até 220 °C.

Os filmes impregnados com o6leo de caléndula 5% apresentaram evento
de degradacao térmica entre 267 e 390 °C com pico de DTG em 353 °C (FIGURA
35). A menor estabilidade térmica do 6leo de caléndula (FIGURA 34), em relacéo
a holocelulose, afeta a estabilidade térmica do filme o que causa a reducdo no

pico de DTG. Apd6s 600 °C apresenta residuo de massa de 12 %.
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FIGURA 35 - TGA E DTG FILME IMPREGNADO COM 5% DE OLEO
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FIGURA 36 - TGA E DTG FILME IMPREGNADO COM 10 % DE OLEO
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O mesmo ocorreu para o filme impregnado com 10 % de Oleo de
caléndula, uma maior reducéo na estabilidade térmica do filme devido a maior
concentracdo do 6leo que possui menor temperatura de degradacgéo térmica. A
degradacéao térmica do filme ocorreu entre 280 e 368 °C com pico de DTG em

337 °C e um residuo de massa de 11,7 % ap6s 600 °C (FIGURA 36).
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4.6.5.Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho tem por objetivo
determinar e identificar grupos funcionais caracteristicos de compostos

organicos, neste caso a celulose e o 0leo essencial de caléndula.

O odleo essencial de caléndula (FIGURA 37 ESPECTRO A) apresentou
bandas em 2930 cm™ e 2851 cm referentes a ligagdes CH de aromaticos e
deformacdo axial assimétrica de CH alifaticos tipicos de aldeidos
respectivamente. Apresentou banda caracteristica do 6leo em 1746 cm™
referente a banda de vibracédo de valéncia da ligacdo C=0. A banda em 1465
cm?® é referente ao estiramento da ligacdo C=C do anel fenil e em 1374 cm™* a
deformacéo da ligacdo do grupo metil-éster. As bandas em 1160 1107 cm™ sédo
referentes as ligacdes C-O de ésteres (NUNES, 2008; SLAVOV et al., 2016).

FIGURA 37 - ESPECTRO DE FTIR A) OLEO ESSENCIAL DE CALENDULA, B) FILME COM
10 % DE OLEO, C) FILME COM 5 % DE OLEO, D) FILME DE NANOCELULOSE PURO
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Os filmes de nanocelulose com 10 % e 5 % O6leo de caléndula
respectivamente (FIGURA 37) apresentaram bandas tipicas do filme de
nanocelulose (FIGURA 37) como a banda em 3400 cm referente ao modo
vibracional do grupo hidroxila. A banda situada em 2900 cm™ relacionada as
vibracdes simétricas e assimétricas do grupo CH:2 e a deformacdo axial
assimétrica da ligacdo C-H dos grupos metilicos. A banda em 1640 cm
referente a agua adsorvida. Em aproximadamente 1370 cm™* e 1315 cm™ as
bandas referentes as deformacbes nas ligacdbes CH e CH:2 respectivamente.
Bandas entre 1175 e 1000 cm sdo referentes a deformacéo das ligacdes C-O,
C-C, C-OH e C-O-C. Em 895 cm™ a banda refere-se a vibragdo da ligacdo CH2
(BURANOV; MAZZA, 2010; CHAKER et al., 2013; MAGATON; PILO-VELOSO;
COLODETTE, 2008; QUA et al., 2011). As bandas 2930 cm™* e 2851 cm
encontradas no espectro do 6leo essencial, foram sobrepostas a banda 2900 cm-
1 da celulose nos filmes de nanofibrila. O aumento da concentragdo do 6éleo no
filme tornou a banda 1746 cm™, referente a banda de vibragdo de valéncia da
ligagdo C=0, mais evidente afirmando néo s6 a presenca do 6leo no filme, mas

também o aumento da concentracdo do mesmo.
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4.7.CARACTERIZACAO DOS FILMES DE NANOCELULOSE IMPREGNADOS
COM NANOPARTICULAS DE PRATA

4.7.1.Quantificacdo de nanoparticulas de prata sintetizadas no filme de

nanocelulose

A concentracao de prata compreendida na sintese das nanoparticulas de
prata nos filmes de nanocelulose foi determinada por espectrometria de emissao

atbmica com plasma.

Os filmes de nanocelulose impregnados com nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir de 10 ppm de Ag20 apresentaram uma concentracdo média
de (32 + 16) mg de prata por kg de nanocelulose. As NPs sintetizadas a partir de
35 ppm de Ag20 apresentaram concentracdo média de (89 + 3) mg por kg de

celulose.

WU et al.,, 2014 sintetizaram NPs de prata pelo método do reagente
Tollens em membranas de celulose bacteriana, para aplicagdo como curativo
antibacteriano, e encontraram concentragdes de 2,62% em massa de prata em
relacdo a celulose bacteriana, determinado por espectrometria de emissao

atomica.

A partir da gramatura conhecida de 20 g/m? dos filmes obtidos
determinou-se a concentracdo de prata em 100 cm? dos mesmos apresentando
concentracdo de 0,0064 mg/100 cm? e 0,0178 mg/100 cm? para comparacao
com os valores da TABELA 9 que lista os principais curativos a base de prata
disponiveis no mercado e o contetdo de prata de cada marca
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TABELA 9 - CONTEUDO DE PRATA EM CURATIVOS DISPONIVEIS COMERCIALMENTE

Curativo Contelido de Ag
Comercial (mg/100cm?)
Silverlon 546
Calgitrol Ag 141
Acticoat 105
Contreet Foam 85
H)%?ggc?l(lect)id 32
Aquacel Ag 8,3
SilvaSorb 53
Actisorb Silver
c 502 é)os e 27

Arglaes powder 6,87 mg/g

FONTE: ADAPTADO DE THOMAS, 2004

Os filmes obtidos apresentam concentracfes de prata muito inferiores aos
curativos disponiveis comercialmente, sendo necessario o estudo da atividade

antibacteriana dos filmes nestas concentragdes.

Em escala micrométrica a prata causa efeito negativo para o ser humano
conhecida como Argyria, um irreversivel escurecimento da pele causado por
continuo e prolongado tratamento com prata. As nanoparticulas encontram-se
dispersas e em baixas concentracdes que podem circular pelas membranas
celulares sem ocasionar danos a organismos superiores, a concentracao toxica
a seres humanos é de 14 pg/kg/dia (ENVIROMENTAL PROTECTION AGENCY-
USA, 1987; NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008). Para ser téxica a prata
precisa ser absorvida pelo corpo em quantidades suficientes para causar
alteracbes num orgdo principal (LANSDOWN; WILLIAMS, 2004). As
concentracdes de nanoparticulas de prata obtidas nos filmes de nanocelulose

nao apresentam potenciais riscos ao organismo humano.

4.7.2.Liberacdo de nanoparticulas de prata em agua

Para o uso do filme de nanocelulose impregnado com nanoparticulas de

prata como curativo em feridas é necessario umedecer a membrana para melhor
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aderéncia ao ferimento. O ferimento libera exsudato, liquido com alto teor de
proteinas séricas e leucdcitos, produzido como reacdo a danos nos tecidos e
vasos sanguineos, mantendo o local umido. A eficacia da acao da nanoparticula

de prata esté relacionada a liberacéo da prata no ferimento (LEITE, 2011).

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas diretamente na superficie
das nanofibrilas de celulose, tornando-se necessario a investigacdo do
comportamento das NPs em meio Uumido em caso de aplicacdo em feridas,

garantindo a eficacia do agente antibacteriano.

A FIGURA 38 apresenta o gréfico da concentracdo de prata liberada em
dgua em relacdo ao tempo para 0,05 m? do filme de nanocelulose com

concentracdo de (32 + 16) mg/kg.

FIGURA 38 - LIBERAGCAO DE PRATA DE 0,05 m? DA MEMBRANA 32 mg/kg NA AGUA EM
FUNCAO DO TEMPO
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Apoés 24 h o filme liberou 61% de prata em meio Umido, o que indica que
se a acao bactericida depende da liberacdo do elemento, o filme apresenta

potencial antibacteriano desde as primeiras horas de uso.
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A FIGURA 39 apresenta o gréfico da concentracdo de prata liberada em
dgua em relagdo ao tempo para 0,05 m? do filme de nanocelulose com

concentracdo de (89 + 3) mg /kg.

FIGURA 39 - LIBERACAO DE PRATA DE 0,05 m2 DA MEMBRANA 89 mg/Kg NA AGUA EM
FUNCAO DO TEMPO
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O filme de nanocelulose com maior concentragéo de prata libera 77% de
prata nas primeiras 24 h, atingindo a liberacéo total da prata proximo a 48 h,

portanto apresentando potencial antibacteriano desde as primeiras horas de uso.

E importante ressaltar que mesmo com a liberac&o da prata no ferimento
o curativo ndo deve liberar toda a concentracdo de prata durante seu uso
evitando a auséncia de nanoparticulas entre ferida e curativo que permitiria o

crescimento de bactérias até a proxima troca.
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4.7.3.Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Através das micrografias (FIGURA 40) da microscopia eletrbnica de
varredura foi possivel confirmar a deposicdo das nanoparticulas de prata na

superficie dos filmes de nanocelulose.

FIGURA 40 - MICROGRAFIA DOS FILMES DE NANOCELULOSE IMPREGNADOS COM 32
mg/kg DE PRATA A) MAGNIFICACAO 5 kX B) MAGNIFICACAO 10 kX

- - e
SEM HV: 10.0 KV WD: 14.63 mm

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE

As nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de 10 ppm de Ag20
apresentaram diametro variando entre 109 — 151 nm e forma cubica, formato
diferente do convencional esférico (MONTAZER et al., 2012a). A formacado de
nanoparticulas cubicas esta relacionada a alta concentracdo de Ag:20, onde
ocorre uma rapida nucleacdo e consequentemente o rapido crescimento das
particulas (CABALA, 2013).

As nanoparticulas ndo permaneceram uniformemente dispersas por todo
o filme, apesar de ndo ocorrerem nanoparticulas aglomeradas entre si. A
FIGURA 40 focaliza nas regides concentradas, porém ocorreram regiées com

menores concentracdes de nanoparticulas.
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FIGURA 41 - MICROGRAFIA DOS FILMES DE NANOCELULOSE IMPREGNADOS COM 89
mg/kg DE PRATA A) MAGNIFICACAO 13,4 kX B) MAGNIFICACAO 12,2 kX

- - "
SEM HV: 5.0 kV WD: 15.05 mm I | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 9.89 mm I MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 13.4 kx Det: SE SEM MAG: 12.2 kx Det: SE
View field: 10.4 pm | Date(mi/dly): 03127117 Performance in nanospace View field: 11.4 ym | Date(m/dly): 03127117 Performance in nanospace

As nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de 35 ppm de Ag20
apresentaram diametro variando entre 152 — 189 nm e majoritariamente em
formato cubico, devido a rapida nucleacdo. E possivel observar na FIGURA 41
A e B que algumas NPs ficaram ligadas umas as outras, 0 que indica que a
reducdo da prata ocorreu pelo mecanismo de autocatalise (MONTAZER et al.,
2012a; NERSISYAN et al., 2003). Foi possivel concluir que ao oposto do filme
de 10 ppm, nesta concentracdo formaram-se NPs uniformemente distribuidas
por toda superficie do filme. Nota-se que a maioria das NPs se formaram

ancoradas em cavidades entre as fibrilas de celulose.

O processo de sintese das nanoparticulas, apesar de ocorrer em meio
basico, ndo danificou as fibrilas de celulose, permanecendo um filme denso e

Nao poroso.

AS FIGURAS 42 e 43 apresentam 0s espectros pontuais de EDS das
amostras dos filmes de nanocelulose impregnados com nanoparticulas de prata

a partir de 10 ppm e 35 ppm de Ag20 respectivamente.
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FIGURA 42 - ESPECTRO DE EDS DO FILME DE NANOCELULOSE IMPREGNADO COM 32
mg/kg DE PRATA
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FIGURA 43 - ESPECTRO DE EDS DO FILME DE NANOCELULOSE IMPREGNADO COM 89
mg/kg DE PRATA
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Os espectros confirmam a presenca do elemento prata na superficie dos
filmes de nanocelulose. O aumento da concentracao da prata no meio de reacéo,
resultou em particulas maiores e conseqguentemente num maior percentual

massico de prata.

A presenca do pico do elemento ouro no espectro € devido ao preparo de
amostra necessario para a MEV, sendo sua massa desconsiderada no calculo

do percentual de massa dos elementos.

4.7.4.Difracao de raios X

A FIGURA 44 A e B apresenta os difratogramas dos filmes de
nanocelulose com deposicao de nanoparticulas de prata, sintetizados de 10 ppm

e 35 ppm Ag20 respectivamente. A andlise de difragdo de raios X foi utilizada
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para confirmar a formacdo das nanoparticulas de prata e a sua estrutura

cristalina.

FIGURA 44 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DOS FILMES IMPREGNADOS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA A) 32 mg/kg B) 89 mg/kg
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As duas amostras apresentaram 0s quatro picos caracteristicos da prata
metalica em 2 6 = 37,8° 44,0° 64,4° e 75,5° correspondentes aos planos
cristalinos (111), (200), (220) e (311) da estrutura cubica de face centrada (fcc),
indicando a reducédo do reagente de Tollen para prata metélica. Resultados
semelhantes foram encontrados por MONTAZER et al., 2012a na sintese de
nanoparticulas de prata em algoddao e por MANEERUNG,; TOKURA;

RUJIRAVANIT, 2008 na impregnacao de nanoparticulas em celulose bacteriana.

A medida que a concentracdo de prata aumenta nos filmes de
nanocelulose de 32 mg/kg para 89 mg/kg (FIGURA 44 A e B) os picos
caracteristicos da prata metalica se tornam mais intensos afirmando a presenca
de mais planos cristalinos (RODRIGUES, 2011).

N&o apresentaram picos caracteristicos do oxido de prata em 26 = 32,3°
e entre 50° e 60°, portanto o 6xido de prata foi consumido na reacao de formacéo
das nanoparticulas de prata, ndo restando residuos detectaveis por esta técnica
no filme de nanocelulose (BARUD et al., 2011; RODRIGUES, 2011).

A partir da técnica de difracdo de raios-X combinada com a Equacéo (2)

de Scherrer é possivel determinar o tamanho do cristalito de amostras
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policristalinas, neste caso as nanopatrticulas de prata.(MUNIZ et al., 2016; UWE;
NEIL, 2011)

kx4
" B X cos@

(2)

Onde k é um fator numérico referido como fator de forma do cristalito,
sendo aproximadamente 0,9. O comprimento de onda do raio-X, A em angstrom.
B é a largura na meia altura do pico de difracdo de raios-X em radianos, 6 é o
angulo de Bragg e D é o tamanho do cristalito (MUNIZ et al., 2016; UWE; NEIL,
2011). A partir da equacdo de Scherrer, sendo A = 1,54 A, os cristalitos das
nanoparticulas de prata apresentaram tamanho médio de 30 nm para ambas as
amostras de 32 e 89 mg/kg. Como observado nas micrografias as nanoparticulas
apresentam dimensédo a partir de 100 nm, sendo assim cada nanoparticula de

prata € formada por diversos cristalitos de 30 nm.

4.7.5.Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier

A FIGURA 45 apresenta o espectro de infravermelho das amostras de

nanocelulose impregnadas com nanoparticulas de prata e nanocelulose pura.
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FIGURA 45 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DOS FILMES IMPREGNADOS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA A) 89 mg/kg B) 32 mg/kg C) FILME DE NANOCELULOSE
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Os filmes de nanocelulose impregnados com nanoparticulas de prata
(FIGURA 45) apresentaram bandas caracteristicas do filme de nanocelulose

puro discutidos na secédo 4.4.3.

A amostra de filme de nanocelulose impregnada com (89 + 3) mg/kg de
nanoparticulas de prata apresentou bandas distintas em relacdo a outras duas
amostras. Bandas em 2926 e 2854 cm referentes a ligacdes CH de aromaticos
e deformacdo axial assimétrica de CH alifaticos tipicos de aldeidos
respectivamente; uma banda definida em 1741 cm referente a ligacdo C=0 de
grupamentos aldeidos; reducdo da banda em 1429 cm devido a deformacéo
em ligacbes CH e da ligagdo CH.. Durante o processo de sintese das
nanoparticulas de prata deve ocorrer a oxidacdo da celulose pelo reagente de
Tollen para posterior reducdo do elemento prata. A maior concentracdo do
reagente de Tollen gera um maior nimero de oxidacao das cadeias de celulose
formando um maior nimero de grupamentos aldeidos no C6 devido a oxidacao
do grupo alcodlico primério resultando nas NPs Ag (MONTAZER et al., 2012a).
Consequentemente, o maior numero de grupamento aldeidos gera bandas em

2926 cm?, 2854 cm-1 e 1741 cm? referentes as ligacées CO e CH de aldeidos.
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4.7.6.Analise térmica por termogravimetria (TGA) e analise termogravimétrica

derivada

Os filmes de nandfibrilas de celulose e 32 mg/Kg de nanoparticulas de
prata apresentaram degradacdo térmica entre 283 e 373 °C com pico de DTG
em 342 °C (FIGURA 46). Portanto, menor estabilidade térmica em relagdo ao
filme puro de nanofibrilas de celulose (FIGURA 48). Essa reducdo na
estabilidade provavelmente estad relacionada ao processo de sintese das
nanoparticulas, onde o meio basico reduz a interacdo entre as fibrilas, ou seja,
dificultando as ligac6es de hidrogénio e diminuindo a estabilidade térmica. Apos

600 °C apresentou residuo de massa de 5%.

FIGURA 46 - TGA E DTG FILME DE NANOCELULOSE IMPREGNADO COM
NANOPARTICULAS DE PRATA 32 mg/kg
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FIGURA 47 - TGA E DTG FILME DE NANOCELULOSE IMPREGNADO COM
NANOPARTICULAS DE PRATA 89 mg/kg
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FIGURA 48 - TGA E DTA FILME DE NANOCELULOSE PURO
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Os filmes com 89 mg/Kg de nanoparticulas de apresentaram degradacao
térmica entre 287 e 371 °C com pico de DTG em 342 °C, e ap6s 600 °C
apresentaram residuo de massa média de 12 % (FIGURA 47). O maior residuo
de massa esta relacionado a presenca do elemento inorganico prata que nao

gera material carbonizado.
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4.8.APLICACAO COMO CURATIVO DO FILME DE NANOCELULOSE EM
DORSO DE RATOS

Ao analisar as medidas de cicatrizacdo das bordas cranio-caudal obtidas
durante 30 dias de cada grupo, (TABELA 10) notou-se que 0 grupo da
nanocelulose vegetal, apresentou medidas estatisticamente semelhantes ao
grupo curativo comercial Membracel, sendo que os dois grupos apresentam
melhor cicatrizacdo quando comparados ao grupo sem curativo nos primeiros 14
dias, portanto acelerando a cicatrizacdo nos dias iniciais. As diferencas
estatisticas sao representadas por a e b.

TABELA 10 - VALORES DE MEDIA E DESVIO PADRAO DAS MEDIDAS DE CICATRIZACAO
CRANIO-CAUDAL

Cranio-Caudal
7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

Sem curativo (mm) 19+2a 13+3a 8+6a 2+4a

Membracel (mm) 16+£2hb 9+3b 6x5a 2+x3a

Nanocelulose vegetal

16+1b 10+x2b 9*2a 5z*5a
(mm)

O sentido cranio-caudal apresenta maior tensdo de pele, dificultando a

cicatrizacdo, quando comparado ao sentido latero-lateral.

Ao analisar as medidas de cicatrizacdo das bordas latero-lateral obtidas
(TABELA 11), o grupo da nanocelulose vegetal é estatisticamente semelhante
ao curativo comercial apenas nos primeiros 7 dias, entretanto ndo apresenta

diferenca estatistica com o grupo sem curativo nos 30 dias totais.
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TABELA 11 - VALORES DE MEDIA E DESVIO PADRAO DAS MEDIDAS DE CICATRIZAGCAO
LATERO-LATERAL

Latero-Lateral
7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

Sem curativo (mm) 13+x4a 7+3a 4*3a 2+2a

Membracel (mm) 10£2b 4+1b 2x2a 0,7x09a

Nanocelulose

12+3ab 7x3a 4x2a 2+2a
vegetal (mm)

Quando comparado em conjunto todos os 30 dias dos trés grupos, os
grupos (1,2 e 3) ndo apresentam diferenca estatistica nas medidas de

cicatrizacdo tanto das bordas cranio-caudal quanto das bordas latero-lateral.

Ao analisar a dimensdo média do ferimento (TABELA 12), média entre as
medidas cranio-caudal e latero-lateral, o grupo da nanocelulose vegetal é
estatisticamente semelhante ao grupo membracel e também ao grupo sem

curativo.

TABELA 12 - VALORES DE MEDIA E DESVIO PADRAO DAS MEDIDAS DE CICATRIZACAO
DA DIMENSAO MEDIA DA FERIDA

Dimensédo média
7 dias 14 dias 21dias 30dias

Sem curativo (mm) 16+3a 10x2a 6%x5a 2132

Membracel (mm) 13+2b 7+2b 4x4a 1+2a

Nanocelulose

14+2ab 9x2ab 7x2a 5x3a
vegetal (mm)

Analisando as medidas de cicatrizacdo a membrana de nanocelulose
apresenta melhor eficiéncia nos primeiros 14 dias no sentido cranio-caudal
assemelhando-se ao curativo comercial, podendo ser mais indicada no inicio do
tratamento de feridas em locais com maior tensao de pele. A partir das medidas
obtidas no 21° dia os trés grupos ndo apresentam diferenca estatistica tanto nas

direcdes cranio-caudal, latero-lateral quanto na dimensédo média da ferida.
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FIGURA 49 - AREA DE CICATRIZAGAO DAS LESOES AOS 7 DIAS A) SEM CURATIVO B)
MEMBRACEL C) CELULOSE VEGETAL

Verificou-se que a membrana de celulose vegetal é de facil aplicacéo e
manuseio e apresenta durabilidade e boa aderéncia ao leito cruento. N&o
apresentou sinais de rejeicdo apesar do filme ser composto inclusive por
hemiceluloses, sendo que a membrana comercial € composta apenas por
celulose bacteriana, portanto ndo sendo necessario o processo de extracao das

polioses.

Os filmes obtidos da polpa tratada nao foram testados in vivo por néo
apresentarem resisténcia mecanica adequada, n&o formando filmes na

gramatura de 20 g/m?.
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4.9.TESTE ANTIBACTERIANO DOS FILMES DE NANOFIBRILAS DE
CELULOSE

Foram realizados testes microbioldgicos com as bactérias S.aureus e
E.coli para verificar a acdo antibacteriana das nanoparticulas de prata e do 6leo

essencial de caléndula adicionados aos filmes de nanocelulose.

4.9.1.Método de disco-difusao

As atividades antibacteriana dos filmes de nanocelulose puro, com 32
mg/kg (P10) e 89 mg/kg de nanoparticulas de prata (P35) e com 5 (C5) e 10 %
de 6leo essencial de caléndula (C10) foram avaliadas pelo método de disco-
difusdo, entretanto nenhuma das amostras apresentou halo de inibicéo para as
bactérias S. aureus e E. coli (FIGURA 50).

FIGURA 50 - PLACA DE DISCO-DIFUSAO PARA E.coli

FONTE: O AUTOR 2017
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Os antibioticos utilizados como controle apresentaram halo de inibicao
para ambas as bactérias. A amoxicilina com acido clavulanico apresentou
diametro de 23 mm de inibicdo para E.coli, enquanto a cefalotina apresentou
didmetro de 14 mm (FIGURA 51), valores dentro do esperado para halos
inibitérios para controle de qualidade conforme citado em LABORCLIN, 2011.

FIGURA 51 - PLACA DE DISCO-DIFUSAO DE ANTIBIOTICOS PARA E.coli

FONTE: O AUTOR 2017

Nas placas de disco-difusdo da bactéria S.aureus os antibibticos
apresentaram halo de inibicdo, porém entraram em regido de conflito ndo sendo
possivel determinar o didmetro de inibicdo especifico de cada antibidtico para
essa bactéria (FIGURA 52). Apesar de ndo ser determinado o halo de inibicdo
de cada antibiético, o controle apresentou inibicdo, enquanto as amostras nao

apresentaram inibi¢cdo, portanto validando o procedimento.
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FIGURA 52 - PLACA DE DISCO-DIFUSAO PARA ANTIBIOTICOS EM S.aureus

FONTE: O AUTOR 2017

MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT, 2008 encontraram diametro de
inibicdo de E. coli e S.aureus de 19 e 22 mm respectivamente para
nanoparticulas de prata com diametro entre 5 - 11 nm impregnadas em discos
de 1,5 cm de celulose bacteriana. As nanoparticulas de prata sintetizadas nos
filmes de celulose vegetal apresentaram diametro entre 100 e 190 nm, portanto
as dimensfes das nanoparticulas de prata podem estar afetando a acao

antimicrobiana.

Para resultados complementares foi realizado o teste de microdiluicdo em
caldo com as amostras dos filmes de nanocelulose, com nanoparticulas de prata

e 0leo essencial de caléndula.

4.9.2.Microdiluicdo em caldo

Foram realizados testes de microdiluicdo em caldo para complementar os
resultados dos testes de disco-difusédo e determinar a concentragdo inibitoria
minima (MIC), ou seja, a menor concentracao do antimicrobiano capaz de inibir

o desenvolvimento do microrganismo.
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Para as microplacas inoculadas com S.aureus o antibiético AMX
apresentou MIC de 0,125 mg/L e o CFX de 0,5 mg/L. O controle do solvente
DMSO apresentou MIC de 62,5 mL/L. O 6leo essencial de caléndula diluido em
DMSO apresentou MIC de 3,75 mL/L. A presenca do solvente DMSO na diluicdo
do 6leo ndo afeta o resultado pois a concentracdo do solvente no ponto de
determinacao do MIC do Gleo é inferior ao MIC do mesmo, ou seja, o DMSO néo
apresenta acao inibitoria na concentracdo de determinacao do MIC do 6leo. Os
filmes de nanocelulose pipetados com 6leo essencial de caléndula diluido em
DMSO apresentaram MIC de 12 mL/L (de 6leo). Os filmes de nanocelulose pura,
com nanoparticulas de prata 32 e 89 mg/kg e 6leo de caléndula 5 e 10% néo

apresentaram atividade antibacteriana (FIGURA 53).

FIGURA 53 - MICRODILUIGAO EM CALDO PARA S.aureus

FONTE: O AUTOR 2017

Para a microdiluicdo em caldo do inéculo E.coli o antibiético AMX
apresentou concentracdo inibitéria minima de 16 mg/L, enquanto o CFX
apresentou MIC de 32 mg/L. O 6leo essencial de caléndula diluido em DMSO
apresentou MIC de 30 mL/L de d6leo, sendo que o DMSO apresentou MIC de
62,5 mL/L. Os filmes de nanocelulose pura, com nanoparticulas de prata e 6leo
de caléndula nas duas concentragfes testadas, e os filmes pipetados com 0Gleo
essencial de caléndula ndo apresentaram atividade antibacteriana.



105

Bactérias gram positivas (S.aureus) apresentam parede celular simples,
sendo mais permeaveis que as estruturas das bactérias gram negativas (E.coli)
gue apresentam parede celular mais complexa e resistente, portanto as paredes
celulares de bactérias gram positivas permitem maior passagem de compostos
ao seu interior (ABCMED, 2014). A estrutura mais permeével da S.aureus
permitiu que maiores concentracfes de Oleo de caléndula penetrassem no
interior das células, possibilitando maior eficiéncia da acdo antibacteriana e
apresentando um menor valor de MIC (3,75 mL/L), enquanto a estrutura
complexa da E. coli apresentou maior resisténcia ao 6leo essencial de caléndula
e consequentemente um maior valor de MIC (30 mL/L). VOLPATO, 2005
encontrou dados semelhantes para extratos brutos de C. officinalis, enquanto
E.coli apresentou resisténcia aos extratos, S.aureus apresentou halo de inibicdo
de até 13 mm pelo método de difusdo radial em &gar-cavidade.

Os filmes de nanocelulose com concentracbes de 5 e 10% de Oleo
essencial de caléndula ndo apresentaram acdo antibacteriana contra nenhuma
das bactérias testadas enquanto o 6leo puro apresentou inibicdo para as duas
bactérias testadas. A adicdo do 6leo de caléndula sobre o filme de nanocelulose
apresentou inibicdo para a bactéria S.aureus, portanto o processo de obtencéo
dos filmes pode estar inativando o 6leo de caléndula, tornando necessario
analises para verificacdo do processo de obtencao e/ou maiores concentracfes
do 6leo nos filmes para a eficacia da acdo antibacteriana. A alta densidade e
auséncia de porosidade no filme de nanocelulose da polpa bruta pode evitar que
o0 Oleo percole pelo filme e seja liberado no meio assim ndo apresentando agao
antibacteriana. Uma alternativa neste caso seria o teste da impregnacao do 6leo
essencial de caléndula no filme de nanocelulose da polpa tratada, o qual
apresenta grande porosidade, o que facilitaria a percolacdo do 6leo, favorecendo

a liberacdo do 6leo no meio e a acdo antibacteriana.

Os filmes de nanocelulose impregnados com nanoparticulas de prata nas
concentracdes de 32 e 89 mg/kg ndo apresentaram inibicdo contra as bactérias
testadas. Sendo uma alternativa a sintese da nanoparticulas com uma
nucleagéo mais lenta resultando em nanoparticulas com menores dimensoes e

maior eficiéncia na acdo antibacteriana, além da sintese com maiores
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concentracbes de nanoparticulas de prata, assemelhando-se aos curativos

disponiveis comercialmente.
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5.CONSIDERACOES FINAIS

Os filmes de nanofibrilas de celulose vegetal obtidos da polpa tratada,
para extracdo das hemiceluloses, apresentaram maior porosidade e menor
resisténcia mecanica comparados aos filmes obtidos da polpa bruta. O processo
de extracdo das hemiceluloses em meio basico resulta na conversao da celulose
nativa a celulose Il, além de reduzir o indice de cristalinidade. A menor
resisténcia mecanica do material ndo o tornaram adequado para os testes de

impregnacao de agente bactericida e aplicagdo em feridas corpoéreas.

Filmes de nanocelulose obtidos da polpa bruta branqueada néo
apresentaram porosidade, o que os tornam adequados para aplicagcdes como
barreira. A caracteristica de translucidez favorece o acompanhamento da
cicatrizacdo sem a necessidade de retirada do curativo para avaliagdo da ferida.
As propriedades fisicas e mecanicas obtidas sdo semelhantes a encontradas por

outros autores.

A aplicacao in vivo das membranas de nanocelulose vegetal mostrou o
potencial do material no uso como curativo, sendo que apresentou resultados de
cicatrizacdo semelhantes ao curativo disponivel comercialmente. Nao houve
sinais de rejeicdo do material, apesar do material ser composto também por

polioses, as quais nao estao presentes na membrana bacteriana comercial.

Os processos de impregnacdo tanto do Oleo essencial de caléndula
quanto das nanoparticulas de prata nos filmes de nanocelulose da polpa bruta
mostraram-se eficientes. Os filmes impregnados apresentam propriedades
térmicas e quimicas adequadas para potencial uso em feridas corpéreas, porém
nas concentracdes testadas ndo apresentaram agao bactericida contra S.aureus
e E.coli nos testes in vitro, sendo necessario testes com maiores concentracées

dos provaveis antibacterianos.
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