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RESUMO

O desenvolvimento de materiais ecologicamente sustentaveis é de grande interesse
industrial e cientifico por utilizar fontes de origem renovavel, com baixo custo e alta
biocompatibilidade. Entre os candidatos de grande potencial estdo os nanocristais
de celulose (NC) e a xiloglucana (XG). Observando que na parede celular vegetal as
microfibrilas de celulose com a XG se organizam em complexas redes
polissacaridicas pode-se utiliza-las mimetizando, em laboratorio, a sintese de
biocompdsitos como nanofilmes, ou revestimentos tridimensionais. Na literatura, as
condicbes de obtencdo desses biocompdsitos, sdo pouco relatadas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar os processos para a obtencao de
particulas estaveis de NC adsorvidas com XG, para o desenvolvimento de
revestimentos tridimensionais. Para tal, utilizamos como matérias primas a celulose
de fonte bacteriana (CB), para sintetizar e isolar nanocristais de celulose bacteriana
(NCB) e, a XG de sementes de Tamarindus indica, para os ensaios de adsorgcao. Os
NCB foram produzidos por diferentes hidrélises (radicalar, com CH,0,, H,SO4, HCl e
com a mistura hibrida entre H,SO4 e HCI [Hbd]). Apds o isolamento, os NCB foram
caracterizados em fungcdo de seu tamanho, carga, cristalinidade e morfologia, por
granulometria a laser, espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial zeta (p{);
difratometria de raios-X (DRX), e microscopia de forga atdbmica (MFA). O
revestimento NCB-XG foi avaliado através da isoterma de Langmuir, determinando a
propor¢cao de massa por colorimetria (lo/Kl), seguida dos ensaios por pl, DLS e MFA.
Também, foi realizada a sintese de nanofilmes por multicamadas alternadas de NCB
e XG aplicando a técnica de automontagem (do inglés Layer by Layer — LbL). A
deposigao das camadas foi avaliada por microbalanga de cristal de quartzo (MCQ),
pela perda e ganho de massa. A rugosidade (RMS) das camadas foi medida por
MFA, e a espessura (dyx) por elipsometria. Nos resultados observou-se que somente
as hidrolises acidas (HCI, H,SO,4 Hbd) obtiveram éxito no isolamento dos NCB, onde
as medidas por granulometria a laser sugeriram tamanhos inferiores aos obtidos por
CH.0; e radicalar. Os atributos dos NCB isolados a partir das hidrélises com HCI
(NCB-HCI), H2SO4 (NCB-H,SO4) e da mistura hibrida destes acidos (NCB-Hbd)
diferiram significativamente somente no valor do potencial zeta (-4,8 a -45,6 mV)
dependendo do grau de sulfatacdo. Na interagdo com a XG o grau de sulfatagcao
apresentou efeitos tanto negativos, quando em maior grau [NCB-H,SO4 vs NCB-HCI
:211 vs 235 pg.mg” (XG.NCB™)], quanto positivos, quando em menor grau [NCB-
Hbd vs NCB-HCI: 235 vs 275 pg.mg” (XG.NCB™)]. Dessa forma, por apresentar a
maior adsor¢ao, o NCB-Hbd foi escolhido para a sintese das particulas de NCB-XG.
As analises dos filmes multicamadas demonstraram a formagao de um sistema
composto por deposicao de camadas espessas de NCB (9,86 nm) e finas de XG
(3,84 nm), com superficies relativamente homogéneas (RMS: NCB/XG: 3,71/3,41
nm). Noés demonstramos, pela primeira vez, em literatura, a influéncia de
modificagdes na superficie de NCB na interacdo com XG, obtendo NCB com maior
adsorcao a XG. Otimizamos as condigcdes para obtengcao de nanoparticulas estaveis
em solugdo de NCB-XG e seu potencial na aplicagdo para revestimentos
homogéneos de particulas tridimensionais pela técnica de LbL.

Palavras chave: nanocristais de celulose, celulose bacteriana, xiloglucana,
revestimento tridimensional.



ABSTRACT

The development of environmentally friendly and sustainable materials represents
great interest for industrial and scientific applications due their renewability
(renewable sources), combined with low cost and high biocompatibility. Among the
great potential candidates, there are cellulose nanocrystals (NC) and xyloglucan
(XG). In plant cell wall, NC and XG are organized in complex polysaccharide chains
in structures that might be mimic in laboratory conditions, targeting the development
of biocomposites, as nanofilms or tridimensional coating, the last one case practically
unexplored in scientific databases. Therefore, this study aims the development and
optimization of several processes to obtain stable particles of NC for tridimensional
coating with XG. Bacterial cellulose (BC) was used as raw material to isolate its
nanocrystals, NCB, and XG from Tamarindus indica seeds for the adsorption
experiments. NCB were isolated by various hydrolysis process (radical, CH2Og,
H>SO4, HCI and a mix of HCI and H,SO4 [Hbd]), and were characterized by average
size distribution using laser granulometry, dynamic light scattering, (DLS), net
charge through zeta potential (pC), crystallinity with x-ray diffraction (XRD) and
morphology by AFM. Coating was evaluated in solution through Langmuir isotherm
assays using the 12/KI colorimetric method, p¢, DLS and by AFM. In a second
process, the Layer by Layer technique was utilized to coat NCB particles, evaluating
mass loss and uptake through quartz crystal microbalance (QCM); thickness and
roughness by ellipsometry and AFM, respectively. Only HCI, H,SO, and Hbd
hydrolysis succeeded to isolate the NCB, exhibiting lower size distribution values
than compared methods, showing greater process efficiency. NCB characteristics
isolated by HCI (NCB-HCI), Hbd (NCB-Hbd) and H,SO4 (NCB-H,SO4) differ only in
zeta potential values (-4,8 mV to -45,6 mV) depending of sulfate content. Sulfation
reaction exhibited negative effects, when present in a greater content (NCB-H,SO,4
vs NCB-HCI: 211 vs 235 ugXG.mgNCB-1), as well as positive whenever in a minor
content (NCB-Hbd vs NCB-HCI: 235 vs 275 ygXG.mgNCB-1), on the interaction with
XG. Therefore, NCB-Hbd was chosen to synthetize NCB-XG particles due to its
higher adsorption rate. Analysis by QCM, AFM and ellipsometry showed a multilayer
of NCB-XG composed by a thick layer of NCB (9.86 nm) and thin of XG (3.84 nm)
with a relative homogenous surface (NCB/XG roughness: 3.71/3.41 nm). Thus, NCB
synthesis was optimized, revealing higher adsorption to XG and demonstrating the
coating of stable and homogenous NCB-XG multilayer for application of
tridimensional nanoparticles in solution.

Keywords: cellulose nanocrystals, bacterial cellulose, xyloglucan, tridimensional
coating.
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1 INTRODUGAO

O aumento da consciéncia ambiental tem levado cientistas e industrias a
buscarem estratégias para o desenvolvimento de produtos ecologicamente
sustentaveis que, muitas vezes, podem ser inspirados pelos recursos naturais.
Exemplos de fontes em potencial para essa aplicabilidade sdo os nanocristais de
celulose (NC) e os hidrocoldides como as xiloglucanas (XG). Esses polissacarideos
possuem forte interagdo conhecida entre si, provém de fontes de origem renovavel,
sao extremamente abundantes na natureza, apresentam baixa toxicidade, e
possuem propriedades fisicas e fisico-quimicas adequadas a sintese de
biocompdsitos (SHIRAKAWA et al., 1998; KUMMERER et al., 2011).

Os NC sao correspondentes as regides cristalinas de estruturas celulésicas.
Eles podem ser isolados através de tratamentos quimicos, mecéanicos e/ou
enzimaticos (FILSON et al., 2009; KALASHNIKOVA et al., 2011; MARTINEZ-SANZ
et al.,, 2011). Apdés o tratamento para isola-los, eles apresentam propriedades
mecanicas superiores como: maior grau de cristalinidade (~90%) e modulo elastico
(=110 GPa) em comparacao com a celulose nativa (cristalinidade: ~70% e mddulo
elastico: ~10 GPa) (HSIEH et al., 2008).

Em funcdo do seu potencial em melhorar as propriedades fisico-quimicas de
matrizes poliméricas, os NC vém sendo avaliados como material de reforgo (IGUCHI
et al., 2000; SAMIR et al., 2005; ABE et al., 2007; HSIEH et al., 2008). As
propriedades dos NCs podem variar de acordo com a origem da celulose escolhida
para a geracao desses. Uma das fontes de celulose que vem chamando grande
atencao dos pesquisadores na sintese de biocompdsitos é a de origem bacteriana
(CB). Isso se deve as vantagens que essa fonte possui sobre a de origem vegetal
como: facilidade de purificagdo, maior grau de cristalinidade, hidratacdo e de
polimerizagao (IGUCHI et al., 2000; GELIN et al., 2007; GEORGE et al., 2011).

Ja as XG sao polissacarideos de importante interesse industrial. Como
exemplos, temos a sua utilizagdo como espessante na industria alimenticia
(BHATTACHARYA et al.,, 1991; MAEDA et al., 2007), potencial excipiente para
administracao de farmacos como veiculo gastroresistente (COVIELLO et al., 2007) e
carreadora de farmaco antitumoral (RIBEIRO et al, 2009) nas industrias

farmacéuticas e médica, entre outros usos. Essa hemicelulose possui funcao
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estrutural na parede celular, e de reserva no endosperma de sementes de mono e
dicotiledbneas, respectivamente. Em seu estado nativo, as XG estruturais estao
fortemente associadas as microfibrilas de celulose, principalmente através de
ligacdes de hidrogénio, formando uma rede de estrutura rigida (HAYASHI, 1989;
CARPITA; GIBEAUT, 1993). Essa complexa rede polissacaridica é apontada ser a
principal determinante das propriedades mecéanicas da parede celular vegetal de
dicotiledéneas (LEVY et al., 1991).

Estudos realizados vém tentando aproveitar essa grande afinidade que a XG
tem com a celulose e suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas excepcionais,
para sintetizar compdsitos a base de XG e NC (LIMA et al., 2004; JEAN et al., 2008;
CERCLIER et al., 2010; LOPEZ et al., 2010; ERONEN et al., 2011). Tais estudos
originaram esses compositos através de técnicas como evaporagdao do solvente,
spin-coating, entre outras, com a finalidade de producgao de filmes bidimensionais
(membranas, revestimento de superficies, etc). Entretanto, os dados de adsorgao,
podem nao ser equivalentes para revestimento de sistemas tridimensionais, como
no revestimento de particulas em solugdo. Esse revestimento pode adicionar a
diferentes particulas um efeito protetor, aprimorar suas propriedades mecanicas e
fisico-quimicas, ter um maior controle de liberagdo de farmacos, entre outras
aplicagdes.

Com base no apresentado, o objetivo deste trabalho foi testar a adsorgao da
XG em nanocristais de celulose bacteriana (NCB) em solugéo, otimizando a sintese
de nanoparticulas estaveis de NCB revestidas com XG, avaliando assim a

capacidade de revestimento tridimensional de particulas.
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OBJETIVO GERAL

Obter nanocristais de celulose bacteriana com alta adsorgéo por xiloglucana

de sementes de Tamarindus indica L e utilizar esses biopolimeros para desenvolver

nanoparticulas estaveis em solucédo e demonstrar seus potenciais no revestimento

tridimensional de particulas.

1.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aumentar a area superficial da amostra de celulose bacteriana (CB) através
de seu processamento em moinho e ultrassom,;

Caracterizar a CB processada através de granulometria a laser e
difratometria de raios-x (DRX);

Obter diferentes nanocristais da celulose bacteriana (NCB), através de
hidrélises: radicalar, com CH20,, H,SO4, HCl e com uma mistura de H,SO4 e
HCI (Hbd);

Caracterizar os NCB através de técnicas como espalhamento de luz
dindmico (DLS), Difratometria de raio X (DRX), potencial zeta (p() e
microscopia de forga atdbmica (MFA);

Quantificar a adsor¢ao de XG a NCB por isoterma de Langmuir, DLS, pc,
MFA e microbalancga de cristal de quartzo (MCQ);

Avaliar a estabilidade das particulas de XG-NCB por DLS e p(;

Produzir sistemas em multicamadas alternadas de XG e NCB (M;NCB-XG),
pela técnica de automontagem (Layer by Layer) e caracteriza-los por MCQ,

MFA e elipsometria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 CELULOSE

A celulose esta entre os biopolimeros mais importantes tanto em
abundancia, quanto em possibilidades de utilizagdo. Sua principal fungédo em
organismos pluricelulares € estrutural. Ela é produzida por uma grande variedade de
organismos como: bactérias, algas, tunicados e vegetais superiores. Estima-se que,
sua disponibilidade total na biosfera, seja da ordem de 20 a 30.10' t (FENGEL,
1989; MATHEW; DUFRESNE, 2002).

Esse carboidrato € um homopolissacarideo linear constituido de unidades de
D-glucopiranose unidas por ligagao glicosidica do tipo g-(1—4). O fato da celulose, o
biopolimero mais abundante na biosfera, ser constituida por moléculas de glucose
nao é fortuito. Isso é resultante da conformacgao excepcionalmente estavel adquirida
pela D-glucose em sua forma ciclica, constituindo a D-glucopiranose. Nela, as
hidroxilas do anel hemiacetalico se encontram em posi¢cao equatorial ao plano do
anel. Uma estabilidade adicional é dada a celulose em fungdo das hidroxilas do
carbono anomeérico das glucoses também estarem em posi¢céo equatorial, resultando
em uma ligacdo mais estavel (ligacdo B), do que se estivesse em posi¢cao axial
(ligagcdo a), como ilustrado na FIGURA 01-A. A estrutura basica desse
polissacarideo consiste de duas unidades de glucose conectadas com orientacao de
180° entre si, denominada de celobiose (4-O-a-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranose,
(FIGURA 01-B) (SOLOMONS, 1996).

A B
OH OH
il = A s OB -== - =o = OH .
HO - HO B 0 = e O i P "“'\l‘i—-’"l s
HO \ OH' OH HO , 5 2
ol w0-L )y HO-M s
p-p-glucopiranose a-D-glucopiranose H

FIGURA 01 — REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DA CELULOSE
FONTE: Adaptado de Zugenmaier (2001)
(A) isébmeros da D-glucose e (B) do dimero denominado de celobiose
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Essa conformacédo adotada pode ser explicada ao analisar o modelo de
biossintese de celulose (KOYAMA et al., 1997) ilustrado na FIGURA 02. Nela, duas
unidades de uridina-difosfatoglucose (UDP-glucose) sao ligadas com grande
afinidade a dois sitios ativos da enzima celulose sintase (1), posicionados a 180° um
do outro. Ao se ligarem as hidroxilas em C-5 das unidades de glucose entdo sao
ativadas por um mecanismo de catalise basica geral, promovendo a desfosforilagao
das unidades de UDP-glucose e a formagao da ligagao B-(1—4) (2). A B-glucana
resultante, por apresentar baixa afinidade com os sitios de ligagdo a UDP-glucose,
se desloca a uma regiao mais favoravel (3), um sitio de ligacdo a B-glucana,

podendo assim prosseguir a sintese com novas adi¢coes de celobioses.

. +2 UDP- glucose

'\\/ O=B=0"
-2 UDP v

FIGURA 02 — ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA BIOSSINTESE DA CELULOSE
FONTE: Adaptado de Koyama et al. (1997)

Devido a conformagdo da celobiose, forcas coesivas intracadeia sao
formadas, dadas por ligagcdes de hidrogénio entre as hidroxilas, fazendo com que a
cadeia adote uma conformacao linear rigida, e cujo tamanho é variado e é
classificado de acordo com o numero de unidades de anidroglucose presentes,

denominado grau de polimerizagado (DP). O DP pode variar desde 2.400, como na
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planta Equisetum arvense, até 15.300 na fibra de algodao (Gossypyum) n&o tratada
(FENGEL, 1989; SIOSTROM, 1993; RAMOS, 2003).

Entretanto, as cadeias de celulose, naturalmente, ndo sdo encontradas
isoladas. Devido a conformacéo linear adotada e a posi¢cao espacial das hidroxilas,
as cadeias conseguem interagir fortemente entre si através de ligagdes de
hidrogénio intercadeias (FIGURA 03-A), e organizando-se em blocos cristalinos
(denominados fibrilas elementares) com superficie hidrofilica e interior hidrofébico,
cuja espessura varia de 2 a 6 nm (FIGURA 03-B) (RAMOS, 2003).
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FIGURA 03 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA CRISTALINA DA
CELULOSE EM VEGETAIS
FONTE: Adaptado de Ramos (2003)
A) Interagao entre as cadeias de celulose B) Fibras elementares C) Cristalitos e D)
Microfibrilas



21

Essas fibrilas associam-se em cristalitos (FIGURA 03-C) cuja secao
transversal pode chegar a 12 nm. Em vegetais superiores, tais cristalitos encontram-
se envoltos numa matriz de lignina, sendo que as hemiceluloses compatibilizam as
duas fases dessa estrutura conhecida como microfibrila (FIGURA 03-D). As
microfibrilas também apresentam regides onde as moléculas sao distribuidas ao
acaso (regioes amorfas) (RAMOS, 2003).

Dependendo de como as cadeias de celulose estdo orientadas entre si,
essas associagdes podem ser dividas entre quatro tipos de celulose. A celulose
nativa ou celulose | possui orientagdo paralela. A mercerizada (celulose IlI) possui
orientagcdo antiparalela e é resultante do tratamento alcalino da celulose |. O
tratamento da celulose | com aménia liquida origina a celulose Ill. Ao submeter a
celulose lll a altas temperaturas com glicerol origina-se a celulose IV (HAYASHI et
al., 1975; ZUGENMAIER, 2001).

Attala e Vanderhart (1984) detectaram, a partir de analises de ressonancia
magnética nuclear de carbono-13 (*C-RMN), dois sistemas de cristalinidade na
celulose nativa, uma monoclinica (celulose IB) e outra triclinica (celulose la), como
ilustrados na FIGURA 04. A diferenca entre essas alomorfias € explicada pelos
angulos formados entre as liga¢cdes de hidrogénio das cadeias de celulose. A forma
la € menos estavel termodinamicamente, sendo mais facilmente removida em
tratamentos de hidroélise (HORRI, 2001).

oo
[¢)

lq (triclinica) Ig (monoclinica)

FIGURA 04 — MODELO DAS ALOMORFIAS DA CELULOSE |
FONTE: Adaptado de Zugenmaier (2001)
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2.1.1 Celulose bacteriana (CB)

Conhecida desde os tempos antigos pelos produtores de vinagre e cerveja
na Europa como “planta” ou “mae” do vinagre, a celulose bacteriana (CB) é do tipo |
e apresenta estrutura quimica idéntica a celulose vegetal. Atualmente, a CB vem
atraindo a atencdo de pesquisadores quanto a sintese de biocompdsitos, devido a
sua facilidade de obtencgao, purificagcdo, e por suas caracteristicas fisico-quimicas
como elevada cristalinidade, grau de polimerizagédo (de 16.000 a 20.000), entre
outras (MATHEW,; DUFRESNE, 2002; LIMA et al., 2004; ERONEN et al., 2011).

Ela é produzida por cepas do género Acetobacter sp. e aparece na
superficie dessas coldnias como uma pelicula gelatinosa e translucida formada por
uma rede aleatdria de microfibrilas com didmetro inferior a 100 nm, entremeadas por
regides amorfas (FIGURA 05).

amorfa

. Regido
/-p‘ _“cristalina
f1ﬂiﬂm Y

FIGURA 05 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA CELULOSE BACTERIANA
FONTE: Adaptado de Iguchi et al. (2000)
A) Membrana de celulose bacteriana (CB), B) Membrana de CB apds secagem,
C) Microfibrilas da CB e D) llustragdo da diferenga das regibes amorfa e
cristalina nas microfibrilas
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De acordo com Koizumi et al. (2008), a regido amorfa das microfibrilas
ocupa aproximadamente 90% do seu volume, entretanto, como o volume da CB é
composto de até 99% de agua, essa regido contribui muito pouco para sua massa.

A grande vantagem da CB é sua obtencdo de forma pura, isto &, ndo se
encontra associada a outras macromoléculas como hemiceluloses, lignina e pectina,
como ocorre na parede celular de plantas, fungos e alguns tipos de algas; ou envolta
por uma camada grossa de calcio como ocorre nos tunicados. Devido a essas
impurezas, a celulose dessas fontes necessita de fortes tratamentos quimicos para a
sua purificacdo. Tais tratamentos podem causar danos irreversiveis em sua estrutura
(SHEYKHNAZARI et al., 2011). Em relagéo as suas propriedades fisico-quimicas a
CB também se destaca em relagdo a outras fontes. Ela possui um elevado DP
(16.000 a 20.000), alta cristalinidade (>60%), alta proporgéo da alomorfia la (44%),
alto conteudo de agua (>99%). Além disso, as peliculas de CB de acordo com o
modulo de elasticidade (Young) possuem valores isotropicamente distribuidos ao
longo da superficie entre 16 e 18 GPa, que é extraordinariamente alto para materiais
bioldgicos bidimensionais, e que a torna adequada para reforgo de polpas de papel e
outras aplicagdes, como a confec¢édo de diafragmas acusticos para alto-falantes de
alta fidelidade. Considerando somente as zonas cristalinas da CB, Hsieh et al.
(2008) estimaram o modulo elastico das fibrilas de CB em 114 GPa através do
espectro de Raman, com a CB relaxada e depois submetendo-a a esforcos de
tragdo, utilizando um desvio da banda em 1095 cm™ (HSIEH et al., 2008).

2.1.2 Melhoramento das propriedades fisico-quimicas da celulose voltada
para a sintese de biocompdésitos

Comparativamente, as fibrilas de celulose apresentam um modulo de
elasticidade elevado em relagdo ao de metais como o cobre (110 GPa) e o aco (207
GPa). No entanto, em materiais naturais como a madeira, o0 médulo de elasticidade
€ em torno de 10 GPa. Isso significa que, para aproveitar as propriedades
mecanicas excepcionais da celulose, ha a necessidade de aumentar a cristalinidade,

removendo as zonas amorfas. Os fragmentos cristalinos isolados que apresentarem



24

pelo menos uma de suas dimensodes inferiores a 100 nm sdo denominados como
nanocristais de celulose (NC) (SAMIR et al., 2005).

Assim, foram isolados os cristais de varias maneiras, como, pela acao
mecanica intensa (ABE et al., 2007), tratamento com ultrassom (TISCHER et al.,
2010; LI et al., 2012; WONG et al., 2012), hidrolise acida (BONDESON et al., 2006)
hidrolise enzimatica (HAYASHI et al., 2005) e combinagcdes dos métodos anteriores
(PAAKKO et al., 2007). O rompimento da celulose, por meios mecanicos, quimicos
ou enzimaticos, ocorre preferencialmente nas regides amorfas. Essa preferéncia
existe, pois as zonas amorfas apresentam menor impedimento estereoquimico e
menores forgas coesivas de ligagbes de hidrogénio e van der Waals do que as
zonas cristalinas (BATTISTA et al., 1956; MARCHESSAULT et al., 1961).

2.1.3 Aumento da cristalinidade da celulose por tratamento de ultrassom

A energia do ultrassom é transferida para as cadeias de um polimero através
de um processo denominado cavitagdo, o qual consiste na formagao, crescimento e
colapso violento de cavidades na agua. A quantidade de energia provida pela
cavitacdo é aproximadamente 10-100 kJ/mol, que é suficiente para quebrar as
ligagdes de hidrogénio (SUSLICK, 1990; TISCHER et al., 2010).

Trabalhos recentes demonstraram que o tratamento da celulose bacteriana
com ultrassom é capaz de promover a reorganizacao e sua degradagao. O ataque
se da preferencialmente nas regides amorfas e essas uma vez hidrolisadas e
reorganizadas, promovem o0 aumento da cristalinidade do material. Entretanto,
comparativamente, a outros métodos com o mesmo objetivo (hidrélises quimica e
enzimatica), o tratamento com ultrassom, n&o aumenta significativamente a
cristalinidade (TISCHER et al., 2010; LI et al., 2012; WONG et al., 2012).

O uso de ultrassom na celulose é também utilizado conjuntamente com
outros métodos (hidrolises acida e enzimatica) para o aumento da cristalinidade,
tanto previamente, para tornar as microfibrilas de celulose mais susceptiveis ao
ataque, quanto posteriormente, para melhorar a dispersdo dos produtos gerados
(BONDESON et al., 2006; TISCHER et al., 2010; LI et al., 2012; WONG et al., 2012).
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2.1.4 Obtencgao de nanocristais de celulose por hidrélise acida

Nas hidrolises acidas para o isolamento dos NC, geralmente, sdo utilizados
os acidos sulfurico (H2SO4— 64% m/v) (ARAKI et al., 1999; ROMAN; WINTER, 2004;
MAEDA et al., 2007) em maior escala, e, em menor propor¢ao, o acido cloridrico
(HCI — 4 M) (BHATTACHARYA et al., 1991; GEORGE; SIDDARAMAIAH, 2012). A
hidrolise ocorre preferencialmente nas zonas amorfas (FIGURA 06-A), devido a
razdes ja descritas (item 2.1.2). O mecanismo €& similar para ambos os acidos
(FIGURA 06-B) que quimicamente sdo fortes, pois em meio aquoso se ionizam
rapidamente, liberando prétons, que se ligam rapidamente ao oxigénio glicosidico
(caminho 1) ou ao oxigénio ciclico (caminho 2), seguido de quebra da ligagao
glicosidica pela agua (RANBY et al., 1949; MUKHERJEE; WOODS, 1953; BRAUN;
DORGAN, 2009; LU; HSIEH, 2010). No caso da hidrolise com acido sulfurico,
produtos de sua ionizagdo podem continuar reagindo (FIGURA 06-C), causando
uma esterificacdo dos grupos hidroxilas na superficie dos NC, resultando numa
adicdo de carga negativa aos NC (RANBY et al., 1949; LU; HSIEH, 2010). Essa
adicao de carga gera uma suspensao mais estavel do que a tratada com HCI, devido
a repulséo eletrostatica entre os grupos carregados, porém com estabilidade térmica
inferior, sem contar a perda parcial das propriedades nativas da celulose (RANBY et
al., 1949; BECK-CANDANEDO et al., 2005; BRAUN; DORGAN, 2009; LU; HSIEH,
2010).

Para que sejam produzidos os NC, as condi¢des da hidrolise (temperatura,
tempo de reagéo, concentragdo e quantidade do acido) devem ser ajustadas. Caso
contrario, toda a celulose podera ser hidrolisada em oligossacarideos ou a celulose
nao ser hidrolisada suficiente para formar os NC.

A hidrolise acida possui limitagdes para isolar os NC, como baixo rendimento
(x50%); e a perda da fidelidade da estrutura original feita por modificagbes como
adi¢coes de carga a superficie dos NC (BRAUN; DORGAN, 2009; LU; HSIEH, 2010;
KLEMM et al., 2011; GEORGE; SIDDARAMAIAH, 2012). A hidrdlise enzimatica
compensa essas limitagdes. As enzimas utilizadas (endoglucanases) se
caracterizam por agirem, geralmente, sobre as zonas amorfas, produzindo uma
quebra aleatodria das ligagdes glicosidicas B-(1—4) e pouca liberagdo de agucares

redutores (RAMOS et al., 1992). Embora esse tipo de hidrolise apresente vantagens
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sobre a acida, como maior rendimento e especificidade, ela apresenta um maior

custo, o que ainda nao é vantajoso industrialmente.
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FIGURA 06 — MECANISMO DE HIDROLISE DA CELULOSE
FONTE: Adaptado de Lu e Hsieh (2010)
Menor impedimento estereoquimico das regides amorfas para a reacgdo (A),
mecanismo de despolimerizagdo das cadeias (B), e modificagdo da superficie por
produtos da hidrélise com H,SO,4 (C)
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2.2  XILOGLUCANA (XG)

As xiloglucanas (XG) sao polissacarideos encontrados principalmente em
vegetais. Apresentam funcdo estrutural e de reserva na parede celular e no
endosperma de sementes de plantas mono e dicotiledéneas (HAYASHI et al., 1987),
constituindo até 25% em massa (HEINZE, 2005).

Devido as suas propriedades reoldgicas unicas e por apresentarem baixa
toxicidade, as XG tém um grande potencial de uso nas industrias alimenticias
(BHATTACHARYA et al., 1991; MAEDA et al., 2007), farmacéutica, médica e
cosmética, entre outras (BURGALASSI et al., 1996; ITOH et al., 2008).

Sua estrutura consiste em uma cadeia principal de glucopiranoses
conectadas por ligagdes B-(1—4) com ramificagbes em C-6 por a-D-xilopiranose.
Dependendo da origem da fonte de XG ela ainda pode apresentar mais
substituicdes no C-2 da xilose por B-D-galactopiranose (FIGURA 07), ou ainda uma
terceira substituicdo no C-2 da galactose por 3-D-fucopiranose (MCNEIL et al., 1984;
FRY, 1989; HAYASHI, 1989), ou outras combinagdes gerando estruturas mais
complexas (YORK et al., 1996; HANTUS et al., 1997; JIA et al., 2003; FREITAS et
al., 2005). As ramificagbes presentes nesse polissacarideo, provavelmente,
contribuem para sua solubilidade e controlam potencialmente a sua flexibilidade
conformacional (O'NEILL et al., 1989; HAYASHI et al., 1994; FREITAS et al., 2011).
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FIGURA 07 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA XILOGLUCANA DE SEMENTES DE
TAMARINDO

FONTE: Adaptado de Eronen et al. (2011)
Unidades de glucose (A), xilose (B) e galactose (C)
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As XG de reserva na parede celular vegetal se acumulam
predominantemente nos tecidos dos cotilédones de algumas espécies de vegetais
como tamarindo (Tamarindus indica) (KOOIMAN, 1960), jatoba (Hymenaea
courbaril) (KOOIMAN, 1960; LIMA et al., 1993; LIMA et al., 1995; FREITAS et al.,
2005; FREITAS et al., 2011), afzelia, (Afzelia africana) (REN et al., 2005), jojoba
(Simmond siachinensis) (HANTUS et al., 1997), jatoba mirin (Guilbortia hymenefolia)
(LUCYSZYN et al., 2011), e copaiba (Copaifera langsdorfii) (BUCKERIDGE et al.,
1992; STUPP et al., 2008). Entretanto, a principal fonte explorada comercialmente é
a de sementes de tamarindo, que € muito utilizada em alimentos em paises como o
Japao (MICHAEL,; REID, 2006), sendo também a mais estudada.

2.2.1 Xiloglucana de Tamarindus indica

O Tamarindus indica € popularmente conhecido como tamarindo e é

classificado botanicamente de acordo com a FIGURA 08.

Reino: Plantae
Divisdao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Tamarindus

|

Tumreid s i o e

FIGURA 08 — CLASSIFICACAO BOTANICA DE T. indica E ILUSTRACAO DAS PARTES DAS
PLANTAS
FONTE: (RAINTREE, 2012)
A) Arvore e tronco. B) Flores, C) Flores, D) Vagens

Tem origem das savanas africanas, embora seja mais cultivado atualmente
na india, as XGs das sementes dessa planta sdo utilizadas, principalmente, nas
industrias téxteis e alimenticias, e ainda como adesivo e agente emulsificante, em

cosméticos, para preparar emulsdes de Oleos essenciais, cremes de barbear e
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dentifricios, em produtos farmacéuticos, como ligantes em comprimidos e drageas,
em inseticidas, para emulsificar principios ativos e 6leos minerais. Por possuir muitas
propriedades similares as pectinas, € usada em tratamento de colite, diarreia,

disenteria e outras desordens intestinais (RAO, 1973).

2.3 INTERAGAO ENTRE XILOGLUCANA E CELULOSE

Dada a similaridade entre a estrutura quimica da XG e da celulose, foi
sugerido que a interacao XG-celulose esta envolvida no alinhamento das cadeias
desses polissacarideos (LIMA; BUCKERIDGE, 2001). De fato, novos modelos
moleculares suportaram essa hipotese, embora alguns estudos tenham divergido se
a interacéo intercadeia era mediada pelo anel das unidades de glucose ou pelo
empilhamento de ligacbes de hidrogénio (FINKENSTADT et al., 1995; MICHAEL,;
REID, 2006). Alguns autores usando modelos computacionais e testes de adsorgao
sugeriram que a presenca de unidades de fucose na XG determina a sua
conformacao planar e que essa propriedade estaria relacionada com a afinidade
dela com a celulose. Substituicbes por galactomananas em altas quantidades
também demonstraram alterar essa interacdo (FINKENSTADT et al, 1995;
SHIRAKAWA et al., 1998; JEAN et al., 2008; KUMMERER et al., 2011; ZHANG et
al., 2011).

Lima, Loh e Buckeridge (2004) testaram a adsor¢cdo de diferentes
oligossacarideos de XGs (com e sem fucose) com diferentes massas molares em
celulose microcristalina (semelhante aos NC, porém com tamanhos a partir de 1 um)
demonstrando que a capacidade de interacdo depende ndo somente das unidades
das cadeias laterais, mas, também, da massa molar da XG. Sendo que, quanto
menor a massa molar da XG, maior foi a interacdo com a celulose microcristalina.
Cerclier et al. (2010) em testes de adsorgdo de XG em NC por automontagem (Layer
by Layer — LBL), demonstraram que a adsor¢do de XG ocorre melhor em
concentracdes elevadas (>1mg.mL™"), devido & forma entrelagada que esse polimero
se encontra, porém ocasionando camadas muito heterogéneas e menos estaveis
(FIGURA 09).
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REGIME DILUIDO

FIGURA 09 — ESQUEMA DE ADSORGAO DE XILOGLUCANA (XG) EM NANOCRISTAIS DE
CELULOSE (NC)
FONTE: (CERCLIER et al., 2010)
Diferengca da concentragdo de XG na estabilizagdo entre as camadas
depositadas em A) regime diluido e B) regime entrelagado

Bionanocompdsitos na forma de filmes com microfibrilas de membrana de
celulose bacteriana umida e processada por agitagdo mecanica, com a incorporagao
de xiloglucana de tamarindo (XGT) foram desenvolvidos, recentemente, por de
Souza et al. (2013) observando-se uma boa homogeneidade e melhoria do médulo

de Young e das propriedades térmicas com a incorporagao de 10% de XGT.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A celulose bacteriana (CB), sintetizada por cepas de Acetobacter xylinum, foi
fornecida pela Membracel Produtos Tecnoldgicos Ltda., empresa com sede em
Almirante Tamandaré, PR. As amostras de celulose foram recebidas na forma de
aparas (restos de cortes) secas. Segundo o fabricante, apdés a
fermentacao/produgcdo de membranas o material passa por um processo de lavagem
em solucao diluida de hidroxido de sodio para eliminagcéo das bactérias, seguido de
branqueamento com hipoclorito, lavagem até a neutralizagdo, secagem e cortes.

A amostra de xiloglucana (XG) utilizada neste trabalho foi proveniente de
uma amostra comercial de p6 de sementes de T. indica (Tamarind kernel powder -
TKP), cedida como doagdo pela empresa Balasanka Mills da india; e foi a mesma
utilizada e caracterizada na dissertacdo de mestrado desenvolvida por J6 (2009).

Para os ensaios de hidrélise da CB para obtencdo de nanocristais de
celulose bacteriana (NCB) foram utilizados H2SO4 (95-98% m/m - Sigma Aldrich),
HCI (37% m/m- Merck), CH20, (Dinamica — 99%), H2O, (Vetec - 35% m/m) e acido
ascorbico (99% grau de pureza - Quimidrol). Polietilenimina (PEI) (Polymin® SNA)
foi usado como substrato para os ensaios de automontagem (layer by layer — LBL).
Para as analises de difratometria de raios-x foi utilizado alcool terc-butilico (marca e
pureza). Agua purificada (MilliQ System, 18.2 MQcm) foi usada sem ajustes de pH
para preparar solugdes aquosa de CB, NCB , XG e PEI.
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3.2 PBE-TRATAMENTO DA CELULOSE BACTERIANA PARA AS REAGOES
DE HIDROLISE

3.2.1 Processamento da celulose bacteriana com moinho

As aparas das membranas de CB foram desfragmentadas com auxilio de
uma tesoura e logo apds foram suspensas em agua purificada (3g.L™"). A suspenséo
foi triturada com auxilio de um mixer (PHILIPS Wallita) por 20 min. Posteriormente, a
amostra foi processada no moinho Supermasscolloider (Masuko Sangyo MKCAG-2),
com abertura entre os discos de 1 um. Esse ensaio foi possivel com a colaboragao
da Profa. Dra. Graciela |. B-. de Muniz, do curso de Pds-Graduagdo em Eng.
Florestal da UFPR.

3.2.2 Processamento da celulose bacteriana por ultrasonicacgao

ApOs o processamento no moinho a suspensdo de CB em agua foi
ultrassonicada em aparelho da Sonics (Vibra-Cell VC-505, Sonics & Materials Inc.,
sonda, 630-0209) por 60 min. Apds foi adicionado azida sédica (200 mg.L™") para
conservagao e, a CB processada com moinho e ultrassom (CBp) foi mantida a 4°C,

ateé a utilizagao.

3.2.3 Determinacao do teor de matéria seca da celulose processada

A determinagdo da concentracdo da suspensdo da CBp foi determinada
adicionando-se um volume conhecido a um cadinho feito com papel aluminio
previamente tarado, e colocando-a em estufa aquecida a 105°C por duas horas. A
amostra foi entdo resfriada em dessecador a vacuo e pesada. A operagao foi
repetida até massa constante. A massa seca € a diferenga entre a massa final e a

massa inicial do cadinho vazio, expressa em gramas no volume inicial adicionado.
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3.3 TECNICAS DE OBTENGAO E ISOLAMENTO DE CRISTAIS DE
CELULOSE BACTERIANA

3.3.1 Hidrdlise radicalar

A hidrélise radicalar foi realizada com metodologia adaptada de Narrainen e
Lovell (2010). A suspensdo de CBp (1g.L™") foi colocada em um baldo de 3 bocas
equipado com um condensador, e aquecida em banho de 6leo a 80°C. Para
remogao de oxigénio que poderia, eventualmente, atrapalhar na etapa de
propagacao radicalar, a solugdo foi previamente purgada com nitrogénio gasoso
(N2), durante 15 min, antes do processo de degradacéo radicalar. Posteriormente, foi
adicionada solugao de acido ascorbico e imediatamente o peroxido de hidrogénio
(35%) tendo concentragdes finais em solugdo de 65,6 mmol.L”" e 117,6 mmol.L™”
(concentragdes quatro vezes mais alta do que da literatura). Foram utilizados
diferentes tempos (30 a 480 min) e diferentes propor¢des dos reagentes utilizados
(1- 32x). A hidrdlise foi interrompida, por resfriamento da solugdo em banho de gelo,
com adicdo de 1 mg.mL™" de hidroquinona. A solugéo foi entdo centrifugada (10.000
g - 10min - 4°C). O precipitado obtido foi resuspenso em agua purificada (MilliQ
System, 18.2 MQcm) e recentrifugado nessas condicbes por dez vezes. Para
remogao de vestigios restantes de reagentes utilizados, foi realizada a dialise contra
agua purificada (MilliQ System, 18.2 MQ cm) por sete dias. A amostra entdo foi

armazenada a 4°C com azida (200 mg.L™"), para posterior analise.

3.3.2 Hidrolise com acido formico

A solugdo de CBp (1g.L™") foi adicionada a um baldo de vidro equipado com
um condensador, sob banho de 6leo a 100°C. Foi adicionado entdo CH20,(99%) até
que sua concentracao final na solugao fosse de 90%. O tempo total de hidrélise foi
de 9 horas, sendo retirada aliquotas de 100 mL em intervalos de tempos distintos.
Apos esse tempo, a hidrolise foi interrompida por resfriamento em banho de gelo. Os

acidos foram removidos com extensa centrifugagédo (cada ciclo: 15 min — 4 000 g)
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contra agua purificada (MilliQ System, 18.2 MQ cm), até pH>5 (IBRAHIM et al.,
2010). Para remocéao de vestigios restantes de acidos e oligossacarideos, foi feita a
dialise contra agua purificada (MilliQ System, 18.2 MQ cm) até que a condutividade
da agua de fora da membrana ficasse semelhante a da agua purificada. A amostra

foi armazenada a 4°C com azida sddica (200 mg.L™") até o uso.

3.3.3 Hidrolises com acido cloridrico e acido sulftrico

A hidrélise acida da CBp com HCI (4 mol.L™" a 70°C) foi realizada de acordo
com George e Siddaramaiah (2012), e a com H,SO, (5,2 mol.L”" a 50°C) de acordo
com Maeda et al. (2007). Nos dois procedimentos a solucdo de CBp (1 g.L™”) foi
hidrolisada por 120 min em um baldo de vidro acoplado a um condensador, sob
constante agitagdo em um banho de 6leo. O tempo da hidrolise com HCI foi dividido
em duas etapas, na qual apds os primeiros 60 min a amostra foi centrifugada e
ressuspendida em nova solucdo de HCI 4 mol.L™" a 70°C, para ser novamente
hidrolisada por mais 60 min, nas mesmas condi¢cdes anteriores. A interrupcédo e o
armazenamento das solugdes resultantes dessas hidrolises foram feitas igualmente

a efetuada no item 3.3.2.

3.3.4 Hidrolise com uma mistura de acidos cloridrico e sulfurico (Hbd)

A CBp (1g.L™) foi hidrolisada por 120 min em uma solugdo aquecida (60°C)
sob banho de 6leo, contendo uma mistura de agua purificada: HCI (37% - Merck):
H2S04 (95-98% - Sigma Aldrich) na proporc¢éao de 6:3:1 (v/v), sob constante agitagao,
em um baldo de vidro com boca esmerilhada acoplado a um condensador. Essa
hidrélise da mistura desses dois acidos foi denominada neste trabalho como
hidrélise hibrida (Hbd).

A interrupcdo e o armazenamento das solugdes resultantes dessas

hidrolises foram feitas igualmente a efetuada no item 3.3.2.
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3.4 CARACTERIZAQQES DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA
(NCB) E DE NANOCOMPOSITOS REVESTIDOS COM XILOGLUCANA (XG)

3.4.1 Granulometria a laser

Os ensaios granulométricos por laser das amostras de CB hidrolisadas
foram realizados com o uso do Granulémetro CILAS 1064, com a colaboragao do
Prof. Dr. José Manuel dos Reis Neto, LAMIR, UFPR. Esse ensaio permite determinar
a distribuicdo granulométrica do material analisado com granulometria variando de
0,04 até 500 um As medi¢cdes de tamanho foram realizadas baseando-se na difragao
Fraunhofer, que é feita pela detec¢cdo do angulo de difragdo de um feixe de luz que
atravessa uma populacdo de amostras contidas em uma célula otica. Para
homogeneizacdo da leitura das amostras, foi utilizada a massa completa dos
hidrolisados. Essa massa foi entdo injetada no equipamento (10 mg.mL™"). As
medidas da adsor¢ao da xiloglucana sobre nanocristais de celulose bacteriana foram
avaliadas pela isoterma de Langmuir

Diferentes dispersbes de XG foram adicionadas a dispersbes de NCB,
resultando em diferentes concentragdes de XG (50 — 500 pg.mL™") e uma
concentragdo fixa de NCB (1mg.mL™") na dispersdo final. As solucdes foram
incubadas a 25°C, por 30 min. Apds esse tempo as blendas foram centrifugadas (30
min — 13 000 g) e a quantidade de XG nao adsorvida presente no sobrenadante foi
quantificada pelo método I,/KI (KOOIMAN, 1960), no qual para a curva padrao de
XG, essas também foram pré-centrifugadas nas mesmas condigbes anteriores
(LIMA; BUCKERIDGE, 2001; LIMA et al., 2004).

A quantidade de XG adsorvida sobre o NCB (Qg) foi calculada entre a
diferenca da quantidade inicial de XG adicionada (Cy) e a quantidade de XG

presente no sobrenadante apds a centrifugacao (Ce) (Equacao 1):

Qe :CG_CE (1)
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Ensaios de adsorgao foram realizados em ftriplicata e os resultados foram
ajustados utilizando a linearizacdo da equacdo de Langmuir de acordo com a

seguinte equacao (Equagao 2):

C C
it @

Qe QmaxK = Qmax

onde, Qmax € K sdo a capacidade de adsor¢do maxima e a energia de adsorgéao,
respectivamente. Um grafico de C./Q. versus C, fornece como coeficiente linear
1/QmaxK € como coeficiente angular 1/Qmax (LOPEZ et al., 2010).

3.4.2 Medidas da adsorgcao da xiloglucana sobre nanocristais de celulose
bacteriana avaliadas pelo potencial zeta (pQ)

As medidas de potencial zeta (p{) e de tamanho de particula foram
efetuadas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) (Instituto
Cérebro-Hospital Israelita Albert Einstein), que se baseia na técnica LDV (Laser
Doppler Velocimetry). As solugdes de XG e NCB foram preparadas na concentragéo
de 1 mg.mL™".

A interacdo entre XG e NCB foram avaliadas com uma concentragéo fixa de
NCB (1mg.mL™") e variando a concentracdo de XG (25-200 ug.mL™). Foi calculada a
dependéncia da concentragao de XG em funcdo do pl pela seguinte expressao

(Equagao 3):

p{=K.C? (3)

onde K é uma constante, C € a concentragao e a é a dependéncia da concentracio

da XG em fungao do pc.
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Para as medidas foi utilizada uma cubeta DTS 1060C (clear disposable zeta-
cell), na temperatura de 25°C. As amostras foram estabilizadas dentro do
equipamento durante 30 segundos e foram efetuadas 100 médias do valor obtido do

potencial zeta.

3.4.3 Medidas da adsorgcao da xiloglucana sobre nanocristais de celulose
bacteriana avaliadas pelo espalhamento de luz dinamico (DLS)

A média do didmetro hidrodindmico aparente das amostras de NCB, XG e da
mistura NCB-XG foi determinada usando o equipamento nanoDLS Brookhaven
Instruments a um angulo fixo de 90°. As medidas a 632,8 nm foram obtidas usando
um laser de He-Ne de estado sélido 15 mW. As condi¢gdes de incubagcdo de
BCN+XG foi a mesma realizada na isoterma de Langmuir (item 3.4.2) e, apds isso, a
mistura foi armazenada a 4°C até utilizacdo. Os resultados foram avaliados pelo
software DLS (Brookhaven Instruments) pelo método de CONTIN, o qual caracteriza
a distribuicao das particulas usando parametros estatisticos. O método de CONTIN
fita uma curva multiexponencial para a fungdo de correlagdo do tempo. Todas as
medidas foram realizadas a 25° C e em ftriplicata.

A medida da intensidade da funcdo de auto correlacdo com o tempo da
intensidade da luz espalhada pode ser correlacionada com a equagao de Stokes-

Einstein (Equacéo 4):

KT
emnRh

onde D ¢ a difusividade do NCB no solvente, Ry, € o raio hidrodindmico aparente do
NCB, K, € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta em Kelvin e n é a
viscosidade do solvente (BERNE; PECORA, 1976).
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3.4.4 Avaliagcao do indice de cristalinidade da celulose bacteriana e seus
nanocristais através de difratometria de raios-X (DRX)

A fim de verificar possiveis mudancas de cristalinidade e organizagéo
cristalina dos cristalitos de celulose, foram obtidos difratogramas de raios-X da CBp
e dos NCB.

Para evitar a recristalizagdo das cadeias de celulose durante o procedimento
de secagem, o que pode levar a estimativas exageradas de cristalinidade, o solvente
foi substituido por alcool terc-butilico, seguido de liofilizagdo (RAMOS et al., 1992).
Para isso as amostras foram centrifugadas (20 min — 10 000 g), resuspendendo e
homogeneizando o precipitado formado (150 mg.mL™") com concentracdes
crescentes de alcool terc-butilico (30, 50, 70, 90, 100%). As amostras foram entéo
liofilizadas e comprimidas em porta amostras de aluminio.

Os difratogramas foram obtidos com radiacédo de Cu Ka (A = 0,15418 nm),
40 kV e 30 mA, velocidade de varredura 0,5°.min-'), em equipamento Shimadzu
XRD 6000. A cristalinidade das amostras de celulose foi obtida pelo método
proposto por Chen et al. (2007). Cinco picos de difracdo relacionados a rede
cristalina da celulose | e um pico largo, centrado proximo a 206 = 18,5°, relacionado
ao halo amorfo, foram ajustados aos difratogramas utilizando-se o ajuste gaussiano
de picos do software Origin 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). O

indice de cristalinidade (IC) foi calculado pela expressao (Equagao 5):

Ay—A
IC — t a1
At

onde A: é a area total e A, € a area do amorfo.
Os picos obtidos e os ajustes foram também utilizados para estimar as
dimensdes aparentes dos cristalitos de celulose (DAC), conforme indexados por

Elazzouzi-Hafraoui et al. (2007) , utilizando-se a Equacao de Scherrer (Equagao 6):
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DAC = 2% 6)
Hlfrzcosﬂ

onde A é o comprimento de onda da radiagdo em nm, B'/, é a largura do pico a meia
altura em radianos e 8 é o angulo de difragdo. O fator de forma 0,9 é valido para
particulas esféricas, no entanto, como os resultados foram utilizados apenas de
forma comparativa, isso ndo representa um problema.

O espacamento entre os planos cristalinos foram determinados usando a lei

de Bragg (Equacao 7):

~ 2sin@

onde B é o angulo entre o plano e o difratado ou raio incidente e A € o comprimento

de onda da radiagao em nm.

3.4.5 Preparo das amostras e analises por microscopia de forga atéomica
(MFA)

Com o objetivo de medir as variagdes das dimensdes através da adsorgéo
de XG em NCB as amostras foram depositadas por revestimento rotacional (spin
coating) em superficies de mica limpas e avaliadas ao ar em modo tapping.

A adsorcao de XG em NCB utilizando a técnica de automontagem (Layer by
Layer — LBL) foi realizada por deposicdo por imersao (dipping). Primeiramente,
solugdes de polietilenimina (PEI) (1 mg.mL") seguida de NCB (1mg.mL™") foram
depositadas na superficie de mica por sping coating (2 min — 3000 rpm ). Apds, foi
realizada a deposicdo de camadas alternadas de XG e NCB por dipping com
intercalagdo de lavagens com agua purificada. As imagens das camadas de PEI,

NCB e XG foram entédo obtidas em célula liquida contendo agua ultra purificada em
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modo de contato intermitente com uma oscilagdo de frequéncia de ~100kHz. As
imagens de MFA foram obtidas em um microscépio Agilent 5500 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) usando cantilever de silicio Mikromasch
NSC14 (Mikromasch USA, San Jose, CA, USA) com nominal spring de 5,7 Nm™,
frequéncia de ressonancia de ~170kHz e o escaneamento foi feito em 2.0x2.0,
4.0x4.0 e 8.0x8.0 um. As imagens foram adquiridas usando o software Pico View
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e processadas com o software

Gwyddion (Czech Metrology Institute).

3.4.6 Acompanhamento do crescimento de nanofilmes multicamadas através
da microbalanga de cristal de quartzo

O acompanhamento do crescimento dos filmes foi feito em triplicata pela
técnica da alteracdo de frequéncia em microbalanca de cristal de quartzo (MCQ)
modelo SRS da empresa Stanford Research Systems. Sobre o cristal de quartzo,
recoberto de ouro, em que é feita a deposicdo da solugdo dos polimeros no
equipamento, foi depositado por spin coating (2 min — 3000 rpm) uma camada de
solucdo de PEI (1 mg.mL™), seguida de uma camada de NCB (1mg.mL™"), com a
finalidade de formar um substrato ideal para acompanhar o crescimento das
multicamadas durante o experimento. Esse cristal foi entdo colocado na célula de
andlise (SRS) da MCQ e, foram injetadas solucdes de NCB e XG (1 mg.mL™),
alternadamente. A primeira camada injetada foi a de XG. Apds o equilibrio do
sistema, foi realizado o procedimento de lavagem para retirar o excesso de solugao,
injetando agua purificada. Entdo foi injetada a solugdo de NCB (1 mg.mL™") até
atingir o equilibrio do sistema, seguido de lavagem até obter novamente o equilibrio.
O ciclo foi repetido até atingir o numero de camadas desejadas.

O cristal de quartzo recoberto com ouro onde foi crescido o filme foi excitado
a uma frequéncia de 5 mHz. O experimento da MCQ foi realizado em célula de fluxo
(SRS) conectada com uma bomba peristaltica e a uma seringa, com uma taxa de
fluxo de 100 pL.min” Solucdes de NCB e XG (1 mg.mL™") foram injetadas
imediatamente, sendo realizadas lavagens com agua purificada entre cada injecao.

O equipamento pode ser utilizado através da REDE Nanobiotec (CAPES).
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3.4.7 Acompanhamento do crescimento de filmes multicamadas através de
elipsometria

A elipsometria foi realizada no laboratorio IQ/USP-SP com a colaboragéo da
Profa. Dra. Denise F.S. Petri. As medidas foram realizadas em ar usando um
elipsdmetro DRE-EL02 (Ratzeburg, Alemanha) equipado com um laser He-Ne
(A=632,8 nm), com um angulo de incidéncia ajustado em 70°. Para interpretagéo dos
resultados um modelo de multicamadas composto do substrato, da camada
desconhecida, e do meio circundante foi utilizado. A espessura (dyx) e o indice de
refragdo (nyx) para a camada desconhecida foram calculados a partir dos angulos
elipsométricos, A e g, usando a equacgao elipsométrica fundamental e os calculos
iterativos através de matrizes de Jones (AZZAM; BASHARA, 1987) (equacgao 7):

e .tan Y = ERE = f(n,dy, A, ) ()

onde, R, e Rs, respectivamente, sdo os coeficientes globais de reflexdo para as
ondas paralelas e perpendiculares. Eles sdo fungdo do angulo de incidéncia (¢), do
comprimento de onda (A) da radiagédo e do indice de refragédo (n) e da espessura de
cada modelo de camada (dy).

A partir dos angulos elipsométricos, A e ¢ e pelo modelo de multicamada
composto pelo silicio, didxido de silicio, camada de polissacarideo e o ar, é possivel
determinar a espessura da camada de polissacarideo. A espessura da camada de
dioxido de silicio foi determinada em ar, assumindo um indice de refragcao de 3,88-
0,018i e espessura infinita para o silicio (PALIK, 1985). O indice de refragdao do meio
circundante (ar) foi utilizado como 1,00. Devido a camada de dioxido de silicio ser
muito fina, o indice de refracdo foi de 1,462 (PALIK, 1985) para o calculo da
espessura. A média da espessura do dioxido de silicio foi de 2,0 £ 0,2 nm. Apds
determinar a espessura da camada de dioxido de silicio, a média da espessura das
camadas adsorvidas de PEI, NCB e XG foram calculadas em ar através das
medidas de elipsometria, considerando para esses calculos os indices de refracéo
do PEI de n=1,46 (IZQUIERDO et al., 2005), NCB de n=1,60 (NOGI; YANO, 2008) e
XG de n=1,50 (BRANDRUP; IMMERGUT, 1966; PEREIRA et al., 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROCESSAMENTO

Com o objetivo de facilitar a hidrélise da celulose bacteriana (CB), a area
superficial da amostra foi aumentada através de seu processamento com moinho

seguido de tratamento com ultrassom.

4.2 ESCOLHA DO METODO DE HIDROLISE PARA PRODUGAO DE
NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA (NCB)

Inicialmente, foram avaliadas novas alternativas de hidrolisar as ligacoes
glicosidicas B-(1—4) da celulose bacteriana, a fim de gerar diferentes NCB, que
poderiam ter melhor adsor¢do com a XG. Foram efetuadas as hidrélises por radical
livre e por acido férmico. Entretanto, esses métodos ndo foram eficientes para
producao dos NC. Optou-se entdo por realizar as hidrolises convencionais utilizando

HCI, H,SO4 e uma mistura desses dois acidos (Hbd).

4.2.1 Hidrélise radicalar

A escolha da hidrélise radicalar (inédita em literatura com o objetivo de obter
nanocristais de celulose) se baseou nos resultados de Narrainen e Lovell (2010),
que obtiveram uma perceptivel reducdo na massa molar numérica da XG, de
250 kg.mol™ para até 2 kg.mol™, utilizando radical ascorbila (obtido pela mistura de
acido ascorbico com peroxido de hidrogénio). O mecanismo proposto por estes
autores sugere a quebra das ligagcdes glicosidicas B-(1—4) das unidades de D-
glucopiranose da XG através do ataque pelo radical ascorbila. Como a estrutura

quimica da celulose é semelhante a cadeia principal da XG, nesse sitio da hidrolise
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radicalar, esperava-se que 0s mecanismos da reacdo funcionassem
semelhantemente.

Nesse método o tempo 6timo de hidrdlise obtido foi de 60 min na proporg¢ao
inicial utilizada (item 3.3.1) (FIGURA 10-A). E, com propor¢des de dezesseis vezes
ao do método inicialmente proposto por Narrainen e Lovel (2010), foi obtido um
ponto saturante. Nao foi observada maior reducido de tamanho dos NCBs, em
proporgoes de até trinta e duas vezes a massa inicial de celulose (FIGURA 10-B).

Entretanto, como ¢é possivel observar pelas diferengcas no perfil de
distribuicdo dos didmetros, mesmo nessas condigbes 6timas, a hidrolise radicalar é
menos eficiente do que as hidrélises de HCI e H,SO4. Além disso, esse método néo
foi eficiente para isolar os NCB da massa total. Com base nesses resultados,
concluiu-se que a hidrélise radicalar se mostrou ineficiente para isolar os NCB.

Assim, é possivel que a hidrolise por via radicalar ndo tenha sido téo
eficiente para a celulose como foi com a XG (NARRAINEN; LOVELL, 2010),
especialmente, por motivos de diferenca de solubilidade entre esses dois
biopolimeros. A XG, devido a substituintes em suas ramificagdes, € hidrossoluvel, o
que poderia tornar suas ligagdes glicosidicas mais  susceptiveis

estereoquimicamente aos ataques pelos radicais ascorbila formados.
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FIGURA 10 — GRANULOMETRIA A LASER DA COMPARAGAO DA MASSA TOTAL DA

HIDROLISE DA CELULOSE BACTERIANA POR VIA RADICALAR VS HCI E
H,SO,

Sendo CBp a amostra nao hidrolisada. A) Hidrdlises radicalar com variacdo de
tempo. B) Hidrdlises radicalar de 60 min com variacdo das proporgées dos
reagentes utilizados e hidrélises com H,SO, e HCI (120 min)
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4.2.2 Hidrolise com acido formico

Assim como na hidrdlise radicalar, a hidrolise com acido formico nao foi
observada a formag&o de sobrenadante turbido apos as centrifugagdes. As analises
de granulometria a laser demonstraram que somente apos 9 horas foi obtido um
resultado semelhante as hidrélises usuais de HCI e H,SO4 atingidos com 120 min
(FIGURA 11). Entretanto, essa metodologia também foi descartada, devido a n&o
ser eficiente para isolar os NCB do hidrolisado total, necessitando de um maior

tempo de reacao e, portanto, com maior custo do que as hidrélises usuais.
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FIGURA 11 — GRANULOMETRIA A LASER DA COMPARAGAO DA MASSA TOTAL DA
HIDROLISE DA CELULOSE BACTERIANA COM CH,0, (4 A 9H) VS HCI E H,SO,
(120 MIN)
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4.2.3 Obtencao e caracterizagcdao dos NCB isolados as com ashidrélises por
HCI, H,SO4 e Hbd

As hidrdlises da celulose realizadas com H,SO,4 provocaram modificagdes
na superficies dos NCB isolados, ocasionadas pela introdugdo de grupamentos
sulfatos. Ao elevar o pH do meio (pH>5), esses grupos adquirem carga negativa que
geram repulsao eletrostatica entre si, dando aos NCBs alta estabilidade no meio. Ja
os NCB isolados através de tratamento com HCI, sdo mais fiéis a estrutura nativa da
celulose. Entretanto, devido a auséncia de cargas na superficie, eles apresentaram
alta agregacao (LU; HSIEH, 2010; WINTER et al., 2010).

Alguns autores, utilizando uma hidrolise feita pela mistura de H,SO,4 e HCI
para isolar os NC, conseguiramm uma diminuicdo da quantidade de grupos sulfatos
introduzidos em sua superficie, devido a menor quantidade de H,SO, utilizada.
Esses cristais tém a vantagem de conservar a estabilidade em solucdo e, também,
possuem uma maior estabilidade térmica do que aqueles produzidos e isolados
utilizando somente o H,SO4 (WANG et al., 2007; ZHANG et al., 2007).

Com o objetivo de comparar a influéncia do grau de sulfatagdo na superficie
dos NCBs na interagcdo com XG, foram isolados NCBs por esses trés tipos de
hidrolises, ou seja por H,SO4 (NCB-H,SO4), HCI (NCB-HCI) e pela mistura de H,SO4
e HCI (NCB-Hbd). Para isso as condigdes de hidrélise foram otimizadas para isolar
NCBs que diferissem somente em relagdo as modificagdes na superficie, a serem
avaliadas nas diferencas de potencial zeta ([pl]). Os outros atributos, como
dimensbes (diametro hidrodindmico aparente, comprimento, largura e altura) e a
cristalinidade, foram uniformizados entre os cristais.

Observou-se que os NCB-HCI obtiveram uma menor estabilidade de
dispersdo em relacdo aos outros NCBs, pela precipitacdo dos cristais. Para ser
possivel avaliar o tamanho dos NCB-HCI| isoladamente através de DLS, foi
necessario antes das analises, submeté-los a sonicagédo (5 min) para desfazer os
agregados gerados. Entretanto, aproximadamente 15 min apds a sonicacgao, foi
verificada a formacgao de reaglomeragao entre eles. Isso foi observado através do
acompanhamento do tamanho em funcédo do tempo, em que os NCB-HCI obtiveram
aumentos no diametro hidrodindmico aparente, crescentes apds 15 min. Ja o

tamanho dos NCB-H,SO, e NCB-Hbd se mantiveram estaveis durante todo o
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procedimento (FIGURA 12-A). O problema de estabilidade dos NCB-HCI descrito na
literatura é justificado pela auséncia de cargas em sua superficie. Alguns autores
sugeriram que os cristais necessitam de pelo menos 25 mV de p{ para formarem
uma disperséao estavel (LU; HSIEH, 2010; WINTER et al., 2010). Isso foi confirmado
através de anadlises de pl dos NCBs (FIGURA 12-B), onde os NCB-HCI
apresentaram valores proximos a zero, os NCB-H,SO, e NCB-Hbd com valores
superiores a 25 mV e >+10mV, respectivamente. O valor de p obtido, pode ser
utilizado de forma comparativa, para estimar o grau de sulfatacdo na superficie dos
NCB. Na qual o menor valor p{ de NCB-Hbd do que NCB-H,SO,4, é atribuido ao

menor grau de sulfatagdo, devido a menor quantidade utilizada de H,SO4 nessa

hidrélise.
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FIGURA 12 — AVALIACAO DA ESTABILIDADE POR ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO
(DLS) E POTENCIAL ZETA (pC) DOS NANOCRISTAIS (NCBS) ISOLADOS
(A) NCBs isolados pelas hidrélises com HCI (NCB-HCI), H,SO, (NCB- H,SO,) e
Hbd (NCB-Hbd), quanto a tamanho em fungéo do tempo por DLS e potencial zeta
(B). Condicdes: pH 5,5, a 25°C

Os NCB (HCI, H2SO,4 e Hbd) nao diferiram significativamente em relagdo ao
tamanho, apresentando diametro hidrodindmico aparente (FIGURA 13),

comprimento, largura, altura e morfologia (FIGURA 14 e TABELA 01) semelhantes.
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Tais dimensdes sao semelhantes as geradas nos NCBs sintetizados por
Kalashnikova et al. (2011).
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FIGURA 13 — DIAMETRO HIDRODINAMICO APARENTE DOS NANOCRISTAIS DE
CELULOSE BACTERIANA (NCBS) AVALIADOS POR ESPALHAMENTO DE LUZ
DINAMICO
NCBs isolados pelas hidrolises com HCI (NCB-HCI), H,SO4(NCB-H,SO,4) e Hbd
(NCB-Hbd). Condigbdes: pH 5,5, 25°C

A hidrolise Hbd €, geralmente, utilizada para produzir cristais com morfologia
em esferas, entretanto neste trabalho, conforme imagens por MFA, foram
produzidos em forma de agulhas, semelhante aos NCB-HCI e NCB-H,SO4 (FIGURA
14). Isso, provavelmente, ocorreu devido a auséncia da utilizagdo do ultrassom
durante a hidrdlise, procedimento ao qual alguns autores consideraram necessario
para obtencdo de NC em forma de esferas (WANG et al., 2007; ZHANG et al., 2007).



FIGURA 14 — IMAGENS TOPOGRAFICAS DE MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (MFA)
DOS NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA (NCB) ISOLADOS
(A) HCI (NCB-HCI), (B) H,SO4(NCB-H,S0,) e (C) Hbd (NCB-Hbd). Condigdes: pH
5,5, 25°C

TABELA 01 — COMPARAGAO ENTRE OS NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA
(NCB) ISOLADOS QUANTO AO RENDIMENTO E DIMENSOES DE ACORDO
COM OS PROCESSOS DAS HIDROLISES
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Amostra ®Rendimento "Comprimento °Largura °Altura
(%, m/m) (nm) (nm) (nm)
NCB-HCI 49 100-800 60,43 +£12.84 8,98 £4.37
NCB-H,SO, 50 100-800 50,32 +15.74 9,21 +2.69
NCB-Hbd 46 100-800 55,73+14.49 8,91+ 3.21

* Hidrdlises da CB com HCI (NCB-HCI), H,SO4 (NCB-H,SO,4) ou Hbd (NCB-Hbd)

@ Razado da quantidade de massa seca do NCB apds hidrdlise pela quantidade da massa seca da

CBp utilizada antes da hidrolise
® Dimensdes dos NCBs mensuradas das imagens topograficas de MFA
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Em relagdo as analises de DRX, os picos visiveis foram atribuidos para os
planos cristalinos de (1 10), (11 0), (10 2), (20 0) e (0 0 4) correspondentes aos

picos de 14,6°, 16,7°, 20,5°, 22,6° e 34,2°, respectivamente, e em 18,5° ao halo
amorfo (WANG et al., 2007). O pico em 37,7°, corresponde ao pico da placa de
aluminio, ndo foi utilizado para a realizacdo dos calculos.

As hidrdlises ndo mostraram alteragdes em relagao ao tipo de cristalinidade
da celulose nativa (tipo |) observado pelo perfil dos difractogramas nos NCBs
(FIGURA 15), e pela nao alteragcdo entre os espagamento entre os cristais (d)
observado na TABELA 02 de antes e ap6s o procedimento da hidrdlise. Todos os
NCBs obtiveram um aumento da cristalinidade semelhante (+10%) em relagédo a
CBp nao hidrolisada, e esses resultados sdao semelhantes aos NCB obtidos por
Wang et al. (2007) e por Guo e Catchmark (2012) . Nao se observou variagcao
sistematica nas dimensdes dos cristalitos dos NCBs apds a hidrélise, demonstrando
juntamente com os resultados de indice de cristalinidade que, aparentemente, a
hidrolise foi seletiva as zonas amorfas da celulose, preservando as regides

cristalinas.

VM ke s e

20 40
20

FIGURA 15 — DIFRACTOGRAMAS DA CELULOSE BACTERIANA PROCESSADA (CBp) E
DOS SEUS NANOCRISTAIS (NCB) ISOLADOS
llustragdo dos planos cristalinos da CBp (A) e dos NCBs isolados pelas hidrélises
com (B) HCI (NCB-HCI), (C) H,SO,4 (NCB- H,S0O,) e (D) Hbd (NCB-Hbd)
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TABELA 02 — AVALIACAO COMPARATIVA DOS DIFRACTOGRAMAS OBTIDOS DA
CELULOSE BACTERIANA PROCESSADA (CBp) E DOS SEUS NANOCRISTAIS
(NCB) ISOLADOS

Amostra 2IC (%) P110 110 200
DAC/d(nm)  DAC/d (nm)

DAC/ d (nm)

CBp 723 5,63/0,60 7,49/0,53 5,83/0,39
NCB-HCI 83,2 5,41/ 0,60 7,2110,53 5,42/0,39
NCB-H,SO, 81,8 5,88 /0,60 7,33/0,53 5,22/0,39
NCB-Hbd 82,4 6,01/0,60 7,94 /0,53 5,32/0,39

?: indice de cristalinidade

Avaliagédo do tamanho (DAC) e espacamento dos cristalitos (d)

®: Planos cristalinos

NCBs isolados por hidrdlise utilizando: HCI (NCB-HCI), H,SO,4 (NCB-H,SO,) e Hbd (NCB-Hbd)

4.2.4 Escolha do processo para obter os nanocristais de celulose bacteriana
para os testes de adsorgao com a xiloglucana

Com a homogenizacdo dos atributos de tamanho, morfologia e
cristalinidades realizadas entre os NCB-HCI, NCB-H,SO, e NCB-Hbd essas
amostras foram submetidas a testes de adsorgdo com a XG para avaliar a influéncia
ou nao da sulfatagao na interacao NCB-XG.

Alguns autores sugeriram em modelo de adsor¢cdo de XG a NC vegetal,
através do método colorimétrico utilizando I/KI, que a interagdo entre a XG e os
cristais acontece muito rapidamente e 15 min de incubagao ja seriam suficientes
para avalia-la (LIMA; BUCKERIDGE, 2001; LIMA et al., 2004). Observou-se que
essa informacao procede também para os diferentes NCBs isolados de celulose
bacteriana produzidos neste trabalho. Sendo evidenciada ao realizar incubagdes dos
NCB-HCI, NCB-H,SO4 e NCB-HBd com a XG, de 15 a 90 minutos; e na qual nao
foram observadas diferengas significativas de adsorgdo em relagdo ao tempo, pela
técnica de colorimetria utilizando o I/KI (FIGURA 16).

Foram entao feitas analises com tempo de incubacédo de 30 min para todos
os NCB, mantendo fixa a massa de NCB e variando a massa de XG, conforme
metodologia apresentada (vide item 3.4.2). Nao foram detectadas quantidades de

XG significativas no sobrenadante pela técnica de I,/KIl, em concentragdes de XG
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abaixo de 200 pug.mL™" em todos os NCB utilizados. Dessa forma, para realizar o

perfil de adsorgao, optou-se por utilizar concentragdes de XG de 200-500 pg.mL'1.

309 a NCB-Hbd
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FIGURA 16 — ISOTERMA AVALIANDO A ADSORCAO EM FUNCAO DO TEMPO DE
INCUBACAO DA XILOGLUCANA (XG) COM NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCBS) ISOLADOS
XG (500 pg.mL'1) e NCB isolados (1 mg.mL'1) por hidrolise com HCI (NCB-HCI),
H,SO,4 (NCB- H,S0,) e Hbd (NCB-Hbd). C: vide equagao 1 (item 3.4.2)
Condigdes: tempo de incubagao de 15 a 90 min, pH 5,5, 25°C

Com esse procedimento foi observado um perfil de hiperbole para as
isotermas de adsorcdo de XG aos NCB-HCI| e NCB-Hbd demonstrando uma maior
adsorcao aparente para os NCB-Hbd (FIGURA 17). O NCB-H,SO4 ndo seguiu o
perfil de Langmuir, indicando que outra isoterma para esse NCB seria mais
adequada. Entretanto, como forma comparativa, esses dados foram linearizados

para confirmar se a isoterma segue o perfil de adsorgdo de Langmuir, e para
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FIGURA 17 — ISOTERMA DA ADSORGAO DA XILOGLUCANA (XG) COM NANOCRISTAIS
DE CELULOSE BACTERIANA (NCB) ISOLADOS, EM FUNCAO DA VARIACAO

DE CONCENTRAGCAO DE XG

XG (200-500 pg.mL'1) e NCB isolados (1 mg.mL'1) por hidrélise com HCI (NCB-
HCI), H,SO,4 (NCB- H,SO,4) e Hbd (NCB-Hbd). C, e Q. vide equagéo 1 (item 3.4.2)
Condigdes: tempo de incubacgao de 15 a 90 min, pH 5,5, 25°C
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FIGURA 18 — LINEARIZACAO DE LANGMUIR DOS DADOS OBTIDOS DA ADSORCAO DA
XILOGLUCANA (XG) COM NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA
(NCBS) ISOLADOS, EM FUNCAO DA VARIACAO DE CONCENTRACAO DE
XILOGLUCANA (XG)
XG (200-500 pg.mL'1), e NCB isolados (1 mg.mL'1) por hidrélise com HCI (NCB-
HCI), H,SO, (NCB- H,SO,) e Hbd (NCB-Hbd). C, e C./Q, vide equacdo 2 (item
3.4.2)
Condigdes: tempo de incubagao de 15 a 90 min, pH 5,5, 25°C

Como é possivel observar pela TABELA 03, os resultados de adsorcao de
XG-NCB parecem indicar que o grau de sulfatagdo dos NCB (FIGURA 12-B)
apresentaram efeitos tanto negativos (quando em maior percentagem), como
também positivo (quando em menor percentagem), em relacéo a interagao entre XG
e NCB. Os NCB-H,SO, foram os que apresentaram os maiores graus de sulfatagcao
na superficie e, também, o0s menores valores de adsorgdo, indicando
comparativamente ao NCB-HCI um efeito negativo na adsor¢do. Entretando, os
NCB-Hbd também apresentaram sulfatagdo em sua superficie, mas com uma
adsorcao significativamente maior do que NCB-HCI, embora que, juntamente ao

NCB-H,SO4, apresentaram menores valores de energia de adsorgdo. Esses
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resultados, e as analises de estabilidade (FIGURA 12-A, pagina 48) e potencial zeta
dos NCBs (FIGURA 12-B), sugeriram que uma menor sulfatacdo ainda, dada pelos
grupamentos sulfatos aos NCBs, aumentaram a adsor¢do de XG-NCB devido ao

aumento de sua area superficial de contato com a XG.

TABELA 03 — QUANTIFICACAO DOS PARAMETROS OBTIDOS PELAS ISOTERMAS DE
ADSORCAO DA XILOGLUCANA (XG) AOS NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCBS) ISOLADOS

Amostra Qmax - XG-NCB (ug.mg™) K - XG (mL. ug”)

NCB-HCI 235+ 5,79 (3,01£0,02)x 102
NCB-H,SO, 211+ 2,49 (2,29 £ 0,02 ) x 10

NCB-Hbd 275+ 6,23 (2,24 £ 0,03) x 10

Qnax.capacidade tedrica de adsor¢gdo maxima da XG em NCB, vide equacgéo 2 (item 3.4.2)
K: energia de adsorgcédo da XG em NCB, vide equagéo 2 (item 3.4.2)
NCBs isolados por hidrélise utilizando: HCI (NCB-HCI), H,SO,4 (NCB-H,SO,4) e Hbd (NCB-Hbd)

Com base nesses resultados foi possivel determinar que o NCB-Hbd teve a
melhor adsorgao sobre a XG, sendo também mais efetivo na adsorgéo (275 pg.mg™
— XG.NCB™) em solugdo do que outros utilizados em literatura, que s&o isolados
utilizando somente HCI ou H,SO4 (JEAN et al., 2008; CERCLIER et al., 2010;
LOPEZ et al., 2010). Isto se deve as caracteristicas como maior estabilidade do que
cristais que n&do apresentam modificagdo na superficie, atribuindo uma maior area
superficial disponivel para adsor¢ao; e por possuir menor modificacbes em sua
superficie. Por esse motivo ele foi o escolhido para a sintese de nanoparticulas de
NCB adsorvidas com XG (NCB-XG), e foi nomeado a partir desse tépico apenas
como NCB.

4.3 Adsorgao da xiloglucana com nanocristais de celulose bacteriana

O NCB escolhido apresentou valores de pC negativo consideravelmente alto
(FIGURA 12-B — pagina 48), ja a XG mostrou valores proximos a zero (-3,26 mV).
Aproveitando essas diferengas entre esses biopolimeros, a adsorgdo foi

acompanhada também através de mudancgas no pl dos NCB adsorvidos com a XG
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(FIGURA 19). Levando em consideragao que o modelo de adsor¢ado NCB-XG segue
o0 modelo de adsorgdo de Langmuir, a XG, teoricamente, recobriria constantemente

e totalmente a superficie do NCB.
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FIGURA 19 — REVESTIMENTO DA SUPERFICIE DOS NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCB) POR XILOGLUCANA (XG) ACOMPANHADO POR
MUDANGAS NO POTENCIAL ZETA (pQ)

Condigdes: XG (25-200 ug.mL™") e NCB (1 mg.mL™"). pH 5,5, a 25°C

Foi observado pelo decaimento do p o recobrimento constante da superficie
dos NCBs por XG, conforme foi aumentando a concentragcdo de XG. O decaimento
de pC atingiu um patamar em concentracdes de XG préximas a 200 pug.mL”, a
dependéncia do decaimento do pl em funcédo da concentragdo de XG (equagao 3 -
item 3.4.3) foi baixa (0,116), mostrando um revestimento progressivo da superficie
do NCB e da influéncia negativa da sulfatacdo da superficie na interagdo com a XG,
corroborando com os resultados observados anteriormente pela isoterma de

Langmuir (FIGURA 17 — pagina 54). O valor alto de p{ observado nos NCB se deve
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aos grupos sulfatos na superficie. Dessa forma, se a XG tivesse maior ou igual
afinidade por essa superficie sulfatada, do que as regides sem sulfatagdo (nativa),
seria observado um maior valor dessa dependéncia, caracterizado por um perfil
linear, apresentando um decaimento rapido em menores concentracdo de XG. Com
esses resultados, foi possivel determinar uma razdo o6tima de massa de
+190 pg.mg”' (XG.NCB™) para a adsorcdo em solucéo.

Assim, utilizando essas condicbes de otimizagdo da relacdo de massa
XG:NCB, foi verificado alteracdes nas dimensdes e estabilidade dos NCB revestidos
por XG através de analises de DLS. A FIGURA 20 ilustra esse ensaio, sendo
demonstrados aumentos nos diametros hidrodindmico aparente da XG e NCB livres
e dos NCB revestidos com XG (NCB-XG).
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FIGURA 20 - COMPARACAO DOS DIAMETROS HIDRODINAMICO APARENTE AVALIADOS
POR ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO DA XILOGLUCANA (XG) E
NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA (NCB) ISOLADOS, E APOS
ADSORVIDOS (NCB-XG)

Adsorcéo realizada com proporgao de massa de 190 pg.mg'1 (XG.NCB'1)
Condicoes: pH 5,5, a 25°C
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Solucdes de NCB-XG nas condigdes de 190 pg.mg™(XG-NCB™) obtiveram
estabilidade em solugdo, ndo sendo observada a formacdo de agregados,
caracterizados pela distribuicdo de tamanho por DLS, e que foi repetida mesmo 5
dias apo6s a incubacdo. Como foi visto pelos ensaios de adsor¢do através do p,
nessas condi¢gdes de concentragdo, os NCB-XG apresentam valores de p( inferiores
a -10 mV e, por teoria, ndo apresentariam boa estabilidade. A estabilidade das NCB-
XG, provavelmente, se deve as propriedades hidrossoluveis da XG, causando um
impedimento estérico quanto a interacéo interparticulas, impedindo a aproximagao
das mesmas e, consequentemente, garantindo a sua estabilidade. Esses resultados
foram similares aos realizados por Winter et al. (2010), que detectaram maior
estabilidade dos NCB revestidos por XG em solugdo, e afirmaram que,
provavelmente, pela maior solubilidade da XG, a estabilidade foi aprimorada por
esse revestimento.

Nessas condigdes de razdo de massa XG:NCB otimizadas, foram verificadas
alteragcdes na morfologia, largura e altura dos nanocompdsitos (FIGURA 21). O
NCB-XG teve um aumento no tamanho em relagcdo a NCB (TABELA 04), exibindo
aumento estatisticamente significativo (p >0,0001) na largura e altura de 16,85 nm e
3,44 nm, respectivamente. Porém, as medidas de largura isolada n&o foram
confiaveis, devido a uma ampliacdo causada pela convolugédo da ponta utilizada na
MFA. Entretanto, quando avaliados de forma comparativa, foi confirmado que ha um
aumento efetivo na largura dos NCB-XG. O aumento da altura ndo é afetado pela
ampliacdo gerada pela ponta, podendo ser utilizado como parametro para
determinar a espessura do revestimento do NCB. Os valores dos aumentos das
dimensbes pelo revestimento foram semelhantes aos observados por Jean et al.

(2008), e por Cerclier et al. (2010) ao adsorverem NC vegetal a XG.
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FIGURA 21 — MORFOLOGIAS POR TOPOGRAFIAS DE IMAGEM DE MICROSCOPIA DE
FORCA ATOMICA (MFA) DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA
(NCB) E DA ADSORCAO DA XILOGLUCANA (XG) A NCB
NCB (A) e NCB revestidos por XG (B)
Condigdes: pH 5,5, a 25°C

TABELA 04 — MEDIAS DAS DIMENSOES, DA ADSORGAO DA XILOGLUCANA (XG) SOBRE
OS NANOCRISTAIS DE CELULOSE BACTERIANA (NCB), AVALIADAS POR
TOPOGRAFIAS DE IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORGCA ATOMICA (MFA)

Amostra Largura (nm) Altura (nm)
NCB 55,73 + 14,49 ***%8,91 £ 3,21
NCB-XG 72,58 £ 9,72 ***%12,35+ 2,95
****p>o’ooo1****

Para verificar a possibilidade de sintetizar nanoparticulas construidas por
multiplas camadas sucessivas de NCB e XG (M;NCB-XG), foram realizadas
adsorcdes pela técnica de automontagem (Layer by Layer — LbL). A deposig¢ao das
camadas foi acompanhada em relacdo a deposicdo de massa, através de
perturbagdes na frequéncia do cristal de quartzo em microbalangca de cristal de
quartzo (MCQ); da espessura por elipsometria; da homogeneidade e morfologia por
imagens topograficas das camadas realizadas por MFA.

A primeira camada de PEI, utilizada para ancorar a deposi¢cao das demais,
parece ter exercido grande influéncia na primeira deposi¢cdao da camada de NCB,
como é possivel observar pelos resultados de MCQ (FIGURA 22) e de elipsometria
(FIGURA 23), que mostraram altos valores de deposicdo de massa e espessura,

respectivamente. A alta deposicdo de NCB somente na primeira camada se deve as
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propriedades fortemente adesivas do PEI, e por ser um polieletrdlito catibénico
apresentou alta adsorgao por NCB que € anibnico.

Apos a primeira deposi¢cao, como € observado tanto por resultados de MCQ,
quanto de elipsometria, a deposicdo das camadas parece ter atingido uma
linearidade de crescimento em relagdo a massa e a espessura, com resultados
similares aos obtidos por Jean et al. (2008), e por Cerclier et al. (2010) na adsorcao

de nanocristais de celulose vegetal a XG em sistemas bidimensionais.
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FIGURA 22 — ADSORCAO DE XILOGLUCANA (XG) A NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCB) POR AUTOMONTAGEM (LbL) ACOMPANHADA POR
MICROBALANGCA DE CRISTAL DE QUARTZO (MCQ)

Acompanhamento de ganho e Perda de massa do sistema de multicamadas
alternadas por NCB (1 mg.mL") e XG (1 mg.mL") (M,NCB-XG), através de
perturbacdes na frequéncia ( f— Hz) do cristal de quartzo revestido por uma
camada de polietilenimina (PEI) (1 mg.mL" )

Condicoes: pH 5,5,a25° C
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Os valores de espessura avaliados por elipsometria (FIGURA 23) estao de
acordo com as medidas de altura dos NCB-XG obtidos pelas analises de MFA
anteriormente (TABELA 04 — pagina 60), e com os resultados obtidos por MCQ.
Dessa forma, € possivel prever o revestimento de particulas por M;NCB-XG, o qual

pode ser caracterizado por uma espessa camada de NCB e uma fina camada de XG
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FIGURA 23 — ADSORCAO DA XILOGLUCANA (XG) A NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCB) POR AUTOMONTAGEM (LbL), ACOMPANHADA POR
ELIPSOMETRIA
Acompanhamento do crescimento da espessura do sistema de multicamadas
alternadas por NCB (1 mg.mL'1) e XG (1 mg.mL'1) (Mc,NCB-XG), através de
perturbagdes no indice de difragao do placa de diéxido de silicio revestida por uma
camada de PEI (1 mg.mL'1)

Condigdes: pH 5,5,a25° C

A superficie dessas camadas apresentou baixa rugosidade (TABELA 05) e,
juntamente, com os resultados obtidos por MCQ e elipsometria, sugere que as

camadas sao consideravelmente homogéneas. Os valores de rugosidade obtidos
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por imagens topograficas de MFA (FIGURA 24) corroboraram com os resultados de

MCQ e elipsometria, mostrando uma homogeneidade de superficie em todas as

camadas depositadas.
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FIGURA 24 — ADSORCAO DA XILOGLUCANA (XG) A NANOCRISTAIS DE CELULOSE
BACTERIANA (NCB) POR AUTOMONTAGEM (LbL) ACOMPANHADA POR
MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

Acompanhamento da rugosidade da superficie das camadas do sistema de
multicamadas alternadas por NCB (1 mg.mL'1) e XG (1 mg.mL'1) (McNCB-XG),
através de varredura por MFA da superficie de uma placa de mica adsorvida por
uma camada de PEI (1 mg.mL'1)

Camada de PEI (A), PEI+NCB (B), PEI+NCB+XG (C) e PEI+NCB+XG+NCB (D).
Condigdes: pH 5,5 -25° C



TABELA 05 - MEDIA DA ESPESSURA E RUGOSIDADE POR MICROSCOPIA DE FORCA
ATOMICA (MFA) DA ADSORCAO DA XILOGLUCANA (XG) A NANOCRISTAIS
DE CELULOSE BACTERIANA (NCB) POR AUTOMONTAGEM (LBL)

Camada ’Espessura (nm) °Rugosidade (nm)
PEI 2,91+0,10 0,16 £ 0,03
XG 3,84 +£2,74 3,71+0,18
NCB 9,86 + 3,53 3,42+ 0,31

a Valores médios da espessura obtido por elipsometria
® Valores médios da rugosidade obtidos por andlise das imagens de topografia obtidos por MFA
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5 CONCLUSOES

Dentre as hidrolises efetuadas, somente as realizadas em meio acido foram
eficientes para isolar os nanocristais de celulose bacteriana (NCB-H,SO,4, NCB-HCI
e NCB-Hbd, respectivamente). Em todos os processos para obtencdo, o pré-
tratamento (moinho e ultrassom) e a hidrdlise, foram bem sucedidos.

Na obtencdo de NCB-Hbd foi utilizada uma concentragcdo menor de H,SO4
do que a relatada na literatura (de 1,83 para 1,28 mol.L™"). Com isso gerou menor
grau de sulfatacao, porém suficiente para dar estabilidade aos cristais em disperséao.
Por tal propriedade foi o escolhido para o desenvolvimento de NCB revestidos com
XG (NCB-XG).

Quanto a adsor¢cao de NCB a XG foi demonstrada a interagdo pura e as
condigdes de sintese das particulas de NCB-XG estaveis em solugdo, sem a
interferéncia de outras forcas nos ensaios, como a centrifuga (spin coatting), e o
efeito de secagem (solvent-casting). Também, foi possivel a aplicagao desse modelo
de adsorgao para o revestimento tridimensional de particulas utilizando a técnica de

automontagem.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a capacidade de um

revestimento estavel para particulas tridimensionais utilizando multicamadas de NCB

e XG, abrindo, por exemplo, as seguintes perspectivas:

Estudos de sintese envolvendo o uso simultdneo de ultrassom para
avaliar a possivel formagao de nanoesferas de celulose;

Pré-hidrélise enzimatica da CB com celulase, seguida de sintese de NCB
utilizando hidrdlise hibrida entre HCI e H,SO,4 (Hbd);

Adsorcdo de farmacos instaveis e pouco soluveis em meio bioldgico,
sobre o0s nanocristais e nanoesferas de celulose, com posterior
revestimento com xiloglucana, modulando assim a cinética de liberagéo
promovendo uma cinética de liberagao prolongada de farmacos;

Estudos que objetivem a adsorgédo de lipossomas unilamelares gigantes
(LUG) em filmes de NCB, com posterior revestimento com multicamadas
de NCB e XG (LUGNX);

Utilizagdo do LUGNX para o estudo dos seguintes parametros: a)
estabilidade do revestimento; b) mudancgas nas propriedades mecanicas e
fisico-quimicas geradas; c) estabilidade em solugdo dos LUG revestidos;
d) capacidade e estabilidade de armazenamento em regimes mais
concentrados de LUGNX com a finalidade de testar formas de
armazenamento;

Incorporagao de farmacos instaveis e/ou em extremos de log de P no
LUG, devido a versatilidade do lipossoma como veiculo, e realizagao do
revestimento com avaliagdo dos parametros anteriores;

Avaliacao do prolongamento da cinética de liberacdo dos farmacos, entre

outros.
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