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RESUMO

Este trabalho almejou produzir celulose bacteriana (CB), obter nanocristais de celulose bacteriana (NCCB),
incorporar NCCB como reforco em poli(L-acido lactico) (PLLA) e avaliar propriedades destes
bionanocompdsitos. Foram produzidas membranas de CB provenientes da bactéria Gluconacetobacter
hansenii. A partir das membranas foram obtidos NCCB por hidrélise com acido sulfarico (H,SO,), com base
em 11 experimentos. Os parametros variados nos experimentos foram: concentragdo de H,SO,, temperatura e
tempo. Pode-se definir critérios de obtencdo de NCCB por analise termogravimétrica (TGA) e andlise de
espalhamento dindmico de luz (DLS). Principais resultados indicam possibilidade de obtencdo na condicéo
de: 80% de concentracdo de H,SO, (m/m), 60 °C e 60 min. Para esta condi¢do obteve-se tamanhos adequados
dos NCCB (média de 388 nm), potencial zeta adequado (-38 mV) e estabilidade térmica adequada (Tt =
301,9 °C). Posteriormente, NCCB obtidos conforme critérios definidos foram incorporados ao PLLA em
duas concentragdes (2,5 e 5%), utilizando dois métodos (sem e com funcionalizacdo dos NCCB). Os
bionanocompésitos preparados foram caracterizados por TGA e calorimetria explanatéria diferencial (DSC).
Resultados das técnicas de caracterizagdo dos bionanocompoésitos foram comparados com resultados do
PLLA puro. Principais resultados em relacdo aos métodos, revelam a importancia da funcionalizacdo dos
NCCB antes de incorpora-los ao PLLA. Sobre a concentracdo de reforco utilizada, o aumento da estabilidade
térmica foi gradual, conforme teor de reforco, sendo que para o bionanocompdsito com 5% de NCCB
funcionalizados o incremento foi de 10,4 °C na Ty €m relacdo ao PLLA puro. Contudo, o grau de
cristalinidade diminuiu (X; do PLLA puro = 40,38% e X, do bionanocompdsito com 5% de NCCB
funcionalizados = 24,73%). Conclui-se que a adi¢cdo de NCCB em PLLA ¢é ambientalmente vidvel e promove
melhoria de propriedades.

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

ABSTRACT

This work aimed to produce bacterial cellulose, to obtain bacterial cellulose nanocrystals, to incorporate
nanocrystals as a reinforcement in poly(L-lactic acid) and to evaluate the properties of these
bionanocomposites. Bacterial cellulose membranes from the bacterium Gluconacetobacter hansenii were
produced. From the membranes were obtained nanocrystals by hydrolysis with sulfuric acid (H,SQO,), based
on 11 experiments. The parameters varied in the experiments were: concentration of H,SO,, temperature and
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time. It is possible to define criteria for obtaining nanocrystals by thermogravimetric analysis and analysis of
dynamic scattering of light. Main results indicate the possibility of obtaining in the condition of: 80%
concentration of H,SO,4 (m/m), 60 °C and 60 min. For this condition, suitable sizes of the nanocrystals (mean
388 nm), suitable zeta potential (-38 mV) and adequate thermal stability (Tonserz = 301.9 °C) were obtained.
Subsequently, nanocrystals obtained according to defined criteria were incorporated into poly(L-lactic acid)
in two concentrations (2,5 and 5%), using two methods (without and with functionalization of nanocrystals).
The prepared bionanocomposites were characterized by thermogravimetric analysis and differential
explanatory calorimetry. Results of the techniques of characterization of bionanocomposites were compared
with results of pure poly(L-lactic acid). Main results regarding the methods, reveal the importance of the
functionalization of the nanocrystals before incorporating them to the poly(L-lactic acid). On the
reinforcement concentration used, the increase of the thermal stability was gradual, according to
reinforcement content, and for the bionanocomposite with 5% functionalized nanocrystals the increase was of
10,4 °C in the Tgnserz in relation to the poly(L-lactic acid) pure. However, the degree of crystallinity decreased
(X of pure PLLA = 40,38% and X, of bionanocomposite with 5% of functionalized nanocrystals = 24,73%).
It is concluded that the addition of bacterial cellulose nanocrystals in poly(L-lactic acid) is environmentally
feasible and improves properties.

Keywords: Bionanocomposites, bacterial cellulose nanocrystals, poly(L-lactic acid).

1. INTRODUCAO

Pesquisas envolvendo polimeros provenientes de fontes renovaveis e biodegradaveis vém ganhando destaque
devido a constante busca por materiais sustentaveis que possam substituir total ou parcialmente os polimeros
sintéticos, provenientes geralmente da cadeia petroquimica, atualmente produzidos em larga escala [1]. Neste
sentido, a celulose (CgH100s), é considerada bastante atraente. E o polimero natural mais abundante na
biosfera, sendo a celulose extraida de fonte vegetal a mais explorada comercialmente, devido a sua
disponibilidade. Porém, além desta fonte, a celulose pode ser produzida por algas e animais marinhos (como
os tunicados) e secretadas extracelularmente por diversas cepas de bactérias, como as do género
Gluconacetobacter [2, 3, 4, 5].

A celulose bacteriana (CB) possui a mesma férmula quimica estrutural da celulose vegetal, porém
propriedades mecéanicas e fisicas diferenciadas. A grande vantagem refere-se a pureza, pois ndo contém
lignina, hemiceluloses e outros constituintes presentes em materiais lignoceluldsicos [6,7].

A CB surge como uma alternativa competitiva, possuindo como principais caracteristicas: alta
cristalinidade, alta resisténcia a tracéo, elasticidade, durabilidade, potencial hidrofilico (capacidade de
retencéo e absorcdo de agua — cerca de 98 % a 99 % de seu volume é composto de liquidos), atoxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Estas importantes propriedades tém conduzido pesquisadores a
encontrar aplicagdes para este material [3, 5, 6, 7, 8].

A CB também pode ser uma fonte de obtencdo de nanocristais, que consistem em dominios cristalinos
de fibras celulésicas, isolados por meio de hidrélise acida ou enzimatica, representando as melhores
propriedades da CB em relacdo a forca e resisténcia. Além disto, estes nanocristais de celulose bacteriana
(NCCB) podem apresentar alta razdo de aspecto (comprimento/diametro), o que lhes confere boa capacidade
de reforco, podendo ser utilizados em diversas matrizes poliméricas [6,9].

A literatura reporta alguns exemplos de obtengdo de NCCB. Porém, estudos envolvendo influéncia
das condicBes de hidrélise acida, como tipo e concentracdo de acido empregado, temperatura e tempo de
hidrélise, devem ser mais explorados para que se encontre a melhor condicédo de obtencdo de nanocristais,
com dimensdes, cristalinidade e estabilidade térmica favoraveis [9,10].

O poli(L-acido lactico) (PLLA) é um polimero com propriedades promissoras, que tem como
mondmero estrutural o acido lactico, um éacido organico de origem bioldgica, sintetizado via fermentativa a
partir de fontes renovéaveis e abundantes. E biodegradavel, reabsorvivel, biocompativel, termopléstico e
hidrofébico. Estes atributos permitem que o material tenha uma gama de aplicacfes nas areas médica e
ambiental. No entanto, algumas caracteristicas, como sua elevada temperatura de transicdo vitrea (cerca de
60 °C) e alta cristalinidade, que tornam o polimero quebradico e rigido, limitam algumas de suas aplicagdes
[11]. Sua baixa propriedade de barreira a gases também compromete a utilizagcdo do polimero em algumas
aplicagbes, como no uso de determinadas embalagens alimenticias e de refrigerantes. Em se tratando de
propriedades mecanicas, os polilactideos sdo polimeros relativamente frageis, apresentando resisténcia ao
impacto em torno de 26 J/m. Para melhorar as propriedades mecanicas, muitas estratégias tém sido avaliadas,
como: diminuicdo do grau de cristalinidade, modificagdo das propriedades (por meio do desenvolvimento de
copolimeros e blendas) e adi¢do de reforcos como os nanocristais de celulose [1,11].
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De todos os nanocompositos preparados e estudados com NCCB, a matriz de poli(acido lactico)
(PLA), em suas diferentes formas, é a que tem recebido o maior interesse. Uma alternativa para aproveitar as
vantagens que o PLLA apresenta e contornar as desvantagens é a aplicacdo de reforco de NCCB, para a
formacdo de um bionanocomposito, com comportamentos térmico e mecanico adequados [12, 13, 14].

Diante do exposto, este trabalho almejou produzir CB, obter NCCB (definindo critérios para esta
obtencdo), incorporar refor¢o de nanocristais em matriz polimérica de PLLA em diferentes concentragdes e
avaliar propriedades destes bionanocompdsitos.

2. MATERIAIS E METODOS
A sequéncia dos procedimentos metodoldgicos esta listada na Figura 1 e detalhada nos tépicos seguintes.

Produgdo de CB

td Extracdo de NCCBs em
diferentes condictes

Defini¢do de critérios de
extragdo de NCCBs
Preparagdo dos
bionanocompaositos
Caracterizagdo dos
bionanocompdsitos

Figura 1: Procedimentos metodoldgicos.

2.1 Producéo de celulose bacteriana

Foram sintetizadas 60 membranas de CB. O microrganismo utilizado para a producéo de CB foi a bactéria
Gluconacetobacter hansenii, da linhagem ATCC 23769. Para a manutengdo do microrganismo foi
empregado o congelamento em freezer a — 80 °C, tendo glicerol como agente crioprotetor.

O meio de cultivo utilizado tanto na fase de ativacdo das células (pré-in6culo) quanto na fase de
producdo das membranas foi 0 mesmo. Foi constituido de manitol (20 g/L), peptona (5 g/L), extrato de
levedura (5 g/L), fosfato dissddico (2,7 g/L) e acido citrico (1,15 g/L). O mesmo foi esterilizado em
autoclave a 120 °C por 20 min.

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

Para a preparacdo do pré-indculo, as células foram ativadas em frascos contendo no total 1500 mL de
meio de cultivo, sendo incubadas a temperatura ambiente sob condicfes estaticas por 2 dias. Apds este
periodo, 25 mL do pré-inéculo (proporcdo de 20 % (volume/volume) (V/V)) foram transferidos para cada
meio de cultivo, preparados para a produgdo das membranas e mantidos em cultura estatica, sob temperatura
ambiente, durante o periodo de 20 dias, para a producéo das mantas hidratadas de CB.

A manta hidratada de CB, produzida na superficie de cada meio de cultivo, foi retirada com o auxilio
de pingas. O procedimento seguinte consistiu na purificacdo destas membranas (mantas hidratadas). Estas
foram submetidas a cinco trocas de agua destilada por dia, durante trés dias. Apds as trocas de agua, as
membranas foram aquecidas em agua destilada a temperatura de 80 °C, durante 50 min, em banho-maria. Em
seguida, ap0s o descarte da agua, para a remogdo das bactérias, as membranas foram tratadas com solugao de
NaOH 0,1 mol/L, em banho-maria, a temperatura de 80 °C, por 50 min, e entdo lavadas abundantemente com
agua destilada até atingir pH 7. Para a secagem foi utilizada estufa com circulacédo de ar (de marca Memmert),
com temperatura de 30 °C, por 36 h. Desta forma, obteve-se finas peliculas de CB, com aproximadamente 0,3

g.
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2.2 Obtencéo de nanocristais de celulose bacteriana em diferentes condi¢cdes
As peliculas secas de CB produzidas foram trituradas em moinho de facas A 11(de marca IKA).

Os cristais do material polimérico triturado foram obtidos por hidrolise acida com &cido sulfdrico
(H,S0,). O acido sulfurico foi escolhido seguindo a literatura, por fornecer suspensdes estaveis [10].

Para a definigdo de critérios de obtengdo de NCCB (com a finalidade de emprega-los como reforco em
matriz polimérica de PLLA) foram realizados ensaios baseados em um planejamento experimental
relacionando onze variagdes, que podem ser empregadas em hidrolise acida, utilizando o acido sulfirico. Os
parametros variados foram: concentracdo de acido (massa/massa) (m/m) utilizado na hidrolise, temperatura
em que a hidrdlise foi realizada e tempo de hidrdlise. A Tabela 1 representa as variaveis independentes e 0s
niveis utilizados no planejamento experimental 23 completo, com 3 pontos centrais.

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

PARAMETROS NIVEIS

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

As variaveis médias de concentragdo de acido, temperatura e tempo foram definidas com base na
literatura, conforme trabalhos de LIMA e colaboradores e TAIPINA [9,10].

A Tabela 2 representa o planejamento experimental completo, com o arranjo das variaveis
independentes de cada ensaio.

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

ENSAIOS | COpiFICADAS REAIS
[1(%) T(C) |t(min) |[1(%) T(C) |t(min)

! - -1 -1 50 0 |20
2 +1 -1 1 80 s |20
3 - 1 |1 50 60 |20
4 +1 e 80 60 |20
° 1 -1 #1 |50 40 |60
6 +1 -1 1 |80 0 |60
! 1 #1 [+1 |50 60 |60
8 +1 +1 +1 80 60 60
o 0 0 0 65 50 |40
10 0 0 0 65 50 40
11 0 0 0 65 50 40

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

Durante a hidrdlise manteve-se agitagdo constante de 150 rpm. Esta condicdo de agitacdo e as
condicBes de temperatura foram controladas em shaker (de marca Certomat). Desta forma, os experimentos
foram separados de acordo com as temperaturas similares, respeitando os respectivos tempos de reacao, que
foram cronometrados.

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

As suspensfes relativas aos onze ensaios foram centrifugadas trés vezes a 8000 rpm, por 10 min, em
centrifuga (de marca Labor). Apos cada centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
(contendo os NCCB) ressuspenso em agua destilada, com o prop6sito de diminuir a acidez (facilitando a
préxima etapa - didlise). A centrifugacéo foi realizada com refrigeracao a 10 °C para evitar que 0 processo de
hidrdlise continuasse, ja que é favorecido em altas temperaturas, considerando que o atrito gerado durante a
centrifugacdo aumenta temperatura do equipamento.

O precipitado resultante das onze suspensfes (obtido ap6s as centrifugacdes) foi transferido para
membranas de acetato de celulose (de marca Spectra/Por), com didmetro de 32 mm e porosidade de 10-12 kD,
para dialise contra agua destilada até atingir pH 7. Este procedimento levou de 1-5 dias, dependendo da
acidez de cada amostra.

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

2. 3 Definicdo de critérios de obtencdo de nanocristais de celulose bacteriana

A definicdo de critérios de obtengdo de NCCB (tendo como base o planejamento experimental) foi feita por
meio de analise termogravimétrica (TGA) dos NCCB desidratados, realizada na Universidade de Regido de
Joinville (UNIVILLE), no Laboratorio de Materiais, para o estudo da estabilidade térmica; e analise de
espalhamento dindmico de luz (DLS) dos NCCB em dispersdo, na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
na unidade de Araraquara, no Laboratorio de Farmacotécnica, com o objetivo de verificar presenca, tamanho
e potencial zeta das nanoparticulas.

Para a analise termogravimétrica, os NCCB correspondentes aos 11 experimentos, apds serem
sonificados, foram desidratados por liofilizagdo por 24 h. O equipamento utilizado para a analise foi 0 TGA-
Q50, da TA Instruments, sob atmosfera inerte de N,. As amostras foram inseridas no porta-amostras e
aquecidas de 25-1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os parametros experimentais foram
ajustados no software TA Universal Analysis e representados graficamente para interpretacdo. As curvas de
TGA dos NCCB de cada experimento foram comparadas a curva de TGA da CB pura, para melhor
compreensdo. Uma analise estatistica feita utilizando o software Statistica 7 complementou o estudo
termogravimétrico.

Para a andlise de DLS, as amostras liquidas foram coletadas ap6s o procedimento de sonificagdo. O
equipamento utilizado para a andlise foi o Zetasizer Nano Series (de marca Malvern Instruments), em
comprimento de onda de 633 nm, a 25 °C, em um angulo de detecgdo de 173°. As amostras foram diluidas
em agua purificada antes de cada medida e as medidas foram feitas em triplicata.

2. 4 Preparacédo dos bionanocompdsitos

Os NCCB obtidos conforme critérios definidos (melhor condicdo experimental de hidrolise) foram
desidratados por liofilizacdo, durante 24 h.

PLLA (0,75 g) de massa molar de 105.300 g/mol (de marca Natural Works) foi dissolvido em
cloroférmio (25 mL), em agitador magnético por 24 h, para formar solucdo 3 % (m/v), conforme
metodologia proposta por ALMEIDA [15]. Ao final deste processo, a solucdo foi vertida em placa de Petri
com tampa e mantida em capela de exaustdo de gases por 48 h, em temperatura ambiente, para a evaporacao
lenta do solvente e formacéo de filme. Ap6s a evaporacdo do solvente, os filmes foram secos em estufa a
vécuo (de marca Nova Etica), a 30 °C, sob pressdo de 400 mm de Hg, por 24 h e armazenados em dessecador.

Por evaporacdo de solventes, para a obtencdo de filmes reforcados, os NCCB (produzidos conforme a
melhor condigdo experimental de hidrélise) foram incorporados em PLLA de massa molar de 105.300 g/mol
(de marca Natural Works), em proporcdes de 2,5 e 5 %. A incorporagdo dos NCCB foi realizada por meio de
dois métodos, a fim de definir o método que promove melhor disperséo na matriz.

e Método I: utilizando NCCB desidratados

O PLLA (0,73 g) foi dissolvido em cloroférmio (25 mL), em agitador magnético por 24 h. Ao final
deste processo, a solucdo foi vertida em placa de Petri com tampa, contendo 0,01875 g de NCCB
desidratados por liofilizagdo, formando solugdo 3 % (m/v) e correspondendo a 2,5 % de reforco.
Simultaneamente, para o filme reforcado com 5 % de NCCB, o PLLA (0,71 g) foi dissolvido em cloroférmio
(25 mL), em agitador magnético por 24 h. Ao final deste processo, a solugdo foi vertida em placa de Petri
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com tampa, contendo 0,0375 g de NCCB desidratados por liofilizagdo, formando solucdo 3 % (m/v) e
correspondendo a 5 % de reforco.

As solucbes foram mantidas em capela de exaustdo de gases por 48 h, em temperatura ambiente, para
a secagem lenta do solvente e formag&o de filmes.

Ap6s a evaporagdo do solvente, os filmes foram secos em estufa a vacuo (de marca Nova Etica), a 30
°C, sob pressdo de 400 mm de Hg, por 24 h e armazenados em dessecador.

e Método I1: utilizando NCCB funcionalizados

Para este método, uma funcionalizacdo dos NCCB foi realizada, afim de se buscar uma maior
afinidade entre PLLA e NCCB, ja que o0s nanocristais possuem grupos hidroxila em sua superficie, que os
tornam com elevado grau de polaridade e incompativeis com matrizes de baixa polaridade, como matriz de
PLLA, ou apolares. O segundo motivo que incentivou a funcionalizacdo foi a esperada minimizacdo do
carater hidrofilico dos NCCB, o que, conforme PARIZE [16], reduz a absorcao de umidade.

Solugdes contendo 0,02 g e 0,04 g de NCCB foram preparadas e submetidas a um processo de troca
de solventes por imersdo, sequencialmente em acetona, etanol e cloroférmio, conforme a metodologia de
ROSA [17]. Para este método, foram realizadas trés centrifugagcGes a 8000 rpm para auxiliar na troca de
solvents.

Para a primeira centrifugacdo, dois tubos falcons contendo respectivamente 0,02 g e 0,04 g de NCCB
em solucdo de agua destilada, apds serem retirados da membrana de dialise, foram centrifugados por 10 min.
Para a segunda centrifugacdo, os precipitados resultantes da primeira centrifugacdo foram imersos em
acetona e, apo6s 2 h, centrifugados por mais 10 min. E para a terceira centrifugacdo, os precipitados
resultantes da segunda centrifugacdo foram imersos em etanol e, ap6s 2 h, centrifugados por mais 10 min.

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

Para a producdo do filme contendo 2,5 % de reforco, 0,02 g de NCCB imersos em 5 mL de
cloroférmio foram vertidos em recipiente contendo 0,73 g de PLLA dissolvidos em 20 mL de cloroférmio,
originando solucéo 3 % (m/v). Posteriormente, a mistura foi submetida a sonificacdo, em banho de ultrassom
(de marca Thornton) por 30 min, seguindo a metodologia proposta por MAZUR [1].

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

As solucBes foram vertidas em placa de Petri com tampa e mantidas em capela de exaustdo de gases
por 48 h, em temperatura ambiente, para a secagem lenta do solvente e formagéo de filmes.

2.5 Caracterizacdo dos bionanocompaositos

As técnicas de caracterizacdo dos bionanocompositos foram realizadas com a finalidade de comparar as
propriedades entre os polimeros e aplicadas em quatro filmes de PLLA, reforcados com NCCB, obtidos de
acordo com a melhor condicdo definida, em proporcdes de 2,5 e 5 %, preparados por dois diferentes métodos.
Para melhor caracterizagdo, um filme de PLLA puro também foi utilizado nas técnicas.

A caracterizacdo foi feita utilizando técnicas de analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), no laboratério de Materiais da UNIVILLE.

A andlise termogravimétrica foi realizada para a avaliagio da estabilidade térmica dos
bionanocompésitos de NCCB em diferentes concentracdes, incorporados em PLLA, por dois métodos
diferentes. Esta analise consistiu em uma técnica destrutiva, que envolveu a medida da variacdo de massa das
amostras em estado s6lido em funcéo da temperatura, em um determinado intervalo de tempo. O aumento da
temperatura provocou diferentes eventos térmicos e, consequentemente, a reducdo de massa das amostras,
devido a formacdo de produtos volateis. O equipamento utilizado para a andlise foi 0 TGA-Q50, (de marca
TA Instruments), sob atmosfera inerte de N2. Cada amostra foi inserida no porta-amostras e aquecida de 25-
1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os parametros experimentais foram ajustados no software
TA Universal Analysis e representados graficamente para interpretacéao.

A analise de calorimetria exploratéria diferencial foi realizada para a avaliacdo da quantidade de calor
absorvido e liberado pelos bionanocompositos durante a ocorréncia de eventos térmicos. Esta analise
consistiu na identificagdo da temperatura de transicéo vitrea (T,), de cristalizagéo (T), de fusdo (Ty) e grau
de cristalinidade (X.). Para o célculo de grau de cristalinidade (X.), a Equacdo 1 foi utilizada:



COSTA, J.F.; GARCIA, M.C.F.; APATI, G.P., et al. revista Matéria, Suplemento , 2017.

X = :;‘Hh X 100 % Equagéo 1

[+
m

Onde:

¥c = grau de cristalinidade

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

AHE = entalpia de fus8o supondo polimero 100 % cristalino (J/g) = 93.6 J/g (valor padréo)

Fonte: MAZUR, 2012.

O equipamento utilizado para a analise foi 0 DSC-Q20 (de marca TA Instruments), sob fluxo de
nitrogénio. Um material de referéncia foi inserido para a comparagdo. Cada amostra foi colocada no porta-
amostras, aquecida de 25-200 °C. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min. Os pardmetros
experimentais foram ajustados no software TA Universal Analysis e representados graficamente para
interpretag&o.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producéo de celulose bacteriana

A Figura 2 ilustra culturas de Gluconacetobacter hansenii (a), membranas de CB sintetizadas pela bactéria e
purificadas (b) e peliculas de CB resultantes das membranas secas em estufa (c).

Figura 2: Culturas de Gluconacetobacter hansenii (a), membranas de CB sintetizadas pela bactéria e purificadas (b) e
peliculas de CB resultantes das membranas secas (c).

3.2 Obtencédo de nanocristais de celulose bacteriana em diferentes condi¢des e defini¢do de critérios

Para a condicdo de hidrolise mais drastica, apos a interrupgdo da reagdo com agua destilada gelada, obteve-se
uma suspensdo de cor creme (levemente leitosa), de elevada acidez, na qual ndo foram observados a olho nu
fragmentos de CB, indicando perda das caracteristicas naturais da CB. Para as condi¢des de hidrélise menos
drasticas, os aspectos visuais foram se diferenciando.

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

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

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

Para os ensaios 2, 6 e 8, a CB foi visivelmente alterada, indicando potenciais caracteristicas de
hidrolise para a formagdo de NCCB.
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3.2.1 Anélise termogravimétrica dos NCCB

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

O perfil de degradacdo da CB mostra a ocorréncia de trés eventos de perda de massa. O primeiro
evento térmico esta associado a perda de agua superficial, que ocorre no intervalo que, conforme LIMA et al.
[9], compreende a temperatura ambiente (= 30 °C) até cerca de 150 °C, com 5,21 % de perda de massa. O
segundo evento causa acentuada perda de massa e é atribuido a degradacdo da celulose, que inclui
despolimerizacdo, decomposicdo das unidades de glicose e desidratacdo. A temperatura de inicio de
degradacdo extrapolada (T,nset2) igual a 301,9 °C e a temperatura na qual a taxa de degradacdo é maxima
(Tmaxe) igual a 337,5 °C, com perda de massa de 61,97 %, corrobora com valores citados na literatura [9]. O
terceiro e Ultimo evento representa a degradacgdo de residuos carbonaceos, que se estende até cerca de 500 °C,
com perda de massa de 24,78 %, dados que também confirmam o que a literatura reporta [18]. O residuo
carbonéceo final observado foi de 7,37 %.

Segundo TAIPINA (2012), os NCCB possuem cristalinidade superior a cristalinidade da amostra de
CB ndo hidrolisada, utilizada na analise. Quanto maior a cristalinidade da celulose, maior é a temperatura de
decomposicao térmica, devido ao menor teor de componente amorfo. No entanto, outros fatores também
podem exercer influéncia na estabilidade térmica. Sabe-se que a hidrélise com acido sulfirico influencia
negativamente na estabilidade térmica dos nanocristais, visto que a temperatura em que se inicia a perda de
massa € diminuida. Isto ocorre, pois, 0s grupos sulfatos exercem efeito catalitico nas reagdes de desidratacéo
da celulose [10]. Estes diferentes fatores que exercem influéncia na estabilidade térmica dos nanocristais
prejudicam a visualizacdo de uma tendéncia que era esperada a ser observada graficamente.

Os picos mais acentuados, que representam o terceiro evento térmico, observados nas curvas de DTG,
correspondem as amostras de NCCB com forte interacdo com o cido sulfirico, o que favorece a degradacéo
termo-oxidativa do carbono em altas temperaturas [18].

Tabela 3. Dados da analise termogravimétrica da CB pura e dos NCCB (referentes aos experimentos).

f‘:i?rg:fgs de Perda Perda Perda
EXP []de &cido/ de -l;onsetz de -l;maxz -I;onsetB de -Emaxg Residuo

Temperatura / gz;sa 11| (°C) ?;/i;sa 2 | (°C) (°C) Er;/aoisa3 (°C) (%)

Tempo

CB pura 521 301,9 61,97 337,5 -- 24,78 -- 7,37
1 50%/40°C/20 min | 4,33 302,1 69,29 330,3 | 559,9 15,42 614,5 10,86
2 80%/40°C/20min | 5,86 27715 | 77,57 3094 | 477,8 | 15,80 527,7 | 0,04
3 50%/60°C/20 min | 5,31 321,2 69,80 354,1 | 5514 16,20 607,2 8,27
4 80%/60°C/20min | 4,44 2494 73,90 322,8 | 554,9 18,10 618,4 | 3,51
5 50 % /40 °C /60 min | 6,00 289,1 | 60,10 3259 | 477,0 | 26,88 524,3 | 7,00
6 80 % /40°C/60min | 6,70 235,2 57,20 299,7 | 3435 22,55 416,3 13,48
7 50% /60°C/60min | 3,75 275,4 82,28 3049 | 5194 16,32 519,4 | 0,00
8 80 % /60 °C/60min | 3,40 239,2 | 54,52 275,7 | 3435 | 24,93 363,7 | 16,96
9 65%/50°C/40 min | 3,75 270,7 82,05 295,1 | 560,0 7,21 560,4 | 6,40
10 65 % /50°C/40 min | 5,05 266,5 70,33 292,3 | 475,2 18,98 529,1 5,68
11 65 % /50 °C /40 min | 4,33 265,7 | 74,69 291,3 | 4826 | 4,6 629,3 | 16,27
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Figura 3: Curvas de TGA (a) e DTG (b) da CB pura e dos nanocristais (referentes aos experimentos).
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Diante do planejamento proposto, a fim de complementar o estudo termogravimétrico referente a
degradacdo da celulose, foi realizada uma analise estatistica de variancia (ANOVA), com o objetivo de
identificar as varidveis independentes significativas para o processo. Foram obtidos resultados significativos
para a “Tonserz”, NO €NtaNto, para a “Tax,” € “perda de massa 2” os resultados ndo foram significativos.

A Tabela 4 representa a ANOVA para a “Tonsery”, contendo um modelo com todas as variaveis
independentes e as interagdes de primeiro nivel, utilizando o erro padrao (erro SS). Sao apresentados valores
de soma quadratica, grau de liberdade, média quadratica, F calculado e probabilidade de valores serem
significativos (p-valor). Valores de p menores que 0,05 indicam que as variaveis testadas sdo significativas.
Os valores destacados refletem fatores que exercem influéncia significativa na “Tonser,”. Sendo assim,
verificou-se que das varidveis independentes testadas, quando analisadas individualmente, apenas a
temperatura de hidrolise nao exerce influéncia significativa na “Toto”. Entretanto, a concentragéo de acido e

o tempo de hidrolise exercem influéncia significativa. Nesta analise, nenhuma interacdo entre fatores foi
por este motivo foram excluidas do modelo, conforme pode ser observado na Tabela

”

significativa na “Tonset”,

5.

Tabela 4: ANOVA paraa “T,

onset2 > contendo todas as variaveis independentes e as interagGes de primeiro nivel.

FATORES QUADRADDS | LIBERDADE | QUADRADOS | Feme | P-VALOR
* (1) [1de acido (%) | 4347,781 1 4347,781 28,06910 | 0,006095
(2) Temperatura (°C) | 43,711 1 43,711 0,28220 0,623393
*(3) Tempo (min) 1548,461 1 1548,461 9,99680 0,034126
1), (2 108,781 1 108,781 0,70229 0,449171
(1), 3) 4,961 1 4,961 0,03203 | 0,866662
2), 3) 0,061 1 0,061 0,00040 0,985087
Erro 619,583 4 154,896 - -
Total SS 6673,340 10 - - -

* fatores que exercem influéncia significativa na “Tonserz”.

Tabela 5: ANOVA para a “Tonset”, Sem as interacBes entre fatores.
FATORES QUADRADOS | LIBERDADE | QUADRADOS | Fere | P-VALOR
* (1) [ 1de cido (%) | 4347,781 1 4347,781 41,49855 | 0,000353
(2) Temperatura (°C) | 43,711 1 43711 041721 | 0538921
*(3) Tempo (min) 1548,461 1 1548,461 14,77970 | 0,006338
Erro 733,386 7 104,769 - -
Total SS 6673,340 10 - - -

* fatores que exercem influéncia significativa na “Tonetr”

Os resultados dos coeficientes de regressdo do modelo estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Coeficientes de regressdo para a “Tonser”

FATORES COEFICIENTES DE REGRESSAO | ERRO PADRAO
Média 412,5333 25,20379

* (1) [] de 4cido (%) | -1,5542 0,24126

(2) Temperatura (°C) | -0,2338 0,36189

* (3) Tempo (min) -0,6956 0,18094

* fatores que exercem influéncia significativa na “Topsero”-

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

A Figura 4 exibe o grafico de superficie de resposta 3D, representando a interacéo entre “[] de &cido”
e “tempo de hidrélise acida” (variaveis independentes significativas) na “Tonser” (variavel dependente
significativa), fixando a temperatura no ponto central (50 °C).

B - 00
M ==
1 <278
B <255
M -2

Figura 4: Grafico de superficie de resposta representando a interacdo entre “[] de acido” e “tempo de hidrélise acida” na
“Tonset2”» fixando a temperatura no ponto central (50 °C).

De acordo com o modelo apresentado na Figura 4 é possivel observar que a elevada interacdo da CB
com o acido sulfarico, em relagcdo a concentracdo e tempo, conduz a valores baixos de “Toetry”, MESMO
considerando um grau de cristalinidade aumentado. Esta ocorréncia pode ser justificada pelo fato de a
hidrélise com acido sulfurico influenciar negativamente a estabilidade térmica da CB, como ja mencionado.

3.2.2 Anélise de espalhamento dinamico de luz (DLS) dos NCCB

Para a amostra 8 verificou-se a presenca de trés populacfes de tamanho: 388 nm, em 61,7 % da amostra;
96,36 nm, em 20,4 % da amostra; e 1,068 um em 17,6 % da amostra. Predominantemente a amostra contém
particulas em tamanhos nanométricos, que de acordo com a literatura sdo nanocristais de celulose bacteriana
[19].

O potencial zeta superficial obtido foi - 38 mV, indicando suspensao estavel, ja que se consideram
particulas estaveis em suspensdo todas as particulas cujo médulo de carga do potencial zeta seja maior que 25
mV [20]. Esta estabilidade estd relacionada com a presenca de cargas negativas (grupos sulfatos) na
superficie dos NCCB, ocasionando equilibrio eletrostatico decorrente das forgas de repulsdo entre os
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nanocristais [21].

Para as demais amostras, ndo foi possivel a realizacdo da andlise, pois continham particulas grandes e
visiveis a olho nu. O equipamento Zetasizer Nano Series trabalha com faixas especificas de tamanho.

Com base nas andlises apresentadas, 0s NCCB obtidos conforme o experimento 8 foram escolhidos
para serem incorporados ao PLLA.

3.3 Preparacao dos bionanocompositos

Os NCCB obtidos por hidrdlise &cida, feita com acido sulfurico, formam suspensdes aquosas estaveis, devido
a presenca de cargas negativas (grupos sulfatos) na superficie dos NCCB, ocasionando equilibrio
eletrostéatico decorrente das forcas de repulsdo entre os nanocristais. Porém, é valido comentar que esta
caracteristica dificilmente é mantida ap6s a secagem dos mesmos, uma vez que as fortes interacbes de
hidrogénio existentes favorecem a aglomeracéo [21].

A textura dos NCCB pode ser comparada com a textura de um aglomerado de pos finos, de coloragdo
creme, que se constituem em fragmentos em forma de agulhas, também designados como whiskers de CB e
recomendados a serem utilizados como reforgos em matrizes poliméricas.

O filme de PLLA puro € incolor, transparente e de superficie lisa.

Apbs a adicdo dos NCCB, o bionanocompésito de PLLA com 2,5 % de reforco preparado de acordo
com o Método 1, apresentou-se rugoso, pode-se observar a presenca de duas fases, sendo que 0s nanocristais
se posicionaram somente na superficie inferior dos filmes, indicando que os NCCB ndo se dispersaram
homogeneamente. Este comportamento ¢é explicado pela falta de interacdo do PLLA com os NCCB, ja que
apresentam polaridades diferentes. A dispersdo inadequada do nanoreforco na matriz polimérica, também
promoveu formacdo de aglomerados, que atuam como pontos de concentracdo de tensdo e podem
proporcionar efeito contrario ao desejado, fragilizando o material ao invés de melhorar suas propriedades.
Adequada disperséo trata-se de um desafio na formagdo de bionanocompdsitos [22]. Comportamento similar
foi observado para o bionanocompdsito de PLLA com 5 % de reforgo de NCCB preparado também de
acordo com o Método 1.

Apos a adicdo dos NCCB, o bionanocompdsito de PLLA com 2,5 % de reforco de NCCB preparado
de acordo com o0 Método 2, apresentou-se liso, indicando interacdo do PLLA-NCCB, ja que para este método
foi realizada uma funcionalizacdo dos nanocristais, por meio de troca de solventes, compatibilizando em
etapas a polaridade de matriz e reforco. O filme apresentou-se translicido, com coloragéo intermediaria entre
creme (coloracdo dos NCCB) e incolor (caracteristica do PLLA puro), contendo algumas particulas
aglomeradas. Comportamento similar foi observado para o bionanocompdsito de PLLA com 5 % de reforco
de NCCB preparado também de acordo com o Método 2.

Dentre os dois métodos conclui-se que o Método 2 permitiu a visualizagdo de melhores caracteristicas
de adesdo entre matriz e reforgo.

3.4 Caracterizacao dos bionanocompdésitos

3.4.1 Anélise termogravimétrica (TGA)

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

O perfil de degradacdo do PLLA mostra a ocorréncia de dois eventos de perda de massa. O primeiro
evento térmico € atribuido a perda de agua superficial, de aproximadamente 5 %. Este percentual aumenta em
fungdo do aumento do teor de NCCB na amostra, chegando a 8 % e 8,1 %, com adicdo de 5 % de reforco
para os Métodos 1 e 2, respectivamente. Isso se deve ao fato de a celulose bacteriana ser um polimero com
alta higroscopicidade [6].

O segundo evento, que causa acentuada perda de massa, ¢ atribuido a degradacdo do PLLA e ocorre
com temperatura de inicio de degradacdo extrapolada (T,nserr) €m 319, 8 °C e temperatura na qual a taxa de
degradacdo € maxima (Tmaxe) em 339,5 °C, com 85,2 % de perda de massa. Os valores da Tonser € da Tnax
estdo inferiores aos encontrados na literatura (335 °C e 407 °C respectivamente). Esta diferenca pode ser
explicada pela diferenca de caracteristica do material utilizado, como por exemplo a massa molar do
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polimero, que afeta diretamente suas caracteristicas [1]. Para os bionanocompositos preparados pelo Método
1, houve uma diminuicdo de 3,3 °C na T2 para a amostra com adicdo de 2,5 % de NCCB e um pequeno
aumento de 2,9 °C para a amostra com 5 % de NCCB. Para 0s bionanocompositos preparados pelo Método 2,
houve aumento na Tynset2, cONforme 0 aumento do teor de NCCB, chegando a um incremento de 10,4 °C para
as amostras com 5 % de reforco.

O pequeno pico observado para amostra PLLA/NCCB 5 % (Método 1), que representa o terceiro
estagio de degradagdo, com T, bastante inferior ao estagio de decomposi¢do do PLLA, corresponde a
decomposicdo dos NCCB incorporados ao filme.

Dentre os dois métodos conclui-se que o Método 2 permitiu uma melhoria da estabilidade térmica do
polimero.

Tabela 7: Dados da analise termogravimétrica do PLLA puro e dos bionanocompdsitos reforgados com NCCB,
preparados pelos Métodos 1 e 2.

. PERDA DE TONSETZ PERDA DE TMAXZ TONSET3 TMAX3
AMOSTRAS METODO | MASSA1 | (°C) MASSA2 | (°C) | (°C) (°C)
(%) (%)

PLLA puro 5,0 319,8 85,2 3395 | -
PLLA/NCCB25% | M1 7.8 316,5 92,5 3412 | -
PLLA/NCCB5,0% | M1 8,0 3227 | 851 351,0 | 2371 276,9
PLLA/NCCB25% | M2 7.5 328,6 94,7 3482 | -
PLLA/NCCB5,0% | M2 8,1 330,2 90,2 3481 | -
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Figura 5: Curvas de TGA (a) e DTG (b) do PLLA puro e dos hionanocompdsitos reforcados com NCCB, preparados pelo
Método 1 (a) e pelo Método 2 (b).

3.4.2 Calorimetria explanatéria diferencial (DSC)

A Figura 6 corresponde as curvas de DSC do PLLA puro e dos bionanocompositos reforgados com 2,5 e 5 %
de NCCB, preparados de acordo com o Método 1 (NCCB desidratados) e dos bionanocompdsitos reforgados
com 2,5 e 5 % de NCCB, preparados de acordo com o Método 2 (NCCB funcionalizados). A Tabela 8
relaciona os dados determinados a partir destas curvas.

Para o PLLA puro observou-se a temperatura de transicéo vitrea (Ty) em 46,1 °C, a temperatura de
cristalizacdo (T.) em 102,1 °C e a presenca de duas temperaturas de fusdo (T,,), sendo a primeira em
137,4 °C e o segunda em 145,3 °C. A presenca de dois picos de fusdo esta relacionado a cristais de tamanho
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diferentes, sendo que os cristais menores fundem a uma temperatura menor e 0s cristais maiores fundem a
uma temperatura maior. A entalpia de fusdo encontrada foi de 37,8 J/g, que corresponde a 40,38 % de
cristalinidade. Estes dados concordam com a literatura [1,11].

Independentemente do método utilizado e do porcentual de reforco adicionado, para 0s
bionanocompdsitos observou-se uma diminui¢do da Ty A T, estd relacionada com a movimentacdo de
segmentos das cadeias poliméricas e neste caso indica que a adi¢cdo dos NCCB aumentou a flexibilidade do
PLLA. Este aumento de flexibilidade pode ser explicado pelo elevado modulo elastico dos nanocristais de
celulose (de aproximadamente 140 GPa) e pela alteracdo no arranjo microestrutural das cadeias poliméricas,
devido a influéncia da presenca de nanocristais [23].

A quantidade adicionada de NCCB ndo alterou significativamente a T, e T,,, independentemente do
método de preparacdo dos filmes e do porcentual de NCCB adicionado.

O grau de cristalinidade diminuiu com a adicdo de NCCB.
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Figura 6: Curvas de DSC do PLLA puro e dos bionanocompositos reforgados com NCCB, preparados pelo Método 1 e

pelo Método 2.

Tabela 8. Dados da analise de TGA do PLLA puro e dos bionanocompositos reforcados com NCCB, preparados pelos

Métodos 1 e 2.

T
G0 B0

Y
100

Temperatura ("C)

120

140

160

1IEI:I

Univisrsal W4 5S4 TA rdimamanis

200

AMOSTRAS | METODO [ T (°C) [ Tc (°C) | Tm (°C) [ AHM (JIG) | Xc (%)
137,4;

PLLA puro 46,1 102,1 145.3 37,80 40,38

PLLAINCCB | 1y 35,7 - 144,6 23,90 25,53

2,5%

PLLA/NCCB 137,1

=% M1 413 102,7 1445 22,98 24,55

PLLAINCCB | 1) 38,9 - 1441 31,46 33,61

2,5%

PLLA/NCCB 143,9

5% M2 38,5 97,3 135.3 23,15 24,73

Onde:

T, = temperatura de transicéo vitrea ; T, = temperatura de cristalizacéo; T, = temperatura de fusdo; AHm = entalpia de

fusdo; X, = grau de cristalinidade.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que foi possivel a obtengdo de NCCB, sob condigdes especificas de hidrolise
acida. Foi possivel também a incorporacédo destes NCCB como reforco em matriz de PLLA, um polimero de
producdo comercial assegurada.

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

Dentre os ensaios planejados, a obtengcdo de NCCB por hidrolise acida foi eficiente nas condigdes:
80 % de concentragdo de acido sulfdrico (m/m), 60 °C e 60 min.

Quando em suspensdo, os NCCB (obtidos conforme as condi¢des de hidrélise destacadas)
apresentaram carga de potencial zeta superficial adequada (-38 mV), indicando estabilidade eletrostatica
favoravel, relacionada a presenca de cargas negativas na superficie das particulas, o que causa repulséo entre
0s NCCB.

Os bionanocompositos preparados por meio do Método 2 (ap6s funcionalizagdo dos NCCB, por troca
de solventes) mostraram visivelmente uma melhor afinidade entre matriz e reforco. Este comportamento
ocorreu, pois, a troca de solventes provocou uma reducdo no carater hidrofilico dos NCCB e compatibilizou
caracteristicas de polaridade entre matriz e reforco, reforgando a teoria que incentiva a funcionalizagéo da
superficie de NCCB, compreendida como foco principal para promover melhoria de dispersdo entre meios
hidrofilicos e hidrofébicos.

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

Os resultados de DSC indicam que independentemente do método utilizado para a preparagdo dos
bionanocompdsitos e do porcentual de reforco adicionado, observou-se a diminuigéo da T, ou seja, houve
um aumento na flexibilidade do PLLA, explicado pelo elevado modulo elastico nos NCCB. O grau de
cristalinidade diminuiu com a adicdo de NCCB.
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