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RESUMO GERAL

SOUSA, Miriane Maria de, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2020. Desenvolvimento de nanocompdésito biodegradavel ativo incorporado
com nanocristais de celulose modificado e com lisozima. Orientadora: Nilda de
Fatima Ferreira Soares. Coorientadoras: Deusanilde de Jesus Silva e Jane Sélia dos
Reis Coimbra.

O uso de biopolimeros para produgao de filmes tem atraido cada vez mais atencao
na area de embalagens e tem sido tema de pesquisas e interesse de varias
industrias. Apesar da biodegradabilidade, origem renovavel, alta disponibilidade e
baixo custo, a aplicacdo em larga escala desses materiais € reduzida devido as
limitadas propriedades que esses materiais apresentam. O trabalho foi dividido em
trés partes. A primeira parte consistiu no isolamento de nanocristais de celulose
(NCC) de coroa de abacaxi e sua caracterizagdo quanto ao seu tamanho, carga
superficial, indice de cristalinidade (IC) e degradacéao térmica. O tempo de hidrolise
influenciou nas caracteristicas dos NCCs, obtendo-se comprimentos variando entre
274 a 295 nm, diametro entre 3,7 a 11 nm, relacdo de aspectos entre 24,9 a 69,8,
potencial zeta entre -17,3 a -24,6 mV e cristalinidade entre 56 a 85%. O maior
rendimento de NCC foi de 29,9% (m/m) em 120 min de hidrélise com IC de 60%.
Contudo, para se obter o maior IC, que foi de 85%, o tempo de hidrdlise foi de 60
min e o rendimento de 19% (m/m). O estudo indicou que as principais caracteristicas
dos NCCs para seu uso como reforco podem ser potencializadas com tempos de
hidrolise entre 60 a 120 min. Concluiu-se também que foi possivel obter NCCs
isolados de coroa de abacaxi capazes de redispersar em agua, quando os mesmos
foram secos na forma de sais de sodio. A segunda parte do trabalho consistiu em
isolar NCCs de fibra de pinus e modificar sua superficie com o surfactante brometo
de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) para diminuir a hidrofilicidade dos NCCs. Foi
possivel extrair os NCCs da fibra de pinus, em tamanho nano com 295 + 135 nm de
comprimento e 7,0 £ 5 nm de didmetro, e estaveis em agua. Os resultados de FTIR,
EDS e potencial zeta indicaram que houve a adsorcao das moléculas do CTAB na
superficie dos NCCs, mantendo a estrutura cristalina e a estabilidade térmica dos
mesmos. A maior hidrofobicidade dos NCCs modificados foi obtida quando 0,2%
(m/m) de CTAB foi usado, obtendo-se o maior angulo de contato com a agua (71°), e

valores de potencial zeta de -21,1 mV. A modificacdo promoveu a dispersao dos



NCCs em solvente de baixa polaridade como a acetona, e essa capacidade de
dispersédo foi independente da concentragcdo de CTAB utilizado no processo de
modificagdo. J&4 os NCCs que ndo passaram pela etapa de modificagao superficial
nao foram capazes de se dispersar nesse mesmo solvente. A terceira parte do
trabalho consistiu no desenvolvimento de filme nanocompdsito ativo biodegradavel a
base de acetato de celulose, incorporado com agente ativo, lisozima, e NCCs
modificados (NCCMs) com CTAB. Os filmes foram caracterizados quanto as
propriedades de barreira ao vapor de agua, as propriedades mecanicas, ao angulo
de contato, a transmitancia e a atividade antimicrobiana. A incorporagédo de NCCM e
lisozima promoveu alteracbes nas propriedades mecanicas e de barreira. A
transparéncia do filme de acetato de celulose foi mantida com a adicdo de NCCMs,
uma vez que os NCCs ao serem modificados com CTAB, foram capazes de distribuir
uniformemente na matriz polimérica, indicando uma dispersdo mais homogénea
desses compostos. Essa dispersdo homogénea dos NCCs na matriz foi importante,
pois proporcionou melhoria na propriedade de resisténcia maxima a tragdo e de
barreira ao vapor de agua dos filmes de acetato de celulose. A lisozima contribuiu
para redugao dessas propriedades, e ndo houve efeito sinérgico entre o NCCM e a
lisozima para melhoria das propriedades do filme de acetato de celulose. Nao foi
possivel estimar neste estudo condigdes 6timas de adigcdo simultanea de lisozima e
NCCMs para producdo de um nanocomposito ativo. As melhores respostas foram
obtidas para o filme adicionados com 4,9% (m/m) e 6% (m/m) de NCCM para angulo
de contato e resisténcia maxima a tragao, respectivamente, com valores minimos de
lisozima. A atividade antimicrobiana foi obtida com adi¢do de 10% (m/m) de lisozima
com halo de inibicado de 0,5 cm para Listeria Inocua, e o NCCM nao apresentou
nenhuma atividade antimicrobiana. Portanto, o estudo mostrou que foi possivel
produzir nanocomposito de acetato de celulose com NCC modificado com CTAB
capazes de dispersar na matriz de acetato de celulose, e com atividade

antimicrobiana.

Palavras-chave: Nanocristal de celulose. Modificacdo de superficie. Nanocompasito.



ABSTRACT

SOUSA, Miriane Maria de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Development of active biodegradable nanocomposite incorporated with
modified cellulose nanocrystals and lysozyme. Adviser: Nilda de Fatima Ferreira
Soares. Co-advisers: Deusanilde de Jesus Silva and Jane Sélia dos Reis Coimbra.

The use of biopolymers for film production has increasingly attracted attention in the
packaging area and has been the subject of researches and interest in several
industries. Despite the biodegradability, renewable origin, high availability and low
cost, the large-scale application of these materials is reduced due to the limited
properties that these materials have. The work was divided into three parts. The first
part consisted of the isolation of the pineapple crown cellulose nanocrystals (NCC)
and their characterization as to their size, surface charge, crystallinity index (IC) and
thermal degradation. The hydrolysis time influenced the characteristics of the NCCs,
obtaining lengths ranging from 274 to 295 nm, diameter between 3.7 to 11 nm,
aspect ratio between 24.9 to 69.8, zeta potential between -17.3 to -24.6 mV and
crystallinity between 56 to 85%. The highest yield of NCC was 29.9% (m/m) in 120
min of hydrolysis with 60% IC. However, to obtain the highest IC, which was 85%, the
hydrolysis time was 60 min and the yield 19% (m/m). The study indicated that the
main characteristics of NCCs for use as reinforcement can be enhanced with
hydrolysis times between 60 to 120 min. It was also concluded that it was possible to
obtain isolated pineapple crown NCCs capable of redispersing in the water, when
they were dried in the form of sodium salts. The second part of the work consisted of
isolating pine fiber NCCs and modifying their surface with the
hexadecyltrimethylammonium bromide surfactant (CTAB) to decrease the
hydrophilicity of the NCCs. It was possible to extract the NCCs from the pine fiber, in
nanosize with 295 £ 135 nm in length and 7.0 £ 5 nm in diameter, and stable in the
water. The results of FTIR, EDS and zeta potential indicated that there was an
absorption of CTAB molecules on the surface of NCCs, maintaining their crystalline
structure and thermal stability. The highest hydrophobicity of the modified NCCs was
obtained when 0.2% (m/m) of CTAB was used, obtaining the largest contact angle
with water (71°), and zeta potential values of -21.1 mV. The modification promoted
the dispersion of the NCCs in a low polarity solvent such as acetone, and this

dispersion capacity was independent of the CTAB concentration used in the



modification process. NCCs that did not go through the surface modification stage
were not able to disperse in that same solvent. The third part of the work consisted in
the development of a biodegradable active nanocomposite film based on cellulose
acetate, incorporated with an active agent, lysozyme, and modified NCCs (NCCMs)
with CTAB. The films were characterized in terms of water vapor barrier properties,
mechanical properties, contact angle, transmittance and antimicrobial activity. The
incorporation of NCCM and lysozyme promoted changes in the mechanical and
barrier properties. The transparency of the cellulose acetate film was maintained with
the addition of NCCMs, since the NCCs, when modified with CTAB, were able to
distribute evenly in the polymer matrix, indicating a more homogeneous dispersion of
these compounds. This homogeneous dispersion of NCCs in the matrix was
important, as it provided an improvement in the property of maximum tensile strength
and water vapor barrier of cellulose acetate films. Lysozyme contributed to reducing
these properties, and there was no synergistic effect between NCCM and lysozyme
to improve the properties of cellulose acetate film. It was not possible to estimate in
this study optimal conditions for the simultaneous addition of lysozyme and NCCMs
for the production of an active nanocomposite. The best responses were obtained for
the film added with 4.9% (m/m) and 6% (m/m) of NCCM for contact angle and
maximum tensile strength, respectively, with minimum lysozyme values. The
antimicrobial activity was obtained with the addition of 10% (m/m) of lysozyme with a
0.5 cm inhibition halo for Listeria Inocua, and the NCCM did not show any
antimicrobial activity. Therefore, the study showed that it was possible to produce
cellulose acetate nanocomposite with  NCC modified with CTAB capable of

dispersing in the cellulose acetate matrix, and with antimicrobial activity.

Keywords: Cellulose nanocrystal. Surface modification. Nanocomposite.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AR: Alongamento na ruptura

ATR-FTIR: Espectroscopia de absorgao infravermelho com reflectancia total
atenuada.

NCC: Nanocristais de celulose

NCCM: Nanocristais modificados

CTAB: Brometo de hexadeciltrimetilaménio

DRX: Difragéo de raios-x

ESP: Espessura

ME: Modulo de elasticidade

TPVA: Taxa de permeabilidade ao vapor de agua
RT: Resisténcia a tragao

T660nm: Transmisséo de luz a 660 nm

TGA: Analise termogravimétrica

AC: Acetato de celulose

CA: Coroa de abacaxi

CAB: Coroa de abacaxi branqueada
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INTRODUGAO GERAL

Tecnologias inovadoras na area de embalagens sado desenvolvidas com o
objetivo principal de conservagao de alimentos pereciveis. Dentre as novas
tecnologias se encontram as embalagens ativas com incorporagdo de substancias
antimicrobianas na matriz polimérica que difunde de maneira gradual para os
alimentos, visando alterar, de maneira desejavel as caracteristicas do produto,
reduzindo a quantidade de aditivos presentes no alimento. Dos antimicrobianos que
pode ser adicionado aos alimentos, tem-se a lisozima que ao ser incorporado na
embalagem pode agir como mais um fator para a garantia da qualidade deste
produto.

Além disso, existe uma grande preocupagdo também com o acumulo de
embalagens plasticas no ambiente, o que traz uma série de problemas quanto a
contaminagdo ambiental. Dessa forma aumenta o interesse pela producédo de
embalagens a partir de materiais biodegradaveis e de recursos renovaveis, como
por exemplo, o acetato de celulose que € um polimero com propriedades para
formacao de filmes. No entanto, o seu uso como embalagem de alimentos ainda é
restrito devido a limitagdes em suas propriedades de barreira, mecanicas e térmicas.
Com isso, a incorporacdo de materiais que melhorem as suas propriedades a fim de
produzir um novo material que responda as exigéncias mecanicas e de barreira para
aplicagdes em embalagens de alimentos vem sendo pesquisada.

Como alternativa, a produgdo de nanocompdsitos atrai interesse na area de
embalagens, estes podem ser utilizados para melhorar as propriedades mecanicas,
de barreira e a estabilidade dos materiais poliméricos existentes. Estudos indicam
que a incorporagao de nanocristais de celulose em bases poliméricas
biodegradaveis € promissora para obtencdo de nanocompdsitos, pois, esses
materiais sao isolados de fonte renovavel que apresentam alto médulo de
elasticidade e resisténcia mecanica, com elevada area superficial especifica que
atuam como reforgo do filme, além de manter a biodegradabilidade.

Os NCCs podem ser isolados de diversas fontes de celulose. Materiais
lignocelulésicos derivados de residuos de processamento agroindustrial, e
subprodutos de processamento de alimentos e subprodutos agricolas, podem ser
empregados como fontes de NCCs visando o aproveitamento e a agregacado de
valor aos residuos. Um desses residuos, com potencial para o uso de recursos

renovaveis de celulose sdo as fibras de celulose da folha e da coroa do abacaxi.
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Estas fibras que sdo normalmente descartadas apresentam alta resisténcia
mecanica e modulo de elasticidade elevado. Assim este tipo de residuo agricola é
uma boa opgao para a extragao de fibras, por ser uma matéria-prima econdémica e
abundante. A extracdo das fibras de celulose agregara valor a cadeia produtiva do
abacaxi e disponibilizara ao mercado um novo produto de aplicagdo comercial.

Uma outra fonte interessante para obtencdo de NCCs sdo os residuos
provenientes das industrias de papéis, visto que a cadeia produtiva do papel ja é
consolidada no mercado, favorecendo assim, obtencdo de NCCS em maior
rendimento com maior pureza.

As pesquisas demostram que o uso de NCCs para desenvolvimento de
embalagens apontam para ganhos nas propriedades de barreira, mecanicas e
térmicas de polimeros biodegradaveis. Apesar disso, o uso dos NCCs ainda é
limitado a polimeros hidrofilicos, uma vez que eles apresentam alta polaridade. Essa
caractristica dificulta sua interagdo interfacial e dispensabilidade com varios
polimeros hidrofébicos, como o acetato de celulose. Dessa forma, para ampliar as
suas possibilidades de aplicacbes, modificagdes na superficie dos NCCs podem ser
realizadas, por meio de reacdes dos grupos hidroxilas que devido a sua elevada
area superficial em relacdo ao volume, sao altamente reativas e consequentemente
podem alterar a sua polaridade.

A adicao de surfactantes como modificador de superficies dos NCCs podem
viabilizar o seu uso em polimeros hidrofébicos, bem como evitar a agregagao dos
NCCs durante a secagem. No entanto, a literatura ainda n&o apresentou uma
relagcdo entre a carga superficial dos NCCs modificados com o surfactante e sua
hidrofobicidade, e nem da sua dispersao em solvente acetona; principal meio de
solubilizacdo do polimero acetato de celulose, para producdo de filme
biodegradavel.

Portanto, objetivou-se com este estudo: (1) produzir NCCs isolados a partir de
fibra de coroa de abacaxi; (2) produzir NCCS a partir de fibra de pinus e modifica-las
com surfactante CTAB, para diminuir sua hidrofilicidade e peritir que se dispersem
no solvente acetona; (3) produzir e caracterizar um nanocompasito ativo incorporado

com lisozima e NCCMs.
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ARTIGO 1

CARACTERIZAGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE DE COROA DE
ABACAXI SUBMETIDOS A HIDROLISE ACIDA

RESUMO

Neste trabalho foram obtidos e caracterizados nanocristais de celulose (NCCs) de
coroa de abacaxi, como forma de aproveitar e agregar valor a este residuo, bem
como foram avaliados a influéncia do tempo de hidrélise nas principais
caracteristicas dos NCCs e avaliar a redispersédo dos cristais em agua. A coroa de
abacaxi purificada e os nanocristais de celulose foram caracterizados quanto a
morfologia, as dimensdes, a carga superficial, ao indice de cristalinidade, aos grupos
funcionais e a estabilidade térmica. O tempo de hidrélise influenciou nas
caracteristicas dos NCCs, cujos o comprimento médio variaram de 274 a 295 nm,
diametro entre 3,7 a 11 nm, relacdo de aspecto entre 24,9 a 69,8, potencial zeta
entre -17,3 a -24,6 mV e cristalinidade entre 56 a 85%. O rendimento maximo de
NCCs foi de 29,9% (m/m). Dois tipos de suspensdes de NCCs foram secos, e a sua
redispersdao em agua foram comparadas. A suspensdo de NCCs, com pH ajustado
com NaOH para o valor de 7, e que foi liofilizada, redispersou melhor em agua do
que os NCCs dialisados e liofilizados, apresentando dimensdes proximas aos dos
NCCs em suspensdo. Ao se comparar os NCCs secos na forma de sais de sédio
com o NCC disponivel comercialmente, o NCC obtido a partir da cora de abacaxi
apresentou comprimentos maiores, mas com maior relagado de aspecto. Em relagao
ao potencial zeta, valores de -47 e -41 mV foram observados para o NCC comercial
e o0 NCC isolado a partir da coroa de abacaxi, respectivamente. Os resultados
comprovam que a partir do residuo da industria de alimentos, nanocristais de
celulose com alta cristalinidade, alta relacdo de aspecto e boa capacidade de
redispersdo em agua foram extraido da coroa de abacaxi, ampliando a gama de
produtos de alto valor agregado proveniente dessa matéria-prima para ser usado

como agente de refor¢go na produgao de embalagens.

Palavras-chaves: Nanocristais de celulose. Coroa de abacaxi, Residuo, hidrélise
acida.
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1.Introducgao

Os nanocristais de celulose tornaram-se um dos maiores focos de estudo por
pesquisadores e industrias da area de ciéncia dos materiais, pois possuem uma
variedade de aplicagbes (Grishkewich, Mohammed, Tang, e Tam, 2017; Tang,
Sisler, Grishkewich, e Tam, 2017; Shankaran, 2018). Eles vém se destacando como
agente de reforgo para a produgdo de embalagens biodegradaveis para alimentos
como alternativa a substituicdo dos polimeros tradicionais (Abdul Khalil et al., 2016;
Ferreira et al., 2018). O anseio pela sua utilizagdo para produgcdo de embalagens
esta relacionado com suas caracteristicas de biocompatibilidade; renovabilidade;
nao toxidade; e, também, por apresentar elevada area superficial, excelente
resisténcia a tragdo e modulo de elasticidade, e superficie disponivel para
modificagdes devido a grande quantidade de grupos hidroxilas presentes (Ng et al.,
2015; Cudjoe et al., 2017; Wang et al., 2018).

Os nanocristais de celulose (NCCs) estdo amplamente disponiveis e podem
ser isolados de diversos materiais celulésicos. O uso de residuos agricolas para a
sua extragdo é uma boa opgao por serem fontes mais econbmicas e abundantes,
além de agregar valor a esses residuos, com possivel aplicagdo comercial (Moriana,
Vilaplana, e Ek, 2016; Bano e Negi, 2017).

O uso de folhas e coroas de abacaxi como fonte de NCC é uma alternativa
para agregar valor a esses residuos, pois o Abacaxi (Ananas comosus) € uma das
frutas mais consumidas e processadas no mundo (FAOSTAT, 2018) e,
aproximadamente, 10 a 25% do seu peso total sdo provenientes da sua coroa (Tran,
2006). A cadeia produtiva do abacaxi gera mais de trés bilhdes de toneladas de
subprodutos por ano (Prado & Spinacé, 2019), sendo que esses subprodutos sao na
maioria das vezes descartados no ambiente e raramente sao utilizados para
alimentagao animal (Santos et al., 2013). Além disso, as fibras de celulose de folhas
de abacaxi possuem conteudo de celulose, variando de 35 a 75%, (Santos et al.,
2013; Sena et al., 2015), alto teor de regides cristalinas (61-78%) e propriedades
mecanicas que apresentam alta resisténcia (629-1309 MPa) e rigidez especifica (37-
86 GPa) (Sena et al.,, 2015). Quando comparadas com outras fibras vegetais, as
fibras de celulose de folhas de abacaxi podem apresentar propriedades mecanicas e
de barreiras superiores as das fibras de caraua (Reddy, Vivekanandhan, Misra,
Bhatia, e Mohanty, 2013) e semelhante as das fibras de vidro e de aramida (Callister

& Wiley, 2007), tornando-as atrativas como agente de reforco em matrizes


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pineapple
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poliméricas (Sena, Araujo, Souza, Mattoso, & Marconcini, 2013; Kengkhetkit e
Amornsakchai, 2014; Nopparut & Amornsakchai, 2016).

Estudos indicaram que o uso de fibras de celulose em tamanho nano podem
potencializar ainda mais as propriedades mecanicas e de barreira de materiais
poliméricos (Ferreira, Mariano, Rabelo, Gouveia, e Lona, 2018). Apesar disso, 0 uso
de folhas de coroas de abacaxi como matéria-prima para obter NCCs (Santos et al.,
2013; Prado e Spinacé, 2019) tem sido pouco explorado, e ainda ndao ha aplicagao
desses nanocristais na produgdo de polimeros. Um método muito utilizado para
extrair NCCs € a hidrolise acida (Kunaver Matjaz e Ema, 2016). No entanto, a
propriedade de reforco dos NCCs pode ser afetada por suas préprias caracteristicas
estruturais que dependem principalmente da condicdo de hidrdlise acida (tempo,
temperatura e concentragdo do acido), e da dispersdao dos NCCs na matriz
polimérica (Moriana et al., 2016; Bano e Negi, 2017).

Conhecer como os parametros de hidrolise afetam nas caracteristicas do
NCCs é importante para obter NCCs com maior indice de cristalidade, maior carga
superficial, maior razdo de aspecto (comprimento/didmetro), maior rendimento e boa
dispersdo na matriz polimérica (Ng et al., 2015). A dispersdo dos NCCs em agua
apos secagem é uma das maiores dificuldades para sua aplicagdo, uma vez que
apos esse processo, pode ocorrer aglomeragdo dos NCCs (Han, Zhou, Wu, Liu, e
Wu, 2013; Beuguel, Tavares, Carreau, e Heuzey, 2018).

Portanto, objetivou-se com este trabalho extrair e caracterizar nanocristais de
celulose a partir da coroa de abacaxi por hidrélise com acido sulfurico, e avaliar a
influéncia do tempo de hidrdlise acida nas caracteristicas dos NCCs e no
rendimento, e analisar a dispersdo de NCCs secos por liofilizagao apods uso de duas
técnicas, a da dialise e do ajuste do pH com hidréxido de sédio, comparando a

dispersao de ambos materiais com a de nanocristais de celulose comercial.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

As coroas de abacaxis (Ananas Comosus, cultivar Pérola) foram adquiridas
em comércio local de Vigosa, Minas Gerais, Brasil; nanocristais de celulose,
comercializados pela Universidade do Maine (Orono, ME, EUA), isolado de mistura
de Pinus spp; hidroxido de sodio (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A., Brasil); peroxido de

hidrogénio (Sulfal Quimica, Brasil); acido acético glacial pureza 99,85% (Vetec
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Quimica Fina Ltda, P.A., Brasil); cloreto de sédio (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A.,
Brasil); clorito de sédio (NaClO;) grau de pureza 80% (Vetec Quimica Fina Ltda,
P.A., Brasil; acido sulfurico (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A, Brasil); membrana de
celulose (76 mm) (D9402-100FT, Sigma-Aldrich, E.U.A).

2.2. Pré-tratamento da coroa de abacaxi

As coroas de abacaxi (CA) foram limpas, cortadas e secas a 50 °C por 48
horas (Ethiktechnology, 20 modelo 400/*ND 200, Brasil), e posteriormente foram
moidas e classificadas em uma peneira de 10 mesh. As fibras foram isoladas por
tratamento alcalino com NaOH a 2% por 4 horas a 100 °C na propor¢ao de 1:20 de
serragem para NaOH, sob agitacdo mecanica (Fisatom, modelo 725A, Brasil)
conforme reportado por Santos et al. (2013). Posteriormente, os materiais tratados
foram branqueadas com perdxido de hidrogénio em meio alcalino na proporcéo de
1:40 (serragem/solugao), conforme procedimento realizado por Moreira.(2010), nos
quais foram usadas misturas de solugdes de peroxido de hidrogénio 24% (v/v) e de
hidroxido de sodio 4% (m/v) na proporgao de 1:1 (v/v), aquecidas a temperatura
entre 45 e 50 °C sob agitacdo mecanica de 500 rpm (Fisatom, modelo 725A, Brasil)

durante 2 horas.

2.3. Isolamento de nanocristais de celulose

Os nanocristais foram isolados da fibra de celulose obtida de coroa de
abacaxi apés tratamento alcalino e branqueamento (CAB), utilizando-se 20 mL de
acido sulfurico a 55% (m/v) para cada grama de fibra e mantidos em contato por 30,
60, 90, 120 e 150 min a 45 °C. A reacéo foi paralisada com agua gelada (5 a 8 °C),
utilizando o mesmo volume da hidrélise. A mistura foi centrifugada a 8500 g por 10
min a 20 °C, e entao dialisada com membranas de dialise até atingir pH entre 6 a 7.
Cada suspensdo de NCC foi submetida a agitagdo ultrassénica (desrruptor de
células digital, QR500, ECO-SONICS, Brasil) a 400 W com frequéncia de 60 kHz por
10 min sob banho de gelo, e, entdo, armazenadas a 4 °C. Os nanocristais foram
secos por liofilizagao (FreeZone 2.5 benchtop, Labconco, Canada) por trés dias.

2.4. Avaliagao da composi¢cao quimica
A composi¢ao quimica da CA e da CAB foi determinada por meio de métodos

convencionais seguindo norma americana da Associagcdo Técnica da Industria de

Papel e Celulose (TAPPI). O teor de umidade foi determinado pelo método secagem
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em estufa, e o resultado foi obtido por gravimetria. O teor de extrativos soluveis em
solvente orgéanico (acetona), o teor de lignina insoluvel Klason, o teor de holoceulose
(a-celulose + hemicelulose) e o teor de cinzas (2 horas a 800 °C) foram
determinados conforme procedimentos realizados por Santos et al. (2013). O teor de
a-celulose foi determinado tratando a holocelulose com solugdo de hidroxido de
sédio a 17,5% (m/v) de acordo com o procedimento realizado por Mariano, Cercena
e Soldi. (2016). O teor de hemicelulose foi determinado pela diferenca entre a

holocelulose e a a-celulose.

2.5. Avaliagao do rendimento

O rendimento apdés branqueamento da fibra e apds hidrélise acida
foram determinados por diferenga gravimétrica com secagem dos materiais a
105 °C até massa constante (TAPPI).

2.6. Avaliagao da redispersao dos nanocristais de celulose ap6s secagem

Foram realizados dois procedimentos distintos antes da secagem da suspensao
de NCC. Uma suspensdao de NCC foi dialisada até pH entre 6 a 7, e seca por
liofilizagdo (NCC-ds) e a outra, teve o pH da suspensao ajustado para 7 com NaOH,
antes da secagem por liofilizagdo (NCC-Na). Os NCCs secos foram redispersos em
agua por meio do uso do ultrassom (Unique Group, Indaiatuba, SP, Brasil) a 400 W
por 10 min para avaliar o efeito da dispersibilidade do NCC em agua. Os NCCs
dispersos foram avaliados em fungdo do tamanho, carga superficial (Zetasizer Nano

ZS Malvern, UK), microscopia de for¢ca atbmica e de transmisséo.

2.7. Caracterizagao
2.7.1. Distribuicao de tamanho da particula e medidas de potencial zeta ()

As analises de distribuicdo de tamanho hidrodinamico e medida do potencial
elétrico superficial foram realizadas com auxilio de Zetasizer NanoZS (NanoZS,
Malvern, UK), em triplicata. A suspensao aquosa de NCCs foi dispersa em ultrassom

a 400 W por 10 min, e, entao realizadas as leituras.

2.7.2. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A morfologia e as dimensdes (comprimento x largura) dos NCCs,
redispersos apos secagem, foram obtidas no microscopio eletrbnico de

transmissao Zeiss (modelo EM 109 a 120 Kv, Alemanha). A suspenséo de
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NCCs (0,1% m/v) foi submetida ao ultrassom (400 W por 10 min) e corada
negativamente com uma solu¢cdo de etanol de acetato de uranila a 2% (m/v). A

imagem dos NCCs foi comparada a imagem de MET do NCC comercial.

2.7.3. Microscopia de forga atdmica (MFA)

As dimensdes dos NCCs foram avaliadas por microscopia de forca atdmica
(NT-MDT, modelo NTEGRA PRIMA, Russia). A suspensao de NCCs (0,1% m/v) foi
sonicada a 400 W, por 10 min, em um ultrassom (Unique Group, Indaiatuba, SP,
Brasil). As medidas foram feitas no modo de contato intermitente, utilizando sonda
com raio de curvatura de 10 nm, constante de for¢ca de 10 N/m e frequéncia de
ressonancia de aproximadamente 280 kHz.

2.7.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As morfologias superficiais da CA, CAB e dos NCCs secos foram avaliadas pela
andlise de microscopia eletrbnica de varredura (Tabletop Microscope, modelo

TM3000, Shaumburg, II, USA), operando com a voltagem de aceleragéo de 15 KV.

2.7.5. Espectroscopia na regiao de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR dos materiais foram realizados em um espectrometro
FT-IR (Nicolet 6700, Thermo Scientific, EUA) utilizando regido varredura de 4000 cm”
''a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e um total de 32 varreduras por amostra
(Moriana et al., 2016).

2.7.6. Difragao de Raios-X (DRX)

A cristalinidade da CA, CAB e dos NCCs foram obtidas utilizando difratdmetro
(Shimadzu, Kyoto, Japan) utilizando filtro de Ni e radiacdo Cu-ka (A= 1,5406 A),
variagcdo angular de 10 a 40° (26), velocidade de 3°'min-1, tensdo de 40kV e
corrente de 40 mA. O indice de cristalinidade foi determinado pelo Método de Segal

(SEGAL, 1959) conforme equacgao seguinte:

_ (1002 — Jam)

1002 | x 100 Equacgao 1

Em que, 1002 ¢ a intensidade maxima de difragao do pico principalem 26 = 22,5° e
lam é a intensidade de difracdo da celulose amorfa em 26 = 18,4°.
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2.7.7. Analise termogravimétrica (TGA)

As propriedades térmicas da CA, CAB e dos NCCs foram obtidas por
meio de analisador termogravimétrico (modelo 60, Shimadzu, Jap&o) com
programa de temperatura de 25 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C-min-

1 e fluxo de 50 mL-min-1, sob atmosfera de nitrogénio.

2.7.8. Espectroscopia de dispersao de energia por raios-X (EDS)

A estimativa da composicdo elementar relativa das amostras foi obtida
usando um EDS acoplado a um microscopio eletronico de varredura (Tabletop
Microscope, modelo TM3000, Shaumburg, Il, USA) operando com aceleragédo de 15
kV.

2.7.9. Analise estatistica

O experimento foi realizado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés repeticbes. Os resultados de potencial zeta, tamanho
(didmetro hidrodindmico) e rendimento foram avaliados por meio de analise de
regresséo com 5% de probabilidade em software Minitab 17.

Segue abaixo o resumo dos procedimentos que foram realizados no trabalho

(Figura 1).

| Coroa de abacaxi (CA) |

| Tratamento alcalino da CA |

Brangueamento da CA
(CAB)

Isolamento de NCCs (hidrdlise
acida em funcao do tempo)

|

Caracterizacdo de NCCs |

!

Avaliacdo da redispersdo dos
NCCs

N

[ NCCs dialisados | [ Ajuste de pH com NaOH

Figura 1: Resumo dos procedimentos realizados no trabalho.
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3. Resultados e discussao
3.1. Composicao quimica e rendimento da extragao da fibra de celulose

A coroa de abacaxi seca apresentou 29,77 + 2,34% de a-celulose, 19,7 +
2,33% de hemicelulose, 17,8 + 6,26% de lignina insoluvel e 4,76 + 0,35% de cinzas
(Tabela 1). Com a remogéo da lignina e hemicelulose apds tratamento alcalino e
branqueamebto a porcentagem de a-celulose aumentou proporcionalmente para
67,03 = 2,39%, enquanto o teor de hemicelulose e lignina insoluvel diminuiram para
17,05 £ 2,44 % e 4,09 £ 1,58%, respectivamente. Os resultados indicaram que os
tratamentos quimicos podem quebrar a estrutura da coroa inatura e promover a

hidrolise parcial da hemicelulose e da lignina (Jiang et al., 2017).

Amostra a-celulose Ligninainsolivel Hemicelulose Cinzas

CA 29,77 +2,34 17,8 +6,26 19,7 + 2,33 4,76 £ 0,35

CAB 67,03 +2,39 4,09+ 1,58 17,05 £ 2,44 3,43 £ 0,01

Tabela 1: Composicdo quimica da coroa de abacaxi (CA) e da coroa de abacaxi
apos tratamento alcalino e branqueamento.

Apos os tratamentos quimicos, houve mudangas na aparéncia da coroa de
abacaxi, alterando a cor de marrom (coroa seca) a branco (coroa branqueada),
confirmando a remocgao de parte dos materiais aderidos a celulose (Figura. 3.1A e
1B) que foi fundamental para melhorar a eficiéncia de extracdo de NCCs. O
rendimento do processo de purificagdo da coroa de abacaxi foi de 26,68% (massa
seca), esse resultado esta relacionado ao menor conteudo de a-celulose presente
na coroa quando comparado ao da folha de abacaxi com 37,93% (massa seca,
conforme verificado por Santos et al. (2013) que obtiveram um rendimento de 40%

(m/m).
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HL x400 2000

Figura 2. Imagens de MEV da coroa de abacaxi moida seca (A), apos tratamento
alcalino e branqueamento (B) e dos NCCs secos (C).

3.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Por meio da analise de MEV pode-se confirmar que a morfologia da superficie
da CA, CAB e NCCs foram modificadas apés tratamentos quimicos. Verificou-se que
a superficie da coroa apods purificacdo estava mais lisa e sem materiais aderidos as
fibrilas quando comparado a coroa inatura (Figura 2-2A e 2 B), confirmando assim, a
remogao de parte da hemicelulose e da lignina aderidos a celulose, resultando na
desfibrilagéo e individualizagdo das microfibras de celulose (Bano & Negi, 2017).

A morfologia dos NCCs secos por liofilizacdo é caracterizada pela formagéo
de nanocristais aglomerados, possivelmente devido a formagédo de ligagcbes de
hidrogénio entre as superficies adjacentes dos mesmos durante o processo de
congelamento para secagem por liofilizagdo (Naduparambath, Jinitha, Shaniba,
Sreejith, & Balan, 2018) (Figura 2-2C). As imagens de MEV mostraram que a
morfologia dos NCCs em estado solido é diferente quando comparado com os
mesmos em suspensao como visto na imagem de MFA (Figura. 6), em que os NCCs
apresentaram forma de bastonetes e tamanho nano.

3.3. Analise por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR mostraram as mudangas quimicas que ocorreram

durante o pré-tratamento quimico da coroa de abacaxi e dos NCCs. O
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desaparecimento do pico 1735 cm™, atribuido & vibragdo da ligacdo C=0O do grupo
acetila e urénicos da hemicelulose no espectro da CAB indicaram a remogao parcial
da hemicelulose no processo de purificagdo da fibra inatura (Figura. 3A e 3B)
(Siqueira, Bras, e Dufresne, 2010). Os picos caracteristicos da celulose aparecem
em todas as amostras analisadas, sendo 3345 cm™, correspondente a vibragdo das
ligagcdes dos grupos O-H, 2973 cm 13 vibragao da ligacdo dos grupos C-H, 1050
cm™ ao estiramento C-O e 895 cm™ & vibracédo de deformagao angular no plano C-H
da celulose, sendo mais intensos na CAB e nos NCCs (Figura 3 C), indicando
aumento proporcional da porcentagem de material celuldsico devido a remogao de
lignina, hemicelulose e de impurezas durante a purificagdo (Babosa, 2007; Ng et al.,
2015; Xing, Gu, Zhang, Tu, & Hu, 2018).

Esses dados, mostraram que o pré-tratamento utilizado foi eficaz para reduzir
os materiais associados a celulose na CA, no entanto, n&o foi possivel remové-los
totalmente, conforme foi verificado também na analise de composicdo quimica das
amostras. Os NCCs isolados apresentaram espectros similares ao da fibra
branqueada, mas, houve o aparecimento de um pico em 1205 cm™ nas amostras de
NCCs hidrolisados com 90, 120 e 150 min e NCC comercial (NCC-co) que,
possivelmente, indicou a presenga de grupos S=0O nos nanocristais, ocorrida devido

as reacoes de esterificagdo apds hidrélise acida (Fig. 3D) (Ng et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/stretching-vibration
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Figura 3. Espectros de FTIR de CA e CAB (A) e amplicagdo do espectro no
comprimento de onda de 1735 cm™(B); e NCC hidrolizados por 30 min (NCC1), 60
min (NCC2), 90 min (NCC3), 120 min (NCC4) e 150 min (NCC5); e NCC comercial
gNCC-co) (C) e a ampliagao do seus espectros no compimento de onda em 1205 cm”

Segundo Babosa (2007) composto contendo grupamentos S=0 pode
apresentar vibragdes assimétricas entre 1410 e 1290 cm™ e simétricas, que ocorrem
entre 1205 a 1100 cm™. Os NCCs apresentaram espectros semelhantes entre si,
entretanto, a medida que aumentou-se o tempo de hidrélise até 120 min, houve
aumento da intensidade do pico 1050 cm™ indicativo do maior teor de celulose. Ja
para NCCs isolados com 150 min, observou-se uma redu¢cdo nesse mesmo pico,
sugerindo que parte da celulose foi degradada. Foi observada similaridade entre os
picos caracteristicos do espectro de NCC isolado de coroa de abacaxi e NCC
comercial, demonstrando que os nanocristais apresentaram caracteristicas quimicas

semelhantes.
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3.4. Difragao de raios-X (DRX)

Em todos os perfis dos difratogramas, houve predominancia de celulose do
tipo |, verificado pela presencga de picos em 20 = 15° (plano 101), 22° (plano 200) e
34° (plano 004) (Milanez et al., 2019) (Figura 4). Os difratogramas mostraram picos
similares, indicando que nao houve transformacéo polimoérfica da celulose apds os
tratamentos aplicados (Moreira, 2010; Cudjoe et al., 2017). A preservagcdo do
polimorfismo da celulose nos NCCs é importante, visto que celulose do tipo | tem
sido sugerida como a celulose de maior resisténcia mecéanica (Moreira, 2010). A
medida que a celulose era isolado dos demais constituintes presentes na CA, o pico
cristalino no plano 22° tornou-se mais acentuado e estreito nas amostras, o que
indica que a cristalinidade foi aumentada apds os tratamentos de purificagdes (Lu &
Hsieh, 2012; Jiang et al., 2017), havendo o aumento do indice de cristalinidade de
52% para 80%, devido a remogao progressiva da maior parte de hemicelulose,
lignina e outros compostos nao celulésicos amorfos, confirmando o resultado obtido
por FTIR.

Os NCCs isolados com 30, 60 e 90 min apresentaram cristalinidade de 81, 85
e 78%, respectivamente, indicando que as regides amorfas da celulose foram
removidas permanecendo as regides cristalinas ordenados (Lu & Hsieh, 2010), sem
contudo, ocorrer hidrolise parcial dos nanocristais. No entanto, com tempos maiores
de hidrolise, de 120 e 150 minutos, houve redugdo do IC, para 60% e 56%
respectivamente, o que indica que tempos maiores de hidrélises foram capazes de
destruir ndo apenas as regides amorfas, mas também, uma parte das regides
cristalinas da celulose. Apesar disso, a morfologia dos NCCs foi mantida conforme
analise de MFA (Fig. 6). O mesmo comportamento foi verificado por Santos et al.
(2013), Cudjoe et al. (2017) e Milanez et al. (2019), nos quais os maiores tempos de
hidrolise avaliados, proporcionaram a diminuicdo do IC dos NCCs. Valores
semelhantes de IC foram reportados por Santos et al. (2013) com valor maximo de
87% para folha de abacaxi, e por Prado & Spinacé (2019) com IC de 73% para

coroa de abacaxi.
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Figura 4. Difratogramas de raios-x da CA, CAB; e NCC hidrolisados por 30 (NCC1),
60 (NCC2), 90 (NCC3), 120 (NCC4) e 150 min (NCC5); e NCC comercial (NCC-co).

O NCC isolado da coroa de abacaxi apresentou IC proximo ao do NCC
comercial (80%), no entanto, o ultimo mostrou picos de difragdes caracteristicos de
celulose tipo | e Il (dngulos de 12,5, 20,1, 22,7 e 34) (Xing et al., 2018). A
coexisténcia da celulose | e celulose Il no NCC comercial pode ser atribuida ao
processo de tratamento alcalino e hidrdlise acida realizada para o isolamento dos
NCC em que parte da celulose tipo | é transformada em tipo Il (Xing et al., 2018). A
preservagao da integridade da celulose tipo | e a cristalinidade dos NCCs isolados
da CA podem contribuir para aumentar a sua resisténcia e rigidez aumentando seu

potencial para ser utilizado como reforgo em diversos materiais (Meng et al., 2018).

3.5. Analise termogravimétrica (TGA)

Na anadlise termogravimétrica foi observada uma pequena perda inicial de
massa, abaixo da temperatura de 100 °C, referente a evaporagao da agua adsorvida
nas fibras (Xing et al., 2018) (Figura. 5). Para a CA, foram observados 2 eventos de
degradagao, sendo, o primeiro (123 a 232 °C), atribuido a decomposi¢cao da
hemicelulose, e o segundo (241 a 250 °C), referente a degradacao da cadeia de
celulose, onde ocorreu a despolimerizacdo, desidratacdo e a decomposi¢ao das
unidades glicosidicas da celulose (Araki, Wada, Kuga, & Okano, 1998; Bano & Negi,

2017). Apos tratamentos da CA, houve aumento da temperatura de degradagao
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maxima (355 °C) que ocorreu na faixa de 273 a 380 °C, correspondente a
degradagdo das cadeias de celulose. A maior estabilidade térmica da CAB em
relacdo a CA esta relacionada com a remocgado parcial de componentes nao
celulésicos com temperaturas de degradagdo mais baixas como lignina,
hemicelulose e pectina que foram relativamente removidos pela purificagdo (Jiang et
al., 2017). Além disso, a remogao dos materiais n&o celuldsicos diminuiu a formagéo
de carvao na fibra tratada apdés aquecimento até 600 °C, diminuindo assim, a sua
massa residual (Figura. 5 A). As fibras de celulose apés pré-tratamentos (CAB)
apresentaram temperatura de degradagao (356 °C) proxima a temperatura de
degradagdo maxima da folha do abacaxi com cerca de 340 °C (Santos et al., 2013).

Os NCCs isolados em diferentes tempos de hidrolises apresentaram
temperaturas de degradacdo menores que a fibra branqueada. De acordo com a
literatura, o acido sulfurico causa diminuicdo da estabilidade térmica dos NCCs,
devido a incorporagcdo de grupos sulfato sobre a superficie da celulose apos a
hidrolise, apresentando um efeito catalitico nas reacdes de degradacao térmica dos
NCCs (Roman & Winter, 2004).
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Figura 5. Termogramas (A) e curvas de DTG (B) da CA, CAB, NCC isolados com 30
min (NCC1), 60 min (NCC2), 90 min (NCC3), 120 min (NCC4) e 150 min (NCC5), e
NCC comercial (NCC-co).
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Os NCCs extraidos com 120 min (NCC 4) e 150 min (NCC5) apresentaram
perfis de degradagao similares, com trés eventos de degradagédo. Os NCCs isolados
com 120 min apresentaram no primeiro estagio, degradacéo variando entre 240 a
310 °C, com degradagao maxima de em torno de 280 °C, uma segunda degradacao,
entre 325 a 378 °C, e o terceiro entre 432 a 516 °C (Figura 5B). De acordo com a
literatura (Roman & Winter, 2004; Wang, Ding, & Cheng, 2007; Bano & Negi, 2017,
Xing et al., 2018), o primeiro evento refere-se a degradacédo dos NCCs que foram
sulfatados durante a hidrolise, sugerindo que o primeiro evento seja devido a
degradagao das regides mais acessiveis a sulfatacdo durante a hidrolise acida. A
segunda etapa corresponde a decomposigao das regides mais internas dos NCCS,
as quais provavelmente sofreram menor grau de sulfatacdo (Mandal & Chakrabarty,
2011; Carvalho, Pereira, Odila, & Cioffi, 2017). Ja a terceira etapa esta relacionada
com a degradagdo do residuo carbonizado gerando produtos gasosos de baixa
massa molecular (Roman & Winter, 2004; Mandal & Chakrabarty, 2011; Milanez et
al., 2019). A composicao do residuo carbonizado é atualmente incerta, no entanto,
supde-se que contem hidrocarbonetos de levoglucosano juntamente com o H, CO,
CO; e H,O (Peng & Gardner, 2013; Reid, Villalobos, & Cranston, 2016).

Os NCCs obtidos com menores tempos de hidrolises (30, 60 e 90 min)
apresentaram mesmo comportamento entre eles, com dois estagios de degradacéo,
um, em torno de 309 °C e outro em 440°C, e maior temperatura de degradagao
quando comparado ao tempo de hidrélise de 120 e 150 min. Estes resultados s&o
consistentes com a analise de EDS e valor de potencial zeta (Tabela 2), no qual, foi
possivel avaliar que o aumento do tempo de hidrélise aumentou a quantidade de
enxofre presente nos NCCs, diminuindo assim a sua temperatura de degradacao.
Santos et al. (2013) relataram em seus estudos que o aumento do tempo de
hidrolise também proporcionou a diminuicdo da estabilidade térmica dos NCCs
extraidos de folha de abacaxi. Além disso, Jiang et al. (2017) relacionaram que
NCCs com valores mais altos de cristalinidade tiveram um efeito positivo na
resisténcia ao calor e resultaram em uma menor diminui¢do na temperatura maxima
para a degradacao térmica dos NCCs. Esta tendéncia também foi encontrada para
os NCCs isolados de CAB, em que o aumento do tempo resultou em NCCs com
menores IC, e com menores temperaturas de degradacao térmica.

A estabilidade térmica dos NCCs isolados de CAB apresentou-se proximas do

NCC-co (Figura 6) sendo que os NCCs isolados com o tempo de 30 a 90 min,
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apresentaram temperaturas de degradacao levemente superior ao do NCC-co.
Dessa forma, os NCCs de coroa de abacaxi podem ser também utilizados como
agentes de refor¢co para processamento de materiais termoplastico, que possuem

temperaturas de produgao acima de 200 °C.

3.6. Analise morfolégica e de dimensional dos NCCs

A hidrélise acida utilizando acido sulfurico 55% (m/v) resultou na remogéo das
regides amorfas das fibras de celulose e respectivo isolamento de NCCs com
estruturas semelhantes a bastonetes (Figura 6). Durante a hidrdlise, a solugéo
penetrou nas regides amorfas da celulose e clivou as ligagdes B-1,4 entre as
unidades repetidas de celulose, quebrando suas cadeias e isolando os cristais de
celulose (Wang et al., 2007). A partir da informagédo topografica obtida usando a
MFA foi realizada a analise de tamanho das amostras de NCC em suspensao
aquosa antes da liofilizacdo. Para isso, cristais individuais foram analisados usando
MFA, e valores de comprimento e largura foram calculados. A altura da imagem de

MFA em 3D foi usada para determinar sua largura (didmetro) (Tabela 1).

Comprimento Diametro Razao de Potencial Zeta
Amostra (nm) (nm) aspecto (mV) (EDS)
NCC1 274 £ 161 11+7,3 24,9+ 15,2 -17,3+2,0 0,269
NCC 2 295+ 135 7,0+5,7 44 + 20,8 -22,5+0,6 0,291
NCC3 286+ 143 5043 57,4 + 28,7 -23,4+0,5 0,406
NCC4 289+ 122 54+4,5 53,6 +22,4 -24,6+1,2 0,443
NCC5 283 +138 3,7+4,1 69,8 + 34,1 -23,8+0,9 0,470

Tabela 2. Comprimento, didmetro, razdo de aspecto (comprimento/didametro), dos
NCCs obtidos por imagens de AFM, potencial zeta e teor de enxofre obtido por EDS.

De acordo com as imagens, os NCCs apresentaram medidas de comprimento
e diametro proximos em todos os tempos de hidrélises com médias em torno de 285
nm. (Tabela 2). Os NCCs isolados com 30 min apresentaram maior aglomeragéo
quando comparado aos demais tempos, que pode ser devido ao seu menor
potencial zeta. As imagens confirmam os resultados obtidos pela analise de
tamanho por DLS, em que, n&o foi encontrada diferenga significativa (p>0,05) entre
os tamanhos hidrodindmicos aparentes das suspensdes de NCCs, sugerindo que o
tempo ndo influenciou na extracdo de NCC com diferentes comprimentos (Figura 7).
Entretanto, o tempo de hidrolise mostrou uma tendéncia na redugéo do diametro e
aumento na razao de aspecto com o aumento do tempo de hidrdlise, porém com

altos valores de desvio padréo (Tabela 2).
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Comportamentos diferentes foram encontrados por Santos et al. (2013),
Martins et al. (2015) e El, Kassab, Aboulkas, Gaillard, & Barakat, (2018) que
mostraram que aumento do tempo de hidrdlise proporcionou uma diminui¢ado do
comprimento e da razdo de aspecto dos NCCs. Os dados mostraram que os
nanocristais isolados e a CAB estdo proximos aos resultados encontrados por
Santos et al. (2013) e Prado & Spinacé. (2019), que isolaram NCCs de folhas de
abacaxi e coroa de abacaxi, e obtiveram NCC com comprimento médio de 249 nm e
245 nm, respectivamente, caracterizados por MFA.

A razao de aspecto para os nanocristais isolados de CAB variaram de 24,9 a
69,8 (valores médios). Ja no estudo de Prado & Spinacé, (2019) a razdo de aspecto
foi menor (6,3) para o NCC, também, isolado de coroa de abacaxi. Valores maiores
de razao de aspecto sdo desejaveis, pois quando esses valores séo elevados indica-
se que pode ocorrer uma maior interagao interfacial entre o NCC e a matriz,
contribuindo para uma boa transferéncia de tensdo da matriz para o material de
reforco, podendo melhorar as propriedades mecéanicas e de barreiras dos
poliméricos mesmo com baixas concentracées de NCCs (Rosa et al., 2010; Ng et al.,
2015; Ogund are, Moodley, & Zyl, 2017).
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NCC3

NCC4

Figura 6. Imagens de MFA em 2D e 3D obtidos dos NCCs isolados com 30 (NCC1),
60 (NCC2), 90 (NCC3), 120 (NCC4) e 150 min (NCC5).
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Figura 7. Didametro hidrodindmico dos NCCs isolados de CAB obtidos por DLS para
os diferentes tempos de hidrélise.

3.7. Potencial Zeta (§) e espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS)

A carga elétrica superficial € um parametro importante para avaliar a
estabilidade da dispersdao de NCCs em agua. O valor médio do potencial zeta dos
NCCs aumentou em funcao do tempo de hidrélise de forma significativa (p<0,05) de
30 (-17 mV) a 60 minutos (-22 mV) e, apos esse tempo nd&o houve variagado
significativa no valor do potencial zeta (Tabela 2). Estudos também mostraram que
0 aumento do tempo de hidrdlise provocou aumento do valor de potencial zeta e,
consequentemente, aumentou a estabilidade das particulas (Kargarzadeh et al.,
2012 Smyth; Garcia, Rader, Foster, e Bras, 2017).

A suspensao de NCCs obtidas com 30 min apresentou-se mais aglomerada
que as demais conforme evidenciado na imagem de MFA (Figura 6), que pode ser
atribuido ao seu menor potencial zeta comparado aos demais tempos avaliados que
mostraram maior dispersao (Figura 7). Segundo Zhou, Fu, Zheng, e Zhan. (2012) e
Bano e Negi (2017) suspensdes de NCCs com valores de potencial zeta maiores
que |15 mV possuem boa estabilidade, porém ha autores que observaram que
suspensoes de NCCs com potencial zeta acima de |25| e |30] mV sao consideradas
mais estaveis, e valores inferiores podem promover a agregagédo das particulas e

dificultar a redispersdo desses materiais apdés secagem (Paulo et al., 2013;
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Naduparambath et al., 2018). A estabilidade dos NCCs pode esta relacionada aos
esteres de sulfatos (-SOs’) introduzidos aos NCCs durante a hidrolise com H2SOq4
que produz grupos negativos de sulfatos na superficie dos NCC por sulfatagado das
hidroxilas presentes na superficie dos NCCs (Kargarzadeh et al., 2012; Smyth et al.,
2017; Ferreira, Mariano, et al., 2018). Esses grupos promoveram a dispersdo dos
NCCS por repulsdo eletrostatica entre as cargas negativas, evitando aglomeragdes
em suspensao aquosa.

Os comportamentos obtidos no presente trabalho estdo de acordo com o teor
de enxofre dos NCCs obtido na analise de EDS, em que, NCCs com maiores valores
de potencial zeta, obtidos com maiores tempos de hidrolises (90,120 e 150 min),

apresentaram maiores teores de enxofre (Tabela 2).

3.8. Avaliagao do rendimento dos nanocristais de celulose

O rendimento para obtengcdo de NCCs aumentou de forma significativa
(p<0,05) em fungao do tempo de hidrélise de 30 (4,3%) a 120 min (29,9%), e, a partir
de 120 min o rendimento tendeu a reduzir (Figura 8). Ao contrario desse trabalho,
alguns estudos relataram que o aumento do tempo de hidrélise promoveu a
diminuicao do rendimento de NCCs (Santos et al., 2013; Martins et al., 2015; El et
al., 2018). Essa diferenga do comportamento do rendimento dos NCCs em fungao
do tempo pode ser explicada pelas condicdes de hidrélise de cada pesquisa. Este
estudo usou concentragdes de H2S0O4 (55% m/v) inferior aos demais estudos, que
usaram cerca de 60 a 65%, levando mais tempo até que se iniciasse a hidrélise dos
dominios cristalinos dos NCCs, que foi bem acentuada a partir 150 min conforme

observado na analise de DRX e FTIR.
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Figura 8. Rendimento dos NCCs isolados de CAB em fung¢ao do tempo de hidrdlise,
ajustado pela analise de regressao.

3.9. Avaliagao da redispersao dos NCCs em agua
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Figura 9. Imagens de MFA em 2D e 3D de NCC comercial (NCC-co), NCC isolados
de coroa de abacaxi com 90 min de hidrélise (NCC-Na) com ajuste de pH da
suspensao com NaOH e NCC dialisados (NCC-ds), seguidos de liofilizacdo e
redispersos em agua.
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Figura 10. Imagens de MET dos NCC-co (A) (Fonte: Pola 2017) e NCC-Na (B) apos
redispersdao em agua.
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A dispersdao dos NCCs em agua foram avaliadas apdés secagem por
liofiizacdo de amostras submetidas a dialise e amostras neutralizadas com NaOH.
As dimensdes apos redispersdo em agua foram estimadas pela medigdo do
comprimento e didmetro nas imagens de MFA e MET (Tabela 3). Os comprimentos
dos NCC-co e NCC-Na apresentaram valores maiores pela analise de MFA, isso
ocorreu devido ao efeito de ampliagdo da ponta que resulta na superestimacao das
dimensdes dos NCCs, que gerou erros nas medidas (Martins et al., 2015). Mesmo
assim, foi possivel avaliar que a diferenca entre as amostras de NCCs avaliadas foi
mantida (Tabela 3).

As imagens de MFA mostraram que NCCs secos na forma de sais de sodio
apresentaram melhor dispersdo que os NCCs dialisados (Figura 9). Isso ocorreu
porque durante a secagem por liofilizagdo ocorreu a aglomeragdo dos NCCs
dificultando a redispersdao dos NCCs em agua. Ja as amostras neutralizadas com
NaOH dispersaram e apresentaram tamanho médio de 270 nm £ 137 nm, tamanhos
similares aos encontrados antes da secagem. Estudo semelhante foi realizado por
Beck, Bouchard, Berry, Boulevard, e Canada, (2012) que compararam a redispersao
de NCCs na forma de sais de sédio e NCCs na forma acida (com ions H') e
observaram que NCC-Na redispersaram completamente, enquanto NCC-H néo
redispersaram, mesmo com sonicagao intensa. De acordo com esse estudo as
ligagcdes de hidrogénio intermoleculares entre NCCs-H secos, foram mais fortes do
que em NCC-Na causando maior agregacao dos NCC-H, dificultando a sua

redispersao.
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MFA TEM
— Potencial EDS
Razao EDS
Amostra . o - . in Zeta (S)
Comprimento Didmetro Razdo de Comprimento Diametro de (mV) (Na)
(nm) (nm) aspecto (nm) (nm) aspecto
NCC-co 143+ 72 20+1,7 72,1+24,1 115+23 10,3+2,5 1,5+2,3 44,7+2,1 0,469 0,344

NCC-Na 271 +137 6,7+5,9 38,8+19,7 212 +44 11,1+3,2 19,339 -41,32,0 0,582 0,908

NCC-ds 869 + 520 9,5+9,2 90,7+54,0 - -22,3 0,6 0,406 0,000

Tabela 3. Comprimento, didmetro, razéo de aspecto (comprimento/diametro), do
NCC comercial (NCC-co), NCC seco apés ajuste de pH com NaOH (NCC-Na) e
NCC seco apos diadlise (NCC-ds) obtidos por imagens de MFA e MET, valor de
potencial zeta e teor de enxofre obtido por EDS.

Os NCCs neutralizados obtiveram carga superficial, com potencial zeta médio
de -41 mV, enquanto os NCC dialisados foram de -22 mV. O teor de enxofre do
NCC-Na foi maior que o NCC-ds, que pode ser devido a residuo de sal proveniente
da neutralizacdo do acido sulfurico com hidroxido de sodio que nao foram
completamente removidos. A presencga de sodio foi encontrada na amostra de NCC-
Na e NCC-co (Tabela 3), e nao foi encontrada na amostra de NCC-ds, sugerindo
que o Na® aumentou a carga superficial dos NCCs, aumentando assim, a repulséo
eletrostatica entre os mesmos na redispersao dos NCC-Na apos secagem.

Os NCCs comerciais apresentaram menores comprimentos e melhor
dispersdo do que os NCCs isolados de coroa de abacaxi tanto pela analise de MFA
quanto por MET (Figura 9 e 10). O tamanho dos NCCs esta relacionado com a
caracteristica da fonte de celulose utilizada para isolar os cristais, com os pré-
tratamentos e com as condigdes de hidrolise de cada estudo (Ng et al., 2015). O
potencial zeta do NCC-Na isolado da coroa do abacaxi redisperso foi préoximo ao
valor do NCC-co, e muito superior ao valor do NCC-ds, enquanto os valores de S
foram muito préximos entre eles, indicado assim que o teor de enxofre ndo foi o
principal fator de dispersao dos NCCs e que a presencga do sédio pode contribuir
para a redispersado dos NCC.

O estudo mostrou que NCCs na forma de sal de sédio, pode ser redisperso
ap6s secagem, apesar de apresentar regides com aglomerados de NCCs,
apontando que melhorias devem ser realizadas. A obtencdo de NCCs na forma seca
€ importante, pois a comercializacdo requer que o NCC seja disponivel na forma

seca que minimiza o peso e volume no transporte, reduzindo custos. Além disso, a
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secagem inibe crescimento de bactérias e fungos nos NCC e facilita a sua
modificacdo em diferentes solventes ampliando suas possibilidades de aplicacbes
(Beck et al., 2012).

4. Conclusoes

Os nanocristais de celulose foram isolados com sucesso da coroa de abacaxi,
residuo da industria de alimentos, por meio de tratamento alcalino, seguido de
branqueamento e hidrélise &acida. O tempo de hidrélise influenciou nas
caracteristicas dos NCCs, obtendo NCCs com comprimentos variando de 274 a 295
nm, diametro de 3,7 a 11 nm, relagdo de aspectos de 24,9 a 69,8, potencial zeta de -
17,3 a -24,6 mV e cristalinidade de 56 a 85%. O maior rendimento foi obtido com
120 min de hidrdlise, com cerca de 29,9% e o maior indice de cristalinidade com 60
min (85%). O estudo indicou que as principais caracteristicas dos NCCs para seu
uso como reforgo, podem ser potencializadas com tempos de hidrélise entre 60 a
120 min.

Concluiu-se também que foi possivel obter NCC isolados de coroa de abacaxi
capazes de redispersar em agua, quando os NCC foram secos na forma de sais de
soédio. Os NCCs aqui isolados apresentaram indice de cristalidade e potencial zeta
préximo aos valores do NCC-comercial e alta relagdo de aspecto. Portanto, ficou
evidenciado que os nanocristais isolados de coroa de abacaxi, também possuem
caracteristicas desejaveis, para serem utilizados como material de refor¢o no
desenvolvimento de filmes biodegradaveis. Além disso, o trabalho mostrou uma
forma alternativa para obtencdo de NCCs, que podera ser utilizado na forma seca

para aplicagdo em diferentes areas da ciéncia, agregando valor a coroa de abacaxi.
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ARTIGO 2

PRODUGAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE HIDROFOBICOS
DISPERSAVEIS EM ACETONA

RESUMO

Os nanocristais de celulose (NCCs) sdo um material em tamanho nano, renovavel e
biodegradavel, que tém capacidade de reforco em polimeros. Entretanto, sua alta
polaridade limita sua aplicagdo em polimeros hidrofébicos. Dessa forma, a
modificagdo de superficie desse material torna-se atrativa por ampliar sua
potencialidade de uso. Neste trabalho, NCCs foram isolados de fibras de pinus e
tiveram sua superficie modificada utilizando o surfactante catibnico
hexadeciltrimetilamoénio (CTAB). O principal objetivo foi modificar os NCCs,
inicialmente hidrofilicos, tornando-os capazes de dispersarem em solvente acetona
apods a funcionalizagdo. De acordo com os resultados, foi possivel extrair os NCCs
das fibras de pinus, com comprimento e dimensdes em tamanho nano e com
estabiliddae em agua. Os resultados de FTIR, EDS e potencial zeta indicaram que
houve a adsorgdo das moléculas do CTAB na superficie dos NCCs, mantendo-se a
estrutura cristalina e a estabilidade térmica. Foi observado que a modificagdo com
CTAB tornaram-os capazes de se dispersarem em solvente acetona, enquanto os
nao moificados nao dispersaram. Este trabalho demostrou que o CTAB é uma
alternativa para a modificacdo de superficie de NCCs, pois nao alterou suas
caracteristicas, apresentando potencial para serem aplicados como agente de
reforco na produgcdo de polimeros que utilizam a acetona como meio para

solubilizacédo.

Palavras-chave: Nanocristais de celulose. Brometo de hexadeciltrimetilamonio,
Hidrofilico. Hidrofébico. Modificacdo de superficie.
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1. Introdugao

Nos ultimos anos, varios materiais tém sido pesquisados promover a melhoria
das propriedades dos polimeros biodegradaveis como alternativa para o uso de
polimeros tradicionais obtidos de recurso fossil (Abdul Khalil et al., 2016; Ferreira et
al., 2018). Dentre eles, os nanocristais de celulose destacam-se devido a sua
capacidade de reforgco em polimeros (Kassab, Ben youcef, Hannache, e EI Achaby,
2019), que poderao ser utilizados em varias areas da ciéncia (Grishkewich,
Mohammed, Tang, & Tam, 2017; Tang, Sisler, Grishkewich, & Tam, 2017;
Shankaran, 2018; Fang, Hou, Chen, & Hu, 2019).

Nanocristais de celulose sao estruturas cristalinas compactas que podem ser
isolados a partir de fontes vegetais, de bactérias e de animais. Apresentam
dimensbes que podem variar entre 5 e 25 nm de diametro e entre 100 e 500 nm de
comprimento e exibem formato de hastes ou de filamentos alongados emaranhados
(BAST, 2009; NG et al., 2015).

O interesse pelo uso dos NCCs se da por sua ampla disponibilidade, baixa
toxicidade e biodegradabilidade (Ng et al., 2015). Além disso, apresentam
caracteristicas que os conferem propriedades de reforco em polimeros, como a sua
estrutura cristalina (68-94%), seus grupos hidroxilas abundantes, sua baixa
densidade (1,58-1,59 g-cm-3), sua grande area superficial especifica (estimado em
maior que 100 m2-g-1), sua alta razdo de aspecto (comprimento/diametro), seu alto
modulo de Young (130-250 GPa) e sua alta resisténcia mecanica (cerca de 7,5 GPa)
(Lu; Hsieh, 2010; Savadekar; Mhaske, 2012; Leite, 2015; Moriana; Vilaplana; EKk,
2016; Ng et al., 2015; Cudjoe et al., 2017). A capacidade dos NCCs em promover
melhorias nas propriedades mecanicas e de barreiras de polimeros vém sendo
demostrada (Lu; Hsieh, 2010; Ng et al., 2015; Moriana; Vilaplana; ek, 2016; Abdul
khalil et al., 2016; Oksman et al., 2016; Cudjoe et al., 2017).

Apesar disso, o0 uso dos NCCs ainda ¢ limitado a polimeros hidrofilicos, uma
vez que apresentam alta polaridade, o que dificulta sua interagao interfacial e
dispensabilidade com varios polimeros hidrofébicos (Kaboorani & Riedl, 2015).
Dessa forma, para ampliar suas possibilidades de aplicagdes, modificacbes na
superficie dos NCCs podem ser realizadas, visto que os NCCs possuem grupos

hidroxilas e uma elevada area superficial em relacdo ao volume, e por esse motivo
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sdo compostos reativos e que permite a alteracdo da sua polaridade (Ly e
Mekonnen, 2019).

Varias abordagens foram desenvolvidas para funcionalizar a superficie e
melhorar a dispersdao dos NCCs em matrizes polimérica hidrofdbicas, tais como:
modificagdes quimicas; modificagbes fisicas e modificagdo bacteriana (Kuo; yan;
Sain, 2013; Ng et al., 2015).

A modificagao fisica, ndo covalente, por meio do uso de surfactantes tém sido
preferida em relagdo a quimica (Kaboorani; riedl, 2015; Oksman et al., 2016; Tardy
et al.,, 2017), que é mais demorada e muitas vezes utiliza solventes toxicos, com
impacto negativo no meio ambiente (Kaboorani & Riedl|, 2015). Além disso, o uso de
surfactantes para funcionalizacdo de superficie indicam que a modificagao altera
apenas a superficie do cristal, preservando sua morfologia original e mantendo a sua
integridade e resisténcia, caracteristicas importantes para sua propriedade de
reforco e barreira em polimeros (Ly & Mekonnen, 2019). Essa transformacao
consiste em adsorver surfactantes nas superficies dos NCCs, estabilizando-os em
meios organicos nao polares e reduzindo a sua energia de superficie (Islam, Alam, e
Zoccola, 2013).

Agentes tensoativos sdo eficazes em melhorar a dispersdo de NCC em
solventes apolares. Tensoativos como mono e di-ésteres de acido fosforico
(Ljungberg et al., 2005), sais de quaternario de amoénio (Salajkova et al., 2012),
brometo de didecildimetilaménio (DMAB) e brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB)
(Hu, Ballinger, Pelton, & Cranston, 2015; Kaboorani e Riedl, 2015) tém sido
estudados. O emprego destes surfactantes pode aumentar o potencial de aplicagao
dos NCCs para uso em polimeros hidrofébicos, bem como evitar a agregacao dos
NCCs durante a etapa de secagem apods a sua extragcdo da celulose. No entanto,
nenhum desses estudos mostraram a relagdo entre a carga superficial dos NCCs
apdés modificacdo do surfactante e sua hidrofobicidade, nem sua dispersdo em
solvente acetona, principal meio de solubilizacdo do polimero acetato de celulose,
para producao de filme biodegradavel.

Nesse contexto, objetivou-se com este estudo produzir NCCs isolados a partir
de fibra de pinus e modificados com surfactante CTAB, de forma a diminuir sua

hidrofilicidade e permitir sua dispersdao em solvente acetona.
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2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

Para este estudo polpas de celulose obtidas a partir de pinus foram fornecidas
pela industria de papel e celulose Klabin (Sdo Paulo, Brasil); e seguintes materiais
foram utilizados: brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (99% de pureza,
Sigma-Aldrich, EUA); hidréxido de sédio (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A., Brasil);
acido sulfurico (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A, Brasil); membrana de celulose (76
mm) (D9402-100FT, Sigma-Aldrich, E.U.A);

2.2. Pré-tratamento da polpa de pinus

Polpa de celulose de pinus (PP) foi previamente hidratada em 500 mL de
agua destilada por 24 h sob refrigeracdo (7-10 °C) (Ethiktechnology, 20 modelo
400/*ND 200, Brasil). Ap6s esse periodo, foi adicionado a polpa hidratada NaOH
concentrado a 50% (m/v) até obter concentragcdo de NaOH final de 4% (m/v), foi
utilizado a proporcédo de 1:20 de polpa para NaOH. A mistura foi aquecida a 60 °C
por 2 horas sob agitacdo mecanica (Fisatom, modelo 725A, Brasil) conforme
reportado por Santos et al. (2013). Em seguida, foi lavada com agua destilada até

pH neutro (7-7,5), e seca por 12 horas a 50 °C em estufa.

2.3. Isolamento de nanocristais de celulose

Os nanocristais foram isolados da polpa de celulose pré-tratada, utilizando 20
mL de acido sulfurico a 60% para cada grama de fibra e mantidos sob agitagéo por
90 min. A reacéao foi paralisada com agua gelada (5 a 8 °C), utilizando o mesmo
volume da hidrélise acida. A mistura foi centrifugada (Beckman Coulter, modelo
J2MC) a 8500 g por 10 min a 20 °C por 4 vezes até a suspensao dos NCCs em pH
2. Em seguida, o pH da dispersao de NCCs foi ajustado com NaOH até atingir pH 7.
Posteriormente, ela foi dialisada com membranas de dialise por 5 dias. A suspensao
dos NCCs foi submetida a agitacdo ultrassbénica (desrruptor de células digital,
QR500, ECO-SONICS, Brasil) a 400 W com frequéncia de 60 KHz por 10 min em
banho de gelo, e, entdo, armazenada a 4 °C. Os nanocristais foram secos por

processo de liofilizagdo (FreeZone 2.5 benchtop, Labconco, Canada) por trés dias.
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2.4. Modificacao de superficie de NCC por adsorgcao de surfactantes

Apos o isolamento do NCC, foi realizada a modificacdo de superficie com
surfactante catidénico, brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (kaboorani e
Riedi., 2015). Foram redispersos 0,5 g de NCCs em 400 mL de agua ultra pura com
auxilio de ultrassom de ponta (desrruptor de células digital, QR500, ECO-SONICS,
Brasil) a 400 W por 20 min em banho de gelo. Em seguida foram adicionados
diferentes quantidades de CTAB, (0,05, 0,1, 0,250, 0,4, 0,5 g), previamente
solubilizadas em 100 mL de agua a 60 °C, a dispersao de NCCs, permanecendo sob
agitacdo por 2 horas. Passado o tempo, a dispersao foi centrifugada a 8500 g
durante 10 minutos por 3 vezes. Ao final da centrifugacédo, as dispersées dos NCCs
modificados foram dialisadas com membranas por 3 dias. As amostras foram
mantidas em um ultrafreezer a -80 °C por 24 horas e depois secas por liofilizagao

(FreeZone 2.5 benchtop, Labconco, Canada) por 2 dias.

2.5. Avaliagao da dispersao dos nanocristais de celulose

A dispersdo dos NCCs e dos nanocristais modificados (NCCM) foram
avaliados em agua ultrapura e em acetona. Para a dispersdao em acetona, realizou-
se a troca do solvente, de agua para acetona, apds a ultima centrifugacédo (3°
centrifugacado). As amostras foram dispersas no solvente utilizando o ultrassom
(Unique Group, Indaiatuba, SP, Brasil) a 400 W por 20 min sob banho de gelo. A
dispersdo dos NCCs foi avaliada em fungdo do tamanho, carga superficial
(Zetasizer), morfologia (Microscopia de forca atbmica) e transmitancia

(Espectofotdmetro).

2.6. Caracterizagao dos nanocristais de celulose
2.6.1. Distribuicao de tamanho da particula e medidas de potencial zeta ()

As analises de distribuicdo de tamanho e medida do potencial elétrico
superficial foram realizadas com auxilio de Zetasizer NanoZS (NanoZS, Malvern,
UK) em ftriplicata. A amostra foi dipersa na concentragao de 2 mg-mL'1 e as leituras

foram realizadas utilizando temperatura de 25 + 2 °C.

2.6.2. Avaliagao do angulo de contato

As medi¢des dos angulos de contato (AC) dos NCCMs foram realizadas

usando o equipamento Gonidmetro (Kruss®, Alemanha), conforme método utilizado
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por Dhar et al. (2016). Os NCCMs liofilizados foram prensados (20 MPA por 2 min)
dentro de uma prensa de KBr, e entdo foram secos a 50 °C por 6 horas em estufa.
Para medir o angulo de contato uma gota de agua foi colocada sobre os granulos de
NCCs onde foi mensurado o angulo de contato por meio de uma camara CCD a
temperatura de 25 + 2 °C. Foram realizadas trés medidas de cada amostra e

reportado o valor médio do angulo de contato com a agua.

2.6.3. Avaliacao da transmitancia

A transmitancia das dispersdes de NCCMs (0,1% m/v) foi medida em
comprimentos de onda de 300 a 700 nm usando espectrofotometro UV-1800
(Shimadzu,UV-1800 UV-Vis, Japao), (Antti, Visanko, Laitinen, Ammala, e
Liimatainen, 2016) .

2.6.4. Espectroscopia de dispersao de energia por raios-X (EDS)

A estimativa da composicdo elementar relativa das amostras foi obtida
usando um EDS acoplado a um microscopio eletrénico de varredura (modelo JEOL

—JSM - 6010LA) operando com voltagem de aceleracao de 15 kV.

2.6.5. Microscopia de forga atdbmica (MFA)

As dimensdes dos NCCs foram avaliadas por microscopia de forga atdmica
(NT-MDT, modelo NTEGRA PRIMA, Russia). A suspensao de NCCs (0,1% m/v) foi
sonicada a 400 W, por 10 min, em um ultrassom (Unique Group, Indaiatuba, SP,
Brasil). As medidas foram feitas no modo de contato intermitente, utilizando sonda
com raio de curvatura de 10 nm, constante de forca de 10 N/m e frequéncia de

ressonancia de aproximadamente 280 kHz.

2.6.6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As morfologias superficiais dos NCCMs foram avaliadas pela analise de
microscopia eletrbnica de varredura (Tabletop Microscope, modelo TM3000,

Shaumburg, Il, USA), operando com a voltagem de aceleragao de 15 KV.

2.6.7. Espectroscopia na regiao de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR dos materiais foram realizados em um espectrémetro
FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, EUA) utilizando regido de varredura de 4000
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cm™ a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e um total de 32 varreduras por amostra
(Moriana et al., 2016).

2.6.8. Difragao de raios-X (DRX)

A cristalinidade foi obtida utilizando difratdmetro (Shimadzu, Kyoto, Japan)
com filtro de Ni e radiacdo Cu-ka (A= 1,5406 A), variacéo angular de 10 a 40° (26),
velocidade de 3°min”', tensdo de 40kV e corrente de 40 mA. O indice de

cristalinidade foi determinado pelo Método de Segal (Segal, 1959) conforme

equacao seguinte:

(1002 — Iam)

C=| 1002 ]x 100  Equacao 1

Onde, 1002 ¢é a intensidade maxima de difracdo do pico principal em

20 = 22,5° e lam ¢é a intensidade de difracdo da celulose amorfa em 26 = 18,4°.

2.6.9. Analise termogravimétrica (TGA)

As propriedades térmicas foram obtidas por meio de analisador
termogravimétrico (Shimadzu, modelo 60, Japdo) com programa de temperatura de
25 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C-min™" e fluxo de 50 mL-min™, sob

atmosfera de nitrogénio.

2.6.10. Analise estatistica

O experimento foi realizado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) utilizando trés repeticbes. Os resultados de potencial zeta e
angulo de contato foram avaliados por meio de analise de regressdo com 5% de
probabilidade em software Minitab (Minitab 17, 2014).

3. Resultados e Discussao
3.1 FTIR

De acordo com os resultados de FTIR, observou-se a presenca de bandas de
absorcao caracteristicas da celulose tanto para o espectro da fibra de pinus tratada
quanto para os espectros dos NCCs isolados, e dos NCCs apdés modificagao
superficial. As bandas caracteristicas da celulose observadas nos espectros de FTIR
foram em 3347 cm™, cuja a banda em formato de sino corresponde a presencade
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grupos OH, em 2900 cm ! corresponde ao estiramentos simétricos e assimétricos
de ligagdo C-H de grupos CHs, CH, e CH, em 1054 cm ' devido ao estiramento C-
O e em 895 devido a vibragdo de deformagao angular no plano C-H da celulose
(Babosa, 2007; Xing, Gu, Zhang, Tu, & Hu, 2018). Em 1640 cm ' também esta
presente uma banda de absor¢do em todas as amostras que corresponde a vibracao
de flexdo de OH devido a agua adsorvida (Kumar, Negi, Choudhary, & Bhardwaj,
2014). Os NCCs ap6s hidrélise acida mantiveram as bandas carateristicos da
celulose, no entanto, houve o aparecimento de um pico em 1205 cm'1, atribuido a
presenga de grupos S=0 nos nanocristais, devido a reagdes de esterificagdo apos
hidrélise acida (Figura 1B) (Ng et al., 2015).
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Figura 1. Espectros de absog¢ao obtidos pelo FTIR da fibra de pinus tratada, NCC
sem modificacdo (NCC 0) e nanocristais modificados com CTAB a 0,1 mg-mL™"
(NCCM1), 0,2 mg:mL™" (NCCM2), 0,4 mg-mL™" (NCCM3), 0,8 mg-mL™" (NCCM4) e 1
mg-mL™ (NCCMS5) (A). Ampliacdo do pico em 1205 cm™ (B).

3.2. DRX

Os perfis dos difratogramas da fibra de celulose, dos NCCs isolados e dos
NCCs modificados apresentam picos de difragdes de celulose tipo | e tipo Il. O tipo |
é caracterizado pelos picos em 26 = 15° (plano 101), 22° (plano 200) e 34° (plano
004) (Milanez et al., 2019), e o tipo Il, além desses, também apresenta pequenos
picos de difracdo em 14° e 20° (Xing, Gu, Zhang, Tu, & Hu, 2018). Isso indica que
nao houve transformacao polimoérfica da celulose apds o isolamento dos NCC e
apo6s modificagao superficial (Moreira, 2010; Cudjoe et al., 2017).
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Figura 2. Difratogramas de raios-x da fibra de pinus tratada, NCC sem modificagao
(NCC 0) e nanocristais modificados com CTAB a 0,1 mg-mL™ (NCCM1), 0,2 mg-mL™"
(NCCM2), 0,4 mg-mL™" (NCCM3), 0,8 mg-mL™" (NCCM4) e 1 mg-mL™" (NCCM5).

As amostras apresentaram IC proximos, cujos valores de 74 £ 5% para a fibra
de pinus tradas, de 76 + 7% para o NCC isolado e de 80% para os NCCs apéds
modificacdo de sua superficie com diferentes concentracées de CTAB (Figura 2).
Esses resultados mostraram que tanto a modificacdo quanto as concentragdes de
surfactantes utilizadas neste estudo ndo afetaram a estrutura cristalina dos NCCs,
sugerindo que as reagdes do CTAB com o NCC, ocorreram apenas ao nivel de
superficie. Outros estudos também apontaram que a modificacdo superficial dos
NCCs com surfactante CTAB nao afetou a sua estrutura cristalina (Salajkova et al.,
2012; Kaboorani & Riedl, 2015; Ly & Mekonnen, 2019). Preservar intactas essas
regides cristalinas é importante para manter o efeito de reforco dos NCCs para que

possam ser utilizados em polimeros hidrofobicos (Kaboorani & Riedl, 2015).

3.3. TGA

Em todas as amostras foram observadas uma pequena perda inicial de
massa, abaixo da temperatura de 100 °C, referente a evaporacao da agua adsorvida
nas fibras (Figura 3 A e B). A fibra de pinus apresentou dois estagios de
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degradagao, sendo o primeiro (241 a 250 °C) referente a degradacdo da cadeia de
celulose, onde ocorreram a despolimerizagado, desidratacdo e decomposi¢ao das
unidades glicosidicas da celulose (Araki, Wada, Kuga, & Okano, 1998; Bano & Negi,
2017). A segunda etapa esta relacionada com a degradacdo do residuo
carbonizado, gerando produtos gasosos de baixa massa molecular (Roman &
Winter, 2004; Milanez et al., 2019). Esse perfil de degradagao indicou que a celulose
da fibra de pinus foi isolada dos demais componentes associados a ela, uma vez
que na presenca desses componentes nao celulésicos (lignina, hemicelulose e
pectina), as faixas de temperatura de degradagédo seriam mais baixas, cerca de 240
°C (Jiang et al., 2017). Esses resultados evidenciaram a importancia do pré-
tratamento da fibra para facilitar o processo de extracdo dos NCCs por hidrdlise

acida, uma vez que fibras tratadas apresentam menos impurezas.
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Figura 3. Curvas de DTG (A) e Termogramas (B) da fibra de pinus tratada, NCC
sem modificagdo (NCC 0) e dos nanocristais modificados com CTAB a 0,1 mg-mL"™"
(NCCM1), 0,2 mg-mL™" (NCCM2), 0,4 mg-mL™" (NCCM3), 0,8 mg-mL™" (NCCM4) e 1
mg-mL™" (NCCMS5).

Os NCCs isolados apresentaram temperaturas de degradacédo menor que a
da fibra previamente tratada (302 °C). Apds a hidrélise da celulose com acido

sulfurico, ocorreu a adsor¢ao de grupos sulfato sobre a superficie da celulose, e
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essa sulfonagéo apresentou um efeito catalitico nas rea¢des de degradagao térmica
dos NCCs (Roman & Winter, 2004).

O perfil de degradacao e a temperatura maxima de degradagdo dos NCCs
modificados com concentragcbes menores de CTAB (NCCM1 e NCCM2,) foram
similares ao do NCC sem modificagdo (Figura 3 A e B). No entanto, os NCCM3,
NCCM4 e NCCMS5 (0,4, 0,8 e 1 mg-mL™", respectivamente), também, mostraram uma
pequena degradacao entre 215 e 265 °C, além do pico de degradagdo em torno de
270 a 350 °C, que esta relacionada com a degradagao das cadeias de surfactante
nas amostras, uma vez que o CTAB tem temperaturas de degradagao em torno de
249,9 °C (Chaudhary, Rohilla, & Mehta, 2014.). O mesmo foi relatado por Ly &
Mekonnen. 2019, que verificaram a presencga desse tipo de pico na de 230 a 270 °C,
caracteristico da presencga do surfactante CTAB no NCC.

Os NCCs modificados com o CTAB foram levemente afetados pela adsorcéo
das cadeias de alcanos em sua superficie, 0 que os mantém estaveis termicamente
para o uso em polimeros hidrofébicos e também para processamento de materiais

termoplasticos que possuem temperaturas de produgao acima de 200 °C.

3.4. Potencial zeta

O potencial zeta dos NCCs isolados da fibra de pinus foi de -40,6 £ 1,3 mV, a
carga negativa dos NCCs foi atribuida aos grupamentos sulfénicos que foram
introduzidos na superficie dos mesmos apods hidrolise acida das fibras de celulose
(Kargarzadeh et al.,, 2012; Ferreira, Mariano, et al., 2018). A sulfonacdo das
hidroxilas, confere aos NCCs uma boa dispersdao em solugdo aquosa devido a
repulséo eletrostatica entre as cargas negativas, evitando aglomeragoes.

Foi possivel ajustar um modelo de regressdo (Figura 4) que explica a
influéncia da adi¢ao de surfactante, CTAB, em concentragdes crescentes, na carga
superficial dos NCCs. Observou-se que, a medida que aumentava a concentragcao
de surfactante na dispersdo aquosa de NCCs, eles tornaram-se menos carregados
negativamente, ocorrendo uma inversao de cargas, quando concentracées de CTAB
acima de 0,32 mg-mL"™" (ponto isoelétrico estimado pela equagdo de regressao)
foram adicionadas. A modificagao da carga superficial ocorreu devido a adsorgao da
cadeia de alcanos presente no CTAB, em sua superficie (N. Dhar et al., 2012; Ly &
Mekonnen, 2019). A redugédo da carga superficial diminuiu a repulsédo eletrostatica

entre os NCCs, ocasionando a aglomeragao dos NCCs em agua. Tal fato evidencia
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que os NCCs diminuiram sua hidrofilicidade devido a regides de alcanos presentes

em sua superficie.
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Figura 4. Potencial Zeta dos NCCs apds modificacdo de superficie em funcao da
concentracdo de CTAB, ajustado pela analise de regressao.

Até a concentracdo de 0,32 mg-mL™" (ponto de carga zero), estimada pela
equacao ajustada (Figura 4), os NCCs ainda apresentaram cargas negativas,
indicando que as moléculas de CTAB foram adsorvidas na superficie dos NCCs, nao
cobrindo completamente toda a superficie. Ja nas concentragdes acima do ponto de
carga zero, ocorreu a formagao de micelas de CTAB, que saturaram a superficie dos
NCCs e induziram a agregacao de duas ou mais hastes de NCCs, produzindo
valores de potencial zeta positivos devido aos grupamentos amino do CTAB
(Hasani, Cranston, Westman, & Gray, 2008; Beaupré, 2012; N. Dhar et al., 2012;
Prathapan, Thapa, Garnier, & Tabor, 2016; Ly & Mekonnen, 2019).

A modificacdo da polaridade dos NCCs de hidrofilicos para hidrofébicos pbde
ser comprovada pela analise do potencial zeta, que corrobora com a analise de FTIR
dos NCCMs, em que bandas de absor¢ao da regido dos alcanos foram identificadas.
Além disso, a analise de EDS, discutida mais adiante, confirmara o aparecimento do
elemento N, proveniente da adsor¢cdo das moléculas do surfactante, reforcando os

dados de potencial zeta.
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3.5. Angulo de contato

A influéncia do aumento da concentracdo de CTAB adicionado a dispersao de
NCC sobre o angulo de contato (AC) dos NCCs modificados com a agua pode ser

observada na tabela 1.

Tabela 1: Valores de angulo de contato (°), potencial zeta (mV), distribuicdo de
tamanho (nm) e indice de polidispersdo dos NCC sem modificacédo (0) e NCCMs
modificados com diferentes concentracdes de CTAB.

Concentragio de CTAB (mg-mL")

Analises
0 0,1 0,2 0,4 0,8 1
Angulo de contato 24,1 +3,8 596+12 71,384 429+74 398+148 396+6,5
**Potencial zeta(agua) -42,9+1,3 -353+12 -211+3,1 +54+05 +9,25+21 +11,0+1,4

Distribuigcao de

Tamanho em agua  164,4+ 63,35 *
indice de
polidipersao (agua) 0,386 + 0,04 >
**Distribuicao de
Tamanho em acetona * 499,0+ 128 435,9+48,8 472+155 521+ 138 557,6+ 185
Indice de
polidispersao * 0,60+£0,03 0,7+0,24 0,55+ 0,66 0,74+0,21 0,52+0,11

*Resultados fora da capacidade de detecgdo do equipamento, referente a particulas
aglomeradas.
** Os Resultados foram submetidos a analise de regressao com 5% de probabilidade.

O maior angulo de contato com a agua foi observado para os NCCs
modificados com CTAB em concentracédo de 0,2 mg-mL'1. No entanto, apesar dos
valores dos ACs terem diminuido, ainda continuaram superiores ao valor do AC dos
NCCs sem modificagdo. O aumento do AC dos NCCMs pode ser atribuido a
presenca das cadeias alquilicas na superficie dos NCCs provenientes do surfactante
CTAB apo6s modificagdo. Estas cadeias sdo capazes de orientar suas regides
hidrofdbicas ao redor da superficie dos NCCs, diminuindo sua hidrofilicidade (N.
Dhar et al., 2012) (Tabela 1).

O maior angulo de contato (71,3°) foi obtido quando concentragdes de 0,2
mg-mL™" foram utilizados para a modificacdo superficial de NCCs, sugerindo uma
menor hidrofilicidade. Com a adigdo de 0,4 mg-mL™" de CTAB, o ponto isoelétrico foi
atingido, onde ocorreu a completa adsorcdo das cadeias de surfactantes na
superficie dos NCCs, conforme observado na analise de potencial zeta. Assim, apés
a concentragao critica micelar do CTAB ser atingida, iniciou-se a formacdo de

micelas de surfactantes na dispersdo que se ligam cooperativamente, levando a
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reversao da carga superficial devido aos grupamentos amino do CTAB, ocorrendo
um aumento da hidrofilicidade da superficie dos NCCs (N. Dhar et al., 2012; ly
2019). As cadeias de alcanos dos surfactantes ficaram orientadas para dentro,
formando as micelas, e suas regides polares orientadas para fora, fazendo com que
haja uma diminuicdo do AC dos NCCMs (N. Dhar et al., 2012). Salajkova et al., 2012
e Ly & Mekonnen, 2019, também verificaram que a modificagdo dos NCCs com
surfactantes CTAB promoveram o aumento do angulo de contato com a agua de 12°
para 48° para o primeiro, e de 25, 5°C para 56,6°, para o segundo. No entanto, ndo
estudaram a influéncia da concentragcdo de surfactante na medida do angulo de
contato, como foi mostrado neste estudo. Assim, é possivel, a partir do AC,
selecionar qual concentracido utilizar para favorecer uma menor hidrofilicidade e

maior dispersao para cada tipo de solvente.

3.6. Espectroscopia de dispersao de energia por raios-X (EDS) dos NCCMs

A analise de EDS confirmou a presenca de enxofre (S) na superficie
dos NCCs apés hidrélise acida o que promoveu a sulfonacdo das hidroxilas,
melhorando a estabilizagdo da dispersao dos NCCs (Figura 5) (Kargarzadeh
et al., 2012; Smyth et al., 2017; Ferreira, Mariano, et al., 2018) conforme
discutido na analise da avaliagao da dispersdao dos NCCs e do potencial zeta.

Apos a etapa de modificagao superficial dos NCCs, foi identificado a presenca
do elemento nitrogénio (N) na composi¢cao dos NCCs, confirmando a adsorg¢ao das
moléculas de surfactantes, na sua superficie (Figura 5). O N é proveniente da cadeia
do grupamento amino ligado a cadeia de alcano do CTAB, que foi utilizado para
modificagdo do NCC. Observou-se que a quantidade de nitrogénio foi proporcional
ao aumento da concentracdo de CTAB, concordando com os dados de potencial
zeta, em que concentracdes diferentes de surfactante influenciaram na alteragao da
carga superficial do NCC.

Ap6s a modificagdo, nao foi detectada a presenga de Na no NCCMs,
mostrando que a funcionalizacdo promoveu a remoc¢ado do Na da sua superficie,
devido ao ataque seletivo do CTAB as ligagdes ibnicas entre os grupamentos SO, e
o Na presentes na superficie, substituindo o Na pela cadeia de grupamentos aminos

ligados a cadeia de alcanos (Kaboorani & Riedl, 2015).
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Figura 5. Graficos de EDS com a tabela da composi¢ao estimada para o NCC sem
modificagdo (NCC 0) e NCCM com 0,2 e 0,4 mg-mL™" de CTAB.

Estudos realizados por Kaboorani & Riedl (2015) e Ly & Mekonnen (2019)
também evidenciaram a presenca do elemento N apds modificacdo do NCC com
esse mesmo surfactante catibénico, e também, constataram que a concentragao do
mesmo aumentou a quantidade de N na composi¢ao dos NCCs.

A identificagdo por EDS esta em conformidade com os resultados evidenciado

pelo FTIR e potencial zeta, confirmando a modificagado dos NCCs com CTAB.

3.7. Avaliagao da dispersao

A Figura 6 mostra que os NCCs isolados da fibra de pinus tratada
apresentaram dispersao estavel em agua, que pode ser explicado pela presenca dos
grupamentos sulfatos que conferiram aos NCCs carga superficial negativa (potencial
zeta), conforme ja discutido, resultando na repulsdo eletrostatica entre eles. De
maneira contraria, os NCCs que foram modificados precipitaram completamente,
sendo possivel visualizar os aglomerados formados. Nos NCCs que foram

modificados com concentracdes de 0,1 e 0,2 mg-mL™" de CTAB, ocorreu a sua
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agregacao em dispersao aquosa (2, 3), porém nao houve a separagdo de fases,
como evidenciados nas imagens 4, 5 e 6 (Figura 6 A), esse comportamento esta
relacionado com a quantidade de surfactante que foi adsorvido na superficie dos
NCCs. Em concentracdes de CTAB de 0,2 mg-mL™", o valor do potencial zeta foi de
-21 mV, onde a superficie do NCC né&o foi completamente coberta pelo surfactante
mantendo os NCCMs ainda em suspengao sem ocorrer a separaciao de fases
(Figura 6 A3). Ja nos NCCMs com concentragdes de CTAB igual ou maior que 0,4
mg-mL™", foi verificado que as cargas superficiais foram positivas provenientes da
formagao de micelas de surfactantes ligados aos NCCs, promovendo a separagao
de fases (Tabela 1, Figura 6 A4).

Figura 6. Imagem da dispersdo dos NCC e NCCM em agua (A) e em acetona (B).
NCC sem modificagdo (1) e nanocristais modificados com CTAB a 0,1 mg-mL™" (2),
0,2 mg'mL" (3), 0,4 mg-mL™" (4), 0,8 mg'mL™" (5) e 1 mg:mL™" (6) apés 30 min de
repouso.

A dispersao dos NCCs e NCCMs em acetona, também foi estudada. Foi
possivel identificar que os NCCs nado modificados nado dispersaram em acetona
(Figura 6 B1), fato ja esperado, uma vez que apresentavam alta hidrofilicidade.
Antagonicamente, em acetona identificou-se que foi possivel dispersar os NCCs
modificados utilizando diferentes concentragdes de CTAB (Figura 6 B2-6).

Kaboorani & Riedl (2015) e Ly & Mekonnen (2019) conseguiram produzir

NCCs modificados com esse mesmo surfactante e dispersa-lo em tetrahidrofurano
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(THF), e concluiram que a concentragcado de CTAB teve forte efeito na dispersao dos
NCCs. Salajkova et al. (2012) modificaram NCCs com sais de quartenario de aménio
e também obtiveram sucesso na dispersao dos nanocristais em cloroférmio e em
tolueno. Ja o presente trabalho demonstrou que foi possivel dispersar NCCs em
acetona utilizando CTAB, feito ainda n&o evidenciado na literatura. Dessa forma,
esse estudo aumenta a possibilidade de aplicaggo dos NCCs em materiais

hidrofébicos, com o emprego do solvente acetona como meio de dispersdo dos
NCCs.

3.8. Transmitancia
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Figura 7: Espectro UV-visivel da dispersao em agua de NCC sem modificagao (NCC
0) e dos NCC modificados com CTAB a 0,1 mg-mL”" (NCCM1), 0,2 mg-mL"
(NCCM2), 0,4 mg-mL™" (NCCM3), 0,8 mg-mL™" (NCCM4) e 1 mg-mL™" (NCCM5).

O NCC sem modificagao (NCC-0) exibiu transmitancia acima de 78% na faixa
de luz visivel (Figura 7), indicando a ocorréncia de NCCs dispersos em agua assim
como evidenciado na analise de MFA (Figura 8), e nas imagens da dispersao
(Figura 6). Por outro lado, os NCCs modificados mostraram baixa transmitancia,
decorrente da formagédo de agregados de cristal que por passar pela modificagéo
superficial e adsorver a cadeia de alcanos do CTAB, teve sua hidrofilicidade
reduzida, uma vez que o CTAB possui cadeia hidrofébica. Ainda foi observado que

0os NCCM-4, 5 e 6 apresentaram curva de transmitancia acima dos NCCM 2 e 3, que
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esta relacionado com separacao de fases ocorrida nos primeiros, devido a formagao
de agregados do tipo micelar (N. Dhar et al., 2012) que separaram-se da agua, e
consequentemente favoreceram a maior passagem de luz na fase dispersante.
Dessa forma, a analise de transmitancia das dispersées de NCC e NCCMs esta em
concordancia com a analise visual. De acordo com os resultados, a analise de
espectroscopia UV-Vis pode ser usada para indicar a eficiéncia da dispersdo dos

NCCs, auxiliando na discurssio dos resultados.

3.9. Analise Morfoldgica e de Distribuicao de Tamanho

As imagens obtidas em MEV mostraram que a morfologia da fibra de pinus e
de NCCs sao diferentes, enquanto a fibra é constituida por microfibrila em formato
alongado com tamanho em micrédmetros, o NCC é caracterizado pela formacao de
feixes de nanocristais aglomerados, devido a formagéao de ligagdes de hidrogénios
entre as superficies adjacentes dos NCCs durante o processo de congelamento
anterior a etapa de secagem por liofilizagdo (Naduparambath, Jinitha, Shaniba,
Sreejith, & Balan, 2018) (Figura 8 A)
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Figura 8: MEV (A) da fibra de pinus (A1), NCC sem modificacdo (A2) e NCC
modificado com 0,2 mg-mL" de CTAB (A3). E MFA em 2D dos NCC sem
modificacédo (B1) NCCM com CTAB a 0,2 mg-mL™ disperso em agua (B2) e disperso
em acetona (B3).
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A morfologia dos NCCs que passaram por modificagdo superficial ndo foi
alterada (Figura 8 B) pela sua funcionalizagdo, e portanto, as propriedades de
reforgco e térmicas dos NCCs hidrofébicos produzidos foram mantidas em compragao
aos NCCs nao modificados, corroborando com os resultados de DRX e TGA.

As analises morfolégicas e de tamanho das particulas foram realizadas para
validar as dimensodes e a qualidade da dispersdo dos NCCs e dos NCCMs em dois
solventes, agua e acetona. A analise de MFA mostrou que os NCCs isolados da
fibra de pinus apresentaram estruturas em forma de bastonetes, e boa dispersao em
agua (Figura 8 B1), o que esta em consonancia com os resultados reportados na
literatura demostrando que o NCC foi isolado com sucesso. O comprimento e largura
dos NCCs dispersos em agua estimados a partir da imagem AFM foram de 295 *
135 nm de comprimento e 7,0 £ 5 de didametro (Tabela 1). Ja pela analise de DLS foi
de 164,4 £ 63,35 nm do raio hidrodinamico (Tabela 1).

Apo6s modificagdo superficial, um comportamento oposto para os NCCs em
agua foi observado, ocorrendo a sua aglomeragao (Figura 8 B2), como foi
evidenciado na imagem da dispersao (Figura 6). O surfactante CTAB cuja cadeia de
alcanos conferiu caracteristica menos polar ao composto foi adsorvido na superficie
dos NCCs, conferindo a eles uma baixa afinidade com a agua e promovendo a sua
agregacéao (N. Dhar, Au, Berry, & Tam, 2012).

As dimensoes estimadas dos NCCs modificados com 0,2 mg-mL'1 de CTAB
disperso em acetona (solvente de polaridade intermediaria), foram: comprimento de
350 + 160 nm e 8,3 £ 6,2 nm de largura, estimado pela técnica de AFM (Tabela 1), e
435,9 £ 48,8 nm (raio hidrodinamico) pela a de DLS (Tabela 1). A partir desses
resultados foi possivel inferir que a funcionalizagdo nao afetou a forma dos NCCs,
mas, embora os NCCMs tenham se dispersado melhor em acetona, ainda sim
ocorreu aglomeracgéo, apresentando maiores dimensdes (Figura 8 B3).

Esses dados mostraram que a modificacédo realizada possibilitou a disperséo
de NCCs em solvente com polaridade menor que a agua, ampliando assim, suas

possibilidades de aplicagdes.

4. Conclusao.

NCCs estaveis em dispersdo aquosa foram isolados da fibra de pinus, cujas
dimensbes apresentadas foram de 295 + 135 nm de comprimento e 7 + 5 de

didmetro.
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O surfactante CTAB exibiu capacidade para modificar a superficie dos NCCs,
alterando sua carga superficial e sua hidrofobicidade. Esses parametros foram
afetados pela concentragdo do surfactante utilizado. A maior hidrofobicidade dos
NCCs modificados foi alcangada nos sistemas adicionados de 0,2% (m/g) de CTAB
quando o maior angulo de contato com a agua (71°), e valores de potencial zeta de -
21,1 mV. A modificagdo promoveu a dispersdo dos NCCs em solvente de baixa
polaridade, como a acetona, independente da concentracdo de CTAB adsorvidos.
Somente os NCCs nao modificados nao dispersaram.

O CTAB nado modificou a estrutura dos NCCs, visto que ndo ocorreram
alteracbes na sua morfologia, no seu indice de cristalinidade e na sua estabilidade
térmica. Assim, a modificagdo aqui realizada ndo comprometeu a capacidade de
reforco dos NCCMs em polimeros.

Portanto, os resultados desta pesquisa indicaram que o NCC modificado
obtidos possuem potencial para ser utilizados na producdo de polimeros que
venham a ser solubilizados em acetona, que pode aumentar a compatibilidade entre

o polimero e o NCC.
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ARTIGO 3

PRODUGAO DE NANOCOMPOSITO ATIVO DE ACETATO DE CELULOSE
INCORPORADO COM NANOCRISTAL DE CELLULOSE MODIFICADO E
LISOZIMA.

RESUMO

Neste trabalho filmes nanocompdsitos ativos biodegradaveis a partir de acetato de
celulose (AC) incorporados com lisozima (LIS) e nanocristais de celulose
modificados (NCCM) com brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) foram
produzidos e caracterizados. Os filmes nanocompdésitos foram avaliados quanto as
suas propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua (TPVA),
morfologia, transparéncia, resisténcia térmica e atividade antimicrobiana. Os filmes
foram produzidos por meio do método casting. A modificagcdo dos NCCs foi capaz de
promover uma boa dispersdao dos mesmos na matriz de AC, mantendo a
transparéncia dos filmes, enquanto a lisozima nao dispersou-se na matriz formando
aglomerados na sua superficie. Por conseguinte, o NCCM (3% m/m) proporcionou
aumento da resisténcia mecanica do filme e das propriedades de barreira ao vapor
de agua enquanto a adigao da lisozima comprometeu essas propriedades. Também,
nessa mesma concentragcdo de NCCM (3% m/m) foi observado o maior angulo de
contato com a agua, 71°. O filme nanocompdsito apresentou atividade
antimicrobiana sobre L. inécua e S. aureus apenas os filmes adicionados de 10%
(m/m) de lisozima exibiram halo de inibicdo de 0,5 cm e de 0,3 cm, respectivamente.
Essa atividade foi limitada pela retencdo da lisozima na matriz polimérica que
dificultou sua difusdo. O estudo demostrou que o uso do NCCM é uma alternativa
para utilizar NCCs em matrizes hidrofébicas, porém torna-se necessario melhorar a
dispersdo da lisozima, bem como sua difusdo, de forma a potencializar as suas

propriedades mecanicas, de barreiras e sua atividade antimicrobina.

Palavra chave: Nanocompdésito. Nanocristal de celulose modificado. Lisozima.
Acetato de celulose.
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1. Introdugao

Tecnologias inovadoras na area de embalagens sado desenvolvidas com o
objetivo principal de conservagao de alimentos pereciveis. Dentre as novas
tecnologias se encontram as embalagens ativas com incorporagdo de substancias
antimicrobianas na matriz polimérica que, interagem com os alimentos, visando
alterar, de maneira desejavel, suas caracteristicas (Soares et al., 2009; Sadaka et
al., 2013; Fu et al., 2016;). Dentre os antimicrobianos que podem ser adicionados
aos alimentos, tem-se a lisozima que é um antibacteriano aplicado nas industrias de
alimentos, e uma vez incorporada na embalagem, pode agir como um fator adicional
para a garantia da qualidade de produtos (Huang et al., 2012, Ben et al., 2016; Wu
et al., 2019)

A lisozima é uma enzima utilizada para conservagao de alimentos, e seu uso
€ autorizado na Unidao Europeia, no regulamento relativo aos aditivos alimentares
(sob 2008/1333/CE) (Ben, Eghbal, Oulahal, Degraeve, & Gharsallaoui, 2016). E
aceita como agente antimicrobiano em produtos alimenticios pela “Food and Drug
Administration” nos EUA (FDA, 1998). E usada como conservante para alimentos
como carnes, peixe, produtos de peixe, leite e produtos lacteos, frutas e hortalicas
(Gyawali & Ibrahim, 2014). Estudos verificaram que a lisozima quando incorporada
em matriz polimérica controlou o crescimento de microrganismos contaminantes de
alimentos como S.aureus (Huang et al., 2012); Bacillus subtilis (W. Ma, Tang, Yin,
Yang, & Qi, 2013); Kocuria rhizophila e Listeria innocua (Ben et al., 2016);
Micrococcus lysodeikticus (Bayarri, Oulahal, Degraeve, & Gharsallaoui, 2014).

Além da preocupagdo com a seguranga dos alimentos, existe também, uma
grande discussao relativa ao acumulo de embalagens plasticas no ambiente que traz
uma série de problemas quanto a contaminagcdo ambiental (Ojijo e Ray, 2013).
Dessa forma, observa-se o interesse crescente pela produgdo de embalagens a
partir de materiais biodegradaveis e de recursos renovaveis, como por exemplo, 0
acetato de celulose que € um polimero com propriedades para formagao de filmes.
No entanto, o seu uso como embalagem de alimentos ainda é restrito devido a
limitagdes em suas propriedades de barreira, mecanicas e térmicas (César, 2013).
Com isso, a incorporacdo de materiais que melhorem suas propriedades a fim de
produzir um novo material que responda as exigéncias mecanicas e de barreira para

aplicagdes em embalagens de alimentos vem sendo pesquisadas.



71

Estudos indicam que a incorporacdo de nanocristais de celulose em bases
poliméricas biodegradaveis € promissora para produgao de nanocompdsitos, pois,
esses materiais sao isolados de fonte renovavel, que apresentam alto médulo de
elasticidade e resisténcia mecanica, possuem elevada area superficial especifica e
podem atuar como reforgo dos filmes poliméricos, mantendo a biodegradabilidade
do sistema (Lu; Hsieh, 2010; Ng et al., 2015; Moriana; Vilaplana; Ek, 2016; Abdul
khalil et al., 2016; Oksman et al., 2016; Cudjoe et al., 2017; El et al., 2018; Fang,
Hou, Chen, & Hu, 2019; Chen, Zhou, Zou, & Gao, 2019).

No entanto, a producéo de filmes hidrofébicos biodegradaveis como o acetato
de celulose com NCCs apresenta algumas dificuldades decorrentes da falta de
compatibilidades entre esses compostos. Esse comportamento € proveniente do
carater hidrofébico da matriz polimérica em oposicao ao carater hidrofilico dos
NCCs, uma vez que uma baixa interagdo na regido da interface € observada, as
propriedades do material podem ser afetadas negativamente (Leite, 2015).

Dessa forma, para que os NCCs possam ser aplicados a polimeros
hidrofébicos de forma eficiente, uma alternativa é realizar tratamentos nas
superficies dos mesmos para aumentar as interagdes na regido da interface e,
consequentemente, melhorar a transferéncia de tensées em nanocompdésitos (Ng et
al., 2015). O uso de NCCs modificados e incorporados em materiais poliméricos
hidrofébicos foram demostrados (Haque, Puglia, Fortunati, & Pracella, 2017; Lee &
Kim, 2017; Chen et al., 2019; Jonoobi, Ashori, & Siracusa, 2019; Li et al., 2019).
Esses estudos tém revelado que essa técnica € uma alternativa promissora para
aumentar a dispersdo dos NCCs nessas matrizes hidrofébicas, e
consequentemente, promoverem melhorias nas propriedades, seja mecanicas, de
barreiras ou térmicas.

O uso de surfactantes para modificar a superficie dos NCCs tem sido
eficiente para diminuir a sua hidrofilicidade, sem, contudo, alterar sua morfologia
original. Por conseguinte, caracteristicas importantes para os NCCMs atuarem como
agentes de reforgo e barreiras em polimeros sdo mantidas, como a integridade e a
resisténcia deste cristal (Ljungberg et al., 2005 Salajkova et al., 2012; Kaboorani e
Riedl, 2015; Hu, Ballinger, Pelton, & Cranston, 2015; Oksman et al., 2016; Tardy et
al., 2017). Como, por exemplo, no estudo de Kaboorani e Riedl. (2015) que
conseguiram modificar a superficie dos NCCs com reduzidas quantidades de CTAB.
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Assim, no presente estudo foi produzido um nanocompésito ativo
antimicrobiano a base de acetato de celulose, por meio da incorporacao de lisozima
e nanocristais de celulose modificado com o surfactante CTAB. Avaliou-se também
a compatibilidade desses aditivos na matriz polimérica e seus efeitos nas

propriedades térmicas, mecanicas, de barreira e atividade antimicrobiana do filme.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

Lisozima (Sigma-Aldrich, EUA); polpa de celulose obtida a partir de pinus
fornecidas pela industria de papel e celulose Klabin (Sdo Paulo, Brasil); brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (99% de pureza, Sigma-Aldrich, EUA); acetato de
celulose (GS = 2,5; MM= 2.024.000 g mol™) (Rhodia- grupo Solvay, Santo André,
SP, Brasil); acetona (Vetec Quimica Fina Ltda, P.A, Brasil); trietril citrato (Vetec
Quimica Fina Ltda, P.A, Brasil); agar Mueller-Hinton, (MHA; Difco ™ | aboratories,
Franca); agar BHI (Brain Heart Infusion; Difco ™, Franca; membrana de celulose (76
mm) (D9402-100FT, Sigma-Aldrich, E.U.A).

2.2. Isolamento de nanocristais de celulose

Os nanocristais foram isolados da polpa de celulose pré-tratada, utilizando 20
mL de acido sulfurico a 60% para cada grama de fibra e mantidos sob agitagao por
90 min. A reacao foi paralisada com agua gelada (5 a 8 °C), utilizando o mesmo
volume da hidrdlise acida. A mistura foi centrifugada a 8500 g por 10 min a 20 °C por
4 vezes até a suspensao dos NCCs obter o pH 2. Em seguida o pH da dispersao de
NCCs, foi ajustado com NaOH para o valor de 7. Posteriormente, ela foi dialisada
com membranas de didlise por 5 dias. A suspensdao dos NCCs foi submetida a
agitacéo ultrassénica (desrruptor de células digital, QR500, ECO-SONICS, Brasil) a
400 W com frequéncia de 60 KHz por 10 min sob banho de gelo, e, entéo,
armazenadas a 4 °C. Os nanocristais foram secos por liofilizacdo (FreeZone 2.5

benchtop, Labconco, Canada) por trés dias (Santos, 2013).

2.3. Modificacao de superficie de NCC por adsorgao de surfactantes

Apos o isolamento do NCC, foi realizada a modificacdo de superficie com
surfactante catidnico, Brometo de hexadeciltrimetiiamonio (CTAB) (kaboorani e
Riedi., 2015). Foram redispersos 0,5 g de NCCs em 400 mL de agua ultra pura com
auxilio do ultrassom de ponta (desrruptor de células digital, QR500, ECO-SONICS,
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Brasil) a 400 W por 20 min, em banho de gelo. Em seguida foi adicionado 0,1 g de
CTAB, previamente solubilizadas em 100 mL de agua a 60 °C, a dispersao de NCCs
sob agitacao, permanecendo por 2 horas. Em seguida, a dispersao foi centrifugada a
8500 g durante 10 minutos por 3 vezes. No final da centrifugagéo, as dispersdes dos
NCCs modificados foram dialisadas por 3 dias. Apos dialise, os NCCs foram
novamente centrifugados, nas mesmas condigdes, e realizou-se a troca do solvente,
agua, por acetona. O gel de NCC sedimentado foi recolhido e utilizado para

produgao dos nanocompaositos.

2.4. Producao do Filme Nanocompésito

Os filmes de acetato de celulose foram produzidos pelo sistema “casting”, de
acordo com metodologia descrita por Soares e Hotchkiss (1998) com modificagdes.

Primeiramente, os géis de NCCMs em diferentes concentragdes (0 a 5% m/m)
foram dispersos no solvente acetona, com auxilio de um desrruptor de células
(QR500, ECO-SONICS, Brasil) a 400 W de poténcia por 10 min em banho de gelo.
Em seguida foi adicionada a suspenséo, a lisozima em diferentes concentragdes (0
a 10% (m/m)), e, também, o acetato de celulose (2% (m/v)) e foram misturados com
auxilio de um ultra-turrax a 20000 rpm por 5 min. Posteriormente, foi incorporado a
esta solugao 30% (m/m) do trietil citrato. As misturas foram agitadas com bastédo de
vidro, permanecendo em repouso por 10 min e em seguida foram espalhadas sobre
placas de vidro com auxilio de aplicador (K Paint applicator). Apds a evaporagao do
solvente em condigdes ambiente (25 + 2 °C), os filmes foram retirados das placas e
acondicionados em embalagens de polietileno/nailon até a sua utilizagdo. Os

tratamentos estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Tratamentos (TRT) dos filmes de acetatos de celulose incorporados com
LIS e NCCM em diferentes concentragdes estimados pelo delineamento de
superficie de resposta.

TRT LIS % (m/m) NCCM % (m/m)
1 1,5 0,9
2 8,5 0,9
3 15 52
4 8,5 5,1
5 0,0 3,0
6 10,0 3,0
7 5,0 0.0
8 50 6,0
9 5,0 30
10 5,0 3,0
11 5,0 3,0
12 5,0 3,0
13 5,0 3,0

2.5. Caracterizacao do Nanocompésito
2.5.1. Espessura

A espessura média dos filmes foi mensurada com auxilio de micrémetro
(MITUTOYO, modelo 547-401, Japao). As medidas foram realizadas em 5 corpos de
prova de cada tratamento em 10 pontos aleatérios. As medidas de espessura foram

expressas em micrdmetros (um) (Camilloto et al., 2010).

4.5.2 Propriedades mecanicas

Os filmes produzidos foram submetidos a testes mecanicos para avaliagao da
resisténcia a tragdo (RM) (MPa), alongamento na ruptura (AR) (%) e modulo elastico
(ME)(MPa) de acordo com a norma ASTM D882-12 (ASTM, 2012), utilizando a
maquina Universal de Testes Mecanicos (INSTRON Corporation, modelo 3367).
Foram avaliados 5 corpos de prova de cada tratamento, com dimensdes de 17,5 cm
de comprimento e 2,5 cm de largura. A maquina foi operada com carga de 1 kN,

velocidade de separagado das garras de 50 mm-min”' e distancia inicial de 100 mm.

2.5.3. Avaliacao da taxa de permeabilidade ao vapor de agua

A taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) dos filmes foi determinada
por meio do método dessecante, de acordo com a ASTM E96/E96M-14 (ASTM,

2014) com modificagbes. Foram utilizadas capsulas circulares (metacrilato de metil)
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(@ = 82,3 mm) com paredes impermeaveis, contendo 20 g de cloreto de litio e 10 mL
de agua destilada. Os filmes foram vedados com parafina na jungéo filme/capsula.
As capsulas contendo solugao saturada de cloreto de litio foram acondicionadas em
dessecadores com umidade relativa em torno de 75% % 5% mantendo-se a
temperatura a 25 + 2 °C. Os dados foram reportados em g-cm/m?-dia-Pa (Pola et al.,
2016).

2.5.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica foi realizada com auxilio de um analisador térmico TGA
(modelo 60, Shimadzu - Japao), onde cerca de 3 mg de amostra de filme foi
aquecido na faixa de temperatura de 20 °C a 700 °C com razao de aquecimento de
10 °C-min™" para cada tratamento. O fluxo de nitrogénio foi mantido em 50 mL-min”’
(César, 2013).

2.5.5. Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

As analises foram realizadas no equipamento FT-IR Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, EUA). Os espectros de absorgédo na regido do infravermelho foram obtidos
em ampla regido de varredura de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e um

total de 16 varreduras por amostra.

2.5.6. Difragao de raios X (DRX)

Analises de difracdo de raios-X foram realizadas para avaliar o indice de
cristalinidade dos filmes. Foi utilizado o difratbmetro DRX, modelo X'Pert PRO
(PANalytical, Almelo, Holanda) a uma velocidade de 1,2°/min, no intervalo de 5° a
70° (208). O calculo do indice de cristalinidade (IC) destas amostras foi realizado de
acordo com o método proposto por Segal e colaboradores (1959) segundo a
Equacéo 1 (Q. Ma, Hu, & Wang, 2016).

(1002 — Iam)

IC =
l 1002

]x 100  Equacao 1

Sendo:

1002 = material cristalino e amorfo obtido a partir da altura do pico 200 (26 = 22,6°).
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lam = material amorfo obtido a partir do minimo da intensidade entre os picos 200 e 110
(26 = 18°).

2.5.7. Analise de transmitancia

A transparéncia e a capacidade de passagem da luz UV dos filmes foram
avaliadas medindo a porcentagem de transmiténcia de luz de 200 a 800 nm usando
um espectrofotdmetro UV/visivel (Modelo UV-18000, Shimadzu Co., Kyoto, Japao).
Os resultados foram expressos em porcentagem de transmitancia em 660 nm

(T660), representando transparéncia dos filmes (Oun & Rhim, 2016).

2.5.8. Atividade antimicrobiana in vitro dos filmes

Culturas puras de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Listeria
monocytogenes (ATCC 15313) foram usadas para testar a atividade antimicrobiana
in vitro dos filmes ativos incorporados com lisozima. Os indculos foram preparados
de acordo com o procedimento realizado por Sousa (2015).

Para avaliar a atividade antimicrobiana do filme ativo foi aplicado o método de
difusdo em agar, colocando-se discos (d = 1 cm) do filme ativo sobre a superficie do
agar contendo a suspensdo dos microrganismos na concentracdo de 1 x 10°
UFC-mL™".

Aliguotas de 100 pL dos indculos de Staphylococcus aureus foram
espalhados sobre a superficie da placa contendo agar MH (Agar Mueller-Hinton,
MHA,; Difco Laboratories), e similarmente de 100 uL de Listeria monocytogenes em
placa com meio BHI (Agar cérebro coragdo). Sobre a superficie do agar inoculado
foram colocados os discos (d = 1 cm) dos filmes com os diferentes tratamentos.

As placas foram incubadas a 7 °C por 10 horas e posteriormente incubadas a
35 °C % 2, por 18 e 20 horas, para Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes,
respectivamente. A atividade antimicrobiana foi determinada por meio da medi¢ao
do halo de inibicdo em torno dos filmes (cm). Todas as amostras foram avaliadas em

triplicata.

2.5.9. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), e foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR)
com duas variaveis para estudar o efeito combinado de NCC e lisozima e 5

repeticoes no ponto central. As propriedades mecanicas, de barreira ao vapor de
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agua, angulo de contato e transparéncia dos filmes foram avaliadas pela
metodologia de Superficie de Resposta (MSR), por meio de analise de regresséo
com 5% de probabilidade em software Minitab (Minitab 17, 2014).

3. Resultados
3.1.FTIR

Todos os filmes mostraram picos caracteristicos de acetato de celulose. O
pico a 1750 cm™ (Figura 1) foi atribuido ao alongamento vibracional do grupo
carbonila (C=0) dos ésteres presentes no acetato de celulose, que também exibiu
um pico em 1050 cm™, atribuido & flexdo da ligacdo C-O-C presentes nas moléculas
de celulose referente ao anel de piranose, e nos radicais de acetato de celulose.
Outro pico a 1255 cm™ correspondente a ligacdo C-O e um pico a 1380 Todos os
filmes mostraram bandas de absorgcédo caracteristicos de acetato de celulose e de
NCC. A banda em 1750 cm™ (Figura 1) foi atribuido ao estiramento do grupo
carbonila (C=0) dos ésteres presentes no acetato de celulose, que também exibiu
uma banda em 1050 cm™, atribuido a flexdo da ligacdo C-O-C presente nas
moléculas de celulose referente ao anel de piranose, e nos radicais de acetato de
celulose. Também foram observadas uma banda tipica de ligagdo C-O em 1255 cm™
e uma em 1380 cm™" associado & flexdo de CHs (vibragdo do alongamento C-H de
grupos metileno) (Babosa., 2007; Rodrigues Filho et al., 2008; Vallejos, Peresin, &
Rojas, 2012; Pola et al., 2016).
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Figura 1. Espectros de FTIR dos filmes de AC (somente acetato de celulose),
lisozima, NCCM e filmes de AC incorporado com: NCC a 3% (m/m) (TRT 5); LIS a
5% (m/m) (TRT 7); NCC a 3% ( m/m) e LIS a 5% (TRT 9); NCC 6% (m/m) e LIS 5%
(m/m) (TRT 8) e NCC 3% (m/m) e LIS 10% (m/m) (TRT 6).

A banda em 3290 cm ' corresponde ao alongamento de NH dos grupos
amino livres, e a absorgdo a 2943 cm 'é caracteristica do alongamento de CH
presentes na lisozima. Essas bandas caracteristicas da lisozima sdo sobrepostas
pelas bandas caracteristicas dos filmes, ndo sendo possivel identificar a presenca
da lisozima no filme pela presenga dessas bandas. No entanto, no filme somente
com a lisozima (TRT 7) houve o desparecimento da banda de absor¢do em 3500
cm™ (O-H), quando comparado ao filme de somente de acetato de celulose (Figura
1B) sugerindo que houve interacdo da lisozima com a matriz polimérica. Ja nos
filmes com lisozima e NCCs (6, 8 e 9) houve diminuigdo dessa banda, né&o
desaparecendo completamente, o que pode estar relacionado com a ligagdo da
lisozima preferencialmente com os NCCs do que com a matriz polimérica.

As bandas caracteristicas dos NCCs s&o semelhantes as do acetato de

celulose que também sao sobrepostos pelo filme, ndo sendo possivel diferencia-los.

3.2. DRX

E possivel observar que a matriz de acetato de celulose plastificada
apresentou dois picos difusos em aproximadamente 8 e 18°, o que indicou que o
acetato de celulose possui estrutura amorfa, mostrando a sua baixa estrutura
cristalina (Leite, 2015; Abdel-Naby et al., 2014; Dauda et al. 2015; Pola et al., 2016)
(Figura 2).

A adicado de lisozima na matriz de acetato de celulose nao influenciou na
cristalinidade dos filmes, uma vez que apresentaram padrao de difracdo semelhante.
Somente o filme adicionado com 3% (m/m) de NCC (TRT 5) e o com maior
quantidade de NCC a 6% (m/m) (TRT 8) & que apresentaram uma pequena
alteracdo no difratograma, onde apareceu uma leve inclinagdo no angulo de
intensidade de 22°, caracteristico da regidao cristalina de NCCs. Esse
comportamento indicou que a cristalinidade do filme de acetato n&o foi alterada,
todavia com o acréscimo de NCCs na matriz polimérica a cristalinidade do sistema
aumentou. Comportamentos semelhantes foram identificados por Santos 2016; Li et

al., 2019 e Hammami et al., 2020, onde a adigdao de NCCs em filme de acetato de



79

celulose, PLLA e PVA, respectivamente, promoveram o aparecimento do pico em
22° em todos os filmes. De acordo com Pei et al., 2010, a mudanga no
comportamento cristalino dos nanocompositos, observada por DRX, pode ser
atribuida a um efeito nucleante dos nanocristais de celulose, favorecendo o

crescimento dos dominios cristalinos nos nanocompdésitos.
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Figura 2. Difratogramas de raios-x dos filmes de AC (somente acetato de celulose),
filmes de AC incorporado com: NCC a 3% (m/m) (TRT 5); LIS a 5% (m/m) (TRT 7);
NCC a 3% ( m/m)e LIS a 5% (TRT 9); NCC 6% (m/m) e LIS 5% (m/m) (TRT 8) e
NCC 3% (m/m) e LIS 10% (m/m) (TRT 6) (figura 2A) e o NCC modificado com 0,4
mg-mL™" de surfactante CTAB(NCC-mod 3) (Figura 2B).

3.3. TGA

No filme de acetato de celulose, foram identificados 3 eventos de degradagéo.
O primeiro evento de degradacao ocorreu em torno de 50 °C, e correspondeu a
perda de agua (Figura 3). O segundo evento, ocorreu proximo a 350 °C
correspondendo a decomposi¢cdo do material organico devido a cisdo da cadeia
polimérica, liberando grupos acetila (Ouajai & Shanks, 2009; Leite, 2015). Ja o

terceiro evento, foi observado em temperaturas superiores a 500 °C, que esta
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relacionado a degradacdo do residuo carbonaceo produzido no estagio de

degradacao anterior (Mandal e Chakrabarty, 2014; Pola et al., 2016).

dm/dt (mg-s™)

I ' I ' I ' 1 ' I ' I ' I
100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Figura 3. Curvas de TGA (A) dos filmes de AC (somente acetato de celulose),
NCCM , e filmes de AC incorporado com: NCC a 3% (m/m) (TRT 5); LIS a 5% (m/m)
(TRT 7); NCC a 3% ( m/m)e LIS a 5% (TRT 9); NCC 6% (m/m) e LIS 5% (m/m) (TRT
8) e NCC 3% (m/m) e LIS 10% (m/m) (TRT 6).

Nos filmes incorporados com NCCs foram observados, além dos eventos ja
mencionados, uma degradacado em 320 °C. Esse comportamento pode ser atribuido
a degradagdo média dos NCCM, cuja degradagdo ocorreu em temperaturas
préximas de 310 °C, e da lisozima com temperatura de degradacgéo proxima a 330
°C (Roman & Winter, 2004)

Apesar de haver pequenos eventos de degradacgao provocados pela a adi¢cao
de NCC e da lisozima, ndo ocorreram mudangas significativas no comportamento
térmico da matriz de AC.

3.4. Avaliacao visual e Transmissao de luz dosfilmes

De acordo com os dados estatisticos as adicbes de NCCs em diferentes
concentragbes néo afetaram significativamente (p>0,05) a transmitancia dos filmes
(Tabela 2 e 3). Esses resultados sugeriu que a modificagdo no NCC com CTAB,
possibilitou a dispersdo do mesmo no filme de AC, devido a auséncia de agregados,

indicando uma boa compatibilidade do NCCM com a matriz de AC.
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Figura 4: Imagens dos filmes de AC incorporado com: NCC a 3% (m/m) (TRT 5);
LIS a 5% (m/m) (TRT 7); NCC a 3% ( m/m)e LIS a 5% (TRT 9); NCC 6% (m/m) e LIS
5% (m/m) (TRT 8) e NCC 3% (m/m) e LIS 10% (m/m) (TRT 6).

Lee & Kim, 2017, também constataram que adicdo de NCCs modificados com
(3-aminopropil) tretoxisilano (APTES), nao interferiu na transmitancia do filme de
poliamida, atribuindo esse resultado a boa dispersdo do NCC na matriz polimérica,
promovida pela modificacdo do NCC. Comportamento semelhante também foi
verificado por Luzi et al., 2017, em que a adigdo de NCCs em filme de PVA néo
influenciou na transparéncia do filme, com transmitancia a 600 nm de 94,2%. Outras
pesquisas relataram que a transparéncia de filmes nanocompdésitos de carboximetil
celulose incorporados com NCCs de estruturas semelhantes a teia e com alta
relacdo de aspecto, foi menor do que a incorporada com nanoparticulas menores (El
Miri et al., 2015; Oun & Rhim, 2015) que, provavelmente, foi devido a melhor
dispersdo sem aglomeragao dos pequenos NCCs na matriz polimérica (Xu et al.,
2017).
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Figura 5: Transmitancia de todos os filmes de 200 a 800 nm (A) e grafico do
comportamento do efeito do conteudo de lisozima na transmitancia dos filme de AC
estimado pela analise de regresséo.

A adi¢do de lisozima influenciou de forma negativa na transparéncia dos
filmes, reduzindo-a para 82%, e esse comportamento foi estimado por meio um
modelo de regressao que explicou a influéncia da lisozima na transparéncia do filme
(Figura 5) (Tabela 3). A lisozima por ser de carater hidrofilico, apresentou
incompatibilidade com a matriz polimérica de AC, que mesmo apos a utilizacdo do
ultrassom néo foi possivel dispersa-la para obter uma boa homogeneizagao no filme.
Além disso, a presenga do NCC nao influenciou na dispersao desse agente ativo na
matriz. A diminui¢gdo na transmitancia da luz dos filmes nanocompésitos produzidos,
pode ser resultado dos agregados de lisozima na matriz polimérica, que
promoveram uma barreira fisica, e consequentemente, impediu a passagem de luz

através do filme.
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Tabela 2: Concentracdo de NCCM e LIS nas formulagdes filmogénicas a base de
acetato de celulose e resultados observados da caracterizacdo das propriedades
dos diferentes filmes.

Rr 1S/ NceMm Teonm ES RM ME o V) TP\ZIA_ Angulo
(m/m) (m/m) ) (um) (MPa) (Mpa) (grem/m*dia-Pa)  (°)
1 1,5 0,9 90,04 72,8 19,18 106553 3,69 8,56 61,8
2 8,5 0,9 68,23 82,4 1860 1173,40 1,75 8,04 62,0
3 1,5 5,2 89,59 786 3551 1994,78 2,91 8,77 66,2
4 8,5 5,1 78,37 100,6 19,81 1226,49 2,07 9,95 54,1
5 0,0 3,0 93,04 32,4 48,14 315163 2,32 6,88 70,6
6 10,0 3,0 82,31 106,0 29,64 2070,00 2,99 9,80 55,1
7 5,0 0,0 8159 848 632 760,32 2,70 16,40 61,1
8 5,0 6,0 86,08 114,6 10,50 929,42 3,34 5,80 60,9
9 5,0 3,0 8565 89,4 15,77 111635 2,96 10,29 62,0
10 5,0 3,0 84,36 89,8 15,07 1116,00 1,83 9,57 67,0
11 5,0 3,0 84,35 87,5 1546 999,58 2,11 10,00 65,4
12 5,0 3,0 82,66 93,8 13,52 1122,50 2,14 11,27 64,0
13 5,0 3,0 83,72 77,9 10,22 1212,18 2,23 10,16 67,6

Tabela 3: Modelos estatisticos estimados para caracteristicas de espessura,
resisténcia maxima a tragdo, transmitdncia e angulo de contato dos filmes

incorporados com LIS e NCCM.

Propriedade Equacio* R’ Faj**
Espessura (um) Y=35,6 + 12,97 LIS+ 3,91 NCC
P H - 0,817 LIS*LIS 0,68 0,062
Resisténcia Y=28,71-9,86 LIS + 7,75 NCC
maxima a tracao +0,9864 LIS*LIS - 0,646 NCC*NCC -
£
(Mpa) 0,499 LIS*NCC 0,04 0,264
Transmitancia
) (650 nrm) Y=91,38 - 1,553 LIS 0,56 0,07
Angulo de
contato Y=91,38 - 1,553 LIS 0,71 0,38

*Equacdes ajustadas pela analise de regressao
**Valor p para falta de ajuste estatistico do modelo (nao significativo para p> 0,05)
**Valor p para falta de ajuste estatistico do modelo (ndo significativo para p> 0,05)

3.5. Propriedade mecanica

Foi possivel ajustar um modelo de regressao para a variavel espessura (p <

0,05), em fungao da a adicdo de NCCM e da lisozima . O aumento da espessura dos

filmes de AC apresentou comportamento linear para o NCCM e quadratico para a

lisozima (Figura 6 e Tabela 3). Embora, ndo tenha ocorrido interagao entre esses

fatores. O aumento da espessura do filme com o aumento da quantidade de NCC
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incorporado em matrizes poliméricas tem sido discutido na literatura (Shankar e
Rhim., 2016; Alves et al., 2015; Wang et al., 2017 e Pola 2017). De acordo com
esses autores, o aumento da espessura esta diretamente relacionado com o
aumento da quantidade de particulas solidas na matriz polimérica, resultando numa
maior matéria seca nos filmes (Benelhadj et al., 2016).
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Figura 6: Grafico de superficie de resposta do efeito de NCCM e LIS na espessura e
na resisténcia maxima a tracao do filme de acetato de celulose (A). Resultados da
otimizagao simultanea usando a fungéo de desejabilidade para maximizar os valores
de espessura e resisténcia maxima a tragao dos filmes (B)

O modelo de regresséao ajustado que representou a influéncia do NCCM e da
lisozima sobre a resisténcia maxima a tragao foi significativo (p < 0,05) (Figura 6 e
Tabela 2), enquanto para o médulo de elasticidade e alongamento do filme, nao
foram significativos (p >0,05) (Tabela 3). O NCCM promoveu o aumento da

resisténcia maxima a tracdo com adigcdo deste composto na matriz polimérica,
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enquanto a adi¢ao de lisozima contribuiu para a reducédo dessa propriedade. Esses
compostos agiram sinergeticamente, porém com coeficiente de interagdo negativo.
Dessa forma, o estudo indica que o NCCM contribui para aumentar resisténcia a
tracdo mantendo a elasticidade e o mdédulo de elasticidade. Valores maximos foram
observados quando 6% de NCCM e 0% de lisozima foram adicionados (Figura 6
B2).

O efeito do NCCM no aumento da resisténcia a tracdo esta relacionado a
dispersdo dos NCCMs na matriz polimérica, que devido apresentarem elevada razao
de aspecto, com enorme area interfacial, permite o ganho de refor¢co devido a boa
dispersédo na matriz polimerica (Dufresne, 2017). Essa boa dispersdo do NCCMs foi
evidenciada no resultado de transmitancia. Por apresentar grande quantidade de
grupamentos OH, assim como a matriz polimérica, o NCCM conseguiu interagir
fortemente com as cadeias do polimero aumentando a compactagao das cadeias
dando origem a uma estrutura continua, na qual o estresse é distribuido de forma
mais uniforme, restringindo parcialmente sua mobilidade e, consequentemente,
aumentando a resisténcia a tragao dos filmes (Azeredo et al., 2017; Dufresne, 2017;
Pola 2017).

Outras tentativas em promover a melhoria da propriedade mecanica de filme
de acetato de celulose, ja foram realizadas, no entanto essas ndo foram eficientes.
Leite. 2015, produziu filme de AC com NCC modificado com acido acético e acido
carboxilico, e obteve reducdo das propriedades mecénicas, € o resultado foi
atribuido a aglomeragdo dos NCCs na matriz e a baixa quantidade de NCCs
adicionados (1,5% m/m). Yang et al. (2013) também relataram perdas nas
propriedades mecéanicas para baixas composicdoes de NCCs(~5%), reforcado com
acido acético em filmes de acetato de celulose de algodao obtidos pelo método
casting. Os autores atribuiram esta diminuicdo de desempenho a presenca de
aglomerados de nanocristais na matriz polimérica. Ja o presente trabalho, mostrou
que foi possivel a melhoria da propriedade mecanica do filme de AC com adi¢ao de
NCCMs, possivelmente pela melhor dispersdo do NCCM, promovido pela sua
modificacdo com CTAB.

A lisozima reduziu a resisténcia a tracdo do filme de AC, provavelmente
devido a ma dispersao na matriz, formando aglomerados que ocasionaram pontos
de fratura, conforme demostrado nas imagens e nos dados de transmitancia (Figura

4 e 5). O efeito da aglomeragdo diminuiu a eficacia da relagdo de aspecto das
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particulas, reduzindo sua propriedade mecanica (Ansari, Salajkova, Zhou, &
Berglund, 2015). A literatura relata que a lisozima foi capaz de enfraquecer a
estrutura e a integridade do filme de quitosana (Pack 2004), relacionado a ligacéo e
dispersdo da lisozima na matriz. De acordo com Gemili, Gemili, Yemenicioglu, &
Altinkaya, 2009 a incorporacao de lisozima nos filmes preparados com solugédo de
acetato de celulose 15% (m/m) causou uma redugao significativa na resisténcia a
tracdo e na capacidade de estiramento (alongamento a ruptura) dos filmes antes da
ruptura. Isto pode estar relacionado a dissolugao incompleta de lisozima em solugao
de polimero concentrado com uma quantidade reduzida de agua, que resulta em
distribuicdo ndo homogénea de agregados de lisozima em suspensao na estrutura
final do filme.

Outro estudo mostrou que a adi¢ao de lisozima nao alterou significativamente
as propriedades mecanicas dos filmes de proteina isolada da planta Spirulina, no
entanto, um claro aumento da rigidez dos filmes de caseinato de sodio e uma
diminuicdo de sua flexibilidade e extensibilidade foram observados quando a
lisozima foi adicionada, o que foi associado a uma boa dispersado da lisozima na
matriz (Behinj 2016).

3.6. Angulo de contato dos filmes nanocompésitos com a agua

A molhabilidade ou hidrofobicidade das superficies de filmes nanocompdsitos
sdo geralmente avaliadas pelos angulos de contato com a agua. Quanto maior o
angulo de contato, maior a hidrofobicidade do filme nanocompdsito.

Foi possivel ajustar um modelo que explicou o efeito da adigdo de NCCM e
lisozima na variagdo do angulo de contato do filme de AC. De acordo com os dados
observou-se que, para concentragdes de NCCMs de até 4,9% (m/m), a medida que
a concentragdo deste composto aumentou na matriz de AC, maior foi o angulo de
contato entre a agua e o filme nanocompdsito (Figura 7). Acima da 4,9% (m/m) de
NCC uma pequena redugcdo no angulo de contato foi verifida. J& a adigdo de
lisozima proporcionou uma ligeira diminuicdo no angulo de contato, a medida que
aumentou-se a sua concentracdo. Observou-se uma interacdo negativa entre a
lisozima e o NCCM no angulo de contato entre os filmes nanocompdsitos ativos e a

agua, cujo efeito foi negativo na hidrofobicidade do filme.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/extensibility
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/wettability
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Figura 7: Grafico de superficie de resposta do efeito de NCCM e LIS no angulo de
contato entre a agua e o filme de acetato de celulose (A). Resultados da otimizagao
usando a fungdo de desejabilidade para maximizar os valores de espessura e
resisténcia maxima a tracéo dos filmes (B).

Os resultados deste estudo mostraram que os NCCMs foram capazes de
reduzir a molhabilidade e aumentou a resisténcia a umidade das superficies dos
filmes nanocompdsitos, provavelmente devido a adicdo de nanocristais de maior
hidrofobicidade (71,3 °) nos filmes de AC de 55°. No entanto, o efeito combinado
com a lisozima, prejudicou a hidrofobicidade, possivelmente devido ao carater
hidrofilico do agente ativo.

Chen, Zhou, Zou, & Gao, 2019, também verificaram que a adicdo de NCCM
com acido citrico e amidados com quitosana em filme de amido, provocou o
aumento do angulo de contato de 57,36° para 67,74° e atribuiram esse aumento a
reducao de hidroxila nas superficies dos NCCs modificados, assim as chances de

interacdo com a umidade foram reduzidas.

3.7. Permeabilidade ao vapor de agua

Nao foi possivel estimar um modelo de regressao que explicasse a influéncia
do NCCM e lisozima sobre a permeabilidade ao vapor de agua para os filmes
nanocompdsitos ativos produzidos (Tabela 1). Apesar disso, os dados indicaram que
o filme incorporado somente com lisozima (TRT 7) apresentou maior TPVA de 16,4
g-cm/m?dia-Pa que os demais filmes. Enquanto o filme adicionado com apenas
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NCCM (TRT 5) teve reduzida TPVA de 6,8 g-cm/m*dia-Pa . Esse comportamento
esta em concordancia com os dados de angulo de contato, em que a adigao de 3%
(m/m) de NCCM aumentou a hidrofobicidade dos filmes, reduzindo a passagem de
vapor de agua pelas moléculas do fiime. Chen et al., 2019 observaram
comportamento semelhante, e conseguiram reduzir a TPVA de filme de amido em
até 87,4% quando 8% (m/m) de NCCM foram utilizados na producdo do filme, pois
os NCCMs eram mais hidrofébicos quando comparados com os NCCs puros. Os
NCCMs criaram efetivamente um caminho tortuoso para o vapor de agua atravessar
o filme nanocompdésito, o que resultou em uma maior distancia para as moléculas do
vapor de agua percorrerem (Bangyekan et al., 2006, Babaee et al., 2015, Miri et al.,
2015).

A dispersdo do NCCM ao longo da matriz polimérica foi capaz de promover a
formagcdo de um caminho tortuoso, aumentando o percurso de difusdo das
moléculas de agua através do filme e, consequentemente, reduzindo a
permeabilidade (Ferrer et al., 2017).

A capacidade de formagdao do caminho tortuoso se deve, exatamente, a
elevada razdo de aspecto apresentada pelos NCC. Além disso, a formacao de
interagbes de hidrogénio entre NCC e a matriz polimérica contribuem para a
compactacdo e formacdo de uma estrutura coesa, reduzindo os espacgos vazios
entre as cadeias poliméricas, e consequentemente diminuindo a difusividade da
agua pelo filme (Abdollahi et al., 2013).

Comportamento similar foi reportado por Kakroodi, Kazemi, Pola 2017; Nofar
& Park , 2017; Espino-Pérez et al., 2018 e Ly & Mekonnen, 2019, em que a adigao
de NCC provocou o aumento da propriedade de barreira ao vapor de agua. Essa
melhoria pode ser atribuido a dispersdo do NCC na matriz € ao aumento da
cristalinidade do nanocompdsito produzido devido a incorporacdo de NCC com alta
cristalinidade. Lee & Kim, 2017 observaram que o nanocompdsito de poliamida com
nanocristal modificado tiveram a TPVA reduzida em 60% quando 3% de NCCM
foram adicionados. De acordo com os autores as fibras cristalinas impermeaveis
tornaram o caminho tortuoso levando a processos de difusdo mais lentos, e em
menores valores de TPVA.

A adicdo da lisozima contribuiu para aumentar a TPVA dos filmes, mesmo
aqueles contendo NCCM apresentaram maior TPVA quando comparados ao filme

contendo somente NCCM (TRT 7). Esse fato pode ser explicado pelo carater


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/water-vapor
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718311317#bib0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718311317#bib0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718311317#bib0045

89

hidrofilico da lisozima que dificulta sua dispersdo na matriz, formando agregados,

comprometendo a compactagao da matriz polimérica.

3.8. Atividade antimicrobiana do nanocompdésito ativo

Nao foi ajustado um modelo estatistico (p <0,05) que explicasse a influéncia
dos NCCMs e da lisozima na atividade antimicrobiana dos nanocompdsitos. Foi
observado atividade antimicrobiana contra L. innocua e S. aureus em filmes ativos
incorporados com 10% (m/m) de lisozima (TRT 6) formando um pequeno halo de
inibicdo de 0,5 cm e de 0,2 cm para L. innocua e S. aureus, respectivamente. Os
filmes com 8,5% e 5% (m/m) de lisozima (TRT 3, 4, 8 e 9) n&o formaram halo de
inibicdo, no entanto ndo houve crescimento das bactérias na superficie dos filmes.
Em contrapartida, em filmes incorporados somente com NCCM (TRT 5) houve
crescimento das bactérias na sua superficie, indicando que o NCCM nao apresentou

atividade antimicrobiana.

Figura 8: Atividade antimicrobiana, pela formacdo de halo (cm) dos filmes de AC
incorporado com NCCM 3% (m/m) (TRT 5); LIS a 5% (m/m) (TRT 7); NCCM 3%
(m/m) e LIS 10% (m/m) (TRT 6) sobre S. aureus (A) e Listeria in6cua (B)
Comportamento similar foi observado por Mecitogli 2007 em que o filme de
zeina contendo lisozima apresentou baixa atividade antimicrobiana sobre S. aureus.
O aumento da afinidade da lisozima com os filmes de zeina por meio da formagao
de interagbes idnicas adicionais e de ligagdes H entre os compostos dificultaram a

difusao da lisozima na matriz.
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Atividade antimicrobiana de filme ativo com lisozima ja foram relatadas na
literatura, em filme de quitosana (Huang et al., 2012), alginato de sédio (Ben et al.,
2016), gelatina (W. Ma et al., 2013), caseinato de sédio (Mendes de Souza,
Fernandez, Lopez-Carballo, Gavara, & Hernandez-Muhoz, 2010) acetato de celulose
(Gemili et al., 2009) pectina (Bayarri et al., 2014), isolado protéico de soro (Ozer, Uz,
Oymaci, & Altinkaya, 2016) e zeina (Gugbilmez, Yemenicioglu, & Arslanoglu, 2007).
Barbiroli et al, 2012 demostraram a redugao de 0,5 ciclo logaritmico na populagao de
L. innocua que esteve em contato com o filme contendo lisozima em comparacao
com o filme controle. Em outro estudo, houveram maior reducdo de L. innocua,
sendo que 2,13 ciclo log dessa populagao de bactérias foi reduzida, no final de 24 h
(Fajardo et al. 2014). Fabra, Sanchez-Gonzalez, & Chiralt, 2014 comprovaram a
eficacia antimicrobiana de filme de amido contendo lisozima contra Listeria
monocytogenes.

O mecanismo de acgdo desta enzima baseia-se na capacidade de hidrolisar a
ligacao glicosidica entre os residuos de acucares aminados [(-1,4 acido N-
acetilmuramico e N-acetilglucosamina presentes nas cadeias de peptidoglicano da
parede celular bacteriana, danificando sua parede celular (Chung e Hancock,
2000, Were et al., 2003, Callewaert, Walmagh, Michiels, & Lavigne, 2011, Lopes et
al., 2019).

No presente trabalho esperava-se uma maior atividade antimicrobiana dos
filmes nanocompositos ativos produzidos com lisozima, visto que a atividade
antimicrobiana da lisozima contra essas bactérias ja € bem consolidada na literatura
(Huang et al., 2012; W. Ma et al., 2013, Ozer et al., 2016, Ben et al., 2016, Wu et al.,
2019). Provavelmente o resultado aqui encontrado esta relacionado com a retengao
da lisozima na matriz de AC, dificultando a difusdo desta para o agar. Essa retencao
pode ser devido a interagdo eletrostatica da lisozima, de carga positiva, com o
acetato de celulose e, ou, com NCCM de cargas negativas (Ben et al., 2016).

Assim, tornam-se necessarios mais estudos para melhorar a difusdo da
lisozima da matriz polimérica de AC. Estudos realizados por Benelhad;j et al., 2016,
mostraram que a alteracédo do pH da lisozima de 7 para 3 aumentou sua difusdo no
filme de proteina isolada da planta Arthrospira platensis (Spirulina) (API). Em pH 3, a
lisozima teve uma carga liquida positiva, enquanto a carga liquida das proteinas era

zero ou quase zero. Assim, a auséncia de interacoes eletrostaticas ou a presenca de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16302892#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16302892#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18313717#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18313717#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18313717#bib57
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interacbes eletrostaticas fracas entre lisozima e caseinato de Na ou API
provavelmente contribuiram para a liberagdo mais rapida da lisozima nesse pH.

De acordo com Gemili et al., 2009 para aumentar a taxa de difusdo de
agentes ativos em filmes, plastificantes e aditivos podem ser incorporados. No
entanto, deve-se ter o cuidado para ndo afetar adversamente a conformacéo inicial
da lisozima. Bayarri et al., 2014 demostraram que a adigdo de enzima pectinase

aumentou a taxa de liberagao da lisozima de filme a base de pectina..

4. Conclusao

A incorporagcao de NCCM e lisozima promoveu alteragdes nas propriedades
mecanicas, de barreira e na transparéncia dos filmes. A transparéncia do filme de
acetato foi mantida mesmo apds a adicdo do NCCM, comprovando uma boa
dispersdao do NCCM na matriz e demostrando que a modificagdo do NCC com CTAB
foi eficiente para essa dispersdo, proporcionando melhorias na propriedade
mecanica e de barreira do filme de acetato de celulose. A lisozima contribuiu para a
reducdo dessas propriedades, e ndo houve efeito sinérgico entre o NCCM e a
lisozima para melhoria das propriedades do filme de acetato de celulose. Nao foi
possivel estimar neste estudo condi¢gées 6timas de concentragdes de lisozima e
NCCMs para producdo de um nanocomposito ativo. As melhores respostas foram
obtidas para o filme adicionados com 4,9% (m/m) e 6%(m/m) de NCCM para angulo
de contato e resisténcia maxima a tragao, respectivamente, com valores minimos de
lisozima.

Dessa forma mais estudos devem ser realizados para melhorar a dispersao
da lisozima na matriz de acetato de celulose a fim de potencializar suas
propriedades mecanicas e de barreiras.

A atividade antimicrobiana foi obtida com adicao de 10% (m/m) de lisozima
com halo de inibicdo de 0,5 cm para Listeria Inocua. Os NCCMs n&o apresentaram
nenhuma atividade antimicrobiana. Uma possivel retengcdo da lisozima na matriz
dificultou a sua difusdo, comprometendo sua atividade antimicrobiana. Assim, torna-

se necessario outras pesquisas para aumentar a difusao dessa proteina.
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CONCLUSAO GERAL

No Artigo 1 foi possivel isolar NCCs da coroa de abacaxi. O tempo de
hidrélise influenciou nas caracteristicas dos NCCs, obtendo-se NCCs de
comprimentos entre 274 e 295 nm, didametro de 3,7 e 11 nm, relagdo de aspectos de
24,9 a 69,8, potencial zeta de -17,3 a -24,6 mV e cristalinidade de 56 a 85%. O
maior rendimento foi obtido com 120 min de hidrdlise, com cerca de 29,9% (m/m), e
o maior indice de cristalinidade com 60 min (85%). O estudo indicou que as
principais caracteristicas dos NCCs para seu uso como refor¢o, podem der
potencializadas com tempos de hidrolise entre 60 a 120 min.

No artigo 2 constatou-se que o surfactante CTAB foi capaz de modificar a
superficie dos NCCs, alterando sua carga superficial e sua hidrofobicidade, e que
esses, sao dependentes da concentragdo de surfactante utilizado. A maior
hidrofobicidade dos NCCs modificados foi obtida quando 0,2% (m/m) de CTAB foi
usado, obtendo-se o maior angulo de contato com a agua (71°). Nessa condigao o
potencial zeta foi de -21,1 mV. A modificagdo promoveu a dispersdo dos NCCs em
solvente de baixa polaridade como a acetona. Assim, pode-se aplicar esse NCC
modificado (0,2% m/v) em acetato de celulose, polimero hidrofébico, conforme
abordado no artigo 3.

No artigo 3, desenvolveu-se 0 nanocompdsito ativo adicionado de lisozima,
agente antimicrobiano, e do NCCM. A incorporagcdo de NCCM e lisozima promoveu
alteracbes nas propriedades de resisténcia a tracdo, de barreira a vapor de agua e
na transparéncia dos filmes. A transparéncia do filme de acetato foi mantida mesmo
apds a adicao do NCCM, indicando uma boa dispersdo do NCCM na matriz e
demostrando que a modificagdo do NCC com CTAB foi eficiente para essa
dispersdo. Houve melhoria na propriedade mecanica e de barreira do filme de
acetato de celulose. A lisozima contribuiu para reducdo dessas propriedades. Nao
houve efeito sinérgico entre 0 NCC e a lisozima para melhoria das propriedades do
filme de acetato de celulose. Nao foi possivel estimar neste estudo condigbes 6timas
de concentragdes de lisoziima e NCC simultdneos para produgdo de um
nanocompdosito ativo. As melhores respostas foram obtidas para o filme adicionados
com 4,9% e 6% de NCC para angulo de contato e resisténcia maxima a tracao,
respectivamente, com valores minimos de lisozima.

A atividade antimicrobiana foi obtida com adicdo de 10% (m/m) de lisozima
com halo de inibicdo de 0,5 cm para Listeria Inocua. O NCCM nao apresentou
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nenhuma atividade antimicrobiana. Dessa forma, outros estudos devem ser
realizados para melhorar a dispersao e difusdo da lisozima na matriz de acetato de
celulose a fim de potencializar suas propriedades. O estudo sugere que avaliagdo de
diferentes concentragdes de plastificantes pode ser uma alternativa de melhorar a
difusdo da lisozima. Um outro estudo seria a alteracdo da carga superficial da
lisozima, por meio da alteragdo do pH do meio, e também um estudo da difusdo da
lisozima da matriz de acetato para o alimento em fungcdo do tempo, variando os
fatores como pH e concentragao de plastificantes.

O trabalho também sugere a avaliagdo da incorporagdo de NCCM com CTAB
na matriz de acetato de ceulose com diferentes potenciais zeta, a fim de observar
como a carga superficial dos NCCMs influenciara em algumas de suas propriedades

de barreira, mecanicas ou térmicas.



