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RESUMO

A utilizacéo de residuos da agroindustria, como fonte de carbono e nutrientes para a
producéo da celulose bacteriana, pode servir como alternativa de baixo custo para
producéo da mesma. O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
membranas de celulose bacteriana com e sem o0 uso de residuos do processo de
beneficiamento da laranja para posterior incorporacdo de micro/nanoparticulas
contendo 6leo essencial. Para o desenvolvimento das membranas foi utilizado o
meio de cultura estatico e para a preparacao das micro/nanoparticulas foi utilizada a
metodologia de nanoprecipitacdo. A incorporacdo das micro/nanoparticulas foi
realizada em amostras da celulose bacteriana na forma umida e seca, do meio de
cultivo que nao utilizou residuos da laranja. A dispersdo com micro/nanoparticulas
utilizou solventes como agua ou etanol para incorporacdo na celulose bacteriana. As
amostras de celulose foram avaliadas em seu comportamento morfolégico por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e foi realizada anélise de espectroscopia
no infravermelho (FTIR) para avaliacdo prévia da composicdo quimica. A
cristalinidade foi avaliada pela analise de difracdo de raio-x e a molhabilidade foi
avaliada pela medida de angulo de contato. Para a caracterizacdo das
micro/nanoparticulas foram realizadas andlise de MEV, potencial zeta (PZ) e
tamanho de particula (TP). Ja para a verificacdo da incorporacdo das particulas na
celulose, foram realizadas analises de MEV e de FTIR. A morfologia das amostras
de celulose apresentaram-se semelhantes, quando comparados os diferentes meios
de cultivo. O angulo de contato sugere a influéncia da cristalinidade das amostras. O
perfil espectroscopico das anélise de FTIR das amostras de celulose apresentaram-
se semelhante ao encontrado na literatura. Para o processo de obtencédo das
micro/nanoparticulas, os resultados corroboram a literatura para os diferentes
tamanho de particulas, estabilidade da dispersdo e PZ. A microscopia sugere que a
incorporacdo das particulas nas celuloses Umida e seca e ocorre somente na
superficie e ndo entre as suas fibras, exceto para amostra que utilizou etanol na
celulose Uumida. Este fato pode advir do tamanho da particula ser maior que o
espaco intersticial entre as fibras da celulose e também a interacdo entre solvente e
a membrana da celulose bacteriana. Os resultados mostraram que € possivel o
desenvolvimento de membranas de celulose bacteriana com o uso dos residuos de
laranja e a producéo e incorporagcao micro / nanoparticulas contendo 6leo essencial
em membranas de celulose bacteriana, na forma umida com etanol.

Palavras Chave: Celulose Bacteriana. Residuos da Laranja. Micro/nanoparticulas.
Incorporacao, Oleo essencial



ABSTRACT

The utilization of agroindustrial residues, as carbon source and nutrients for the
bacterial cellulose production may be used as a low cost alternative for its production.
This present study aims the development of bacterial cellulose membranes with and
without the use of the residues of orange benefiting process further incorporation of
oil essential micro/nanoparticles. For the development of the membranes it was used
the static medium culture and for the preparation micro/nanoparticles it was used the
nanoprecipitacion methodology. The micro/nanoparticles incorporation was
accomplished in bacterial cellulose samples, in the humid and dry form, the medium
of culture that didn’t use orange residues. The dispersion, with micro/nanoparticles,
used water or etanol solvents for incorporation in bacterial cellulose samples. The
cellulose samples were evaluated in its morphological behavior through Scanning
Electron Microscopy (SEM) and It was accomplished the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy(FTIR) for the preliminary evaluation of chemical composition. The
crystallinity was evaluated by measuring X-ray diffraction analysis and the wettability
was evaluated by measuring contact angle. For the micro/nanoparticles
characterization it was accomplish SEM, Zeta Potential (ZP) and particle size
analysis. As for the cellulose incorporation it was carried SEM and FTIR analysis.
The celluloses samples morphology presented themselves similar, when comparing
the different culture medium. The contact angle suggests the influence of crystallinity
on sample. The spectroscopic profile of the FTIR analysis, of the cellulose samples,
showed up similar to the one in the literature. For the micro/nanoparticles process
obtaining, the results corroborate in the literature for the different particles size,
emulsion stability and zeta potencial. The microscopy suggest that particles
incorporation in humid and dry celluloses, occurs only on the surface and not
between its fibers, except that using ethanol in the humid cellulose. This may be due
to the fact that the particles size is bigger than the cellulose fiber intersticial space
and also the interaction between the solvent and the bacterial cellulose. The results
showed that is possible the development of bacterial cellulose membranes with the
use of the residues of orange and the production and incorporation of oil essential
micro/nanopatrticles in bacterial cellulose membranes, in the humid form and with
ethanol.

Keywords: Bacterial Cellulose, Orange Residues, Micro/nanoparticles, Incorporation,
Essential Oll
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1 INTRODUCAO

Novos compositos tém sido estudados para aplicagdo em diversas areas
como a medicina, a cosmética e de eletrbnicos, entre outras. Os materiais
compositos sdo preparados por combinacdo de um ou mais materiais com um
polimero e as propriedades finais devem melhores do que as dos materiais
constituintes sozinhos (MAZUMDAR, 2001).

Um material que vem despertando interesse como matéria prima para
compositos é a celulose bacteriana (CB) por conta de suas caracteristicas quimicas
e biolégicas como a biocompatibilidade e por ser atoxica (RECOUVEREX, 2008;
JORFI & FOSTER, 2015). Outras caracteristicas que fazem da celulose bacteriana
um polimero atraente na utilizacdo em compodsitos sédo: a alta cristalinidade,
resisténcia a tracdo, porosidade, elasticidade, durabilidade e alta capacidade de
absorcao e retencéo de agua (KLEMM et al., 2005; CHEN et al., 2014).

Porém, a CB carece de algumas propriedades dependendo o campo de
utilizacdo e os compositos com CB aparecem para adaptar caracteristicas conforme
a finalidade da aplicacdo (BISMARCK et al.,, 2011; SHAH et al.,, 2013). Alguns
compositos contendo nanoparticulas associadas a CB ja foram estudados em
materiais com propriedades antibacteriana, em sensores e materiais fotocataliticos,
entre outros (MULLER, 2012; MOCO, 2013; WANG et al., 2015).

O fato da estrutura da CB ser porosa e tridimensional facilita a interligacéao
entre dois ou mais componentes em sua estrutura. Porém, seu custo ainda é
elevado, uma vez que o material é desenvolvido em meio sintético
(GOMES et al., 2013; CHEN et al., 2014; WANG et al., 2015).

O uso de residuos agroindustriais na producdo de CB pode ser uma
alternativa de baixo custo e fonte abundante de matéria-prima (CAVKA et al., 2013).
Neste contexto, alguns residuos de alimentos e da agroinddstria podem servir como
fonte de carbono e nutrientes para a producdo da CB entre eles estdo a agua
residual da batata, o melaco, sucos de abacaxi, uva e laranja entre outros
(THOMPSON & HAMILTON, 2001; HONG & QIU, 2008; NAKAMURA et al. ,2009;
DUFRESNE; THOMAS; POTHAN, 2013).

O Brasil é 0 maior produtor de laranjas no mundo, com uma producdo em

torno de 413 milhdes de caixas de aproximadamente 41 Kg cada uma em 2013/14
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(CANAL RURAL, 2014). J4 as perdas da laranja apds a colheita, chegam a 22%,
sendo que se dividem em 10% no préprio campo, 50 % no manuseio e nas centrais
de abastecimento, 30% comercializagdo e 10% pelo consumidor (SOARES, 2009).
O suco de frutas, entre eles o de laranja, ja foi utilizado com resultados satisfatérios
na producéo da CB (NAKAMURA et al., 2009; CARREIRA et al., 2011).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto foi produzir membranas de celulose bacteriana
a partir de residuos agroindustriais provenientes da cadeia produtiva da laranja e
preparar e incorporar micro/nanoparticulas contendo 6leo essencial de cymbopogon

nardus em membranas de CB.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

a) Produzir membranas de celulose bacteriana a partir de residuos
agroindustriais da cadeia produtiva da laranja (CBL);

b) Comparar a CBL com a CB;

c) Produzir e caracterizar micro/nanoparticulas contendo 6leo essencial
cymbopogon nardus;

d) Incorporar micro/nanoparticulas com 6leo essencial na CB.



2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, sdo abordados os principais conceitos referentes ao assunto
deste trabalho e também ao aprofundamento da pesquisa. Para isto faz-se a reviséo
do que é a celulose, os tipos de celulose, sua biossintese, alternativas na producéo,

nanoparticulas contendo 6leo essencial e métodos de caracterizacao.
2.1 CELULOSE

A celulose (CgH100s) é o biopolimero mais abundante no mundo e pode ser
encontrados nas plantas verdes, em fungos e protozoarios entre outros
(SHODA & SUGANO, 2005; DONINI et al., 2010; OKSMAN et al., 2014 ). A celulose
vegetal contém lignina e hemicelulose, componentes que exigem a remocao antes
do wuso, ja a celulose bacteriana ¢é livre destes dois componentes

(CZAJA et al., 2006). Na Figura 1 esta representada a estrutura linear da celulose

Figura 1. Estrutura linear da celulose.

OH OH

O
O OO OH‘““H

HO H OH

Fonte: Junior et al., 2006

Sendo a celulose o polimero natural mais abundante e um dos principais
constituintes das plantas, o interesse pela celulose surge naquela produzida por

micro-organismos, que é conhecida como celulose bacteriana (DUARTE, 2014).
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A Figura 2 mostra a diferenca entre as fibras da CB e da celulose vegetal
(DONINI et al., 2010).

igura 2. Fibras de CB (a) e fibras da celulos_g vegetal (b).

. ~ y
1um WD 15.2mm

Fonte: Donini et al., 2010

2.2 CELULOSE BACTERIANA

A férmula quimica da CB é a mesma da celulose vegetal (CsH1005), porém
suas fibras possuem dimensfes nhanométricas, o0 que oferece a mesma
caracteristicas distintas como alta resisténcia mecanica e a tracao
(DONINI et al., 2010).

A bactéria Acetobacter xylinum (atualmente chamada de Gluconacetobacter
xylinus) € uma das poucas que consegue secretar extracelularmente a celulose
como fibras e neste sentido, a CB possui alta pureza quimica, ou seja, € livre de
impurezas como a lignina e a hemicelulose (BAETS et al, 1997,
MARVAN et al., 2004; CZAJA et al., 2006).

A CB possui excelentes caracteristicas quimicas e biolégicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de toxicidade
(JORFI & FOSTER, 2015). A CB ainda possui caracteristicas como a alta
cristalinidade, elasticidade, durabilidade e alta capacidade de absorcdo e retencéo
de agua (KLEMM et al., 2005).

No processo de biossintese, a pelicula de CB funciona como agente de
flotacdo, permitindo que a bactéria permaneca em uma interface ar/liquido para
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obter oxigénio e facilitar o seu crescimento. O mesmo ocorre para que 0 micro-
organismo possa se proteger de condigcdes ambientais prejudiciais. Ainda, 0
Gluconacetobacter xylinus, € gram negativo e estritamente aerobico que realiza
oxidagdo incompleta de varios agucares e alcodis (WILLIAMS & CANNON, 1989;
MARVAN et al., 2004) .

2.2.1 Biossintese

O processo de sintese de CB compreende trés principais etapas. Na primeira
ocorre a polimerizacdo dos residuos de glicose, na segunda ocorre a secregao
extracelular das cadeias de CB e, por fim, na terceira, as glucanas se organizam e
cristalizam por meio de interacdes de hidrogénio e forcas de Van der Walls
(BARUD, 2010).

Segundo Nakamura et al. (2009) existem 3 possiveis acdes sobre o meio de
cultura a serem utilizadas para a producéo da CB a partir de sucos. Sendo elas :

1) Ajuste do pH do suco para 6 e utilizacdo de fonte de nitrogénio na
solucéo pelo método de Schramm e Hestrin (HS);

2)  Somente ajuste do pH;

3) Utilizacdo dos acucares e utilizacdo de fonte de nitrogénio pelo método
de HS.

Ja a manipulacdo dos meios de cultura para producdo da CB pode ser
estatica, gerando uma membrana de CB, ou dinamica, que gera pellets de CB. O
mais comum e utilizado € o meio estatico. A Figura 3 apresenta um fluxograma
representativo da producdo de CB em meio de cultura estatico (DUARTE, 2014,
GOMES et al. 2013).
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Figura 3: Fluxo de producéo da celulose bacteriana, meio de cultura estatico.
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Fonte: adaptado de Gomes et al., 2013 e Duarte, 2014

Os meios de cultura que contém glicose como fonte de carbono, para
producédo da celulose, sdo muito caros. Assim, os residuos agroindustriais podem vir
a servir como uma fonte barata de carbono e nutrientes para aumentar a
competitividade da CB (FREIRE et al., 2011).

A membrana de CB depois de formada, deve ser removida do meio de
cultura, lavada e purificada para retirar as impurezas. A secagem pode ser realizada
em estufa ou outro ambiente compativel (NAKAMURA et al., 2009;
DUARTE et al., 2014).

2.2.2 Residuos da agroindustria

A agropecuaria, a agroindustria, juntamente com a urbanizacdo, sao as
maiores fontes de residuos no Brasil e no mundo. Neste contexto, transforma-los
em matéria-prima é um dos grande desafio da ciéncia atual (ROCHA, 2014).

A preocupacdo com residuos ndo se restringe unicamente aos residuos
urbanos. Os maiores impactos ambientais sdo decorrentes dos processos de
fermentacdo que conduzem ao chorume, que promovem a geracdo de odores e

causam a diminui¢ao de oxigénio dissolvido na agua (GRAMINHA et al. 2008).



21

Os residuos sdlidos da agropecuéria e da agroindustria sdo provenientes de
usinas sucroalcooleiras, do processamento de carnes, de frutas e hortalicas,
industria de celulose e curtumes dentre outras fontes. Neste contexto, o que o0s torna
atraentes é que possuem quantidades de nutrientes interessantes para serem
convertidos em produtos comerciais ou secundarios (DANTAS & AQUINO, 2010).

As utilizacdes de outros meios de cultura para produzir a CB, como 0s que
utilizam residuos agroindustriais, necessitam de um estudo mais detalhado sobre o
processo de fabricacdo. Assim como também se faz necessario a verificacdo da
acdo dos nutrientes como aclUcares e acidos na produgcdo da CB
(DANESI & WOSIACKI, 1998).

Quanto a utilizacdo de sucos de frutas na producdo de CB, a laranja (em
forma de suco, casca e restos de polpa) apresenta boas possibilidades. A bactéria
pode utilizar-se de varios acucares para produzir a CB e na laranja a sacarose €
abundante (NAKAMURA et al., 2009).

Na Figura 4 demonstram-se as fontes de residuos agroindustriais e o

potencial de valorizacdo destes residuos (ROSA et al., 2011).

Figura 4: Potencial de valorizacdo de residuos agroindustriais.

Fonte de Residuo Paotencial Quimico Produto com valor adicionado

Residuos Agroindustria de Frutas - Celulose Nanocelulose
Coco, caju, manga, goiaba, maracuja, Hemicelulose Biopolimeros
abacaxi, acerola, etc. Lignina Compositos
Taninos Hidrogéis
Residuos Agroindistria de oleaginosas - Amido Espumas
Dendé, algodao, girassol, soja, etc Pectina Esponjas
Aacidos graxos Bioadesivos
Residuos Agroindistria madeira e de Colageno Etanol
fibrosas - Sisal, madeira, etc. Quitosana Biogas
Corantes Naturais Ac. Organicos
Residuos Agroindistria de origem animal - Aglcares Corantes encapsulados
laticinios, pescado e crustaceos, avicola, etc.

Fonte: Rosa et al., 2011

Também na Figura 4 é possivel verificar alguns motivos que Graminha (2011)
aponta como razao para os residuos da agroindustria serem utilizados como fonte
de carbono e demais nutrientes para a producdo da CB, uma vez que apresentem

cargas organicas e de nutrientes adequadas que propiciem o crescimento da CB.
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2.2.3 Aplicagdes da celulose bacteriana

A CB pode ser aplicada nos mais variados setores, como o médico, o
odontolégico, o eletrdnico e o de alimentos, dentre outros. Na area da saude a CB
possui propriedades fisicas e mecanicas adequadas para ser utlizada como
biomaterial. Como biomaterial, a CB pode ser utlizada na composicdo de
dispositivos para promocdo da recuperacdo de funcfes bioldgicas ocasionadas por
doencas ou por acidentes (SILVA, 2012).

As caracteristicas que permitem a aplicacdo da celulose na area biomédica
sdo a morfologia, a pureza, a hidrofilicidade e a biocompatibilidade. Neste interim,
estas caracteristicas associadas as variagdes na disposicao da malha de fibras, das
diferentes capacidades de retencdo de agua e de diferentes capacidades de sofrer
reidratacdo obtidas através da variacdo da manipulacdo do meio de cultura e da
propria composi¢cdo do meio, tornam a CB um material ainda a ser explorado. Na
area biomédica a CB vem sendo aplicada na substituicdo de tecidos, em lentes de
contato e na substituicAo de cartilagens, por exemplo. No entanto algumas
dificuldades podem ser evidenciadas. Para maior sucesso na aplicacdo em tecidos,
o grande desafio estd no tamanho das moléculas da CB quando comparadas as
células humanas, pois as primeiras sdo menores (SILVA, 2012; JORFI & FOSTER,
2015).

Ainda na area biomédica a CB vem sendo usada na segmentacdo do cancer,
em enxertos vasculares, vasos sanguineos artificiais, curativos em queimaduras,
cicatrizacdo de feridas e na engenharia de tecidos. Em cosméticos ela € usada em
cremes hidratantes e locdes adstringentes (SILVA, 2012; HSU et al.,, 2013;
JORFI & FOSTER, 2015; WEIBEL et al, 2015; YANG et al, 2015;
HWANG et al., 2015). Ao que tange o ramo alimenticio, esta pode ser utilizada no
recobrimento de frutas, como substituinte da cera de carnauba, para conservacao.
Ainda a mesma € aplicada em sobremesas como a “nata de coco”. Ja em outro
segmento industrial a CB é utilizada na fabricacdo de sensores de gases, sensores
magnéticos, em membranas condutivas entre outras aplicacdes
(PECORARO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2013; WANG et al., 2015). O Quadro 1

relaciona algumas destas aplica¢cfes coletadas na literatura.
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Quadro 1: Algumas aplicacdes da celulose bacteriana.

Inddstria Aplicacéo Fonte
Lentes de Contato Dennis & Glonek (2010)
Capsulas de Medicamentos Jorfi & Foster (2015)

Gatenholm et al. (2005); Backdahl et al. (2006);

Substituigao de Cartilagens Jorfi & Foster (2015); Weibel et al. (2015)

Enxertos Vasculares Klemm et al. (2001) ; Silva (2012) ;
Biomédica e Yang et al. (2015)

estética Curativos de feridas Czaja et al. (2006) ; Hsu et al. (2013);
Chen & Chang (2014) Hwang et al. (2015);
Queimaduras Czaja et al. (2006)
Cremes Hidratantes Silva (2012); Lee et al. (2013)
LogBes Adstringentes Silva (2012); Lee et al. (2013)
Recobrimento de Alimentos A'Ib‘nswji?j:te?lél(.z(%%gl)é)
Espessante Clark et al. (1997)
Alimenticia Sobremesa Oliveira, (2013)
Reducéo do colesterol Stephens et al. (1990)
Cha Brown JR., (1998); Oliveira (2013)
Membranas condutoras Flexiveis C\é:r?c;néél(%%ﬁ??\%gxg;agf afl.zc()zlgi;S)
Sensores Muller (2012); Wang et al. (2015)
Outras
Componentes de Audio Iguchi (1988); Brown JR., (1998)
Fraldas e Absorventes Sannino; Demitri; Madaghiele (2009)

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na area da medicina, a CB, ainda pode ser utlizada como curativos,
cosméticos e como agente de liberacdo de farmacos de forma controlada
(PECORARO et al., 2008).
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2.3 PREPARACAO DE COMPOSITOS COM CELULOSE BACTERIANA

A formacao de compdésitos com a incorporacao de outros componentes na CB
podem ser realizada in situ, ou ex situ a sua sintese. O fator negativo da
incorporacdo de componentes na sintese deve-se ao fato de perturbar os micro-
organismos que formam a CB e estes quando perturbados podem ter sua
produtividade comprometida (BISMARCK et al., 2011; WANG et al., 2015).

O desenvolvimento de compdsitos com a CB é comumente explorado, mas
em alguns casos inclui-se um pré-tratamento na mesma. Este fato deve-se a
interacdo entre 0os materiais que irdo formar o compaosito e assim pode-se utilizar,
por exemplo, um agente de interface, que no caso da CB a confere um carater
menos hidrofilico para que seja utilizada com materiais hidrofobicos (PINTO, 2007,
SOUZA et al. 2012 a).

O tratamento superficial das fibras da CB pode ser feito por meios fisicos ou
guimicos. Os meios fisicos utilizados séo, por exemplo, a calandragem, o tratamento
térmico e a mistura de fios/fibras dentre outros. Ja os tratamentos quimicos podem
ser a modificacdo da tensao superficial, que esta diretamente ligada a hidrofilicidade
das fibras, a impregnacdo de um agente de reforco, ou 0 acoplamento quimico, que
melhora a adesao interfacial, etc (BLEDZKI & GASSAN, 1999; WANG et al., 2014)

A malha de fibras e a presenca de agua na CB, faz com que a mesma
apresente grande numero de intersticios entre as fibras, facilitando,
assim, a incorporacdo de outros materiais em sua estrutura e
nem sempre sendo necessarios algum tratamento superficial (KLEMM et al., 2001;
PECORARO et al., 2008; VITTA & THIRUVENGADAM, 2012).

Alguns processos de incorporacdo de componentes ex situ na CB sao
realizados com a mesma na forma Umida. Neste caso a membrana é imersa em
meio com material a ser impregnado, ou ainda, o material pode ser depositado sobre
a membrana Umida. Ja a impregnacdo na forma seca, pode seguir dois processos.
Um de trituracdo da membrana e posterior mistura aos agentes que formardo o
compoésito e outro de tratamento da membrana seca para posterior
aplicacdo de outros componentes (SOUZA et al.,, 2012 a; MARINS et al., 2013;
WANG et al., 2014).
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2.4 NANOPARTICULAS CONTENDO OLEOS ESSENCIAIS

Existem algumas interpretacdes sobre o que é um material em escala
nanométrica e isso depende, em muito, da aplicacdo que se pretende. Parte da
literatura diz que a escala estaria compreendida na faixa de 1 nm a 100 nm. J4 em
outras, define como aquela que contém particulas com diametro inferior a 1 um
(SCHAFFAZICK et al., 2003; ROZ et al., 2015).

O uso de nanoparticulas para liberacdo de farmacos de forma controlada vem
crescendo, visto que esta tecnologia permite a absor¢cdo mais eficiente de principios
ativos, 0 que evita 0 uso de altas doses e efeitos colaterais. Desta forma esta
tecnologia vem se consolidando como ferramenta para administracado de farmacos.
Por outro lado, quando se fala em o uso da nanotecnologia envolvendo o6leos
essenciais, normalmente o objetivo é a protecdo do oOleo dentro da particula para
gue a liberacdo do mesmo ocorra de forma gradual (DELGADO, 2013; BOTTENE,
2015).

As nanoparticulas poliméricas incluem as nanocapsulas e as nanoesferas.
Estas se diferenciam pela composicdo e pela organizacdo estrutural. As
nanocapsulas sdo compostas por um involucro contendo 6leo essencial ou outro
principio ativo em seu interior e a hanoesfera € composta por uma matriz polimérica
onde o Oleo essencial ou principio ativo fica aderido/retido na superficie
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Esta diferenca esta representada na Figura 5.

Figura5: Estrutura de Nanocapsulas e de Nanoesferas.
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Fonte: Schaffazick et al., 2003

Para produzir micro/nanoparticulas poliméricas se exige a utilizagdo de um

polimero, de solventes, tensoativos e do principio ativo. Os polimeros podem se
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dividir em biodegradaveis e em nao biodegradaveis. Ja o tensoativo pode ser
utilizado na fase aquosa e/ou na organica (DELGADO, 2013;
FRANCHETTI & MARCONATO, 2006).

Os polimeros biodegradaveis vem sendo usados em embalagens, na
encapsulacdo de farmacos para liberacao de forma controlada, na agricultura como
protecdo para plantas e embalagem para as mesmas. As principais caracteristicas
dos polimeros biodegradaveis é a facilidade de sintese. Porém seu custo é
geralmente elevado quando comparado ao de polimeros
ndo degradaveis (FRANCHETTI & MARCONATO, 2006; CASARANO, 2009;
LEJA & LEWANDOWICZ, 2010; CASARIN et al., 2013)

Os polimeros biodegradaveis podem se dividir em naturais e sintéticos como

observa-se na Figura 6.

Figura 6: Divisdo de Polimeros Biodegradaveis.
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Fonte: Adaptado de Franchetti & Marconato, 2006

Considerando o polimero para preparacdo de nanoparticulas, ha uma grande
variedade que pode ser utilizada. Entre eles esta a policaprolactona (PCL), que é um
polimero ndo téxico e que possui caracteristicas como tenacidade e flexibilidade e
sua temperatura de fusdo é de aproximadamente 60° C (LIMAYEM et al., 2006;
ROA et al., 2010)
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J& os agentes tensoativos, ndo sdo essenciais para a fabricacdo de micro e
nanoparticulas, mas ajudam a impedir a agregacao das particulas durante e apés o
preparo da dispersédo. Os tensoativos possuem natureza anfifilica, que significa que
possui uma parte de sua estrutura polar e hidrofilica e outra apolar e hidrofébica,
sendo capaz de promover a interagdo com meios de polaridade diferentes
(SANTOS, 2011; BOTTENE, 2015).

2.4.1 Oleo essencial de Cymbopogon nardus

A utilizacdo de O6leos essenciais juntamente com a nanotecnologia vem
desenvolvendo produtos com propriedades distintas como a liberacao de farmacos
de forma controlada e por possuirem acfes bactericida, antifingica, analgésica e
anti-inflamatéria, por exemplo (LAVABRE, 1997).

O Cymbopogon nardus ou Cymbopogon winterianus, nome popular da
citronela, é natural de paises do sudeste da Asia, india e Sri Lanka. O 6leo essencial
de citronela é extraido das folhas da planta, comumente pelo método de destilacéo
por arraste e vapor (LORENZI & MATOS, 2008; PICHARD, 2012,
ANDRADE et al., 2012). A Figura 7 refere-se a uma imagem da planta.

|

Fonte: http://www.kanta-group.com/citronella-java-oil.html


http://www.kanta-group.com/citronella-java-oil.html
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O Oleo essencial de citronela pode ser usado como repelente
para insetos e inseticida e como, por exemplo, larvicida para Aedes aegypti
(LORENZI & MATOS, 2008; PICHARD, 2012; ANDRADE et al., 2012). Também é
utilizado para acalmar coceiras, dores musculares, reumaticas e de cabega e como
antitranspirante. As formas de uso podem ser por massagem, compressa, banho,
cuidados cosméticos, inalacdo, difusdo, sobre um comprimido neutro ou em
alimentos (PICHARD, 2012).

Os principais componentes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon
nardus sdo o citronelal, o geraniol e o citronelol. Estes componentes possuem
propriedades anti-inflamatdria, sedativa e antivirdtica. O 6leo essencial de citronela
pode conter teores diferentes dos componentes mencionados por fatores de
colheita e plantio, por exemplo (LAVABRE, 1997; ANDRADE et al., 2012). Porém os
Oleos essenciais sao sensiveis ao efeito da luz, umidade e altas temperaturas, além
da volatilidade. Por esses motivos é importante a sua encapsulacdo para proteger o
principio ativo (FERNANDES, 2013; JUSTO et al., 2008).

2.4.2 Métodos de preparacdo de micro/nanoparticulas

Existem varios métodos para preparacdo de micro e nanoparticulas. Os
métodos de preparacdo podem se dar através de reacOes diretas de polimerizacao
de monbémeros ou a partir de polimeros pré-formados. Alguns métodos que podem
ser citados sdo o de emulsdo/evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo e emulséo
dupla (GOMES, 2009).

O método de emulsdo/evaporacdo do solvente consiste na preparacdo de
uma solucao organica, que contém o principio ativo e o polimero, e de outra solucéo
gue contém o tensoativo. ApOs este preparo a solucdo organica € misturada a
aquosa é dispersada por aplicacdo de ultrassom ou outra fonte de energia que
exerca a mesma funcdo. J& o método de nanoprecipitacdo ocorre em duas etapas,
uma composta por uma fase organica e a outra por uma fase aquosa. A fase
organica é composta pelo polimero, sintético ou natural, solvente organico,
tensoativo e o principio ativo. A fase aguosa é composta por agua e um tensoativo
(MOINARD-CHECOT et al., 2008; GOMES, 2009; DELGADO, 2013). A Figura 8

mostra a representacao deste método.
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Figura 8: Método de preparacado de nanoparticulas — Nanoprecipitagao.
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Fonte: Gomes, 2009

O meétodo consiste em misturar a solugédo organica, contendo o polimero e o
Oleo essencial, lentamente em uma solucdo aquosa. Para estabilizar este sistema
podem ser utilizados agentes tensoativos. Neste processo ocorre a
formacdo de nanoparticulas, cujo tamanho varia entre 100 e 500 nm
(MOINARD-CHECOT et al., 2008; GOMES, 2009; DELGADO, 2013).

2.5 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA,
MICRO/NANOPARTICULAS CONTENDO OLEO DE CITRONELA E COMPOSITOS

2.5.1 Difracdo de Raio-X

A técnica de difracdo de raios-X (DRX) € utilizada para a identificacdo da
estrutura cristalina de materiais. Para isto a fonte de raios-X percorre uma faixa da
amostra, onde os feixes de raio-X difratados nos planos cristalinos do material sédo
coletados pelo detector (SOUZA, 2010).

Segundo Barud (2014), atualmente a técnica consiste em além de identificar a
estrutura cristalina do material, avaliar outras caracteristicas como “andlises
quimicas, tamanhos de particulas e determinacao de orientagao dos cristais”.

Na celulose a estrutura cristalina é estudada para identificacdo das fontes de
celulose. As hidroxilas livres na celulose podem estar envolvidas a uma série de

ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares e este fator pode dar origem a varias
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disposicdes cristalinas ordenadas. A celulose I, a forma natural, € a mais abundante
e sua estrutura tridimensional é complexa e pode compreender duas formas
cristalinas: a la, que é proveniente de algas, bactérias e similares, e IB, proveniente
da celulose vegetal como algodéo e tecidos lenhosos. Neste tipo de celulose as
cadeias encontram-se em empacotamento paralelo (PEREZ & SAMAIN, 2010).

2.5.2 Angulo de contato

A medida de angulo de contato (AC) é utilizada para avaliar os aspectos
relacionados a tensao superficial dos materiais. A energia de um sistema € diferente
em sua superficie, quando comparada ao seu interior. A energia dos atomos
superficiais € mais alta que dos atomos internos (NETZ & ORTEGA, 2002,
LUZ et al. 2008).

A Figura 9 traz a representacao de diferentes medidas de angulo de contato.
Figura 9: Representacdo do angulo de contato maior que 90°C (a);

menor que 90°C (b) e zero grau, representando um espalhamento total sobre a

superficie (c).
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Fonte: Luz et al. , 2008

Quando angulos de contato maiores que 90  sdo medidos, ndo se observa
molhamento do sélido pelo liquido. J& angulos menor que 90  representam algum
grau de molhamento do sélido pelo liquido enquanto angulo de O representa

molhamento total da superficie (LUZ et al. 2008).
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Entre a gota de um liquido e uma superficie sélida, o valor do angulo de
contato dependera das forcas adesivas, que fazem com que a gota se espalhe na
superficie e das forcas coesivas, que contraem o liquido formando uma esfera sobre
a superficie sélida (COUTINHO, 2007). Segundo Souza (2013) os solventes polares,

agua e formamida por exemplo, apresentaram maior afinidade com a CB.

2.5.3 Potencial zeta, tamanho de particula e polidisperséo

O potencial zeta (PZ) é um dos parametros utilizados para avaliar as
propriedades superficiais dos materiais, caracterizando a carga superficial dos
mesmos. O PZ pode ser obtido a partir da medida de mobilidade eletroforética de
particulas dispersas em meios dispersantes quaisquer. Alguns fatores que podem
interferir no resultado sdo a temperatura da amostra, o tempo de descanso da
amostra antes da analise, a preparacdo da amostra, entre outras
(VARENNE et al., 2015 a).

Para as analises de tamanho de particula e polidispersédo (PDI), a técnica
normalmente utilizada é a de espalhamento de luz dinamico. A mesma consiste em
um laser que ilumina a amostra e a intensidade da sua luz causa 0 movimento das
particulas. A velocidade com que as particulas se movimentam esta ligada a sua
massa e tamanho. Alguns fatores que podem causar interferéncia nesta técnica séo
a coloracdo da amostra, a concentracdo de particulas e a temperatura das
amostras (VARENNE et al., 2015 b ; BHATTACHARJEE, 2016)

2.5.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € uma técnica de andlise que
fornece imagens da morfologia superficial da amostra. Para obter a imagem um feixe
de elétrons incide na superficie das amostra, quando recebido sobre a superficie é
armazenado e convertido em imagem por um computador (SKOOG, 2009).

A preparacao para MEV deve manter em condicbes as caracteristicas a
serem analisadas na amostra. Sobre a amostra seca deve ser depositada uma
camada condutora de ouro ou carbono. A camada condutora deve ser fina suficiente

para ndo influenciar a analise (CASTRO, 2001).
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2.5.5 Espectroscopia vibracional de infravermelho

A técnica de caracterizacdo por espectroscopia vibracional de infravermelho
(FTIR) analisa a estrutura do material através da medida dos modos vibracionais de
suas moléculas, que se dao em frequéncias especificas. Os instrumentos utilizados
para realizar esta andlise sdo os espectrometros de infravermelho, nos quais a
propriedade fisica medida é a capacidade da substancia absorver, transmitir ou
refletir a radiacdo de infravermelho. Quando a radiacédo interage com a molécula,
sdo produzidas vibraces nas ligacbes quimicas e os valores de frequéncia destas
vibragdes sdo processados pelo equipamento para gerar um espectro (SMITH, 2011;
HAACK, 2010).



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritas as metodologias de preparacdo das celuloses
(CBL e CB) e das particulas contendo 6leo de Cymbopogon nardus, bem como a
impregnacao destas particulas na CB. Para obtencdo da CBL e CB com adeséo de
micro/nanoparticulas com 6leo essencial foram necessarias trés etapas.

A primeira foi fabricar as membranas de CBL e CB. Na segunda etapa foram
preparadas as nanoparticulas com o 6éleo essencial de  Cymbopogon nardus, nome
popular Citronela. E na terceira etapa onde realizou-se a incorporacdo das

particulas contendo Oleo essencial na CB umida e seca.

3.1 PREPARACAO DA CELULOSE BACTERIANA (CB)

As membranas de CB foram preparadas no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade de Araraquara, Uniara, Araraquara/SP. Primeiramente foram
produzidas membranas pelo método classico, utilizando meio de cultura Hestrim e
Schramm (HS). A celulose foi obtida com o uso da cepa Komagataeibacter
rhaeticus. Esta celulose foi preparada como referéncia para se estudar a adeséo de
micro/nanoparticulas.

Nesta etapa foram utilizados os reagentes descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Reagentes utilizados na preparacdo das membranas de CB.

Reagente Marca Observacéao
Glicose anidra (g) Synth P.M. 180,16

Extrato de levedura (g) Merck KGaA

Fosfato potassio (g) Synth P.M. 136,09

Sulfato magnésio (g) Synth P.M. 246,48

Alcool PA (mL) J-T.Baker Desnaturalizado 40B

Agua Destilada (mL)
Fonte: Elaborado pela autora, 2017
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A primeira etapa da utilizagdo do meio de cultura HS consistiu em dissolver a
glicose em agua destilada enquanto os demais insumos foram dissolvidos em outra
parte de agua, dispostas dois Erlenmeyers. Ambos os frascos foram levados a
autoclave por 15 minutos a uma temperatura aproximada de 120°C para eliminar
microrganismos eventualmente existentes no meio de cultura. Em seguida, foi
realizada a pré-inoculacdo nos proprios Erlenmeyers, e estes foram colocados em
estufa a 28°C pelo periodo de 24 horas. Apés este periodo, o meio de cultura foi
disposto em bandejas e nestas foi realizada a inoculacdo que seguiu para
crescimento dentro de estufa com temperatura de 28°C por 72 horas. A quantidade
de cada reagente componente de cada uma destas amostras encontram-se na
Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo meio de cultura HS por bandeja 15x20cm com 500mL.

Reagente Quantidade
Glicose anidra (g) 25
Extrato de levedura (g) 2
Fosfato potassio (Q) 1
Sulfato magnésio (g) 0,365
Alcool PA (mL) 10
Agua Destilada (mL) 490

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Ao final do periodo de 72 horas as membranas foram retiradas do meio de
cultura, lavadas, purificadas com um tratamento com solucdo de NaOH 0,1% a 70°C
por 15 minutos e, posteriormente, lavadas em agua destilada até o pH retornar a
neutralidade. As membranas provenientes deste processo foram mantidas umidas

para a incorporacao das micro/nanoparticulas.
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3.2 PREPARACAO DA CELULOSE BACTERIANA A PARTIR DE RESIDUOS DA
CADEIA PRODUTIVA DA LARANJA (CBL)

Para a preparacdo da celulose bacteriana a partir de residuos, foram
utilizadas laranjas descartadas do processo de beneficiamento na empresa
Laranjas Jr, localizada em Pareci Novo, RS. As laranjas foram produzidas na
fazenda S&o Jeronimo, localizada na cidade de Sao Jerbnimo, estado do
Rio Grande do Sul.

Quatro meios de cultura foram preparados, um tradicional (HS) para controle
e 0s outros foram preparados com 100%, 50% e 25% de suco de laranja
substituindo a glicose. Os insumos utilizados nesta etapa encontram-se descritos na
Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo meio de cultura CB Controle e com diferentes.

concentracdes de suco

CB Controle 100% suco 50% suco 25% suco

Glicose anidra (g) 5 - - -
Extrato de levedura (g) 0,4 0,4 0,4 0,4
Fosfato potassio (g) 0,2 0,2 0,2 0,2
Sulfato magnésio (g) 0,07 0,07 0,07 0,07
Alcool PA (mL) 2 2 2 2
Agua Destilada (mL) 98 - 49 73
Suco de laranja (mL) - 98 49 25

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

O fluxograma de producdo das membranas de celulose bacteriana com

residuo da laranja esta descrito na Figura 10.
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Figura 10: Fluxograma de producédo da CB meio de cultura estético.

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

De inicio as laranjas foram partidas ao meio e delas foi extraido o suco
através de um espremedor de frutas doméstico. O suco, ndo peneirado, foi
adicionado aos meios de cultura para fabricacéo da celulose bacteriana.

Os meios de cultura foram preparados em Erlenmeyers e também foram
levados a autoclave por 15 minutos a uma temperatura aproximada de 120°C para
eliminar microorganismos que pudessem existir no meio de cultura. Apés esta etapa,
foi realizada a pré-inoculacdo e demais etapas do processo descrito anteriormente
para o meio de cultura HS. Os meios de cultura foram conduzidos para estufa com
temperatura controlada de 28°C e la ficaram durante 72 horas. Nao foram ajustados
e nem controlados o pH dos meios de cultura. A Figura 11 mostra fotos de algumas
das etapas do processo de producdo da celulose bacteriana com residuos

provenientes da cadeia produtiva da laranja.
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Figura 11: Processo de a) Preparacgéo inicial meios de cultura, b) Inoculacgéo,
c) Lavagem e d) Secagem.

Quando retiradas do meio de cultura as membranas também foram lavadas,
purificadas por tratamento com solucdo de NaOH 0,1% a 70°C por 15 minutos e
lavadas com agua destilada. Ja estas amostras foram secas em estufa a 37°C

durante 12 horas para caracterizacao.

3.3 PREPARACAO DE MICRO E NANOPARTICULAS CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE CITRONELA

Foram preparadas formulagfes, em triplicatas, com trés diferentes relagbes
polimero/éleo, que foram mantidas sob exaustdo durante 4h ou 24h com agitagédo
magnética constante para evaporacdo do solvente. A Tabela 4 demonstra 0s
reagentes utilizados.
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Tabela 4. Reagentes utilizados na preparacéo das particulas.

Reagente Marca Observacao

Acetona Quimis PA PA

Policaprolactona (PCL) Sigma-Aldrich Mn 45.000 g/mol

Oleo Essencial WNF Cymbopogon nardus

Tween® 80 Sigma-Aldrich  Average Micellar Weight 79,000
Span® 80 Sigma-Aldrich Mw: 428,62 g/mol

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

. A Tabela 5 demonstra a concentracdo e o tempo de evaporacdo de cada

formulacéo.

Tabela 5: Formulagdes utilizadas para a producao das micro e nanoparticulas

carregadas com 0leo essencial de Cymbopogon nardus.

Concentracao  Tempo de Fase organica
Formulacéo PCL/Oleo evaporacao Oleo de
(%) (h) PCL (mg) citronela (mg)
1 Oleo 17% 4 110 18,5
2 Oleo 25% 4 110 27,5
3 Oleo 40% 4 110 44
4 Oleo 17% 24 110 18,5
5 Oleo 25% 24 110 27,5
6 Oleo 40% 24 110 44

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Foi utilizado o 6leo essencial de Cymbopogon nardus, nome popular citronela.
A viscosidade do 6leo de citronela foi medida através do viscosimetro BrookField
modelo DV2TLV.

A Figura 12 traz a representacdo do processo de fabricacdo das

micro/nanoparticulas.
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Figura 12: Processo de preparagcdo das micro/nanoparticulas.

SOLUCAO AQUOSA- SOLUCAD ORGANICA:
-Solvente{Acetona);
-Tensoativo Span” 80 ;

-Oleo Essencial
-Polimero: PCL {Mw 45 000 g/mol).

Apua destiladas +

Tensoativo Tween™80.
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£ TEMPERATURA
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SOLUGAD AGITAGAD DISPERSAQ SOB
ORGANICA PROPORCIONADA POR AGITACAD
ULTRATURRAX MAGMETICA POR
(20.500 RPM) 40U 24h

SOLUGAD
AQUOSA

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

A fase organica foi obtida por dissolucdo de PCL (Mw 45.000 g/mol), de
tensoativo Span® 80 e 0leo em 30 mL de acetona, sob agitacdo magnética e
temperatura de aproximadamente 30°C. Ja a fase aquosa foi preparada com
aproximadamente 53 mL de agua destilada e 0,08 g de tensoativo Tween®80
também sob agitacdo magnética. Apds as duas fases atingirem a mesma
temperatura, 30°C, a fase organica foi adicionada com pipeta Pasteur a fase aquosa,
sob agitagcdo proporcionada por ultra-turrax (20.500 rpm) até a completa misturar da
solugdo organica na aquosa, formando assim uma pré-emulsdo. Em sequéncia as
pré-emulsées foram mantidas sob exaustdo durante 4h ou 24h com agitagédo
magnética constante para evaporacdo do solvente. Apos a exaustdo as dispersdes
foram armazenadas em frascos ambar e guardadas ao abrigo da luz, em

temperatura ambiente.
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3.4 INCORPORACAO DAS PARTICULAS CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
CITRONELA NAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

A incorporagdo de micro e nanoparticulas na CB, foi realizada em triplicatas
para cada incorporagdo, na forma seca e Umida. Sobre cada uma das amostras de
CB, foram dispensadas a quantidade de reagentes e dispersdes de
micro/nanoparticulas contendo 6leo de citronela (Formulacdo 3 da Tabela 5)
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Descricao do conteudo de cada amostra de CB com incorporacéo de

micro/nanoparticulas.

Sigla Conteudo da Incorporacao
CBS-3 Celulose bacteriana seca com 3 mL de disperséo
CBU-3 Celulose bacteriana tmida com 3 mL de dispersao

Celulose bacteriana seca com 3 mL de dispersdo + 3 mL

CBS-33 de alcool etilico

Celulose bacteriana Umida com 3 mL de dispersao + 3 mL
CBU-33 . pt

de alcool etilico

Celulose bacteriana seca com 1 mL de dispersdo + 2 mL
CBS-12 . o

de agua purificada
CBU-12 Celulose bacteriana umida com 1 mL de dispersao + 2 mL

de agua purificada

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Inicialmente segregou-se uma membrana de CB Umida. Esta foi segmentada
em nove amostras de 3,0 x 3,0 cm, que foram secas por dois dias em temperatura
ambiente em placa de Petri. Em seguida, estas amostras foram dispostas, cada
uma, em um becker de 50 mL e sobre elas foram dispensados os insumos descritos
na Tabela 6.

Outra membrana de celulose umida foi cortada também em nove amostras
de 3,0 x 3,0 cm que também foram, cada uma, dispostas em copos becker de

50 mL. Estas ultimas foram levemente prensadas com papel filtro para retirada do
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excesso de umidade e sobre elas foram dispensados 0s mesmos reagentes
descritos no processo anterior, para CB seca. Os beckeres contendo o sistema de
incorporacao foram conduzidos para capela onde repousaram entre 48 a 72 horas
para secagem completa das membranas de celulose bacteriana com impregnacao

de micro/nanoparticulas.

3.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As técnicas de caracterizacdo das amostras das membranas de CB e CBL,
micro/nanoparticulas e CB com incorporacao de micro/nanoparticulas encontram-se

na Tabela 7.

Tabela 7: Métodos de caracterizacéo por etapa do processo.

Método de caracterizacéo

Angulo de Potencial

Etapa do Processo MEV FTIR Contato Zeta DRX
Producgéo da celulose X X X - X
Producdo da micro/nanoparticulas X - - X -
Adesao de micro/nanoparticulas X X - - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

As caracterizacdo da producdo das membranas, CB e CBL, foram realizadas
em paralelo com as micro e nanoparticulas contendo 6leo essencial de citronela. Ja

a etapa de adesédo de micro/nanoparticulas foi realizada por ultimo.
3.5.1 Difratometria de raio-X (DRX)

Utilizou-se o equipamento Difratbmetro Bruker D2 Advance com tubo de
cobre disponivel no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais da UNIFRA, para
obter os difratogramas de raios X. A geometria deste equipamento é 6 — 6. A
radiacao utilizada para analise foi de Ka = 1,5418 A, com tensao e corrente no tubo

de 30 kV e 30 mA, respectivamente. A velocidade de varredura do goniémetro foi de
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0,05 graus/s, sendo o intervalo de varredura de 5 a 75 graus. As amostras de CB e

CBL seguiram para analise na condic¢ao seca.
3.5.2 Angulo de Contato (AC)

A analise do AC foi realizada no Laboratério de Condutividade Térmica no
Feevale Techpark, utilizando Tensibmetro Dataphysics, modelo OCA-15EC. A cada
amostra com dimenséo de 1,5 cmz2 foi aplicada 1 gota de agua deionizada (3uL). As
amostras da CB e CBL foram analisadas na condi¢cdo seca em 0, 5, 10, 15, 20, 25 e

30 segundos.
3.5.3 Potencial Zeta (PZ), Tamanho de Particula e Polidisperséao (PDI)

Utilizou-se o equipamento NanoBrook modelo 90 Plus Pals disponivel no
Laboratério de Estudos Avancados em Materiais da Universidade Feevale, para
realizar as analises de PZ, tamanho de particula e PDI.

As andlises foram realizadas pelo periodo de seis semanas, em todas as
formulacbes e triplicatas correspondentes. As andlises foram realizadas em
temperatura ambiente. As dispersfes nao foram diluidas e as amostras foram
agitadas duas vezes antes da coleta da dispersao para realizacédo do ensaio.

Para a analise as dispersdes foram dispensadas em cubetas de secc¢éao reta
transversal de 1 cm de lado e confeccionada em poliestireno e com volume de
4,5 mL.

Foram realizadas trés repeticbes de leitura para cada analise, com a
temperatura da mesma de 25°C, realizada por controle interno do equipamento. O
angulo de observacao do espalhamento de luz foi de 90°. O modo de operacao para
o tamanho de particula foi o Dynamic Light Scattering (DLS) e para o potencial zeta
o Phase Analysis Light Sctattering (PALS).

3.5.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises morfolégicas por MEV foram realizadas em equipamento JEOL,
Modelo JSM-6510LV, disponivel no Laboratorio de Estudos Avancados em Materiais

da Universidade Feevale. As amostras de cada etapa do processo foram secas
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antes de serem metalizadas com sobreposicdo de camada de ouro, conforme
procedimento padrdo e foi aplicada um voltagem entre 5 e 15 kV dependendo a

amostra.

3.5.5 Espectroscopia Vibracional de Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos no Laboratério de Estudos
Avancados em Materiais da Universidade Feevale, utilizando o equipamento
Spectrum Two, da Perkin ElImer, com acessério Universal ATR (UATR), na faixa de
varredura de 450 a 4000 cm™. As amostras testadas de CB, CBL e CB com
incorporacao de micro/nanoparticulas contendo oleo de citronela foram avaliadas na
condicao seca. As amostras do 0Oleo essencial de citronela e de PCL foram avaliadas

em condigao original.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

A primeira observagdo que se pode fazer a respeito das membranas de
celulose bacteriana é que logo apés a retirada do meio de cultura, tanto CB quanto
CBL apresentaram aspecto similar. Em ambos os casos as amostras apresentaram
aspecto gelatinoso e esbranquicado. A Figura 13 traz as amostras ainda Umidas
antes de serem secas dentro da estufa.

Figura 13: Semelhanca entre as membranas de celulose bacteriana produzidas
pelos diferentes meios (a) CB, (b) 100% de suco, (c) 50% de suco e (d) 25% de

sSuco.

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Estas observacdes apresentam concordancia com a literatura (DUFRESNE;
THOMAS; POTHAN, 2013), que descreve pouca variacdo no aspecto fisico de
amostras originadas com diferentes fontes de carbono e nutrientes. A literatura
também menciona que alguns residuos agroindustriais podem fazer com que a
membrana da celulose bacteriana figue com a coloragdo mais escura e que iSSO
requeira um namero maior de lavagens alcalinas apés a purificacdo (DUFRESNE;
THOMAS; POTHAN, 2013). No entanto, este aspecto de mudanca de coloracdo nao
foi observado nas amostras de CBL quando retiradas do meio de cultura .
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O aumento de lavagens podem significar uma perda de massa devido a uma
perda de fibras na estrutura da membrana (DUFRESNE; THOMAS; POTHAN, 2013).
O numero de lavagens das membranas de CB e CBL foram os mesmos. Para
verificar esta possibilidade a massa das amostras depois do processo de secagem
estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Massa da CB e CBL’s seca.

X
Teste Meio de cultura Massa (g/L)
1 CB 0,17
2 100% suco sem adicao de acucar 0,12
3 50% suco sem adicao de acucar 0,17
4 25% suco sem adicao de acucar 0,17

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

As massas comparadas na Tabela 8 s&o provenientes da preparacdo das
membranas para avaliacdo do rendimento e neste contexto, € interessante observar
gue entre si, as membranas CB e CBL nas diferentes concentracdo de suco foram
obtidas com massas semelhantes. Segundo Carreira et al. (2011) a producédo da CB
a partir de diferentes residuos da agroinddstria como, por exemplo, do soro do queijo
e da casca de uva. Neste trabalho a massa de CB obtida a partir destes meios
correspondeu, no melhor resultado, a 27% da massa total de um meio de CB. Entéao
€ necessario ressaltar que o rendimento da preparacédo de CBL em relacdo a de CB
€ melhor que o descrito na literatura.

O utra questdo a ser pontuada € a massa da membrana de CBL produzida
com 100% de suco. A massa obtida ficou um pouco abaixo das membranas dos
outros processos. Neste contexto Lima (2014), apresenta a producao de CB através
de residuos do sisal e caju, e a compara com a CB produzida pelo método classico
HS. Neste estudo a produtividade foi maior (em g/L) no meio em que utilizava o sisal,
gue apresentava a menor quantidade de aclUcares em g/L. Ainda segundo a
literatura, meios ricos em glicose produzem e acumulam acidos organicos no meio,
qgue por fim acabam modificando o pH e paralisando a produgdo da membrana.
Sugere-se que em decorréncia deste fator o meio de cultura alimentado com 100%
de suco de laranja tenha sofrido 0 mesmo tipo de intoxicacdo e, consequentemente,

teve a massa produzida menor em g/L.
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No contexto da comparacgédo entre amostras oriundas de diferentes fontes de

carbono, a cristalinidade é um parametro interessante a se avaliar e esta andlise

esta demonstrada nos difratogramas de raio-x da CB e das CBL, Figura 14.

Intensidade {(u.a.)

Figura 14: Difratogramas de raio-x para: CB, CBL 100%, CBL 50% e

CBL 25%.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

CBEL 100%

Nos difratogramas da Figura 14 observa-se uma diminuicdo relativa da

cristalinidade nas amostras de CBL, observada pelo perfil da curva de cada amostra.

Sendo a amostra com 25% de suco a que apresenta o perfil de menor cristalinidade

guando comparada a CB. No estudo de Picchi (2010), quanto maior a quantidade de

prépolis adicionada a membrana, mais amorfa se apresentava a mesma. Segundo o

autor este fator pode ter ocorrido devido a presenca do propolis em meio as fibras da

CB. Ja para Gomes et al (2015) a diminui¢do da cristalinidade da celulose derivou-

se do tratamento alcalino com NaOH, que pode facilitar a degradacdo. Com respeito

as celuloses obtidas para esta dissertacao, os perfis dos difratogramas apresentam

semelhanca com a celulose do tipo I, por ndo apresentarem 0s picos relativos as

celuloses dos tipos I, Il e IV, mesmo considerando a presenca de algum tipo de

residuo e o tratamento com hidréxido de sédio(NaOH). Estas observagfes requerem
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mais atencdo com respeito a estrutura cristalina das celuloses obtidas, por
apresentarem perfis diferentes dos encontrados na literatura. No entanto, por n&o
ser 0 objetivo deste trabalho sugere-se este aprofundamento como desenvolvimento
futuro.

A andlise morfologica demonstra uma malha homogénea, com fibras bem
distribuidas. A Figura 15, apresenta micrografias com aumento de 10.000 x onde

observa-se estas caracteristicas.

Figura 15: Celulose Bacteriana aumento de 10000x meio de cultura (a) CB, (b)
100%, (c) 50% e (d) 25% de suco.

|

SEI 10kV x10,000
LABORATORIO DE.MATERIAIS - FEEVALE

SEI 10kV x10,000
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

SEI 10kV x10,000 1pm
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

0

»

. A

)" : h g A
SEI - 10kV. *'- x10,000" - 1pm
LABORATORIO DE MATERIAIS >~FEEVALE

Fonte: Elaborado pela autora, 2017
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Nas micrografias da Figura 15 observa-se claramente uma estrutura coesa
formada por fibras longas com espessura nanométrica (imagem com medidas no
Apéndice A), ainda permitem sugerir que ndo ha diferencas significativas nos
arranjos das fibras produzidas pelos diferentes meios de cultura. Ainda, que
possivelmente o processo de lavagem dos diferentes meios de cultura ndo danificou
a estrutura das fibras. Observa-se que ha areas com concentracdo maior de fibras e
outras onde h& menos fibras. De acordo com a literatura (NUNES, 2012) esta
organizacdo pode estar ligada ao processo de remocao de agua da matriz através
de estufa e as nanofibras se organizam de forma aleatéria, ora com as fibras mais
agregadas e ora com as fibras dispersas. Porém nestas micrografias néo foi possivel
observar a presenca de algum residuo entre as fibras conforme sugestdo anterior
nos difratogramas de raio-X.

Outra comparacdo importante é a que se da entre os espectros de
infravermelho das amostras de CB preparadas com suco de laranja € no meio HS. A

Figura 16 apresenta a comparacao de seus espectros de infravermelho.

Figura 16: Espectros de infravermelho de: (a) CB, (b) 100%, (c) 50% e (d) 25%

de suco .
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017
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Nos espectros da Figura 16 observa-se uma semelhanga bastante grande
entre as amostras dos quatro meios de cultura. O perfil espectral segundo Machado
et al. (2014) é caracteristico da celulose. A Figura 17 apresenta uma sobreposicao
destes espectros com os devidos assinalamentos.

Figura 17: Espectros de infravermelho com valores da CB meio de
cultura (a) CB, (b) 100%, (c) 50% e (d) 25% de suco.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na Figura 17 é possivel observar bandas em aproximadamente 3300 cm™
gue sugerem a presenca de grupamentos hidroxila, naturalmente esperados, e a
associacdo dos grupos por pontes de hidrogénio, em funcdo do alargamento das
mesma. Em seguida observa-se as bandas entre 3000 - 2900 cm™ correspondente
aos estiramentos CH. As bandas em torno de 1640 cm™, 1400 cm™, 1370 cm™, 1340
cm*e 1320-1030 cm™, referem-se a deformacdo de OH, CH, CHs OH e CO
respectivamente (KAKURAKOVA et al., 2002; DUFRESNE; THOMAS; POTHAN,
2013; MACHADO et al, 2014). Considerando os resultados obtidos por

espectroscopia de infravermelho, é possivel dizer que a celulose obtida a partir de
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residuos da cadeia produtiva da laranja (CBL) € compativel quimicamente com a
celulose obtida por via tradicional, com glicose (CB).

Este resultado sugere possibilidade de se utilizar este tipo de residuo,
abundante em determinadas regides produtivas, para a preparacdo de membranas
de celulose e esta constatacdo permite pensar em aspectos de sustentabilidade
relacionados a utilizac&o do residuo.

A Tabela 9 apresenta as médias dos valores de AC encontrados para as

amostras obtidas com meio de cultura tradicional e com suco de laranja.

Tabela 9: Tempo e AC encontrados na CB, CBL 100%, 50% e 25% de suco.

Tempo CB 100% Suco 50% Suco 25% Suco
) Esq. Di. X  Esq. Dir. X  Esq. Dir. X Esq. Dir. X
0 59,6 57,8 58,7 46,2 45,4 45,8 45,4 44,6 45,0 39,1 39,1 39,1
5 455 44,0 44,8 38,1 37,2 37,7 28,8 27,9 284 Totalmente absorvida
10 41,3 39,7 40,5 34,3 355 34,9 24,5 23,7 24,1 Totalmente absorvida
15 38,5 357 37,1 334 348 34,1 21,8 20,5 21,2 Totalmente absorvida
20 37,8 33,9 359 31,4 32,8 321 20,7 19,5 20,1 Totalmente absorvida
25 36,1 33,5 34,8 30,6 32,2 31,4 19,7 17,7 18,7 Totalmente absorvida
30 35,1 32,8 34,0 Totalmente absorvida Totalmente absorvida Totalmente absorvida

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na Tabela 9, é possivel verificar que a CB comparada as CBL’s € menos
hidrofilica, tanto no tempo de 0 s quanto em 30 segundos. Sendo a CBL de 25% de
suco a mais hidrofilica das amostras. Embora os valores encontrados que o angulo
de contato apresentou valores inferiores a 90°, o que segundo a literatura
(LUZ et. al., 2008) indica que as celuloses derivadas de ambos meios de cultivo sdo
molhadas pela agua.

A Figuras 18 traz a analise do angulo de contato para a CB. As imagens das

demais analises do angulo de contato encontram-se nos Apéndices B, C e D.
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Figura 18: Analise de AC para CB: (a) tempo zero; (b) 15 segundos; (c) 30

segundos.
w r
a) b)

e

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

No trabalho de Pezzin e colaboradores (2013) mencionam a alta
hidrofilicidade da celulose bacteriana devida a presenca de grupo OH. Esta sugestao
vem ao encontro dos espectros de infravermelho das membranas dos quatro meio
de cultura, onde os espectros sugerem a presenca deste grupo nas mesmas. Os
valores do angulo de contato da CB corroboram com o resultado da CB comercial
mencionado na literatura, que fica proximo a 50° (PERTILE, 2007), mas os angulos
obtidos para as CBL’s sdo menores do que os da literatura e sugerem maior
hidrofilicidade. Considerando os difratogramas de raio-x, que para a CBL de 25% a
cristalinidade relativa apresentou-se menor, segundo Brisolari (2008) e Salvi (2010)
guanto menor a cristalinidade da celulose, mais facil a penetracédo de solventes em
sua estrutura. E importante notar que esta maior hidrofilicidade por acarretar
aplicacdes diferentes das usuais envolvendo a CB produzida com meio tradicional
HS.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS MICRO/NANOPARTICULAS

A Figura 19 apresenta a dispersdo com micro/nanoparticulas decorrido o
prazo de 24 horas de evaporacao do solvente.

Figura 19: Amostra de micro e nanoparticulas de PCL com 6leo essencial de

citronela.

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

As amostras apresentaram-se como um liquido leitoso e homogéneo que vem
ao encontro do descrito na literatura em relacdo ao aspecto macroscopico das
solu¢cdes quando as mesmas advém de polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et
al., 2002; SANTOS, 2011). Foi observado que o volume de aproximadamente 80 mL
foi reduzido para em torno de 40 mL. O que pode ser entendido como evaporacéo
do solvente, acetona, e de agua por arraste. Ja para as amostras de 4 horas de
evaporacao o volume apds o processo de evaporacao ficou préximo a 50 mL.

Com o objetivo de verificar a morfologia das micro/nanoparticulas preparadas
neste trabalho, foram obtidas diversas micrografias do material seco. A Figura 20
apresenta micrografias das dispersdes de micro/nanoparticulas com 6leo essencial

de citronela, formulagbes 1, 2 e 3, com aumento de 5000 X.
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Figura 20: Micrografias das micro/nanoparticulas das formulac¢des: (a) 1, (b) 2

e (c) 3, tempo de evaporagéo de 4 horas —aumento de 5000X .

) N ! Mo
SEN _I0KR S WD1Zmm 5830 @ %5000 2 avv —A"—"-',
A v .

LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

7

Na Figura 20 € possivel verificar que houve a formacdo de micro e
nanoparticulas, em ambas as formulacdes, sendo grande parte delas de aparéncia
esféricas e uniformes. O tamanho das particulas apresentam pontos de néo
homogeneidade. Este resultado vem ao encontro do que menciona Moinard-Chécot
et al. (2008), que o tamanho da goticula dispensada na solugdo aquosa influencia no
tamanho da particula. Neste caso € necesséario considerar que a adicdo da fase
organica foi realizada manualmente a fase aquosa.

A Figura 21 apresenta micrografias das dispersdes de micro/nanoparticulas

com Oleo essencial de citronela, formulagdes 4, 5 e 6 aumento de 5000 X.
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Figura 21: Micrografias das micro/nanoparticulas das formulac¢des: (a) 4, (b) 5

e (c) 6, tempo de evaporacgéo de 24 horas —aumento de 5000X.
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5
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na Figura 21 também é possivel verificar que houve a formacédo de micro e
nanoparticulas, em ambas as formulacdes, sendo grande parte delas de aparéncia
esféricas e uniforme. A literatura comenta que o tamanho da particula pode variar
em funcdo da quantidade de 6leo em relagdo ao polimero e, que em alguns casos,
guando se aumenta a propor¢cdo de Oleo/polimero na fase organica, 0 mesmo
também pode ocorrer. Este ultimo fator se deve aumento da resisténcia de difusao
da fase orgéanica para a fase aquosa, permitindo maior associagdo do ativo/éleo nas
nanoparticulas (BUDHIAN et al., 2007; MORAES et al., 2009) .
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O tamanho de particula médio e desvio padrdo de cada formulacdo
apresenta-se na Figura 22. O acompanhamento semanal de cada formulacdo
encontra-se no APENDICE- E ao APENDICE-] .

Figura 22: Resultados de tamanho de particula formulacdes 1, 2, 3, 4, 5 e 6.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

A Figura 22 demonstra que as andlises de tamanho de particula realizadas na
formulacbes 1, 2 e 3 apresentaram o tamanho de particula maior que da das
formulacbes 4, 5 e 6. Sugere-se que este fator esteja ligado ao tempo de
evaporacao do solvente, uma vez que as formulacdes 1 e 4,2 e 5 e 3 e 6 possuem
aproximadamente a mesma razdo de Oleo/polimero que 1/5, 1/4 e 2/5
respectivamente.

O tamanho de particula corrobora o trabalho de Schaffazick et al.(2003), em
gue os autores levantam que independentemente do método adotado, em geral o
tamanho das particulas varia entre 100 e 300 nm. Ocorre que, em alguns processos,
este tamanho pode ser inferior ao limite minimo desta faixa devido a escolha do
oleo, que modifica as caracteristicas de viscosidade e hidrofobicidade entre outras
(SCHAFFAZICK et al., 2003).
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J4 a diferenca de tamanho de particulas utilizando espalhamento de luz e
MEV pode estar relacionada ao fato da preparagdo das amostras deste Ultimo exigir
um procedimento de secagem e de metalizacdo antes da analise, que sé&o
conduzidos, assim como propria analise, sob alto vacuo. Esta exposicdo ao vVacuo
na preparacdo e andlise da amostra pode ser responsavel por impor volatilizacdo do
O0leo essencial e consequentemente por uma dilatacdo da particula
(DOMINGUES et al., 2008). Isso justificaria a diferenca de tamanho observada nas
duas metodologias utilizadas para avaliar esta caracteristica. J4 os valores de PDI

de cada formulagcédo apresentam-se na Figura 23.

Figura 23: Resultados da polidispersao (PDI) das formulacdes 1, 2, 3,4,5¢e 6.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

O valor de PDI apresentado na Figura 23 para seis formulacdes, € proximo a
0,3. O que segundo a literatura, representa uma PDI moderada e relativa
homogeneidade na distribuicdo do tamanho das particulas (TRIERWEILER, 2009).

A Tabela 10 apresenta os valores de PZ das formulagbes com

micro/nanoparticulas.
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Tabela 10: Potencial zeta (PZ) das formulagdes 1, 2, 3,4, 5 e 6.

PZ (mV)

Formulacéo Média Desv~|o
Padrao

1 -13,940 9,74

2 -14,710 6,76

3 -14,940 5,06

4 -8,71 7,69

5 -7,18 8,98

6 -12,31 8,94

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na tabela 10 podem ser observados os valores de PZ préximos a -15 mV
para as formulacdes 1, 2 e 3 e préximo a -10 mV para as formulacdes 4, 5 e 6. De
acordo com Souza et al. (2012), quanto mais alto o valor do PZ (menos negativo)
maior a quantidade de polimero da particula e maior tendéncia de agregacao. Ainda
de acordo com Mohanraj e Chen (2006) nanoparticulas com PZ acima de + 30 mV
sdo suspensfes estaveis o0 que impede a agregacao de nanoparticulas. Ainda, a
literatura (Delgado, 2013) aborda que valores de PZ aproximados de 20 mV

(mo6dulo) apresentam uma boa estabilidade a curto prazo.

4.3 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA
CONTENDO MICRO/NANOPARTICULAS COM OLEO ESSENCIAL DE
CITRONELA

Apbés o processo de incorporacdo e secagem, tanto as celuloses secas
guanto as Umidas, encontravam-se com uma aparentemente camada
embranquecida depositadas sobre as mesmas. A diferenca entre as amostras € que
na seca foi possivel verificar o desprendimento de um p6 branco de sua superficie.

As Figura 24 apresenta esta caracteristica na CB seca (Figura 24a) e na
umida (Figura 24b) com a deposi¢cdo de micro/nanoparticulas de 6leo essencial de

citronela, sendo a da parte seca onde foi possivel remover parte deste recobrimento.
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Figura 24: Micrografia (a) CBS-3 (b) CBU-3.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Com aumento de 10000 X observa-se na celulose seca, Figura 24 a), a matriz
celulésica ao fundo, como decorréncia do desprendimento natural da camada
esbranquicada, que por microscopia pode ser verificado que se trata da deposicao
de particulas, enquanto na celulose Umida, Figura 24 b), o desprendimento nao
ocorreu. A Figura 25 traz todas as combinacdes de impregnacdo CBS-3, CBU-3,
CBS33, CBU33, CBS-12 e CBU-12 onde é possivel verificar a deposicdo das
nanoparticulas sobre a celulose bacteriana.
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Figura 25: Micrografia (a) CBS-3 (b) CBU-3 (c) CBS-33, (d) CBU-33, (e) CBS-12
e (f) CBU-12 aumento de 3000 X.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Nestas micrografias, tanto para a celulose seca quanto para Umida, ndo é
possivel visualizar as fibras da celulose bacteriana, exceto na amostra CBU-33. Este
aspecto fica mais visivel com aumento 11000 X desta amostra, apresentado na

Figura 26.
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Figura 26: Micrografia CBU-33, aumento de 11000 X.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Ao centro da Figura 26 € possivel verificar a presenca de filamentos, que
sugerem ser fibras da CB, junto as micro/nanoparticulas.

Para analisar a presenca de fibras entre as micro/nanopatrticulas, a Figura 27
mostra a secc¢ao transversal das amostras CBS-3, CBU-3, CBS-33, CBU-33, CBS-12
e CBU-12 com aumento de 11000 X.
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Figura 27: Micrografia Transversal (a) CBS-3 (b) CBU-3 (c) CBS-33, (d) CBU-33,
(E) CBS-12 E (f) CBU-12, aumento de 11000 X.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Na Figura 27 em (a) CBS-3, (b) CBU-3, (c) CBS33, (e) CBS-12 e (f) CBU-12
observa-se a deposicdo de micro/nanoparticulas sobre a regido superficial da
membrana da CB. Nestas amostras, na sec¢do transversal, também ndo se

evidencia a presenca de micro/nanoparticulas ao meio das fibras da membrana. J&
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na amostra (d) CBU-33 observa-se a presenca de micro/nanoparticulas entre as
fibras da CB.

Uma outra diferenca entre as membranas secas e Umidas que receberam a
impregnacdo de micro/nanoparticulas, € que as secas permitiram a formacao de
uma camada mais volumosa sobre a superficie da membrana da CB. Esta diferenca
esta representada na Figura 28. Este fato sugere, juntamente com o fato de a
deposicao desprender-se voluntariamente da superficie nas membranas secas, que
existem modos de interacdo diferentes nas duas membranas.

Neste caso, as membranas Umidas permitiiam mais facilmente uma
deposicdo mais homogénea e, aparentemente, menos espessas localmente, dando
a impressédo de absorcao das dispersdes. Segundo a literatura (OLIVEIRA, 2011) a
celulose Umida possui 99% de sua massa composta por agua, e esta hidratacao
propicia espacgos entre as fibras. Aléem disso, é importante notar a diferenga de
comportamento das membranas que foram impregnadas utilizando etanol, caso em
gue a seca também ndo apresentou distribuicio homogénea e em que a Umida

chegou a permitir a penetragao.
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Figura 28: Micrografia Transversal (a) CBS-3 (b) CBU-3 (c) CBS-33, (d)
CBU-33, (e) CBS-12 E (f) CBU-12, aumento de 2000 X.

SEI  15kV WD1imm S§S30 x2,000 S— SEI  15kv WDEmm $S30 x2,000
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

SEI  15kV WD10mm SS30 x2,000 10pm CE— SElI  15kV WD10mm SS30 x2,000
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

SEI 15V WD10mm SS30 X2,000  10pm  e— SEI 15kV  WD16mm SS30 x2,000  10pm
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

Esta auséncia de micro/nanoparticulas entre as fibras e camadas de fibras da
CB se difere de outros resultados da literatura nos quais foi possivel verificar
nanoparticulas entre as fibras da CB. A diferenca, no entanto, pode estar ligada ao
fato da inclusdo das nanoparticulas ser promovida durante o processo de

preparacdo das membranas ou ainda devido ao fato das micro/nanoparticulas
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impregnadas nestes trabalhos, possuirem tamanhos menores que 0S espacos
intersticiais das fibras da celulose bacteriana (SANTOS, 2012; WANG et al., 2014).

Quanto a interagdo dos materiais com o PCL, polimero utilizado na
preparagdo das micro/nanoparticulas, € um polimero hidrofébico e que tem
aplicacdo na preparacdo de compositos com polimeros hidrofilicos como a CB
(SARASAM & MADIHALLY, 2005). A CB tem grande afinidade com solventes
polares como a agua, e se presta a preparacao de compdsitos, com, por exemplo,
PCL (SOUZA, 2013). Sugere-se, assim, que a auséncia de micro/nanoparticulas nas
amostras CBS-3, CBU-3, CBS33, CBS-12 e CBU-12 nao esteja ligada a interacéo
entre polimero e CB e sim devido ao tamanho e agregacdo das particulas. Os
resultados de potencial zeta, sugerem a formacdo de agregados de particulas nas
diferentes formulacbes. Neste contexto, 0s baixos potenciais das formulacdes
sugerem a possibilidade de agregacdo, mas ndo foram observados agregados ou
precipitados nas dispersoes.

As questdes relacionadas a interacao entre polimeros, apontadas na literatura
(SARASAM & MADIHALLY, 2005; SOUZA, 2013) vem ao encontro do resultado
obtido na amostra CBU-33. Sugere-se, assim, que o etanol, tenha interagido com a
CB, mais facilmente pelo fato da membrana estar imida, possibilitando a interacéo
mais eficiente entre as micro/nanoparticulas e a membrana.

Ainda como caracterizacdo, a Figura 29 apresenta 0s espectros de
infravermelho do oleo de citronela, da PCL , da CB, e das amostras CBS-3, CBU-3,
CBS33, CBU33, CBS-12 e CBU-12.
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Figura 29: Espectros de infravermelho: (a) 6leo essencial, (b) PCL, (c)
CB, (d) CBS-3 (e) CBU-3 (f) CBS-33, (g) CBU-33, (h) CBS-12 e (i) CBU-12.

100+ —_—
g T
- 105, o
N % b) W""V’_'_“
Oy ——
ST ) TN
A gt e
L 7 V
- 103 e) o
- 101, D -
o : W_WWV/‘
- 9
R R Ve e

X 6 ) \ o
101 ) —_———
ae ?6: VW
= 101
O‘Q 89- [ [ [ [ [ [ 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

cm-1

Fonte: Elaborado pela autora, 2017

E importante notar que nas amostras d) e e), a presenca de bandas relativas
a policaprolactona, e ao 6leo de citronela. Uma em aproximadamente em 2945 cm™
relativas aos estiramento de CH’s e outra na faixa de 1724 cm™ referente ao
estiramento de C=0 (ROA et al., 2010; SILVA, 2009; BARBANTI; ZAVAGLIA, DUEK,
2006). Como estas duas bandas sao caracteristicas das duas amostras, torna-se
necessario analisar outra regido do espectro, a da impresséao digital (abaixo de 1500
cm-1) onde se pode evidenciar semelhanca maior com a policaprolactona do que
com o Oleo de citronela.

Para as amostras f), g), h) e i) observa-se semelhanca com a policaprolactona
nas faixas de em 2945 cm™ e 1724 cm™. J4 as bandas em aproximadamente 1400
cm?, 1370 cm™, 1340 cm™ e 1320-1030 cm™, se assemelham as bandas da CB e os
grupos quimicos ja mencionados anteriormente (KAKURAKOVA et al., 2002;
DUFRESNE; THOMAS; POTHAN, 2013; MACHADO et al, 2014). Em vista desta

comparacgao, sugere-se que as amostras d) e e), nao apresentam o perfil da CB no
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espectro de infravermelho por terem mais policaprolactona na superficie em
decorréncia do tipo de impregnacéo que sofreram. Enquanto as outras amostras f),
g), h) e i), que tiveram impregnacao, com dispersdes mais diluidas, respectivamente
com etanol e 4gua, tiveram parte de sua superficie exposta e assim apresentam o

perfil da CB no espectro de infravermelho.



5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir que as
membranas de celulose bacteriana produzidas com residuos da cadeia produtiva da
laranja e com método convencional sdo semelhantes na sua morfologia, estrutura
guimica e aspecto visual. Nesse sentido sdo semelhantes as caracteristicas
vibracionais e morfologicas das amostras, bem como a aparéncia fisica e visual das
mesmas. Nao obstante, existem algumas diferencas, como na molhabilidade, que foi
maior para o material obtido com residuos da cadeia produtiva da laranja. Neste
caso, € possivel pensar que aplicacbes diferentes possam ser atribuidas a este
material e ao material obtido por método convencional. Além disso, os resultados de
difracdo de raios-X, sugerem cristalinidades diferentes para os dois materiais. Este
resultado corrobora com o de molhabilidade, pois segundo a literatura a menor
cristalinidade pode aumentar a molhabilidade.

O sucesso da preparacao de membranas de celulose bacteriana a partir de
residuos da cadeia produtiva da laranja sugere a possibilidade de se utilizar este tipo
de residuo, abundante em determinadas regifes, permite pensar em aspectos de
sustentabilidade relacionados a utilizacéo do residuo.

Quanto a preparacdo de micro/nanoparticulas contendo 6leo essencial de
citronela, as diferentes formulacdes apresentaram morfologia semelhante onde as
imagens demonstram a formacao de particulas esféricas com tamanhos variados,
com dimensfes nano e micrométricas. A polidispersdo observado das particulas
deve-se entre outros fatores, provavelmente a forma manual de adicdo da fase
organica a fase aquosa.

As amostras de impregnacdo CBS-3, CBU-3, CBS-33, CBU-33, CBS-12 e
CBU-12 apresentaram resultados diferentes entre os processos com membrana
seca e Umida. Quando as amostras CBS-3, CBS-33 e CBS-12 foram friccionadas
uma camada nas micro/nanoparticulas foi removida, aparentemente a camada com
micro/nanoparticulas ficou depositada sobre a superficie da membrana e nao
interagiu com a matriz.

Ja as amostras CBU-3 e CBSU-12, a camada com as micro/nanoparticula
ficou com aspecto de compactada contra a superficie da celulose bacteriana, porém

aparentemente ndo se observou micro/nanoparticulas entre as fibras.
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Sendo a amostra CBU-33 a unica em que foi possivel evidenciar a presenga
de micro/nanoparticulas em suas fibras e nas camadas mais internas da membrana
de celulose bacteriana. Este fato de acordo com a literatura pode dever-se ao fato
do etanol, solvente anfifilico, conseguir trabalhar com as diferentes situacdes
encontradas nos materiais, a membrana predominantemente polar mas com
algumas regides apolares e o polimero que compfem as nanoparticulas ser
hidrofébico.

Por esses motivos a formulagcdo 3 impregnada na celulose bacteriana na
forma Umida, juntamente com o etanol foi a amostra que apresentou o resultado
mais satisfatorio, por apresentar micro/nanoparticulas entre as fibras da CB . Sendo
gue o mesmo pode ser observado nas imagens de microscopia e nos espectros de
infravermelho da mesma, presenca de bandas do polimero e da CB.

Dados expostos acima conclui-se que os objetivos especificos listados neste
trabalho foram concluidos em sua totalidade. Sendo que membranas de CB podem
ser feitas com residuos da cadeia produtiva da laranja assim como método
convencional. Ainda também pode se evidenciar que € possivel produzir e incorporar
micro/nanoparticulas em membranas de CB, sendo a forma imida com o uso de um

solvente anfifilico o que obteve resultado satisfatorio.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Findo o trabalho, novos questionamentos surgem permitindo a proposicao
para novas pesquisas. A seguir sugere-se uma possivel linha a ser seguida:

- Avaliar fatores de rendimento do meio de cultura de producdo da CBL tais
como quantidade e tipos de acucares do residuo e pH do meio de cultura;

- Caracterizar termicamente as membranas CBL'’s;

- Estudar a estrutura cristalina das membranas de CB e CBL’s, de forma a
definir em que tipo se enquadram;

- Avaliar as membranas de CBL’s com relacdo a degradacéo, aplicacdo e
impregnacao de micro/nanoparticulas;

- Avaliar padrdo de analise de PZ, tamanho de particula e PDI para amostras
de micro/nanoparticulas que obtenha menor desvio padréo entre as mesmas;

- Realizar nas amostras de micro/nanoparticulas com oOleo essencial de
citronela analises de microscopia eletronica de transmissdo (MET), para avaliar a
presenca de Oleo, e concentracdo inibitoria minima (MIC), para avaliar
caracteristicas antimicrobianas;

- Avaliar aplicacdo do composito de CB com micro/nanoparticulas contendo

6leo essencial de citronela.
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APENDICES

APENDICE A — Micrografia celulose bacteriana com aumento de 10000X e com
medida das fibras.

SElL- 10kV x10,000 1pm
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE
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APENDICE B — Andlise de AC para CBL 100%: (a) tempo zero; (b) 15 segundos e
(c) 30 segundos.

.
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APENDICE C — Andlise de AC para CBL 50%: (a) tempo zero; (b) 15 segundos e
(c) 30 segundos.

) > 2 =
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APENDICE D — Andlise de AC para CBL 25 %: (a) tempo zero; (b) 15 segundos e
(c) 30 segundos.

a) w b) -
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APENDICE E - Médias dos Resultados das dispersdes contendo 6leo de citronela,

Formulagéo 1.

Formulagdo 1

Analise semana

Potencial
Zeta

Tamanho de
Particula

Polidispersdo

Amaostra 1

wn

Amaostra 2

wn

Amostra 3

£n

Media

Desvio Padrdo
K aximo
Minimo
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APENDICE F — Médias dos Resultados das dispersées contendo 6leo de citronela,

Formulagéo 2.

Formulacdo 2

Analise semana

Potencial
Zeta

Tamanho de
Particula

Polidispersao

Amaostra 1

wn

Amostra 2

£n

Amaostra 3

wn

Média

Desvio Padrdo
Maximo
Kinimo
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APENDICE G — Médias dos Resultados das dispersdes contendo 6leo de citronela,

Formulagéo 3.

Formulacdo 3

Analise semana

Potencial
Zeta

Tamanho de
Particula

Polidispersao

Amaostra 1

wn

Amostra 2

£n

Amaostra 3

wn

Média

Desvio Padrdo
Maximo
Kinimo
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APENDICE H — Médias dos Resultados das dispersées contendo 6leo de citronela,

Formulacao 4.

Formulagdo 4

Analise semana

Potencial
Zeta

Tamanho de
Particula

Polidispersio

Amostra 1

wn

Amostra 2

£n

Amostra 3

wn

M édia

Desvio Padrio
K aximo
Minimo
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APENDICE | — Médias dos Resultados das dispersées contendo 6leo de citronela,

Formulagéo 5.

Formulagdo &

Andlise semana

Potencial
Feta

Tamanho de
Particula

Polidisperséo

Amostra 1

wn

Amostra 2

£n

Amuostra 3

£n

M édia

Desvio Padrdo
K aximo
Minimo
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APENDICE J — Médias dos Resultados das dispersées contendo 6leo de citronela,

Formulagéo 6.

Formulacdo 6

Analise semana

Potencial
Zeta

Tamanho de
Particula

Polidispersao

Amaostra 1

wn

Amostra 2

£n

Amaostra 3

wn

Média

Desvio Padrdo
Maximo
Kinimo
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