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RESUMO

LAURITO-FRIEND, D. F. Desenvolvimento de membranas antimicrobianas a partir da
extracdo e purificacdo da celulose da casca da batata. Tese (Doutorado). Universidade
Federal de Itajuba (UNIFELI), Itajuba/MG, 2019.

Os residuos gerados pela agroindustria representam materiais abundantes e de baixo custo que podem
ser transformados em produtos de valor agregado, com aplicacdo na area médica. Sendo o tratamento
de feridas um problema de saide publica, é importante buscar materiais cada vez mais baratos e
sustentaveis para esta finalidade. Nesse sentido, a presente Tese buscou desenvolver um projeto
inovador dentro das tecnologias “verdes”, isolando a celulose da casca da batata para a preparagdo de
membranas antimicrobianas, por meio da biossintese das nanoparticulas de prata (Np-Ag), utilizando
extrato de folhas de gerénio (Pelargonium zonale). O processo para extracdo e purificagdo da celulose
da casca da batata, com consequente formacéo de filmes, foi feito utilizando hidréxido de sédio (NaOH)
e peréxido de hidrogénio (H.0-), a partir do planejamento fatorial 22 na etapa de polpacéo alcalina. Os
resultados mostraram que tanto a concentracdo quanto a temperatura influenciaram no rendimento,
porém na formacdo de filmes (membrana), apenas o efeito da temperatura foi significativo. Dentre 0s
ensaios em que houve obtencéo de filme, o maior rendimento ocorreu nas condi¢des de 0,5 mol/L de
NaOH, a 80°C por 2,5h seguido do branqueamento com 15% m/m de H,O,. Anélises FTIR deste
material mostraram bandas caracteristicas da celulose e auséncia de bandas referentes a hemicelulose e
lignina. Os espectros de DRX confirmaram que a celulose extraida apresentou padrdo cristalino
semelhante a celulose do tipo | e 1l e o indice de cristalinidade foi de 73,42%. O comportamento térmico
da membrana, mostrou que cerca de 80% da cadeia de celulose foi degradada nas temperaturas de 340
e 442°C, com energia de ativacdo de 163,82 kJ/mol. O estudo do intumescimento mostrou que a
membrana possui alto teor de inchaco (entre 200 e 300%) nas temperaturas de 10, 25 e 40°C e que a
difusdo ndo seguiu 0 modelo de Fick. Além disso, foi encontrada uma temperatura de transi¢do de fase
em torno de 40°C. Pelas analises de caracterizacdo do extrato de gerénio através dos espectros de UV -
visivel e FTIR, verificou-se a presenca de grupos quimicos funcionais capazes de reduzirem e
estabilizarem os ions prata (Ag*) a Np-Ag. Esta reducdo em meio aquoso contendo extrato de geranio
foi confirmada através do aparecimento das bandas de absorcéo tipicas da regido de ressonancia de
plasmon de superficie (RPS) para as Np-Ag, em 370 e 470 nm. Anélises DRX dos biocompositos de
fibra celulésica/nanoparticula de prata (FC/Np-Ag) mostraram que o perfil cristalino da matriz de
celulose ndo foi modificado, embora observou-se uma diminui¢do da cristalinidade nas amostras que
foram intumescidas em solucéo de Ag*. O tamanho medio das Np-Ag variou entre 20-12 nm. Ensaios
microbiolégicos revelaram que a atividade antimicrobiana das Np-Ag foi eficaz tanto para a bactéria
Escherichia coli quanto para Staphylococcus aureus, apresentando halos de inibicdo na faixa de 12-17
mm. O estudo da liberacdo mostrou que as Np-Ag foram liberadas apenas em 370 nm. Os perfis de
liberacdo para as temperaturas de 23, 30 e 37°C apresentaram ajuste exponencial satisfatério, seguindo
um modelo bimodal. O equilibrio foi atingido mais rapidamente na temperatura de 23°C, liberando
0,0095 mg/mL de Np-Ag. Nesse sentido, pdde-se inferir que a diminuicdo da temperatura resultou em
maior liberacdo. Observou-se também que a liberacdo das Np-Ag seguiu um perfil cinético de ordem
zero, para as trés temperaturas estudadas. A energia de ativacdo da liberacdo (E|) entre as temperaturas
de 30 e 37°C foi de 67,50 kJ/mol. No mesmo intervalo de temperatura, os parametros termodinamicos
para entalpia, entropia e energia livre de Gibbs do complexo ativado, revelaram um processo de natureza
endotérmico, com tendéncia a diminui¢do da desordem do sistema e naturalmente ndo espontaneo.
Portanto, a partir da utilizacdo de um residuo agroindustrial de baixo custo, este trabalho contribuiu para
a sintese e caracterizacao do biocompdsito FC/Np-Ag, que devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
e antimicrobianas, apresenta grande potencial para atuar no tratamento de feridas.

Palavras-chave: Casca da batata, Celulose, Membrana, Nanoparticulas de Prata, Tratamento de Feridas.



ABSTRACT

LAURITO-FRIEND, D. F Development of antimicrobial membranes from potato peel
cellulose extraction and purification. Thesis (Doctorate). Federal University of Itajuba
(UNIFELI), Itajuba / MG, 2019.

Agroindustrial waste stands out as an abundant and low cost material that can be transformed
into value-added products in the medical sector. Researching materials that are even cheaper
and more sustainable has become an important task, since wound treatment is a public health
problem. Thus, this study aims to develop an innovative “green” technology by isolating
cellulose from potato peels to prepare antimicrobial membranes through the use of silver
nanoparticle (Np-Ag) biosynthesis, using the geranium leaves extract (Pelargonium zonale).
The process for extracting and purifying the potato peel cellulose, with consequent film
formation, was done using sodium hydroxide (NaOH) and hydrogen peroxide (H202), using
factorial design 22 in the alkaline pulping stage. Results showed that both concentration and
temperature influenced in the yield; however, only temperature was significant enough to form
films (membrane). Among the tests a film was obtained. The highest yield occurred under the
conditions of 0.5 mol/L NaOH, at 80°C for 2.5h, followed by bleaching with H.O> 15% wi/w.
FTIR analysis of this material exhibited characteristic bands of cellulose, while bands related
to hemicellulose and lignin were not observed. XRD spectra confirmed that the extracted
cellulose had a crystalline pattern similar to type | and Il cellulose and the crystallinity index
was 73.42%. The membrane thermal behavior revealed that about 80% of the cellulose chain
was degraded at temperatures of 340°C and 442°C, with activation energy of 163.82 kJ/mol.
Swelling studies showed that membrane has a high swelling content (between 200% and 300%)
at temperatures of 10, 25 and 40°C and the diffusion process did not follow the Fick model. In
addition, a phase transition temperature of about 40°C was found. Characterization analyzes
(UV-visible and FTIR spectra) of the geranium extract exhibited functional chemical groups
that are capable of reducing and stabilizing silver ions (Ag+) to Np-Ag. This reduction in an
aqueous medium with geranium extract was confirmed by the presence of absorption bands
typical of the surface plasmon resonance region (RPS) for Np-Ag at 370 and 470 nm. XRD
analyses of the cellulose fiber/silver nanoparticle (FC/Np-Ag) biocomposites showed that the
crystalline profile of the cellulose matrix was not modified, although crystallinity has decreased
to the samples that were swollen in Ag* solution. The mean size of the Np-Ag varied between
20-12 nm. Microbiological assays revealed that the antimicrobial activity of Np-Ag was
effective for both Escherichia coli bacteria and Staphylococcus aureus, with inhibition halos in
the range of 12-17 mm. Releasing studies showed that the Np-Ag were only released at 370
nm. Release profiles for the temperatures of 23, 30 and 37 ° C exhibited satisfactory exponential
adjustments, following a bimodal model. The equilibrium was faster reached at 23°C, releasing
0.0095 mg/mL of Np-Ag. Thus, it could be inferred that temperature decreasing resulted in
greater release. It was also observed that the Np-Ag release followed a zero-order kinetic profile
for the three temperatures studied. The release activation energy (E.) between 30°C and 37°C
was 67.50 kJ/mol. In the same temperature range, thermodynamic parameters for enthalpy,
entropy and free energy of Gibbs of the activated complex revealed an endothermic process,
tending to decrease the system disorder and naturally not spontaneous. Therefore, using a low-
cost agroindustrial residue, this study contributed to the synthesis and characterization of the
FC/Np-Ag biocomposite, which due to its physic-chemical and antimicrobial characteristics,
has great potential in wound treatment.

Key words: Potato Peel, Cellulose, Membrane, Silver Nanoparticles, Wound Treatment.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, pesquisas na area de materiais estdo sendo direcionadas para o
desenvolvimento de tecnologias “verdes”, que possibilitam o uso de produtos com menor
impacto ambiental. Entre tais estudos, destacam-se aqueles que buscam avaliar o uso de fibras
naturais para a sintese de materiais biocompativeis com aplicacdo na engenharia bioldgica e
biomédica, especialmente na regeneracdo de tecidos e tratamento de feridas. Somado a isso,
sabe-se que no Brasil, assim como em outros paises agricolas, a agroindustria gera inimeras
fontes de biomassa que ndo sdo aproveitadas, transformando-se em rejeitos industriais de
grande disponibilidade e baixo valor agregado.

No caso do processamento da batata - que se trata do quarto alimento mais disseminado
pelo mundo, perdendo apenas para o milho, o arroz e o trigo - a maior parte de seu residuo
encontra-se na forma de casca, comumente destinado & racdo animal. Estudos anteriores
confirmam que, o uso da celulose extraida da casca da batata representa um bom aditivo de
reforco em nanocompositos (DUFRESNE et al., 2000; CHEN et al., 2012). Nesse sentido, as
nanofibras de celulose séo vistas como boa alternativa para aplicagdo na area biomédica, pois
além de melhorarem as propriedades mecanicas dos materiais (devido a sua alta cristalinidade
e fortes interagOes entre as cadeias) apresentam alta biodegradabilidade e biocompatibilidade,
baixa citotoxicidade e grande potencial tecnoldgico (BRINCHIA et al., 2013; JORFI &
FOSTER, 2015).

Sendo o tratamento de feridas um problema de salude publica, é importante que se
busque alternativas cada vez mais baratas e sustentaveis para a cicatrizacdo e regeneracdo do
tecido lesionado. Nas ultimas décadas, grande parte dos trabalhos relacionados ao
desenvolvimento de curativos bioldgicos para o tratamento de feridas superficiais reportam o
uso da celulose bacteriana (principalmente aquela excretada pelo Acetobacter xylinum), como
meio adequado para manter a umidade da ferida e ativar fatores de crescimento das células. No
entanto, para que o polimero de celulose bacteriano possa suprir a demanda do mercado, faz-se
necessario altos custos de producdo, tornando seu uso em grande escala economicamente
inviavel. Logo, a celulose proveniente da biomassa € apontada como boa substituinte a celulose
bacteriana, embora sejam necessérias algumas modificacdes em sua estrutura para que sua
aplicacdo no tratamento de feridas seja eficaz.

Algumas dessas modificacGes estdo relacionadas a introducdo das nanoparticulas da

prata (Np-Ag) na superficie da celulose. E sabido que as Np-Ag potencializam as propriedades
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antimicrobianas da prata, eliminando mais de 650 organismos patogénicos, ndo criando
resisténcia a eles (TIWARI & SOUECEK, 2014). Desta forma, a insercao por via quimica das
Np-Ag nas membranas de celulose impede o crescimento de bactérias gram-negativas e gram-
positivas, favorecendo a prevencéo de infecgdes (BARUD et al., 2011; MANEERUNG et al.,
2008).

Embora as Np-Ag possam ser obtidas a partir de métodos fisicos e quimicos, sua sintese
utilizando meios bioldgicos, como bactérias, fungos e plantas, é vista como alternativa mais
ecologicamente viavel, pois ndo faz uso de compostos toxicos. Neste contexto, a sintese verde
ou biossintese que utiliza extrato de plantas (folhas, caule, frutos, etc), consiste em um dos
métodos mais simples para obtencdo de grande quantidade de nanoparticulas livre de
contaminantes, com tamanho e morfologia bem definidos (MITTAL et al., 2013). O processo
de reducdo dos ions Ag" a prata metalica (Ag®) ocorre devido a presenca de substancias
quimicas no extrato, capazes de atuarem como agentes redutores e estabilizantes das
nanoparticulas formadas. Alguns dos extratos vegetais mais utilizados para a biossintese das
Np-Ag sdo obtidos a partir de folhas de geranio, alfafa, aloe vera (babosa), canfora, capim-
liméo, etc (RAI, 2013).

Com destaque para o carater inovador do trabalho, é importante salientar que ha poucos
relatos de pesquisas na literatura referentes a sintese de membranas celuldsicas, oriundas da
biomassa, para aplicacdo no tratamento de feridas. Portanto, a presente proposta de Tese de
Doutorado tem como objetivo geral utilizar a casca da batata - um rejeito agroindustrial
abundante e de baixo custo — para gque esta seja transformada em membrana celulésica e adquira
carater antimicrobiano, através da biossintese das nanoparticulas de prata, em meio de extrato
de folhas de geranio (Pelargonium zonale). Logo, ao final deste estudo espera-se contribuir para
o0 desenvolvimento de um biomaterial de origem renovavel, capaz de favorecer no processo de
cicatrizacao de feridas, através da sintese e caracterizagéo fisica, quimica e microbioldgica do

biocompdsito de Fibra Celuldsica/Nanoparticula de prata (FC/Np-Ag).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contexto da producao de batata

A batata (Solanum tuberosum) € uma planta de porte pequeno, perene, com flores
brancas, pdrpuras ou rosadas, conforme sua variedade. Em sua base (caule), observam-se varios
prolongamentos chamados de estoldes, cujas extremidades desenvolvem tubérculos
comestiveis, ricos em amido (Figura 1). A espécie teve origem no Peru, na regido da Cordilheira
dos Andes, sendo cultivada por civilizacBes andinas hd mais de 8000 anos. As primeiras
sementes de batata foram introduzidas na Europa a partir do século XVI e atualmente, trata-se
do quarto alimento mais disseminado pelo mundo, perdendo apenas para 0 milho, o arroz e o

trigo.
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Figura 1: Planta completa da batata (ABBA, 20162).

Em 2013, estima-se que a producdo mundial de batata tenha sido de 376 milhdes de
toneladas, onde os principais paises produtores foram a China e a india (FAOSTAT, 2016). No
Brasil, a batata representa a hortalica mais cultivada, cuja &rea plantada corresponde a cerca de
130 mil hectares, gerando valores de aproximadamente, 3,5 milhdes de toneladas por ano
(IBGE, 2012). Neste contexto, a maior parte da producdo nacional de batata encontra-se nas
regides sul e sudeste, totalizando 89% da safra (ABBA, 2015), como ilustrado na Figura 2. Com

destaque para o estado de Minas Gerais - 0 principal estado produtor de batata no Brasil — sua
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producdo em 2015 alcangou valores em torno de 500 mil toneladas, sendo a regido do sul de

Minas responsavel por cerca de 50% dessa produgédo (SEAPA, 2015).

Nordeste
5%

Sul
36%

Sudeste
53%

Figura 2: Regides produtoras de batata no Brasil (Adaptada de ABBA, 2016P).

Tratando-se do processamento industrial da batata, os principais residuos gerados sao
as cascas (oriundos da etapa de descasque) e podem representar de 6-10% do volume total
processado (MADER et al., 2009). Sabendo que no Brasil, 450 mil toneladas de batatas sdo
destinadas as industrias de chips, palha e pré-fritas congeladas, consequentemente, grande
quantidade de cascas € gerada sem nenhum valor agregado (SHIMOYAMA, 2014;
ARAPOGLOU et al., 2010). Atualmente, o principal destino das cascas de batata descartadas
pela agroindustria esté relacionado ao seu uso como matéria-prima para ragao animal.

Nesse sentido, devido ao crescente apelo ambiental para reducdo de residuos, é
imprescindivel que se invista cada vez mais em tecnologias inovadoras, capazes de
reaproveitarem os subprodutos oriundos das industrias alimenticias. Além disso, pesquisas na
area de biomateriais, que viabilizam o uso da casca da batata como fonte de celulose,
representam alternativas para o uso desta matéria-prima abundante, de baixo custo e grande
potencial tecnoldgico.
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2.2 Composicao quimica da casca da batata

Basicamente, as cascas presentes em todos o0s vegetais possuem a funcéo de protegdo
mecéanica e atuam como barreira natural ao ataque de microrganismos e fungos. Nesse sentido,
durante o ciclo evolutivo da parede celular das plantas, observamos o desenvolvimento da
parede primaria fina (P) e parede secundaria espessa (S) (FENGEL&WEGENER, 1989). Tais
camadas sdo revestidas por celulose e hemicelulose, seguida da fase de lignificacdo ou morte
das células (ALEN et al., 2000). A forte associacdo entre esses componentes favorece a
formacdo de uma matriz amorfa e rigida, capaz de atuar como mecanismo de defesa na parede
das células. Assim, a celulose presente na parede celular encontra-se na forma de fibrilas
elementares, revestidas por microfibrilas de hemicelulose e lignina, como esquematizado na
Figura 3 (ZHANG & LYND, 2004).
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Figura 3: Representacdo esquematica da arquitetura da parede celular vegetal (Adaptada de GENOMICS, 2016).

No caso das cascas da batata, seu principal componente, além de celulose, hemicelulose
e lignina, é o amido (ARAPOGLOU et al., 2010). Conforme reportado por Camire e
colaboradores (1997), cascas de batata secas possuem 25% de amido, 30% de polissacarideos
ndo-amilaceos — como celulose e hemicelulose - 20% de lignina, 18% de proteinas, 1% de
lipidios e 6% de cinzas. A seguir, serdo detalhados os quatro elementos mais importantes

presentes nas cascas de batata.
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2.2.1 Celulose

A celulose € o polimero natural mais abundante do planeta, podendo ser encontrada na
parede celular de todas as plantas, além de ser sintetizada por algumas amebas, animais
marinhos, bactérias e fungos (SIQUEIRA et al., 2010). Trata-se de um homopolissacarideo
linear de B (1,4) D —anidroglicose, cujo grau de polimerizacgao (degree of polymerization - DP)
é alto, na faixa de 7000-15.000 unidades (SJOSTROM, 1993). Nesse sentido, a unidade
repetitiva da cadeia de celulose — a celobiose (Figura 4) — é formada quando duas moléculas de
glicose se unem nos carbonos 1 e 4 e eliminam uma molécula de agua, através de seus grupos
hidroxilicos (FENGEL & WEGENER, 1989).

CH,OH H OH
HH o o H
0|-| / H s OH H
/ AN OH H_ 7\ H /
H o HH o~ ©
H OH CH,OH
Unidade de Celobiose
Figura 4: Estrutura da celulose formada por unidades consecutivas de celobiose (FENGEL & WEGENER, 1989).

Cada unidade repetitiva da celulose possui seis grupos hidroxilas, responsaveis pelas
ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares, presentes nas cadeias (Figura 5)
(GURUNATHAN et al., 2015).

Ligacies de hidrogénio
mtemoleculanes

Legapies de hadropenio
ntramolecalares

Figura 5: Representacdo das ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares das cadeias de celulose (SANTOS et
al., 2012).
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Esta configuracdo, além de conferir o carater hidrofilico da celulose, também é
responsavel pelo empacotamento das cadeias na forma de microfibrilas e fibrilas elementares,
resultando em sua estrutura cristalina (SJOSTROM, 1993). Desta forma, a organizacéo da fibra
celuldsica estd dividida em regiGes altamente ordenadas — cristalinas — e regides menos

ordenadas — amorfas (Figura 6).

Regiio Cristalina Regido Amorfa
o et

1 %t“?

Regidao Amorfa Regido Cristalina

Figura 6: Regi0es cristalinas e amorfas encontradas na fibra celulosica (Adaptada de CHEN, 2011).

Portanto, caracteristicas da celulose, como: alto grau de polimerizacdo e fortes
interacOes entre as cadeias, conferem a este polimero, além de cristalinidade, resisténcia a altas
temperaturas, boas propriedades mecéanicas e certa estabilidade quimica, principalmente em
meio basico e na presenca de agentes oxidantes (HENRIKSSON et al., 2009% JOHN &
THOMAS, 2008).

2.2.2 Hemicelulose

Depois da celulose, a hemicelulose é o segundo material organico mais abundante e atua
na parede celular como uma interface entre celulose e lignina, facilitando a incrustacdo entre as
fibras (GURUNATHAN et al., 2015; TELEMAN et al., 2009). Por ser um heteropolissacarideo
ramificado, sua cadeia principal pode ser formada por hexoses (glicose, manose e galactose) ou
pentoses (xilose e arabinose), enquanto que as ramificacdes consistem em grupos acetil e &cidos
glucordnicos (FENGEL & WEGENER, 1989). A Figura 7 ilustra um exemplo da hemicelulose

de xilana, cujo tipo é o mais encontrado na natureza.
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Figura 7: Estrutura quimica de hemicelulose de xilana. (1) 1,4-D-xilopiranose; (2) L-arabinose; (3) &cido 4-O-D-
metil-a-D-glucurdnico; (4) grupo acetil (PITARELO, 2007).

A hemicelulose difere da celulose em trés importantes aspectos: presenca de diferentes
tipos de acUcares na cadeia principal; auséncia de cristalinidade devido as ramificacdes e baixo
grau de polimerizacdo (DP de 50-300) (JOHN & THOMAS, 2008). Tais caracteristicas
justificam porque a hemicelulose é menos estavel térmica e quimicamente, quando comparada
com a celulose (TELEMAN et al., 2009).

2.2.3 Lignina

A lignina € um polimero amorfo, hidrofébico e complexo que difere consideravelmente
dos outros componentes da parede vegetal (JOHN & THOMAS, 2008). Sua estrutura quimica
¢ composta por unidades de fenilpropano, sendo polimerizada a partir de trés alcoois
precursores: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 8) (FENGEL &
WEGENER, 1989).

(IZHZOH (I3H20H (I:HZOH
CH CH CH

I I 1]

CH CH CH

)\; @OCH3 HyCO” i OCHy
OH OH OH

Figura 8: Unidades de fenilpropano precursoras da lignina. (1) Alcool p-cumarilico; (I11) Alcool
coniferilico; (111) Alcool sinapilico (FENGEL & WEGENER, 1989).
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Na estrutura tridimensional da lignina, as unidades fenilpropano sdo acopladas por
ligacOes éter (C-O-C) e ligagdes carbono-carbono (C-C), com destaque para as do tipo a-O-4,
B-O-4, y-O-4, 5-0-4 e 5-5, B-5, B-B, B-1, respectivamente (Figura 9) (ALEN et al., 2000).
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Figura 9: Principais tipos de ligagdes entre as unidades basicas que constituem a lignina (CARVALHO et al.,
2009).

A partir da estrutura extremamente compacta da lignina, suas principais fun¢des na
parede celular das plantas sdo: conferir rigidez e suporte mecanico; atuar como componente
adesivo nos tecidos vegetais; favorecer o transporte de agua e nutrientes, devido ao seu carater
hidrofobico; e auxiliar como mecanismo de defesa ao ataque de microrganismos e
fotodegradacdo (HENRIKSSON et al., 2009°). Outras caracteristicas da lignina incluem o fato
de ser solivel em meio basico a altas temperaturas e ser facilmente oxidada (BISMARCK et
al., 2005).

2.2.4 Amido

O amido é um importante polissacarideo de reserva presente em plantas superiores,
fornecendo de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem (COUTINHO, 2007). E formado
por unidades repetitivas de a-D-anidroglicose, que se organizam em cadeias lineares (amilose)
e ramificadas (amilopectina) para comporem os granulos de amido. Sua composicao varia em
torno de 20-30% de amilose e 70-80% de amilopectina, conforme a espécie da planta
(GURUNATHAN et al., 2015).
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As principais ligagdes que unem os residuos de glicose na molécula de amilose sdo as
ligagdes glicosidicas a (1—4), enquanto que na amilopectina - além das ligagdes o (1—4) -
observam-se liga¢des a (1—6) nos pontos de ramifica¢des (Figura 10) (LEHNINGER et al.,
2000).
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Figura 10: Ligagdes glicosidicas presentes na amilose e amilopectina (Adaptada de CHEMISTRY GLOSSARY,
2016).

Tais ligagdes do tipo o no amido, marcam uma importante diferenca com a
macromolécula de celulose, cujas principais ligacdes entre os mondémeros sdo ligacdes
glicosidicas B (1—4). Somado a isso, as ligacdes o permitem a flexibilidade do amido e
garantem sua digestao pelos seres humanos (LEHNINGERet al., 2000).

A cristalinidade dos granulos de amido estd relacionada, sobretudo, a presenca de
amilose, enquanto que nas regibes amorfas observam-se ramificacdes e amilopectina
(PARKER & RING, 2001). No entanto, em presen¢a de aquecimento e &gua, a estrutura
cristalina é rompida, separando as cadeias de amilopectina e, posteriormente, de amilose na
forma de pasta viscosa. No caso para 0 amido proveniente da batata, a temperatura de
gelatinizacdo esta entre 56-66°C (CIACCO &CRUZ, 1982).



26

2.3 Extracao e Purificacdo da Celulose

Sabendo que na parede celular das plantas, a celulose se encontra na forma de fibrilas
elementares embebidas em uma matriz lignoceluldsica composta por hemicelulose e lignina,
sua extracdo e purificacdo requer uma série de pré-tratamentos, de modo a alterar/romper a
rigida estrutura da biomassa (Figura 11) (MOSIER et al., 2005; AGBOR et al., 2011).

Pré-tratamento TR
S——l N

Figura 11: ModificagBes na estrutura da matriz lignocelul6sica ap6s etapas de pré-tratamento (SANTOS et al.,
2012).

Os diferentes tipos de pré-tratamento podem envolver métodos fisicos (moagem,
trituracdo, aquecimento), quimicos (reacdes em meio acido, basico ou na presenca de agentes
oxidantes), fisico-quimicos (explosdo a vapor, radiacdo micro-ondas), bioldgicos (utilizacdo de
fungos que degradam, principalmente, a lignina) ou a combinac&o deles, de acordo com o nivel
de separacéo desejado entre os componentes da biomassa (KUMAR et al., 2009; ROSA, 2012).

Dentre os muitos tipos de pré-tratamento citados na literatura, a polpacao alcalina com
hidroxido de sodio é bastante estudada, pois além de ser economicamente viadvel, representa
uma boa alternativa para matérias-primas com baixo teor de lignina, como residuos
agroindustriais (AGBOR et al., 2011). Além disso, quando comparado com outras tecnologias,
0 processo alcalino utiliza temperaturas e pressées mais baixas (RAVEENDRAN et al., 2015).
Tratando-se especificamente das reacGes em meio acido, o pre-tratamento alcalino € preferivel
devido a maior solubilizacdo da lignina e menor degradacdo da celulose durante o processo
(ALVIRA et al., 2010). Logo, o processo alcalino é destacadamente um dos mais utilizados
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para a producdo de polpa celulésica de elevada qualidade, pois é capaz de separar as fibras e
degradar lignina seletivamente, sem destruir a celulose (FERNANDEZ, 2010).

2.3.1 Reagdes em meio Alcalino

As modificagGes na biomassa decorrentes do tratamento alcalino, relacionam-se: ao
inchaco e enfraquecimento da fibra; a quebra das ligagdes entre a lignina e os carboidratos; a
solubilizacdo da lignina; a diminuicdo do grau de polimerizacdo, em especial para a
hemicelulose; e a parcial perda de cristalinidade (SUN & CHENG, 2002). Desta forma, o que
se observa apds o tratamento com alcalis — como, hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de
calcio (Ca(OH)>), hidréxido de potéassio (KOH) e hidréxido de aménio (NHsOH) — é a formagéo
de um residuo insoltvel enriquecido com polissacarideos (principalmente celulose), devido a
dissolucdo da lignina (LAURITO-FRIEND, 2013; RAVEENDRAN et al., 2015).

O mecanismo envolvido no pré-tratamento alcalino consiste, inicialmente, na hidratacéo
da fibra e saponificacdo dos grupos éster, presentes na hemicelulose e responséveis pelas
ligagcbes com outros componentes, como a lignina (SUN & CHENG, 2002). Tais reag0es
justificam parte da perda de rendimento ap0s o tratamento com ions hidroxido, pois a
hemicelulose € um componente relativamente exposto na estrutura da matriz lignocelulésica e
ndo apresenta carater cristalino (FENGEL & WEGENER, 1989). Somado a isso, a temperaturas
superiores a 100°C, também se observam reacdes de “peeling” e hidrolise alcalina nas ligagdes
glicosidicas encontradas em ambos os polissacarideos, com consequente diminuicdo de suas
massas molares (FENGEL & WEGENER, 1989).

As principais reaces de fragmentacdo da lignina em meio basico, com consequente
liberacdo de compostos soltveis no meio racional, ocorrem através da desprotonagdo do OH
fenolico e formacéo de metileno quinona pela clivagem do carbono alfa (Figura 12) (FENGEL
& WEGENER, 1989).
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Figura 12: Reacdes da lignina em meio basico (SJOSTROM, 1993).
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Estudos realizados na presenca de ions hidréxido sugerem que este tratamento é
apropriado para a extracdo da celulose, proveniente de residuos agroindustriais. Por esta razao,
mudancas na estrutura fisico-quimica do bagaco de cana de acgUcar foram observadas por Janu
e colaboradores (2011), apds tratamento com 3% de NaOH, a 121°C, por 60 minutos. Conforme
reportado pelos autores, o pré-tratamento com NaOH foi responsavel por reduzir 82% da lignina
no bagaco. Desta forma, analises por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR) confirmaram a remocdo deste componente, devido a diminuicdo da
transmitancia no pico em 1590 cm™, correspondente ao anel aromatico. Além disso, também
foi observado enfraquecimento da banda de carbonila em 1735 cm™, que implica remogéo da
hemicelulose. Tratando-se das imagens obtidas pelo microscopico eletrdnico de varredura
(MEV), os autores apontaram que o pré-tratamento alcalino modificou a estrutura rigida e
compacta das fibras, gerando um material com maior superficie de contato e porosidade,
principalmente por efeito da ruptura do complexo lignina-carboidratos.

Pesquisas conduzidas por Ham et al (2012), demonstram que o contetdo de celulose
presente na palha de trigo apos tratamento com 1% de NaOH (a 121°C, por 1,5h) foi de 57,33%,
e que os valores obtidos para hemicelulose e lignina foram de 14,33 e 11,7%, respectivamente.
Desta forma, os autores verificaram que o contetdo de celulose no material aumentou em
44,52%, enquanto que diminuiu em 44,15% para hemicelulose e 42,45% para a lignina. A
remocdo destes componentes foi confirmada por meio de andlises estruturais no FTIR das
amostras in natura e pré-tratadas. Logo, através de espectros no infravermelho, observou-se
enfraquecimento dos picos caracteristicos da hemicelulose e lignina, situados na faixa de 1300-
1400 cm* (referentes as ligagdes C-O-C) e 1500-1600 cm™ (devido, principalmente, a presenca
de anel aromético).

Nesse sentido, o tratamento da biomassa em meio bésico € eficiente no processo de
isolamento da celulose, devido a dissolugéo de grandes quantidades de lignina e hemicelulose.
No entanto, em condi¢Ges mais severas, como altas concentragdes de NaOH e temperaturas
superiores a 150°C, também é possivel observar perdas de celulose (CHEN et al., 2013; LIMA
et al., 2014). Logo, faz-se necessario um balanco entre os parametros do pré-tratamento com o
tipo e a quantidade dos componentes a serem removidos da biomassa, de modo a obter-se bons

rendimentos do material desejado.



29

2.3.2 Reacgbes com o peroxido de hidrogénio

Etapas subsequentes a extracdo alcalina da celulose s@o necessarias para garantir a
completa remocdo da lignina, entre outros compostos croméforos, para a purificacdo da polpa
(SOUZA, 2015). Os processos tradicionais de branqueamento das polpas celulésicas envolvem
0 uso de agentes quimicos clorados, como o cloro (Cl>), dioxido de cloro (C1O>) e o hipoclorito
de sdédio (NaClO). No entanto, sabe-se que 0 uso destes reagentes gera substancias
organocloradas de elevada toxicidade para o ambiente, como dioxinas e furanos (ROSA, 2012).
Nesse sentido, buscando-se solugdes “mais limpas” para o processo de purificagdo da celulose
proveniente de materiais lignocelulésicos, o perdxido de hidrogénio (H20.) é visto como boa
alternativa, pois além de representar um 6timo agente oxidante (H202 + 2H" + 2e- — 2H,0,
Erea = 1,77 V) e redutor (H202 + 20H" — O2+ H20 + 2¢e7, Eoxi = -0,15 V), quando decomposto
no meio reacional gera, basicamente, &gua e oxigénio, de acordo com a reacdo 1 (MATTOS et
al., 2003):

H202(1) — H20(1) + %2 O2(g) )

Em solugdes concentradas, o calor liberado pela reacdo de decomposicdo do H202 pode
elevar a temperatura e aumentar a taxa de decomposicao deste reagente. Segundo Mattos et al.
(2003), para cada incremento de 10°C, a taxa de decomposicéo do peroxido pode aumentar até
2,5 vezes, aproximadamente.

Além da temperatura, o pH da rea¢do também pode interferir na decomposi¢édo do H>O5,
de acordo com o tipo de ions presentes no meio. Em pH alcalino, a espécie ativa formada € o
anion hidroperéxido (HOO"), que pode vir a reagir com H.O. ndo dissociado
para formar radicais hidroxila ("OH) e o radical superdxido (O2) (RABELO, 2007). Por sua
vez, em meio acido, a espécie mais presente é o radical hidroperdxido (HOO") (LEE, 2002).
Logo, em ambos 0s casos e na presenca de biomassa, o que se observa € o ataque
eletrofilico/nucleofilico das espécies ativas disponiveis no meio reacional com a lignina
residual, resultando na degradacéo deste componente.

Avaliando-se a quantidade de reagente utilizado, Higa e colaboradores (2012)
verificaram o uso do H202, nas concentracdes de 5, 7 e 9%, no bagaco de cana deslignificado
com 9% de NaOH, por 3 horas, a 130°C. Os testes demonstraram que na maior concentracao

de perdxido, houve, praticamente, remocdo de toda a lignina residual, resultando apenas cerca
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de 0,8% deste componente na polpa. No entanto, nestas mesmas condi¢Bes também foi
observado perda de 2% de celulose em relacdo ao ensaio com concentracdo intermediaria.
Nesse sentido, os autores sugerem gue 0 ensaio com 7% de H202 (a 25°C, pH 11,5, por 1h) é 0
mais satisfatorio para a etapa de purificacdo da celulose, j& que a lignina residual foi de
aproximadamente 0,9% e o rendimento de celulose foi de 92,1%.

Em outro trabalho reportado por Souza (2015), avaliou-se a extragdo e purificacdo de
celulose proveniente de amostras de sabugo de milho, através de reacdes com NaOH (1M, 4h
e a80°C) e H.02 (5%, 3h e a 30°C), em etapas separadas. Ao final do processo grande parte da
hemicelulose e da lignina foram removidas — com rendimentos finais de 4,1 e 1,2%,
respectivamente — enquanto que o percentual de celulose nas fibras aumentou para 90%.
Segundo o autor, tais resultados foram satisfatorios para a obtencdo de um material rico em
celulose e ideal para futuros experimentos visando a obtencao de celulose nanocristalina.

De modo geral, o uso do H>O, em etapas posteriores a deslignificacdo de residuos
agroindustriais é imprescindivel para se obter um material mais purificado, com alta

concentracgéo de celulose, sem que haja formacado de compostos nocivos para 0 meio ambiente.

2.4 Biomateriais no tratamento de feridas

Entende-se por feridas qualquer interrupcdo no tecido corpéreo, que pode ser
ocasionado por uma lesdo ou trauma, afetando sua integridade. A classificacdo das feridas é
feita quanto a sua causa, contetdo microbiano, tipo de cicatrizacao, grau de abertura e tempo
de duracdo (SANTOS et al., 2013). O processo de cicatrizagcdo € comum para todos os tipos de
feridas e envolve uma sequéncia de etapas coordenadas em cascata, como: hemdstase
(coagulacéo), inflamacéo, proliferacdo celular, contracdo da ferida e remodelacdo do tecido
lesionado (AHAMED et al., 2015). Desta forma, ao final de tais eventos bioquimicos, o que se
observa é a reconstituicdo da area machucada, devido ao reestabelecimento da pele, de modo
que a velocidade de cura vai depender do tipo de ferida e da satde do organismo envolvido
(CAMPOS et al., 2007).

Para facilitar o processo do tratamento das feridas, os curativos atuam como um meio
terapéutico capaz de limpar, proteger e isolar o tecido lesionado de agentes exteriores, alem de
absorver secregdes (exsudato) e facilitar a cicatrizagdo (SMANIOTTO et al., 2010). Sua
classificacdo é feita em trés categorias: curativos passivos, que sao utilizados apenas para cobrir

a ferida; curativos interativos, que favorecem a cicatrizacdo (absorvendo exsudato, por
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exemplo); e curativos ativos, que contém agentes bioldgicos e/ou propriedades antimicrobianas,
capazes de atuarem no mecanismo de cura (ARUNKUMAR, 2017). Portanto, um curativo
ideal, além de manter a umidade local, também precisa apresentar: boa resisténcia mecanica,
elasticidade, capacidade para modelar-se a regido lesionada, biodegradabilidade, inibi¢cdo do
crescimento bacteriano e auséncia de toxicidade ao organismo (POWELL et al., 2016).

No mercado mundial ha diversos materiais (sintéticos ou naturais) utilizados no
tratamento de feridas, cujo mecanismo de acdo pode agir através da: higienizacao, coagulacéo,
desbridamento (remocé@o do tecido morto ou qualquer corpo estranho presente na ferida),
desinfeccéo, controle do exsudato e/ou estimulo a granulacdo (cicatrizacdo) (SMANIOTTO et
al., 2010). Alguns exemplos ja conhecidos na literatura sdo os curativos a base de quitina,
quitosana, colageno e celulose bacteriana, entre outros de origem renovavel (JORFI &
FOSTER, 2015; MORAES et al., 2016; TAMURA et al., 2011; AHAMED et al., 2016). Tais
materiais possuem em comum o fato de serem biocompativeis e biodegradaveis, que sdo
caracteristicas biologicas extremamente necessarias para o desenvolvimento de biomateriais na
area médica.

A celulose bacteriana ja vem sendo utilizada para o tratamento de feridas desde as
décadas de 80-90, sendo disponibilizada comercialmente como XCell® (Johnson & Johnson)
e Biofll® (Fibrocel, Brasil). Este material apresenta vantagens em relacdo a outros
biopolimeros, pois além de possuir uma estrutura Unica e livre de impurezas (hemicelulose e
lignina), possibilita um meio com alta umidade, favorecendo a cicatrizacdo e regeneracao do
tecido (HOENICH, 2016; MORAES et al., 2016).

Estudos feitos por Czaja e colaboradores (2007) demonstraram que o uso da celulose
bacteriana (CB) em pacientes com queimaduras de segundo grau foi capaz de reduzir a dor e
acelerar o processo de cura, quando comparado a outros materiais. Segundo os autores, 0 bom
desempenho da CB relaciona-se, principalmente, a algumas de suas propriedades, como: alta
capacidade para se moldar ao contorno da ferida e elevada hidrofilicidade, necesséria para a
reconstrucdo do tecido e alivio da dor. Outras pesquisas conduzidas por Fu et al. (2013), com
ratos, confirmaram que o uso da CB € realmente mais eficiente na regeneracdo dos tecidos e
melhorias no tratamento de feridas, reduzindo as respostas inflamatdrias.

Em trabalho mais recente, Kwak et al. (2015) verificaram os efeitos da CB quando
aplicada no tratamento de queimaduras em ratos, por 15 dias. De acordo com a avaliacdo da
regeneracdo da pele e do crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese), os autores

notaram que o uso de CB acelera o processo de tratamento das feridas, pois atua como um
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arcabouco para a proliferagdo celular, favorecendo a expressdo de colageno e regulacdo da
angiogénese. Além disso, também foi reportado que a CB ndo induziu toxicidade especifica ao
figado e rins dos animais.

Embora a celulose bacteriana seja um excelente material a ser aplicado na engenharia
de tecidos, sua baixa disponibilidade e elevados custos de fermentacdo ainda representam
barreiras para o uso em larga escala. Nesse sentido, a celulose oriunda de materiais
lignocelulosicos representa uma boa alternativa a celulose bacteriana, ja que pode ser obtida a
partir de fontes renovaveis de baixo custo (residuos agroindustriais) e existe em grande
quantidade.

Conforme Chinga-Carrasco e Syverud (2014), fibras de celulose provenientes de plantas
representam um material promissor para o tratamento de feridas, pois além de formarem
estruturas tridimensionais micro porosas — que favorecem o transporte de células, antibidticos,
etc - sua constituicdo quimica é rica em OH, permitindo a absorcdo do excesso de exsudato e
ao mesmo tempo promovendo um ambiente Umido ao redor da ferida, que ajuda no processo
de cicatrizacdo. Nesse sentido, em pesquisas conduzidas por Hakkaarainen e colaboradores
(2016), investigou-se o potencial da celulose nanofibrilada obtida da madeira, como curativo
no tratamento de queimaduras em pacientes, apds enxerto de pele. Os testes revelaram que o
material apresentou boa performance devido a algumas de suas principais caracteristicas, como:
alta habilidade em absorver fluidos; boa adeséo a ferida; e facilidade em desprender-se do local
afetado, apds periodo de regeneracdo da pele. Somado a isso, o curativo de celulose
nanofibrilada ndo causou reacdes adversas aos pacientes, revelando ser um material altamente
biocompativel.

Estudos reportados por Nordli et al. (2016) indicam que a celulose de origem vegetal
ndo apresenta toxicidade as células. Desta forma, os autores avaliaram a citotoxicidade de
nanofibras de celulose com elevado grau de pureza, obtidas a partir do pré-tratamento da
madeira com hidroxido de sodio, seguido de oxidacdo com N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TEMPO). Através de testes citotoxicos realizados com células cutdneas humanas (fibroblastos
e queratindcitos epidérmicos), foi observado que o material obtido é tdo seguro quanto o
curativo AquaCel®, apresentando baixos niveis de toxinas (< 50 unid. endotoxina/g de
celulose). Além disso, ressaltou-se que os resultados de toxicidade, associados a alta capacidade
de absorcdo de &gua das fibras, fazem deste material um forte candidato para aplica¢cdo no
tratamento de feridas.
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De modo geral, ainda que o mercado atual ofereca grande quantidade de tecnologias
relacionadas a cicatrizacdo e aos curativos, muito ha de se estudar, para que biomateriais cada
vez mais eficientes, simples e baratos possam contribuir para o tratamento de feridas,
principalmente quando se leva em consideracdo que grande parte das inovagdes deste setor séo
provenientes de outros paises (MANDELBAUM et al., 2003).

2.5 Uso das nanoparticulas de prata (Np-Ag) em biomateriais

2.5.1 Acdo Antimicrobiana das Np-Ag

Sabe-se que na ldade Média, pacientes com doencas venéreas eram tratados com
solucdo de nitrato de prata e que no século XIX, 0 mesmo composto quimico era utilizado em
feridas, de modo a favorecer a cicatrizagdo. Nesse sentido, desde muito tempo, a prata tem sido
usada na forma de fons metalicos (Ag®), nitrato de prata (AgNOs) e sulfadiazina de prata para
o0 tratamento de queimaduras, feridas, entre outras infec¢bes (RAI et al., 2009). Embora a
utilizacdo da prata em infec¢Oes bacterianas tenha diminuido apds o surgimento de antibidticos,
recentemente, com o aumento de bactérias cada vez mais resistentes a estes medicamentos, 0
uso de derivados da prata como agente antimicrobiano vem despertando cada vez mais interesse
na comunidade cientifica (CABALA, 2013).

Nos ultimos anos, com o advento da nanotecnologia, nanoparticulas de prata (Np-AQ)
na faixa de 1-100 nm estdo sendo incorporadas em biomateriais, devido a sua elevada area
superficial, em contraste ao seu pequeno volume, que potencializa a agdo da prata contra 0s
microrganismos (MANEERUNG et al., 2008). Nesse sentido, ha registros na literatura de que
as Np-Ag podem inibir o crescimento de varios organismos patogénicos, como Escherichia
coli, Chlamydia trachomatis, Neustria gonorrhea, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, etc (LI et al., 2015; FERNANDES, 2014).

Tratando-se especificamente dos materiais destinados ao tratamento de feridas,
pesquisas comprovam que curativos, cremes e géis contendo Np-Ag sdo capazes de impedir
infeccbes bacterianas em feridas agudas e cronicas (LEAPER, 2006). Logo, conforme
observado por Tian et al. (2007) apds experimentacdo com ratos, a introducdo de Np-Ag em
feridas causadas por queimaduras foi capaz de auxiliar no processo de cicatriza¢cdo, melhorando
a aparéncia da regido lesionada e impedindo inflamag6es. Além disso, em estudo proposto por

Abboud e colaboradores (2014), pacientes em periodo pos-operatorio que foram tratados com
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curativos a base de prata e nylon reportaram menos dor, quando comparados com 0 grupo que
recebeu curativos convencionais feitos de gaze.

Para avaliar a acdo de alguns materiais disponiveis no mercado contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis e Staphylococcus aureus,Castellano et al.
(2007) compararam oito curativos a base de prata (Acticoat® 7, Acticoat® Moisture Control,
Acticoat® Absorbent, Silvercel™, Aquacel® Ag, Contreet® F, Urgotol® SSD e Actisorb®)
com trés cremes antimicrobianos (Silvadene®, Sulfamylon®, Sulfato de gentamicina -
Fougera) e um gel antimicrobiano a base de prata (Silvasorb®). Os resultados demonstraram
que todos os materiais testados apresentaram atividade antimicrobiana. Entre os curativos a
base de prata, Contreet® F e Acticoat® foram 0s que mais inibiram microrganismos.
Entretanto, comparando-se 0s cremes e 0 gel com 0s curativos, 0s dois primeiros exibiram
melhores propriedades bactericidas, eliminando praticamente todo o crescimento bacteriano em
24 horas. Em vista disso, 0s autores enfatizam a importancia de se escolher o melhor agente
topico de acordo com o tipo de ferida infectada.

Ainda que o efeito antimicrobiano da prata seja historicamente conhecido e ja aplicado
na area médica, odontoldgica, téxtil, tratamento de aguas (etc), seu mecanismo de acdo ainda
ndo é totalmente compreendido (DURAN et al., 2007). Como os ions Ag™ apresentam tendéncia
para se complexar com substancias contento enxofre e fosforo, acredita-se que as Np-Ag atuem
na membrana da parede celular dos microrganismos, causando danos ao processo de respiracéo
e a permeabilidade da membrana, com consequente morte das células, por meio da destruicédo
do DNA (LI et al., 2008; FERNANDES, 2014). Felizmente, o efeito nocivo das Np-Ag parece
estar restrito aos microrganismos, ja que em pequenas quantidades, muitos estudos sugerem

gue as Np-Ag ndo representam toxicidade aos seres humanos (RAI et al., 2009; Ll et al., 2015).

2.5.2 Sintese e caracterizacao das Np-Ag

A producdo de nanoparticulas pode ser classificada a partir de dois métodos: top down,
que utiliza a abordagem de “macro para micro” e bottom up, que consiste na obtencdo de
nanoparticulas a partir de um processo hierarquizado. Na sintese top down, as nanoparticulas
sdo produzidas utilizando-se métodos fisicos e quimicos, capazes de reduzirem o tamanho de
um material de partida adequado; entretanto, este método tem como desvantagem a geracao de
imperfeicdes na superficie do produto (MITTAL et al., 2013). Na sintese bottom up, por sua

vez, as nanoparticulas sdo preparadas mediante redugédo do ion M* ao seu metal correspondente
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M? - em meio aquoso previamente selecionado - com consequente crescimento e estabilizagio
das nanoparticulas (Figura 13). Nesse sentido, é necessario escolher a técnica que melhor se
adeque ao resultado esperado, pois as propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas sao

fortemente influenciadas pelas condigdes experimentais.
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Figura 13: Mecanismo da sintese Bottom up das nanoparticulas metélicas (Adaptada de MITTAL et al., 2013).

Usualmente, métodos Bottom up, como reducdo quimica/fotoquimica e técnicas
eletroquimicas, sdo 0s processos mais utilizados para a sintese e estabilizacdo das
nanoparticulas de metais (SHARMA et al., 2009). No entanto, como estes processos utilizam
rotas sintéticas envolvendo compostos toxicos para 0 meio ambiente, a sintese verde ou
biossintese - que faz uso de sistemas bioldgicos para a redugdo da prata - € vista como
alternativa mais “limpa” e ecologicamente mais aceitavel para a preparacao das Np-Ag
(SILVA, 2014).

A biossintese bottom up de nanoparticulas a partir de extrato de folhas, além de
apresentar grande disponibilidade de matéria-prima, trata-se de uma técnica mais simples e
barata, quando comparada com outros métodos biol6dgicos, como a utilizacdo de plantas inteiras
e microrganismos (MITTAL et al., 2013). Este processo quimicamente complexo ocorre pela
combinacao de biomoléculas presentes no extrato - tais como: enzimas, proteinas, aminoacidos,
polissacarideos, vitaminas, flavondides, alcaldides, acido tanico, polifendis, terpendides, etc -
que sdo capazes de agirem como agentes redutores dos ions metélicos e estabilizantes das
nanoparticulas (Figura 14) (SHARMA et al., 2009; AKHATAR, 2013). Além disso, fatores

como: natureza do extrato, concentracdo do sal metalico, pH, temperatura e tempo de contato
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podem alterar a taxa de producdo das nanoparticulas, bem como a sua quantidade, entre outras
caracteristicas (DWIVEDI; GOPAL, 2010).

o™ a0 o

Flavonondes

@ww:ﬂ’

Alkaléides o PeoePs o

Reacdes com

6\( é{ Terpenoldes ions metalicos .W
- %
H)Q,K )@\( OH OH
EEL Sy
e 51“
OH

Polifenois

Nanoparticulas

Figura 14: Principais constituintes do extrato de plantas responsaveis pela bioredugéo, crescimento e estabilizacéo
das nanoparticulas (Adaptada de MITTALet al., 2013).

Alguns dos extratos vegetais mais utilizados para a biossintese das Np-Ag sdo obtidos
a partir de folhas de geranio, alfafa, aloe vera (babosa), canfora, capim-liméo, etc (RAI, 2013).
Utilizando-se extrato de folhas de geranio (Pelargonium graveolens) e solucdo de AgNOs,
Shankar e colaboradores (2003) produziram Np-Ag altamente estaveis e predominantemente
esféricas, com 16-40 nm de diametro. Devido a estes resultados, foi observado que a taxa de
reducdo dos ions Ag" a partir de extrato de folhas de geranio é mais rapida do que aquela
observada em estudo anterior, fazendo uso do fungo Fusarium oxysporum. Logo, 0s autores
concluem que o uso de plantas na biossintese de nanoparticulas metalicas apresenta vantagens
em relacdo a utilizacdo de microrganismos.

Em trabalho reportado por Franco-Romano et al. (2014), nanoparticulas de ouro foram
rapidamente sintetizadas a partir de extrato de folhas de geranio (Pelargonium zonale) em um
processo utilizando ultrassom de alta poténcia. Por esta razdo, apds um tempo de sintese recorde
de 3,5 minutos, foi possivel obter nanoparticulas com diametro na faixa de 8-20 nm, que se
mantiveram estaveis por 8 semanas a 4°C, na auséncia de luz. Estudando-se especificamente o
extrato de geranio, analises por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR) indicaram a presenca de moléculas polihidroxiladas, como os terpenoides, capazes de
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reduzirem grupos aldeidos e grupos carboxilicos e atuarem como estabilizantes das
nanoparticulas. Somado a isso, 0s autores sugerem que o0 uso de extrato de geranio como meio
para biossintese de nanoparticulas de ouro apresenta algumas vantagens, como: atividade
antioxidante, propriedades antimicrobianas e inibidoras do crescimento bacteriano, além de ser
uma planta amplamente disponivel em diversas regides do planeta.

Outra caracteristica interessante e que reforca a utilizagdo de geranio no
desenvolvimento de biomateriais para o tratamento de feridas esta relacionada a sua capacidade
para estancar o sangramento. Tal préatica, ja tradicionalmente usada por povos oriundos da
Cordilheira dos Andes, foi testada e comprovada por Paez e Hernandez (2003). Logo, em
modelo experimental com ratos, os autores observaram que o tempo de sangramento foi 50%
menor ao utilizar-se extrato de folhas de Pelargonium zonale e 80% menor em procedimento
similar, fazendo uso de folhas trituradas da mesma planta. Além disso, o potencial hemostatico
das folhas de geranio foi considerado superior aquele observado para folhas de goiaba e similar
ao obtido por esponja de gelatina, de efeito ja comprovado.

Durante a caracterizacdo das Np-Ag algumas técnicas sdo frequentemente utilizadas,
como: microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissao
(MET), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
por energia dispersiva (EDS) e difracdo de raios-X (DRX). Tais analises revelam importantes
informacg6es sobre a morfologia, tamanho, composicdo quimica, estrutura cristalina (etc) das
Np-Ag.

Por fim, outra possivel avaliacdo das Np-Ag é feita através do reconhecimento da banda
de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), em espectroscopia na regido do ultravioleta
visivel (UV-Visivel). Isto é possivel pois, as Np-Ag apresentam propriedades quimicas, fisicas
e Oticas bastante diferenciadas daquelas observadas em escalas macro e microscopica (RAI et
al., 2009). Logo, as bandas de ressonancia plasménica — comumente encontradas em
nanoparticulas de metais como, ouro, cobre e prata — sdo decorrentes da alta razéo
superficie/volume das nanoparticulas e ocorrem devido a oscilagdo coletiva dos elétrons de
conducdo em resposta a excitacdo Otica promovida pela aplicacio de um campo
eletromagnético (FURLANETTO, 2014). Para a prata, ainda que a identificacdo da regido de
plasmon esteja na faixa de 400 nm, fatores como: forma, tamanho, distribui¢cdo e 0 meio onde
as nanoparticulas estdo dispersas podem afetar o comprimento de onda e a intensidade das
bandas (FURLANETTO, 2014).
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2.5.3 Np-Ag em celulose

Devido ao seu carater antimicrobiano, a introducdo das Np-Ag na estrutura da celulose
representa uma importante modificacdo, para futuras aplicacbes na &rea biomédica e
farmacéutica. Nesse sentido, Np-Ag foram incorporadas em esponjas a base de celulose e sua
atividade contra Staphylococcus epidermidis foi estudada, apresentando excelentes resultados
(GUSTAITE et al., 2015). Logo, em apenas um dia de exposicao das esponjas as Np-Ag, 0s
autores observaram reducédo de 99,8% de S. epidermidis, enquanto que aumentando o tempo,
os resultados chegaram a quase 100% de reducdo da bactéria. Além disso, através do estudo da
cinética de liberacdo das Np-Ag, foi constatado um efeito prolongado e acumulativo, em que o
equilibrio ocorreu em torno de 24h, liberando cerca de 29, 35 e 51 pg de prata apds um, dois €
quatro dias de absorcéo, respectivamente.

Sivaranjana et al. (2017) avaliaram a producdo de Np-Ag in situ em matriz de celulose,
utilizando extrato de folhas de Cassia Alata como agente redutor. Para a sintese e impregnacao
das Np-Ag na matriz, a celulose foi primeiramente mergulhada em 10% do extrato por 24h e
depois em solugdes de 1-5 mM de AgNOs por 12h. Os resultados encontrados confirmaram a
presenca das nanoparticulas dentro e fora dos filmes de celulose, com didmetros de
aproximadamente 50-59 nm e 69 nm, respectivamente. Por esta razéo, os filmes exibiram boa
atividade contra Escherichia coli. Comparando-se a celulose pura, os filmes apresentaram
maior resisténcia a tracdo e menor estabilidade térmica a 300°C, exibindo apenas interacdes
fisicas (ou forcas eletrostaticas) com a matriz. Logo, os autores concluem que devido aos bons
resultados com os testes mecanicos e atividade antimicrobiana, 0s nanocompositos de
celulose/Np-Ag podem ser considerados boas opgdes para o0 uso na &rea médica e de
embalagens.

Em experimento recente conduzido por Singla et al. (2017), um biocompdsito a base de
celulose nanocristalina de folhas de bambu foi funcionalizado com Np-Ag, utilizando extrato
de Syzygium cumini como agente bioredutor, para o tratamento de feridas in vivo. Inicialmente,
testes de citotoxicidade do biocomposito in vitro revelaram auséncia de toxicidade as células
denominadas queratindcitos (presentes no tecido epitelial), indicando que o material é seguro
para o tratamento de feridas na pele. Aplicando o biocompdsito na forma de pomada e filme
(contendo 0,05% de Ag) em ratos, observou-se diminuicdo na producdo de agentes anti-
inflamatorios, favorecendo a reparacdo do tecido, com bons resultados em menos de 14 dias.

Para os autores, aléem da acao bactericida e biocompatibilidade, a eficiéncia do biocompdsito
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também esta associada a sua alta capacidade de retencdo de agua, capaz de absorver umidade
em excesso ao redor da ferida, favorecendo no processo de cura.

Outros trabalhos reportam que o uso de biocompositos a base de celulose e Np-Ag sdo
seguros para o tratamento de feridas, pois além de seu efeito antimicrobiano, ndo apresentam
toxicidade as celulas (ANGELOVA et al., 2016; SHAHEEN et al., 2017). Em estudo feito por
Morini et al. (2018), nanocompositos a base de celulose bacteriana e Np-Ag (obtidas por sintese
verde utilizando extrato de frutas de C. colocynths), foram avaliados quanto a sua atividade
antimicrobiana, citotoxicidade e propriedades curativas. Os resultados mostraram que o
material revelou melhores atividades antimicrobianas para as bactérias P. aeruginosa, S.
aureus, S. epidermidis, na concentragdo de 8% de Ag, com zonas de inibicdo de 15,3; 16,2;
14,5 mm, respectivamente. Esta mesma amostra também demonstrou menor toxicidade as
células do tecido conjuntivo (fibroblastos) apds 72 horas de incubagdo. Para os ensaios de
cicatrizacdo in vitro, verificou-se que a presenca de Np-Ag na matriz de celulose permitiu a
migracao das células durante o processo curativo e que a amostra contendo 8% de Ag favoreceu
o fechamento completo da ferida ap6s 48 horas. Logo, os autores concluiram que a utilizacdo
de nanocompositos a base de celulose e Np-Ag, obtidas a partir de sintese verde, resultam em
materiais com boas propriedades antimicrobianas e curativas, com grande potencial para

atuarem no tratamento de feridas.
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3. JUSTIFICATIVA

A Tese visa contribuir para o desenvolvimento de um biomaterial nacional, de origem
renovavel, capaz de favorecer no processo de cicatrizacdo de feridas. Além disso, h& poucos
relatos de pesquisas na literatura referentes a sintese de membranas celul6sicas, oriundas da

biomassa, para aplicagéo no tratamento de feridas.

4. OBJETIVOS

Obter filmes de celulose, a partir da extracdo da fibra celulésica da casca da batata e
preparar membranas antimicrobianas, por meio da biossintese das Np-Ag, para aplicacdo no

tratamento de feridas.

4.1 Objetivos especificos

e Extrair e purificar a fibra de celulose presente na casca da batata.

e Avaliar o efeito da concentracdo de reagentes e temperatura no processo de obtencéo da
membrana de celulose a partir da casca da batata, utilizando o planejamento fatorial 22.

e Caracterizar a membrana de celulose por métodos fisicos e quimicos de analise.

e Preparar e caracterizar o extrato das folhas de geranio (Pelargonium zonale).

e Sintetizar o biocomposito fibra celuldsica/nanoparticula de prata (FC/Np-Ag).

e Caracterizar o biocompésito FC/Np-Ag utilizando métodos fisicos e quimicos

e Estudar a cinética e termodindmica da liberacdo das Np-Ag.

e Avaliar a atividade antimicrobiana do biocompésito FC/Np-Ag
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Para a sintese das membranas a base de celulose foram utilizadas cascas de batata
inglesa (Solanum tuberosum), fornecidas pelo Restaurante Churras Vadinho, localizado em
Itajubd/MG. As cascas foram lavadas para retirada de terra, entre outras impurezas, e
armazenadas em geladeira até o uso.

Para o processo de extracdo da fibra de celulose foram utilizados os seguintes reagentes:
hidroxido de s6dio (NaOH) PA 97% e perdxido de hidrogénio (H202) 35% V/V. Ambos 0s

reagentes procedem da Sigma-Aldrich e foram usados como recebidos.

5.2 Metodologia

5.2.1 Desenvolvimento da membrana a base de celulose

O processo para extracao e purificacdo da celulose proveniente das cascas da batata foi
feito em duas etapas: polpacéao alcalina com NaOH e branqueamento com H2O».

Vinte e cinco gramas de cascas de batata em massa seca foram adicionadas & 500 mL
de &gua deionizada (1:20 mfiora/ Vsolucio) para moagem em liquidificador por cinco minutos. As
cascas de batata moidas foram filtradas com peneira, cujos poros possuem 1 mm de didmetro.
A este material adicionou-se solugéo de 0,5 mol/L de NaOH, a 80°C, por 2,5h, sob agitacédo
mecanica (CHEN, 2011). O tratamento alcalino foi feito duas vezes de modo a garantir
completa remocao da hemicelulose, lignina e impurezas. As polpas obtidas foram lavadas com
agua deionizada até pH préximo de 7 e filtradas a gravidade.

A etapa de branqueamento da polpa pré-tratada com NaOH foi feita utilizando-se
solucéo de 15% m/m de H2O-,a 60°C, por 6h, sob agitacdo magnética. Para garantir a obtencao
da membrana, este procedimento foi feito duas vezes. O material resultante de cada etapa de
branqueamento foi lavado com &gua deionizada até pH proximo de 7 e filtrado a gravidade.

O célculo do rendimento de massa ap6s todo o processo foi determinado, de acordo com
a equacdo 1. A determinacdo da massa seca foi feita em balanca determinadora de umidade I-
Thermo 163L.
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R (%) = [*£] x 100 Eq. 1

Onde,
R= Rendimento em porcentagem
M f = Massa seca obtida ao final do processo.

Mi = Massa seca do material in natura (cascas de batata).

Para evitar a contaminacdo por fungos, a membrana obtida apds a segunda etapa de
branqueamento foi mantida em estufa a vacuo, na temperatura de 20°C até as demais etapas de

caracterizacéo.

5.2.2 Efeito da concentracdo de reagentes e temperatura

Para estudar o efeito da concentracdo de reagentes e da temperatura na polpacdo
alcalina, foi aplicado o planejamento fatorial 22, cujos niveis estdo representados na Tabela 1 e
as condi¢des dos experimentos na Tabela 2. A fim de minimizar a influéncia de efeitos externos

que fogem do controle do experimentador, os ensaios foram feitos de forma aleatdria.

Tabela 1: Codificacdo dos niveis para as variaveis NaOH (mol/L) e Temperatura (°C) utilizado no planejamento
estatistico 22,

. Niveis
Variavelis

X1 = NaOH (mol/L) 0,5 1,0
X2 = Temperatura (°C) 60 80
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Tabela 2: Condigdes do planejamento fatorial 22 com tréplicas.

Niveis Codificados Niveis Reais
Ensaios NaOH Temperatura NaOH Temperatura
X1 X2) X1 X2)
1 -1 -1 0,5 60
2 -1 -1 0,5 60
3 -1 -1 0,5 60
4 1 -1 1,0 60
5 1 -1 1,0 60
6 1 -1 1,0 60
7 -1 1 0,5 80
8 -1 1 0,5 80
9 -1 1 0,5 80
10 1 1 1,0 80
11 1 1 1,0 80
12 1 1 1,0 80

Ao final do processo de extracdo e purificacdo da celulose, as varidveis escolhidas como
respostas foram: rendimento em massa (variavel quantitativa) e propriedade formadora de filme
(variavel qualitativa).

A analise estatistica foi feita através dos programas Design Expert e Statistica 7,
considerando os niveis de significancia de 95% de confianca. Os resultados foram apresentados
através de tabelas de estimativas de efeitos, tabelas de analise de variancia (ANOVA) e graficos

de superficie.

5.2.3 Sintese do biocompdsito fibra celulosica/nanoparticula de prata
(FC/Np-AQ)

A preparacdo do biocomposto fibra celulésica/nanoparticula de prata (FC/Np-Ag) foi
feita em trés etapas: obtencdo do extrato das folhas da planta Pelargonium zonale (nome
popular: gerénio), intumescimento das membranas no extrato e sintese/insercéo da prata (Ag)
nas membranas, conforme procedimento descrito por Sivaranjana et al. (2017).

Inicialmente, cerca de 10g de folhas saudaveis de Pelargonium zonale foram
cuidadosamente lavadas e cortadas em tamanhos menores. Em seguida, este material foi
transferido para béquer de vidro com 100 mL de &gua destilada para a obtencao do extrato, em
banho de 80°C por 15 min. Passado o tempo anteriormente mencionado, o extrato foi filtrado

com bomba a vacuo e funil buchner de vidro com disco poroso n° 2 e armazenado em
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congelador até o uso. Para a caracterizacdo do extrato, trés aliquotas de 1,5 mL foram separadas
para liofilizac&o.

Com a finalidade de utilizar o extrato de folhas de geranio na biossintese das
nanoparticulas de prata, membranas a base de celulose (cerca de 1 cm?, cada) ficaram imersas
em 10 mL de extrato por 24h, em geladeira. Apds esta etapa, as membranas intumescidas foram
transferidas para recipientes de vidro &mbar, longe da luz, onde acrescentou-se a cada um deles,
separadamente, 10 mL de solucdo 0,001 (B); 0,002 (C); 0,003 (D); 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L
de nitrato de prata (AgNO3z). Uma amostra denominada “branco” (A) foi feita substituindo o
extrato de geranio da etapa inicial por dgua destilada, seguido de intumescimento em 0,003
mol/L de AgNOs. Ao final de 48 horas, as membranas e o branco foram cuidadosamente lavados
com agua destilada e secos em temperatura ambiente, obtendo-se assim o biocompdsito FC/Np-
Ag.

5.3 Técnicas de Caracterizacéo

5.3.1 Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A estrutura molecular dos materiais foi investigada a partir de analises de espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy -
FTIR).

As analises de FTIR foram feitas em Espectrometro Shimadzu, modelo IR Tracer 100,
na regido de 6004000 cm™, com resolucéo de 4 cm™. Para as medidas, utilizou-se um acessorio
de refleténcia total atenuada (ATR), constituido por um cristal misto de Diamante/ZnSe. Os
espectros foram obtidos & temperatura ambiente com amostras em forma de filme e
apresentados a partir de graficos que correlacionam % transmitancia (eixo das ordenadas) por

niimero de onda (cm™) (eixo das abscissas).

5.3.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico das amostras - bem como suas principais temperaturas de
degradacdo térmica e perdas de massa - foi investigado através de analises termogravimeétricas

no equipamento TGA-50 Shimadzu. Os ensaios foram feitos com massas de, aproximadamente,
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15 mg por amostra, a taxas de aquecimento constantes (5,10,15°C/min), na faixa de temperatura

de 25-950°C, em atmosfera de ar.

5.3.2.1 Calculo da Energia de Ativacdo da degradacéo térmica

A energia de ativacdo do processo de degradacdo da celulose presente na membrana foi
determinada de acordo com o método de Kissinger (1957), através do primeiro pico de maxima
degradacdo térmica da celulose em 329, 340 e 350°C, nas taxas de aquecimento de 5, 10, e
15°C/min, respectivamente. Os calculos realizados seguiram procedimento padrdo conforme
descrito na norma ASTM E1641-04.

Basicamente, a técnica de Kissinger consiste na integracdo por partes, gerando uma
equacdo que relaciona diferentes taxas de aquecimento com as temperaturas da maxima taxa de
perda de massa. Nesse sentido, a energia de ativacdo envolvida na perda de massa de um

determinado material pode ser obtida a partir da equacdo de Arrhenius, descrita abaixo:

K(T) = Ae"rt Eq. 2

Onde k(T) é a taxa de aquecimento em °C /min, A é um fator de frequéncia em min-,
gue mede a probabilidade das colisdes efetivas, E, € a energia de ativacdo da degradacédo
térmica da celulose, expressa em kJ/mol, R é a constante universal dos gases (8,314 J/Kmol) e
T é a temperatura em K.

Portanto, aplicando-se o logaritmo neperiano em ambos os lados da equacéao 2, temos:

Ea

lnk=lnA—T>< Eqg. 3

1
T

Plotando-se um grafico que relaciona o logaritmo neperiano da taxa de aquecimento
(eixo das ordenadas) versus o inverso da temperatura absoluta nos picos de maior degradacéo
térmica da celulose (eixo das abscissas), obtém-se o coeficiente angular da reta, que €

proporcional ao valor da E, investigada.
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5.3.3 Determinacao do intumescimento da membrana

A capacidade de hidratacdo (intumescimento) da membrana foi determinada conforme
Cavalcanti et al., (2002). Inicialmente, a massa seca foi obtida apds secagem em estufa a 50°C,
por 16 h. Em seguida, corpos de prova de 1 cm?foram imersos em solucéo de soro fisioldgico
(solucdo NaCl 0,9% m/m) e retirados com pinca para pesagens em balancga analitica a cada 1
minuto, nos primeiros 10 minutos, e depois nos tempos de 30 e 60 minutos. Antes de cada
pesagem, 0 excesso de solucdo foi eliminado utilizando um papel filtro. Tais experimentos
foram conduzidos nas temperaturas de 10, 25 e 40°C, em triplicatas. O grau de intumescimento
(I) — ou degree of swelling - foi obtido a partir da equacdo 4, onde Mt corresponde a massa da

membrana intumescida em determinado tempo e Mo é a massa inicial da membrana:

Mt —-MO
MO

1(%) = | | x 100 Eq. 4

A analise estatistica das médias das massas foi feita através da ferramenta ANOVA One-
Way (Anélise de Variancia de fator tnico), com nivel de significancia de 95% de confianca.

5.3.3.1 Estudo do processo de difuséo da membrana

A fim de se determinar a natureza do processo de difusdo do soro fisioldgico na
membrana, nas trés temperaturas estudadas (10, 25 e 40°C), utilizou-se a equacdo de Ritger
Peppas (1987) e seu logaritmo natural (equacdes 5 e 6, respectivamente), que descreve o

processo de difusdo em polimeros:

Mt

Yoo = kt" Eq. 5
M
In (M—;) = Ink + nint Eq. 6

Onde M; e Mco representam a massa da membrana intumescida no tempo t e no
equilibrio, k € uma constante caracteristica do sistema, relativa a estrutura da rede polimeérica e

n € o expoente difusional, que determina o tipo de difusdo do solvente. Desta forma, a partir da

T . Mt [ - ... . . . ,
regressao linear que relaciona In (M—Oo) versus I[nt - nos estagios iniciais do intumescimento - é

possivel determinar o coeficiente angular da reta n, que pode ser classificado como:
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v" Mecanismo de difusdo Fickiana ou do tipo |, em que a taxa de difusdo do solvente é
inferior a taxa de relaxacao das cadeias do polimero, paran =0,5;

v" Mecanismo de difusdo ndo-Fickiana ou do tipo anémala, em que a taxa de difusédo do
solvente aproxima-se da taxa de relaxagdo das cadeias do polimero, para 0,5<n<1;

v" Mecanismo de difusdo do tipo I, em que a taxa de difusdo do solvente é igual a taxa de

relaxacédo das cadeias do polimero, com n > 1 (RIBEIRO, 2016).

Para o calculo da energia de ativacdo do processo de intumescimento (Ep), seguiu-se
procedimento descrito por Abraham et al. (2001). Primeiramente, o coeficiente de difuséo (D)
foi determinado através da regressdo linear da equacéo 7, para as temperaturas de 10, 25 e 40°C,
em que h representa a espessura inicial da membrana (h= 6um), medida com micrémetro

Mitutoyo.

Dm?t

Mt 8
In(1 - +5) =1In(5) - 25 Eq. 7

Logo, plotando In(1 — f;—;) versus t, obtém-se o coeficiente angular da reta que é

proporcional a D. Através de uma correlacdo com a equagdo de Arrhenius e tomando como

base seu logaritmo natural, tem-se que:

Ep

D = Dye ’T Eq. 8

InD = InD, — E?D X EqQ. 9

1
T

Onde Do é o fator pré-exponencial (cm?/s), R a constante universal dos gases (8,314
JIKmol) e T a temperatura absoluta (K).

Para a obtencdo da energia de ativacdo do processo de intumescimento (Ep), utilizou-se
a equacdo 9 para duas temperaturas T1 e T, sendo T»>> T1. Logo, através de um rearranjo
algébrico, que subtrai a equacdo com a temperatura mais alta (T2) pela equacdo com a
temperatura mais baixa (T1), chegou-se & equacdo 10. Desta forma, determinou-se o valor de
Ep, que corresponde a energia de ativagcdo necessaria para promover a abertura das cadeias

poliméricas e permitir a difusdo do solvente, expressa em kJ/mol.
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Dp _Ep 1 1
In b = R (T1 TZ) Eqg. 10
Em que D2 e D; sdo os coeficientes de difusdo nas temperaturas T, e Ty,

respectivamente.

5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para o estudo da morfologia dos materiais, utilizou-se a técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV), no equipamento Superscan SSX-550 (Shimadzu Corporation),
com um feixe de elétrons de 15 kV e acoplado a um analisador de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). Antes das analises, as amostras foram secas a vacuo e metalizadas com ouro

em equipamento 1C-50 ion coater (Shimadzu).

5.3.5 Difracgao de raios-X (DRX)

Os espectros de raios-X da celulose extraida da casca de batata e do biocompdsito
FC/Np-Ag foram obtidos usando um difratdmetro Rigaku Japan, usando radiagdo CuKa (A=
1,5406 A) e monocromador de grafite. Os difratogramas foram coletados na faixa de 5,00 a
50,00° angulo (26), com passo de 0,02° e velocidade de varredura de 5,0 s/passo. A distancia
interplanar (d) foi calculada utilizando a equacédo de Bragg abaixo (equagdo 11) (BRAGG,
1913).

niA = 2dsenf Eqg. 11

Onde n é um numero natural, A € o comprimento de onda da radiag&o incidente, d é a
distancia entre planos atdmicos e 8 é o angulo de incidéncia em relagdo ao plano considerado.
O grau de cristalinidade relativo (C%) foi calculado empiricamente usando o método de

Segal, de acordo com a equacao 12 mostrada a seguir (NAM et al., 2016).

C(%) = (P=tem)*100 Eq. 12

002


https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_natural
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Onde loo2 representa a intensidade do pico em 002 (26= 22°), cuja intensidade esta
relacionada com a regido cristalina da celulose; e l.m representa a regido amorfa da celulose,
correspondendo a intensidade do padréo de difracdo em 26= 18°.

O tamanho das Np-Ag sintetizadas na matriz de celulose pelo extrato de geranio foi
calculado utilizando a equagdo 13, conhecida como equacgédo de Scherrer (POLETTO et al.,

2014).

K=*A
D= Brcosd Eq. 13

Onde D é o didmetro médio das Np-Ag, K é uma constante de valor 0,94; A ¢é o
comprimento de onda da fonte de raios-X utilizando CuKa (0,15406 nm); B corresponde a
largura na meia altura do pico de difracdo relativo ao plano (1 0 1) e cos6 se refere a cosseno

do angulo 6 de Bragg no plano (1 0 1).

5.3.6 Espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-vis)

Analises de espectroscopia na regido do UV-Vis foram feitas para verificar a biossintese
das Np-Ag em meio aquoso, liberacdo das Np-Ag presentes no biocomposito FC/Np-Ag e
cinética da liberacdo. Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro UV-Vis Varian,
modelo Cary 50 Bio, na faixa de 220 a 800 nm, em cubeta de quartzo com 1 cm de caminho

otico e agua destilada como branco.

5.3.6.1 Biossintese das Np-Ag em meio aquoso

O estudo da biossintese das Np-Ag foi realizado para identificar os picos de ressonancia
de plasmon de superficie (RPS), que confirmam a existéncia de nanoparticulas no meio
reacional. Para isso, utilizou-se solucdo contendo 10 mL de extrato de geranio e 10 mL de
AgNOs 3mM (1:1), na temperatura de 23°C. Em intervalos pré-determinados de tempo,
aliquotas de 1 mL foram retiradas da solucdo e misturadas com 2 mL de agua destilada na

cubeta, para posteriores analises no UV-Vis.
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5.3.6.2 Estudo da liberagéo das Np-Ag

No estudo da liberagéo in vitro, as amostras de biocomposito FC/Np-Ag (amostra D,
item 5.2.3) foram imersas em 20 mL de 4gua destilada e mantidas nas temperaturas de 23, 30 e
37°C. Em intervalos pré-determinados de tempo, aliquotas de 1 mL foram retiradas do
complexo e misturadas com 2 mL de agua destilada na cubeta, a fim de que a liberacdo das Np-
Ag fosse acompanhada por meio do espectro UV-vis. A cada aliquota retirada, fez-se a
reposicdao com o mesmo volume de agua destilada. As concentracdes das Np-Ag liberadas do
biocomposito FC/Np-Ag em funcdo do tempo foram determinadas utilizando uma curva de
calibracdo, descrita a seguir.

Para a construcdo da curva de calibragdo, utilizou-se como solugdo padrdo uma mistura
contendo 20 mL de extrato de gerénio e 20 mL de AgNO3z3mM (1:1). Esta solucdo agiu por 72
horas. Apos este tempo, determinou-se a concentracdo (mg/mL) da solugdo aquosa contendo o
complexo formado pelas Np-Ag e o extrato de geranio. A partir desta solucdo padrdo foram
feitas diluicGes volumétricas. Logo, a partir da solucdo padrdo e suas respectivas diluicdes,
foram realizadas medidas de absorbancia no comprimento de onda em 370 nm. Desta forma,
foi possivel construir um grafico que correlaciona a absorbancia em funcao da concentracdo de

Np-Ag liberadas. A equacéo da reta foi obtida por regresséo linear.

5.3.6.3 Cinética da liberacao das Np-Ag

Conhecendo-se o valor inicial e no tempo t da concentragdo das Np-Ag na membrana
(amostra D, item 5.2.3) foi possivel realizar o estudo cinético da liberacdo das nanoparticulas
em solucdo aquosa, no intervalo entre 5 e 60 minutos. Para isso, seguiu-se 0 modelo cinético

de ordem zero e as equagdes utilizadas sdo mostradas a seguir:

[Np — AglM — [Np — Agl(aq) Eq.14

dINp — Ag|M
_%zk Eq.15

Onde:
[Np — AglM = Concentracdo de Np-Ag na membrana
[Np — Agl(aq) = Concentragdo de Np-Ag em solugdo aquosa
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Integrando a equagéo 15, temos:

[Np—Ag]Mt
—f d[Np — Ag|M =kfdt
[

Np-Ag]MO
—([Np — Ag]Mt — [Np — Ag]M0) = kt Eq.16
Através do rearranjo dos fatores da equacdo 16, obtemos a equacdo 17 abaixo:
[Np — AglMt = [Np — Ag]MO0 — kt Eq. 17

Onde:
[Np — Ag]M0 = Concentragdo inicial de Np-Ag na membrana
[Np — Ag]Mt = Concentragdo de Np-Ag na membrana no tempo t

Desta forma, plotando os dados obtidos de [Np-Ag]mt ha equagéo 17, gera-se uma reta,
que por regresséo linear, permite determinar seu coeficiente angular e, portanto, os valores de

k (constante de velocidade), nas temperaturas de 23, 30 e 37°C.

5.3.6.4 Parametros termodinadmicos da liberacdo das Np-Ag

Para o célculo da energia de ativacdo da cinética de liberacdo das Np-Ag no meio
reacional (EL), expressa em kJ/mol, tomou-se como base a equacdo de Arrhenius e seu

logaritmo natural, de acordo com as equacdes 18 e 19:

E

k = Age Rt Eq. 18
E 1
Ink = Indo — 2 x Eq. 19

Onde A, ¢ o fator pré-exponencial (mg/mL*min), R ¢ a constante universal dos gases

(8,314 J/Kmol) e T ¢ a temperatura absoluta (K).
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Utilizando-se a equacao 19 para duas temperaturas T1 e T2 (sendo T2> T1) e através de
um rearranjo algébrico, que subtrai a equacdo com a temperatura mais alta (T>) pela equacéo
com a temperatura mais baixa (T1), chegou-se a equagdo 20. Logo, foi possivel determinar o
valor de E. (kJ/mol), que corresponde a energia de ativacao necessaria para promover a abertura
das cadeias poliméricas da membrana de celulose, de modo a permitir a liberagdo das Np-Ag.

ke _EL,1 _ 1
In22="2(-— 1) Eq. 20

Onde k2 e ki1 séo as constantes de velocidade cinética da liberacdo nas temperaturas T»
e Ty, respectivamente.

Para calcular os outros parametros termodinamicos da liberacdo das Np-Ag, como
entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de Gibbs (AG), partiu-se inicialmente da equacao
de Eyring, que se trata da equag¢do fundamental da teoria do estado de transicdo (LAIDLER et
al., 1983).

k= LK Eq. 21

Onde k é a constante de velocidade cinética do processo de liberacéo, kg € a constante
de Boltzman, T é a temperatura em Kelvin, h é a constante de Planck e K¢* é a constante de
equilibrio entre o complexo ativado e os reagentes. Vale ressaltar que, o complexo ativado é o
estado intermediario (ou seja, estado de transicdo) formado entre reagentes e produtos, em cuja
estrutura existem ligacGes enfraquecidas presentes nos reagentes e formacéo de novas ligagoes
nos produtos.

De acordo com a termodindmica, AG da reacdo estd relacionada a constante

termodindmica de equilibrio (Keq) pela expressdo:

AG =-RThK,, Eq. 22

Onde R € a constante dos gases (8,314 J/Kmol) e T a temperatura em Kelvin (K).
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Se esta expressao for aplicada a etapa de formacao do complexo ativado, tem-se que:
(AG*)=-RTINKZ Eq. 23

Desta forma, a partir da equacgdo 21 obtém-se K¢* que, substituindo seus valores na
equagdo 23 permite determinar a energia livre de Gibbs do complexo ativado (AG*), durante o
processo de liberagdo das Np-Ag.

Dando continuidade aos calculos, toma-se como base a equagdo 23 sob a forma

exponencial:

_|AG”
+
K=e T Eq. 24

Substituindo Kc* na equacéo de Eyring, temos:

kT )
k=——¢ 7 Eq. 25

Sabe-se da termodinamica que AG = AH — TAS e aplicando esta relacdo a etapa de
formag&o do complexo ativado, obtém-se:

AG” = AH” —TAS" Eq. 26

Utilizando este conceito podemos reescrever a equacgéo 25 da seguinte forma:

k T {AHﬂTASﬂ
k . B e RT
=— Eq. 27
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Aplicando a equagdo 27 para ki e ko (constantes de velocidade cinética do processo de
liberacdo) e dividindo uma expressdo pela outra, obtém-se a equacdo 28, no intervalo de

temperatura Ty e T2, respectivamente, em que T1 < T..

bh_L S
2

e =

: ‘ Eq. 28

Desta forma, uma vez que R é a constante dos gases (8,314 J/Kmol), calcula-se AH* que
é a entalpia do complexo ativado no processo de liberacdo das Np-Ag, no intervalo de
temperatura.

Finalmente, conhecendo-se os valores para AG* e AH?, por analogia da equacio 26
encontra-se AS*, que se trata da entropia do sistema estudado durante o estado de transi¢do na

temperatura T (K).

5.3.7 Teste de sensibilidade bacteriana as Np-Ag

A fim de se avaliar a atividade antimicrobiana das amostras de biocompdsito FC/Np-
Ag, seguiu-se a metodologia dos testes de disco-difusdo em meio Muller Hilton &gar. As
linhagens bacterianas utilizadas foram derivadas de cepas padrdo ATCC (American Type
Culture Collection), sendo estas: Gram-positiva de Staphylococcus aureus (derivada ATCC
25923) e Gram-negativa de Escherichia coli (derivada ATCC 25922). Entre as bactérias
encontradas em feridas, as que se apresentam em maior porcentagem sao a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (BESSA et al., 2013) o que justifica o uso de ambas no estudo
microbiol6gico das amostras.

Nesse sentido, discos de 6 mm de diametro dos biocompdsitos FC/Np-Ag (amostras B,
C, D, E e F, item 5.2.3) e da membrana intumescida no extrato foram dispersos sobre placas de
agar apoés a aplicacdo do indculo bacteriano, conforme padrédo de dilui¢do 0,5 da escala Mac
Farland (ou seja, 1,5 x 108 UFC/mL). As placas em triplicatas foram mantidas em estufas de
incubacdo, por 24 horas, a 37°C. Apos este periodo, mediu-se o didametro dos halos de
inibicdo do crescimento bacteriano ao redor de cada disco, indicando o perfil de sensibilidade

das bactérias as amostras.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencao da membrana de celulose

6.1.2 Estudo fatorial da concentracao de reagentes e temperatura

As membranas foram obtidas apds extracdo e purificacdo da celulose proveniente das
cascas da batata. Este processo dividiu-se em duas etapas: tratamento com NaOH e
branqueamento com 15% m/m de H.O,. Para avaliar o efeito da concentracdo dos reagentes e
da temperatura na formagdo do filme (membrana), foi realizado o planejamento fatorial 22 na
etapa de polpacéo alcalina. Os experimentos foram feitos em tréplicas, totalizando 12 ensaios
(Tabela 2, item 4.2.2). Os resultados encontrados para as variaveis escolhidas como respostas
(rendimento e formacao de filme) estdo representadas nas Tabelas 3 e 4, enquanto que 0s
materiais obtidos ao final do processo de desenvolvimento da membrana estdo ilustrados na

Figura 15.

Tabela 3: Rendimentos segundo a concentragio de NaOH e a temperatura no planejamento fatorial 22.

Fatores Repeticoes Rendimento (%)
Condigéo [(:?)ICI)I_H)] Te mg}e(;i tura 1 2 3 Médias Desvios
A 0,5 80 1,720 1,590 1,640 1,650 0,047
B 1 80 0,760 0,670 0,810 0,747 0,051
C 0,5 60 3,630 3,680 3,450 3,587 0,091
D 1 60 2,160 1,970 2,060 2,063 0,064

Tabela 4: Formacao de filme segundo a concentragdo de NaOH e a temperatura no planejamento fatorial 2.

Fatores Repeticbes Filme
- [NaOH] Temperatura -
Condigéo (mol/L) C) 1 2 3 Medias
A 0,5 80 SIM SIM SIM SIM
B 1 80 SIM SIM SIM SIM
C 0,5 60 NAO NAO NAO NAO
D 1 60 NAO NAO NAO NAO

O aumento da concentracdo de NaOH e da temperatura no tratamento alcalino, seguido
de branqueamento com H.O, foi capaz de isolar a celulose e remover os outros principais

componentes da casca da batata (hemicelulose, lignina e amido), como pode ser observado pela
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diminuicdo dos rendimentos nos ensaios (Tabela 3) e confirmado pelas analises de
caracterizacdo do material, descritas no item 5.2.

O maior rendimento foi de 3,587% (+ 0,091), obtido para a condi¢do C, com 0s menores
niveis de concentracdo e temperatura (0,5 mol/L de NaOH e 60°C, respectivamente). No
entanto, nestas condi¢es ndo houve formacao de filme (Tabela 4). Nesse sentido, avaliando-se
apenas as condicdes A e B, onde foi verificado presenca de membrana de celulose ao final do
processo, nota-se que o maior rendimento ocorreu para os experimentos com 0,5 mol/L de
NaOH a 80°C (Tabela 3).

2

Figura 15: Materiais obtidos ap6s ensaios A, B, C e D no planejamento fatorial 22.
Fonte: Arquivo proprio

Através das estimativas dos efeitos para as respostas, é possivel notar que o rendimento
foi afetado pela concentragdo de NaOH (mol/L), temperatura (°C) e a interacdo entre esses dois
fatores, como observado através de p-valor < 0,05 (Tabela 5). Desta forma, um incremento na
concentracdo de NaOH e temperatura (nivel -1 para +1) resultou em perda de rendimento no
processo. No entanto, avaliando os efeitos das variaveis independentes (NaOH e temperatura)
sobre a formacé&o de filme, observou-se que apenas o0 aumento da temperatura foi relevante para
a resposta (Tabela 6). Tais resultados também foram observados por meio das outras andlises

estatisticas, que estdo descritas na sequéncia.
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Tabela 5: Estimativas dos efeitos, erros-padréo e teste t de Student para o rendimento em um nivel de 95% de
confianga, segundo planejamento fatorial 22.

Erro
Resposta Fatores Efeito Errcj Coeficiente  Padrao 1(8) p - valor*
Padrao
(Coef.)

Média 2,012 0,026 2,012 0,026 76,722 < 0,0001

Rendimento NaOH (MollL) -1,213 0,052 -0,607 0,026 -23,137  <0,0001
(%) Temperatura (°C) -1,627 0,052 -0,813 0,026 -31,019  <0,0001

NaOH x Temperatura 0,310 0,052 0,155 0,026 5,911 0,0004

*Valores significativos a 95% de confianca estdo destacados em vermelho (p-valor < 0,05)

Tabela 6: Estimativas dos efeitos, erros-padréo e teste t de Student para a formagao de filme em um nivel de 95%
de confianca, segundo planejamento fatorial 22.

Erro
, E - x
Resposta Fatores Efeito* mj Coeficiente  Padrdo t(8) p - valor
Padrao
(Coef))
Média 0,5 0 0,5 0
. NaOH (MollL) 0 0 0 0
Filme

Temperatura (°C) 1 0 0,5 0
NaOH x Temperatura 0 0 0 0

* Conforme nomenclatura utilizada, 1=SIM e 0=NAQ na formago de membrana

A partir da andlise de variancia (ANOVA) do rendimento (Tabela 7), constatou-se que
o modelo foi significativo em um nivel de confianca de 95%, assim como para as variaveis
independentes e a interacdo entre elas. Além disso, de acordo com o coeficiente de correlacéo
obtido (R?=0,99), 0 modelo explica 99% dos valores observados, indicando um 6timo ajuste
linear para a resposta rendimento. Isso significa que tanto a variagdo da concentracdo de NaOH,
quanto a variagdo de temperatura influenciaram significativamente no rendimento do processo.

Para a ANOVA da resposta filme, verificou-se que apenas a variagéo da temperatura foi
significativa em um nivel de confianca de 95% (Tabela 8). Desta forma, a obtencdo de
membrana esteve estatisticamente dependente da variagdo da temperatura, enquanto que o
mesmo ndo foi observado para o a concentragdo. Tal observacdo pode ser confirmada pela
Tabela 4, que demonstra a formacao de filme nas concentragdes de 0,5 e 1 mol/L, somente na
temperatura de 80°C. O modelo, por sua vez, foi significativo e apresentou um excelente ajuste

linear, com um coeficiente de determinacio bastante satisfatorio (R?= 1).
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Tabela 7: Analise de variancia (ANOVA) sobre o rendimento, de acordo com a variacdo de NaOH (mol/L) e
temperatura (°C) no planejamento fatorial 22.

Soma dos Graus de  Quadrado
Resposta Fonte da Variacdo Quadrados  Liberdade  Médio ValorF  p-valor*

(SQ) D) (QM)
NaOH 4,417 1 4,417 535,337 < 0.0001
Rendimento Temperatura 7,938 1 7,938 962,198 < 0.0001
(%) NaOH x Temperatura 0,288 1 0,288 34,945 0.0004
Erro Puro 0,066 8 0,008
Total 12,709 11
R2=10,99 Modelo 12,643 3 4,214 510,827 < 0.0001

*Valores significativos a 95% de confianca estdo destacados em vermelho (p-valor < 0,05)

Tabela 8: Analise de variancia (ANOVA) sobre o filme, de acordo com a variacdo de NaOH (mol/L) e temperatura
(°C) no planejamento fatorial 22.

Soma dos Graus de  Quadrado
Resposta Fonte da Variacao Quadrados  Liberdade  Médio ValorF p-valor*

(SQ) (gl (QM)
NaOH 0 1 0
Temperatura 3 1 3 63660000 < 0.0001
Filme NaOH x Temperatura 0 1 0
Erro Puro 0 8 0
Total 3 11
R2=1 Modelo 3 3 1 63660000 < 0.0001

*Valores significativos a 95% de confianca estdo destacados em vermelho (p-valor < 0,05)

Com base nos dados obtidos da analise de variancia, os modelos matematicos que
explicam as varidveis dependentes (rendimento e formacao de filme), estdo descritos nas
equacdes 29 e 30 em termos dos fatores codificados (-1 e +1), sendo que A é a concentragdo de
NaOH (mol/L) e B é a temperatura (°C).

Rendimento = 2,01 — 0,61 xXxA—-081XxB+0,16 XA XB Eqg. 29

Formagao de Filme = 0,50 + 0,00 x A + 0,50 X B+ 0,00 x A X B Eqg. 30

A partir das equagdes acima foram geradas curvas de niveis para 0s modelos do

rendimento e da formagdo de filme (Figura 16).
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Figura 16: Superficies de respostas da porcentagem de rendimento (R1) e da formacdo de filme (R2), para os
fatores concentragio de NaOH em mol/L (X1) e temperatura em °C (X2), no planejamento fatorial 22.

Pela analise do grafico de rendimento, é possivel confirmar visualmente o efeito das
variaveis independentes, pois a diminui¢do do rendimento esteve diretamente proporcional ao
aumento do reagente NaOH e da temperatura. Para a superficie de resposta da formacédo de
filme, ficou nitido que o efeito da concentracdo ndo teve participacdo no modelo. Logo, é
possivel concluir que a obtencdo da membrana foi significativamente dependente do aumento
da temperatura.

Desta forma, a partir dos resultados obtidos, a melhor condicdo para a sintese da
membrana foi aquela que além de possibilitar a formacdo de membrana, também resultou em
maior rendimento (1,650% + 0,047), utilizando 0,5 mol/L de NaOH a 80°C, por 2,5h, seguido
da etapa de branqueamento (15% de H2O2 a 60°C, por 6h). Portanto, o material obtido a partir
da condicdo A (Tabelas 3 e 4) foi 0 escolhido para as demais analises (caracterizagdes, sintese

do biocomposito e das nanofibras), dando sequéncia ao estudo proposto neste trabalho.



60

6.2 Caracterizacdo da membrana a base de celulose

6.2.1 Analises da estrutura molecular por FTIR

A fim de identificar a estrutura molecular do material obtido apds extracéo e purificacao
da celulose da casca da batata, um estudo comparativo foi feito através das andlises de

espectroscopia FTIR da membrana e do material in natura (Figura 17).
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Figura 17: Espectros de FTIR da membrana de celulose e da casca da batata e suas principais bandas de absorcéo.

No espectro obtido para a casca da batata, foi verificado a presenca de bandas referentes
aos grupos funcionais dos quatro principais componentes da casca: celulose, hemicelulose,
lignina e amido. Para a membrana, houve predominancia dos grupos referentes a estrutura da
celulose. Entretanto, algumas vibragdes de estiramento e dobramento foram comuns para
ambos os espectros, como: O-H (faixa de 3300 cm™) e C-H (faixa de 2900 cm™) (LIANG &
MCDONALD, 2014).

Em 1736 cm™, verificou-se o estiramento do C=0, presente nos grupamentos acetil e
acidos glucordnicos da hemicelulose (YANG et al., 2007). Tratando-se da regido de 1600-1400
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cm?, esta foi relacionada a vibracdo da ligagdo C=C dos anéis aromaticos, disponiveis na
lignina (LIANG & MCDONALD, 2014). Além disso, em 1235 cmhouve estiramento do
grupo C-O-C, que pode estar relacionado as ligacOes éter e éster, responsaveis pela forte
associacdo entre a hemicelulose e a lignina na parede celular (ATSUSHI et al., 1984; YANG
et al., 2007). Logo, como tais bandas ndo foram verificadas no espectro da membrana de
celulose, é possivel confirmar que o tratamento com NaOH e H.O: foi eficaz na remocdao da
hemicelulose e da lignina.

Em ambos os espectros, foram observadas absor¢des na regido de 1324 cm™, que se
tratam de bandas tipicas da celulose cristalina, relacionadas ao dobramento angular da ligacdo
C-O-H (LUDUENA et al., 2013). Em 1146 cm, verificou-se a banda de deformac&o angular
das ligacbes C-O de alcodis primarios (YANG et al., 2007). A banda da ligacdo C-O-C, em
torno de 1000 cm™, ocorreu tanto no material in natura quanto na membrana a base de celulose,
sendo responsavel pela vibracdo do anel de piranose (carboidratos) (LIANG & MCDONALD,
2014).

Resultados semelhantes foram observados por Chen et al. (2012) ap6s analises FTIR de
cascas de batata in natura e cascas tratadas com processo alcalino e hidrolise acida, para a
sintese de nanocristais de celulose. Segundo os autores, as bandas encontradas nos dois
materiais, relacionaram-se as ligagdes O-H em 3300-3500 cm™ e C-H em 2900 cm™. A
existéncia de hemicelulose e lignina, apenas no espectro do material in natura, foi confirmada
pelas vibragdes dos grupos C=0 (em 1739 cm™) e C=C (em 1514 e 1456 cm™),
respectivamente. Finalmente, a faixa de 800-1500 cmfoi considerada como a regido da
impressdo digital da celulose, indicando que tanto na auséncia ou presenca do tratamento
quimico, tal banda sempre esteve presente.

6.2.2 Analises do comportamento térmico (TGA)

A Figura 18 ilustra o perfil de degradacdo térmica para a casca da batata (material in
natura) e para a membrana de celulose, em que as curvas de TGA representam a estabilidade
térmica dos materiais e as curvas de DTGA referem-se as maximas perdas de massa dos
componentes. As Tabelas 9 e 10 evidenciam os principais eventos térmicos e suas porcentagens

de perdas de massa.
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Figura 18: Perfil TGA/DTGA da casca da batata (A) e da membrana de celulose (B) a 10°C/min.

Tabela 9: Principais eventos térmicos e perdas de massa da casca da batata

Material in Natura

Evento -TomP?i;a(t"lgf Massa (%0) Atribuicdo
0 (25-164°C) 44 12,36 Umidade
1 (164-382°) 301 55,98 Amido, hemicelulose, celulose
3(382-513°C) 473 28,01 Lignina
4 (513-900°C) 513 3,65 Residuo
SOMA 100,00

Tabela 10: Principais eventos térmicos e perdas de massa da membrana de celulose

Membrana de Celulose

Evento Te mp')e ratura Massa (%0) Atribuicédo
do Pico (°C)
0 (25-177°C) 54 9,06 Umidade
1 (177-379°C) 340 55,23 Celulose
2 (379-568°C) 442 31,91 Celulose
3 (568-950°C) 568 3,80 Residuo
SOMA 100,00

Em ambos os graficos, o primeiro pico observado em torno de 50°C, na faixa de 25-
170°C, foi atribuido a evaporacdo da agua, representando uma perda de massa de
aproximadamente 10% (Tabelas 9 e 10). Conforme reportado por Luduefia et al (2013), fibras
naturais extraidas de residuos agricolas apresentam umidade em torno de 8-12%, ja que se
tratam de materiais hidrofilicos por natureza.

A degradacéo térmica dos principais componentes da casca da batata ocorre entre 280-
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350°C para 0 amido, 220-315°C para a hemicelulose, 315-400°C para a celulose e 250-900°C
para a lignina (Liang et al., 2014). Portanto, a maxima perda de massa observada para a casca
aconteceu em 301°C, atribuida a decomposicdo do amido, hemicelulose e celulose,
simultaneamente (Figura 18). Este evento, que ocorreu entre 164-382°C, resultou em uma perda
de quase 56% do material (Tabela 9). Ainda no mesmo gréafico, um pico em 473°C foi associado
a degradacdo da lignina, cuja estrutura é a mais dificil de se decompor. Finalmente, a partir de
513°C, formou-se um residuo de 3,65% que persistiu até 900°C, praticamente constante. Este
residuo esta relacionado a formacao de cinzas, proveniente do contetdo carbdnico da amostra
(LUDUENA et al., 2013).

Avaliando-se os perfis de TGA/DTGA dos componentes da biomassa separadamente,
Yang et al. (2007) verificaram que a hemicelulose é o componente menos estavel, decompondo-
se entre 220-315°C, com maxima perda de massa ocorrendo em 268°C. A pirolise da celulose,
por sua vez, ocorreu entre 315-400°C, evidenciado um pico maximo em 355°C. Para a lignina,
sua degradacdo aconteceu lentamente em uma ampla faixa de temperatura, entre 140-900°C.
Segundo os autores, diferencas estruturais nos trés componentes justificam as variacoes
térmicas observadas. Logo, a decomposicdo da hemicelulose a temperaturas mais baixas é
explicada devido a sua estrutura ramificada, amorfa e heterogénea, que favorece a rapida perda
de compostos da cadeia na forma de volateis (CO, CO,, Hz, CHa, etc). Ao contrério da
hemicelulose, a celulose possui cadeia homogénea, longa, cristalina e ndo ramificada,
aumentando sua estabilidade térmica. Por fim, a complexa estrutura da lignina, repleta de anéis
aromaticos, faz deste componente o mais dificil de ser degradado.

Tratando-se da decomposicdo da membrana, na faixa de 177-379°C houve perda de
55,23% da massa total (Tabela 10). Nessa regido, um pico na temperatura de 340°C, atribuido
a degradacdo da celulose, obteve destaque (Figura 18). Tal resultado estd de acordo com o
observado por Luduefia et al. (2013), j& que a maxima taxa de decomposi¢do da celulose
nanowhisker extraida da palha de milho, casca de arroz e de uma variedade celuldsica comercial
ocorreu em 322, 314 e 349°C, respectivamente. Outro pico, embora com menor intensidade,
foi observado a 442°C, podendo estar relacionado a decomposicdo final da cadeia de celulose.
Desta forma, na faixa de 379-568°C, cerca de 32% do material foi degradado. Por fim, a
formacéo de 3,80% de residuo ocorreu a partir de 568°C.

Conforme Lakshmi et al. (2017), a decomposicdo térmica da celulose extraida da alga
marinha Ulva fasciata obteve trés estagios: perda de umidade entre 100-120°C; decomposicao

da celulose, através da remocédo dos grupos hidroxila (-OH) e metil hidroxila (-CH,OH), em
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200-340°C; e degradacdo da cadeia polimérica e do anel de piranose, na faixa de 340-665°C.
Nos dois ultimos estagios, perdas de massa semelhantes a este estudo também foram observadas

pelos autores: 56 e 26,31%, respectivamente.

6.2.2.1 Energia de ativacdo da degradacgao térmica da membrana

A energia de ativacdo da degradacdo térmica da membrana (E.) foi determinada a partir
do primeiro pico de maxima degradacao térmica da celulose, nas temperaturas de 329, 340 e
350°C, com taxas de aquecimento de 5, 10, e 15°C/min, respectivamente. Os perfis térmicos
(TGA/DTGA) das trés taxas foram similares, apresentando perdas de massa relacionadas a
evaporacdo da agua, decomposicao da celulose (em duas fases) e formacao de residuo ao final
do processo de degradacéo térmica (Figura 19) (LUDUENA et al., 2013; LAKSHMI et al.,
2017). Comparando as variagdes de temperatura dos picos obtidos por DTGA (Tabela 11), é
possivel observar que houve um deslocamento das curvas para a direita, a medida em que se

aumentou a taxa de aquecimento.
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Figura 19: Perfis de degradacdo térmica (TGA/DTGA) da membrana de celulose nas taxas de 5, 10 e 15°C/min.
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. Tabela 11: Temperaturas dos picos obtidos por DTGA e suas atribui¢des nas taxas de 5, 10 e 15°C/min

Temperaturas dos Picos (°C)

Flux_o Umidade Celulose Celulose Residuo
(°C/min)
5 50 329 433 500
10 54 340 442 568
15 65 350 456 639

Conforme procedimento descrito no item 4.3.2.1, a Ea da degradacdo térmica da
membrana foi determinada a partir do grafico apresentado na Figura 20. Os dados para a

construcdo deste grafico estdo resumidos na Tabela 12.

Tabela 12: Determinagdo das variaveis para o célculo da energia de ativacdo (E.) da degradacdo térmica da
membrana.

k
Ink T TK 1
(°C/min) n O (K) a
5 1,6094 329 602 0,00166
10 2,3026 340 613 0,00163
15 2,7081 350 623 0,00161
2,8
e Y = 34,37 - 19703,80*X
R? (ajustado) = 0,9747
2,6 |-
24 |
2’2 i
£
20 |
18 |
16 |- \i

1,6x10° 1,6x10° 1,6x10° 1,6x10° 1,6x10° 1,7x10° 1,7x10° 1,7x10°
1T (K")

Figura 20: Regressdo linear para o calculo da energia de ativagdo (E.) da degradagdo térmica da membrana.

Avaliando o coeficiente de correlagido (R? = 0,9747), verificou-se que a qualidade do

ajuste linear foi bastante satisfatoria (Figura 20). Além disso, comparando-se a equacgéo da reta
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com a equacao 3, tem-se que o coeficiente angular E?a = 19703,80. Logo, a partir da constante

universal dos gases (R = 8,314 ]J/Kmol), a Ea obtida foi de 163,82 kJ/mol, que trata-se da
energia necessaria para iniciar o processo de decomposicédo da celulose.

Resultados semelhantes também foram reportados por Pasangulapati et al. (2012). Neste
estudo, os valores de energia de ativacdo da degradacdo térmica da celulose, hemicelulose e
lignina foram de 135,21, 118,54 e 67,62 kJ/mol, respectivamente. Segundo os autores, as
variacdes nas E, estdo relacionadas as diferencas na estrutura quimica dos componentes, que
podem garantir maior ou menor estabilidade térmica, em determinadas faixas de temperatura.

Ainda no mesmo trabalho, foi observado que as Ea encontradas para a palha de trigo e a
graminea “switchgrass”, na zona de pirolise ativa entre 200-400°C, foram de 100,7 e 103,7
kJ/mol, respectivamente, ndo apresentando diferencas significativas em relacdo aos resultados
obtidos para os componentes da biomassa separadamente. Outros valores encontrados na
literatura para a Ea da degradacdo térmica de residuos agricolas, na faixa de temperatura onde
ocorre maxima perda de massa (225-450°C), s&o: 57,32 kJ/mol para a palha de milho (KUMAR
et al., 2008) e 107,6 kJ/mol para o caule do algoddo (SUN et al., 2010), sendo que em ambas

as andlises se utilizou atmosfera de ar, com fluxo de 10°C/min.



6.2.3 Estudo do intumescimento da membrana
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A Figura 21 evidencia a capacidade de intumescimento da membrana nos estagios

iniciais de inchaco até seu equilibrio em 60 minutos. Os dados necessarios a construcao deste

grafico estdo reportados nos apéndices A, B e C.
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Figura 21: Grau de intumescimento (1) da membrana de celulose em soro fisioldgico nas temperaturas de 40, 25 e

10°C em relacdo ao tempo (min).

Através da anéalise de variancia de fator inico (ANOVA One-Way), verificou-se que

houve diferenca significativa entre as médias das massas, indicando que o grau de

intumescimento da membrana varia com a temperatura (°C) (tabela 13).



68

Tabela 13: Analise de variancia de fator Gnico (ANOVA One-Way) das médias das massas (g) ap6s hidratagao da
membrana.

Soma dos Graus de  Quadrado
Fonte da variacéo Quadrados Liberdade Médio  Valor F* p-valor** F critico
(SQ) (al) (QM)
Entre grupos 0,001 2,000 0,000 13,064 0,0001 3,259
Dentro dos grupos 0,001 36,000 0,000
Total 0,002 38,000

*Como F>F critico, rejeitamos HO (médias iguais) em um nivel de confianca de 95%.
** Valores significativos a 95% de confianca estdo destacados em vermelho (p-valor < 0,05)

De acordo com os resultados encontrados, houve maior intumescimento na temperatura
de 25°C. Para as temperaturas de 40 e 10°C, observou-se perfil de inchaco similar. Apés 60
minutos de experimento, os graus de intumescimento foram de 230,4, 270,3 e 236,9% para 10,
25 e 40°C, respectivamente. Tais valores aproximam-se de resultados reportados na literatura.

Segundo, Gustaite et al. (2015), esponjas de celulose regenerada apresentaram grau de
intumescimento de 210%, a 37°C, ap6s 24h em pseudo fluido extracelular. Os autores
observaram que o equilibrio foi atingido apds 3h, embora depois de 10 minutos, o grau de
intumescimento ja fosse de 132%. Além disso, eles enfatizam que no tratamento de feridas é
muito importante que o curativo possa absorver o exsudato de forma rapida e controlada, a fim
de evitar a maceracéo da pele, entre outras complicag¢des, durante o processo de cicatrizacao.

Tratando-se da celulose bacteriana, seu grau de intumescimento em agua deionizada foi
de 202,3%, a 25°C, apds equilibrio de 7h, conforme reportado por Chang et al. (2016). Para 0s
autores, a hidrofilicidade do material associada a sua constituicdo rica em poros, favorece a
absorcdo de agua.

Embora a estrutura quimica da celulose apresente um elevado nimero de grupos
hidroxila que lhe conferem carater hidrofilico, suas fortes ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares promovem o empacotamento das cadeias, fazendo com que este polimero seja
insoltvel em agua. Nesse sentido, sabendo que redes poliméricas tridimensionais com alto grau
de intumescimento e que ndo se dissolvem no solvente sdo chamadas de hidrogéis, é possivel
dizer que a celulose assume um caréater de hidrogel. Os hidrogéis podem ser de origem natural
ou sintética, sendo classificados em hidrogéis quimicos ou fisicos, de acordo com a natureza da
rede formada durante a reticulacdo (CHANG & ZHANG, 2011). Logo, os hidrogéis de celulose
sdo obtidos a partir da reticulagéo fisica das cadeias, devido as interacOes entre as ligaces de
hidrogénio (JAIN et al., 2013).
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A literatura mostra que a capacidade de intumescimento dos hidrogéis depende de
fatores externos, como: pH, forca i6nica e temperatura. Atualmente, os hidrogéis sensiveis a
temperatura possuem grande atencdo devido a sua capacidade para intumescerem ou
desintumescerem, como resultado de uma mudanca da temperatura no meio (CHANG &
ZHANG, 2011). Hidrogeis que apresentam uma sensibilidade negativa a temperatura (ou seja,
precipitam ou colapsam ap0s o0 aquecimento) exibem uma separagéo de fase da solu¢do com a
temperatura. Tal temperatura € conhecida como Temperatura de Solugdo Critica Inferior
(Lower Critical Solution Temperature - LCST). Desta forma, acima da LCST, o hidrogel
precipita ou colapsa, tornando-se mais hidrofdbico e insollvel, enquanto que abaixo da LCST,
o hidrogel encontra-se em uma conformacéo estendida e, portanto, soltvel e mais intumescido
(JAIN et al., 2013).

Ainda que a celulose ndo apresente transicao de fase sol-gel com a temperatura, devido
a sua insolubilidade em &gua, éteres de celulose - preparados por eterificacdo dos grupos
hidroxila das unidades de celulose - produzem compostos sollveis em agua (Tabela 14). Tais
derivados de celulose podem apresentar transicdo sol-gel, resultando em polimeros sensiveis a
temperatura (JAIN et al., 2013).
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Tabela 14: Derivados de celulose sensiveis a temperatura: para temperaturas abaixo da LCST (T<LCST), tem-se
que a celulose é sollvel em agua; para temperaturas superiores a LCST (T>LCST), a celulose é insoltvel em agua.

Celulose e Derivados Estrutura Quimica LCST
FSOT“‘BfR‘  40-45°C (FELLER & WILT
Hidroxipropil celulose T © i ’
?HFE)C) \ZR‘\ - 1990); 65 — 66°C (JAIN et
al., 2013)
R =H ou CH,CH(OH)CHs
rRO——_ R’ .
B ‘o% - 56C (FELLER & WILT,
Metil celulose (MC) e 1990); 60 — 80°C (JAIN et
n al., 2013)
R=H ou CHj
RO PR’
o = ’0% " 50°C (FELLER & WILT
Etil hidroxietil celulose '
O n 1990); 35°C (JAIN etal.,
(EHEC)
R=H 2013)
R = CH,CH,OH
R =C,Hs

Diante do exposto e a partir dos resultados encontrados, verificou-se que a membrana
de celulose € sensivel a temperatura. Inicialmente, foi observado um aumento no
intumescimento, quando a temperatura se elevou de 10 para 25°C. Entretanto, na temperatura
de 40°C, a membrana de celulose manifestou carater hidrofébico, com diminuicdo do
intumescimento. Pelo fato da celulose ser insoltvel em &gua, ndo foram encontrados estudos
na literatura referentes ao efeito da temperatura na solubilizacdo. Porém, os resultados aqui
apresentados evidenciam a existéncia de conformac6es na rede polimérica da celulose, fazendo
com que os grupos hidrofilicos (-OH) fiquem menos expostos a superficie, a medida que a
temperatura aumenta. Portanto, pelo comportamento observado, houve decréscimo da
hidrofilicidade do material com o aumento da temperatura. Este comportamento, ainda que nao
seja uma classica transicdo térmica sol-gel, pode ser considerado como uma transicéo térmica
da rede entrecruzada de uma conformacdo estendida (hidrofilica), a uma conformacéo
colapsada (hidrofébica).

Os parametros do processo de difuséo obtidos durante o estudo do intumescimento para
o modelo de Fick (n, k e R?) e para a determinacdo do coeficiente de difusdo (D e R?) estdo

esquematizados na Tabela 15.
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Tabela 15: Regressdo linear para obtencdo dos parametros do modelo de Fick (n, k e R?) e para determinagdo do
coeficiente de difusdo (D e R?) da membrana de celulose, nas temperaturas de 10, 25 e 40°C.

Tempoeratura . (i) R D (10 _ ,
(°C) (cm?/s)
10 0,17 0,70 0,9444 3,46 0,9704
25 0,10 0,85 0,9544 25,9 0,9984
40 0,08 0,81 0,9357 4,17 0,9700

*Modelo de Fick; **Coeficiente de Difusao

Para os valores de n encontrados, é possivel inferir que a difusdo durante o processo de
intumescimento da membrana, nas trés temperaturas citadas, ndo seguiu o modelo de Fick. De
acordo com Pavaloiu et al. (2015), no caso de n < 0,5, 0 mecanismo de difusdo segue um modelo
pseudo-Fickiano.

A partir dos coeficientes de difusédo encontrados (Tabela 15), calculou-se a energia de
ativacdo da difuséo (Ep), necessaria para promover o intumescimento da membrana. Entre 10
e 25°C, a Ep foi de 94,5 kJ/mol, indicando que o sistema apresentou uma elevada barreira
energética para 0 processo de expansdo das cadeias e intumescimento. Em outras palavras,
observou-se que a 10°C, a mobilidade e o grau de liberdade do polimero sdo menores, pois, a
barreira energética a ser atingida para o sistema manifestar uma conformacéo estendida e com
maior grau de liberdade (a 25°C) € alta.

Entretanto, entre 10 e 40°C, o valor encontrado para Ep foi bem menor, 4,58 kJ/mol,
confirmando uma transicdo de fase térmica proxima de 40°C, devido a um colapso na
conformacdo da cadeia polimérica. Isso significa que em torno de 40°C, a cadeia polimérica
volta a ter uma conformacdo menos estendida. Tal conformacéo é préxima daquela verificada
a 10°C. Desta forma, a barreira energética entre 10 e 40°C é baixa, pois o sistema polimérico
em ambas as temperaturas apresenta uma conformagdo semelhante, com menor grau de

liberdade e, portanto, ndo favoravel a retencdo de agua na estrutura.
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6.2.4 Andlise da cristalinidade por DRX

A Figura 22 mostra o espectro de difracdo da membrana de celulose. A Tabela 16 retne
0s angulos 26 dos picos de difracdo observados no espectro DRX. Os angulos 26 encontrados
para as amostras foram comparados com os da literatura, confirmando que a celulose extraida
da casca de batata apresenta padrdo cristalino semelhante ao da celulose do tipo I e Il (FORD
et al., 2010).
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Figura 22. Espectro DRX da membrana de celulose

Tabela 16: Valores comparativos de indice de Miller, dngulo 26 e distancia interplanar (d) da membrana de
celulose e da celulose do tipo | e tipo 1l (FORD et al., 2010).

. 101 10T 021 002 040
Material
20 dd) 20 dd) 20 dd) 20 dA) 20
Membrana de 1411 627 1691 524 - - 2183 407 3481
celulose
Celulose I 14,70 6,01 16,60 5.35 20,60 431 22,50 3.94 34,70

Celulose 11 1230 7,19 20,10 442 - - 21,90 4,06 34,70
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A elevada concentragdo de grupos hidroxilas na cadeia linear da celulose favorece
inimeras interac@es intra e intermoleculares, conferindo carater cristalino a sua estrutura. Desta
forma, a celulose apresenta quatro arranjos cristalinos diferentes, sendo eles: celulose I, celulose
I1, celulose 11 e celulose 1V, com padrdes cristalinos bem definidos por DRX (PARK et al,
2010). A estrutura cristalina da celulose do tipo | é a forma mais abundante encontrada na
natureza, enquanto a estrutura cristalina da celulose do tipo Il pode ser obtida apds tratamento
alcalino (PARK et al, 2010).

Os resultados verificados na Tabela 16 demonstram que a estrutura cristalina da celulose
extraida da casca de batata atraves do tratamento alcalino, seguido da etapa de branqueamento
com H20,, consegue manter a estrutura cristalina tipo |, caracteristica da celulosa nativa.
Porém, observamos no espetro de DRX da celulose extraida, auséncia do pico correspondente
ao plano cristalografico [0 2 1]. Tal fato sugere que uma fracdo da celulose apds tratamento
quimico cristaliza na estrutura cristalina tipo I1.

Pelo expectro DRX, também observou-se dois picos de reflexdo de baixa intensidade: o
primeiro em 260 = 18,47°, referente a fase amorfa da celulose (PARK et al, 2010) e o segundo
em 20 = 25,44° que foi igualmente observado por Kumar e colaboradores (2014), em fibra
nativa proveniente do bagago da cana de agucar, sem prévio tratamento.

A partir do espectro de DRX, a cristalinidade da celulose extraida da casca da batata foi
calculada pelo método Segal, cujo valor encontrado foi de 73,42 %. Tal resultado demonstra a
eficacia do tratamento utilizado para obtencdo da membrana de celulose, pois mesmo apos
extracdo com NaOH e branqueamento com H:O a estrutura cristalina da celulose foi
preservada.

Comparando os resultados aqui apresentados com aqueles reportados por Chen et al.
(2012), notou-se que a celulose extraida da casca da batata, utilizando tratamento alcalino 0,5
N e clorito de sdédio 2,3% (m/m), também apresentou os principais picos de refracdo referentes
a estrutura cristalina da celulose do tipo I (20 = 14,7°, 16,4° e 22,6°). No entanto, o indice de
cristalinidade calculado pelo método de Segal foi maior (85%), pois o trabalho citado também

contou com uma etapa de hidrolise &cida para obtencdo da celulose nanocristalina.
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6.2.5 Analises da morfologia (MEV)

A figura 23 representa a morfologia da superficie da casca da batata e da membrana de
celulose. Em seu estado natural, a micrografia da casca da batata apresentou carater complexo
e heterogéneo, em concordancia com a estrutura da parede celular das plantas. Além disso, na
mesma imagem, notou-se a presenca de elementos circulares, que sugerem a presenca de
granulos de amido.

Através da analise MEV da superficie da membrana, é possivel inferir que houve
predomindncia das fibras de celulose. Tal avaliacdo esta diretamente relacionada aos resultados
encontrados por FTIR, TGA e DRX, confirmando que o tratamento com hidréxido de sodio e
peroxido de hidrogénio foi capaz de romper a rigida estrutura da biomassa, removendo

hemicelulose e lignina para a obtengdo de celulose purificada.
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Figura 23: Imagens obtidas através do MEV da casca da batata (A) e da membrana de celulose (B)
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6.3 Caracterizacao do extrato de folhas de geranio (Pelargonium
zonale)

6.3.1 Analises por UV-visivel e FTIR

O espectro UV-vis do extrato aquoso das folhas de geranio é mostrado na Figura 24,
onde pbde-se observar duas bandas. A primeira ocorreu em torno de 214 nm, sendo atribuida
a transicdo eletrdnica n—> o*, presente em compostos saturados que contém heterodtomos
(oxigénio, nitrogénio, enxofre e halogénio) (PRETSCH, et al. 2015). Tal banda pode estar
relacionada a presenca dos grupos funcionais alcool (-OH) no extrato. A segunda banda
verificada em 274 nm, corresponde a transicédo eletrénica n>x*, encontrada no grupo funcional
carbonila (C=0) dos aldeidos (PRETSCH, et al. 2015). Ambos os grupos funcionais citados
estdo presentes nos compostos que constituem o extrato das folhas de geranio. Potencialmente,
os grupos funcionais alcoois e aldeidos podem oxidar-se, sendo assim responsaveis pela

reducdo dos ions prata.
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Figura 24. UV-vis do extrato aquoso das folhas de geranio
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A partir da andlise do espectro FTIR abaixo (Figura 25) foi possivel identificar as
principais ligacbes presentes nas biomoléculas do extrato das folhas de geranio, responsaveis

pela reducdo dos ions prata e estabilizacdo das Np-Ag.
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Figura 25: Espectros de FTIR do extrato das folhas de gerénio e suas principais bandas de absorc¢&o.

Na regifo de 3326-3275 cm, observou-se uma banda larga que pode estar associada a
sobreposicao das vibrac6es de estiramento dos seguintes grupos: hidroxil (-OH), presentes nas
cadeias poliméricas de polifendis e flavonoides; e amina (-NH), encontrada nas proteinas
(RUBEN et al., 2018). Em 2925 cm™?, verificou-se o estiramento das ligages C-H das cadeias
carbdnicas. A presenca de carbonila no extrato (C=0) foi confirmada a partir dos sinais entre
1720-1318 cm(FRANCO-ROMANO et al.,, 2014). Em 1209-1041 cm™, observou-se
estiramento C-O dos grupos alcool e éter, enquanto que as bandas em 750-669 indicaram
presenca de anéis aromaticos substituidos (FRANCO-ROMANO et al., 2014).

De acordo com a literatura, o extrato de folhas de geranio contém grande quantidade de
terpendides (citronelol e geraniol) e proteinas, que sdo responsaveis pela biossintese das Np-
Ag. Desta forma, € possivel que os terpendides contribuam para a reducao dos ions prata, sendo
oxidados a grupos carbonila, enquanto as proteinas favorecem no processo de estabilizagdo das
nanoparticulas (SHANKAR et al., 2003).
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6.3.2 Biossintese das Np-Ag em meio aquoso

A Figura 26 mostra os espectros de absorcdo no UV-visivel durante a biossintese das
Np-Ag, a partir da reducéo dos ions Ag* em meio aquoso, contendo extrato de folhas de geranio
(Pelargonium zonale) e AgNO3 (3 mM), a 25°C. O extrato foi utilizado como meio redutor e
estabilizante das nanoparticulas. Pelas analises de UV-visivel, foi possivel identificar o
crescimento das Np-Ag atraves das bandas de absor¢do em 370 e 470 nm. A presenca dessas
duas bandas no espectro confirma o reconhecimento da regido da banda de ressonancia de
plasmon de superficie (RPS) para as Np-Ag. Em trabalho similar reportado por Shankar et al.
(2003), observou-se que a banda de RPS para as Np-Ag formadas ocorreu em um valor de
comprimento de onda méximo de 440 nm. Além disso, tambem se verificou uma banda de
absorcdo menos acentuada em 370 nm, apresentando-se como um ombro no espectro de UV-
visivel, apds quatro horas de reacdo. Segundo os autores, tais bandas em 370 e 440
correspondem a diferentes tipos de vibracdes das ondas de plasmon, sendo denominadas

transversais e longitudinais, respectivamente.
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Figura 26: Espectros de absor¢cdo no UV-visivel durante a biossintese das Np-Ag ao longo do tempo, utilizando
extrato de folhas de geranio (Pelargonium zonale) e AgNQO3 (3 mM), a 25°C.

Durante o tempo de biossintese (2 horas), também se verificou uma mudanca de
coloragéo da solugdo de amarelo claro para marrom, indicando o crescimento das Np-Ag

(Figura 27). Tal fato coincide com o reportado na literatura, ja que a mudanca de cor esta
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relacionada a excitacdo da superficie de plasmon nas nanoparticulas metalicas (MULVANEY,
1996).

Figura 27: Inicio da biossintese das Np-Ag em A (tempo 0 min). Fim da biossintese das Np-Ag em B (tempo 120
min).

Conforme literatura, o pico referente a ~298 nm no espectro de UV-visivel corresponde
aprataionica (Ag") (SHARMA et al., 2012). Tal pico pode ser observado na Figura 28, quando
apenas a solugdo de AgNOs foi submetida a analise. Desta forma, devido a identificacdo das
bandas de RPS em 370 e 470 nm (Figura 26), concluimos que em meio contendo extrato de
geranio e AgNOs houve reducdo de Ag*a Ag° e, portanto, biossintese das Np-Ag. Para avaliar
a formagdo das nanoparticulas na matriz de celulose, estudos posteriores envolvendo a
caracterizagdo e liberacdo das Np-Ag utilizando o biocompdsito FC-Np/Ag serdo apresentados

na sequéncia, de modo a confirmar a biossintese das Np-Ag in situ.
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Figura 28: Espectro de absorcdo no UV-visivel de solugdo de AgNO; (3 mM), a 25°C.
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6.4 Caracterizacdo do biocompdsito FC/Np-Ag
6.4.1 Analises da morfologia (MEV/EDS)

A Figura 29 mostra os biocompdsitos FC/Np-Ag obtidos a partir da metodologia
descrita no item 5.2.3. A medida em que se aumentou a concentracdo da solucdo de AgNOs,
verificou-se que a coloracdo dos biocompdsitos passou de amarelo claro para marrom,
indicando tanto a reducdo do sal de prata em Np-Ag, quanto 0 aumento de seu conte(do nas
membranas de celulose (LI et al., 2015; SIVARANJANA et al., 2017).
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Figura 29: Biocompositos FC/Np-Ag. As amostras foram preparadas ap6s 24 horas de intumescimento no extrato
de gerénio e 48 horas intumescidos em solu¢do de 0,001 (B), 0,002 (C), 0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de
AgNOs. Para o branco (A), o intumescimento inicial foi feito com agua destilada, seguido de intumescimento em
solucéo de 0,003 mol/L AgNOs por 48 horas.

\\

A presenca de Ag nos biocompositos foi verificada por anélises de MEV/EDS e,
posteriormente, confirmada por DRX. Além da prata, a Figura 30 ilustra que os principais
elementos quimicos presentes na superficie dos biocompdsitos foram o carbono e o oxigénio,
encontrados na celulose. A presenca de Ag também foi observada na superficie da amostra em
que ndo houve o intumescimento inicial no extrato de geranio, mas sim em &gua destilada.
Segundo Li et al. (2015), as fibras de celulose quando intumescidas podem funcionar como um
micro reator para a sintese de Np-Ag, pois apresentam muitos grupos —OH, capazes de
reduzirem Ag" em Ag. Nesse sentido, os autores mergulharam fibras de celulose em solucédo
aquosa de AgNO:3 (1, 5, 25, 125 e 250 mM), sob aquecimento de 80°C a 24 horas, obtendo-se
Np-Ag com didmetros entre 7,2 a 12,5 nm. Além disso, também foi reportado que & medida em
que se aumentava a concentracdo de AgNOs, maior era o diametro das Np-Ag e o contetdo de

Ag na celulose.
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Figura 30: Imagens MEV/EDS da superficie dos biocompdsitos FC/Np-Ag. As amostras foram preparadas apés
24 horas de intumescimento no extrato de geranio e 48 horas intumescidos em solugdo de 0,001 (B), 0,002 (C),
0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs. A imagem (A) corresponde & amostra branco, intumescida em
agua destilada por 24 horas e depois em solugdo de AgNOs3 (0,003 mol/L) por 48 horas.
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6.4.2 Andlise da microestrutura cristalina (DRX)

A Figura 31 ilustra comparativamente o espectro DRX da membrana de celulose e de
todos os biocompdsitos e seu respectivo branco da prata (sem adicdo de extrato), preparados
conforme item 5.2.3. A Tabela 17 resume os angulos 26 dos picos de difracdo observados nos

espectros DRX apresentados na Figura 31.
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Figura 31: Espectro DRX da membrana de celulose (MC), branco da prata (A) e dos biocompositos FC/Np-Ag,
intumescidos em 0,001 (B), 0,002 (C), 0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs3.

Tabela 17: Valores comparativos de indice de Miller, &ngulo 26, distancia interplanar (d) e grau de cristalinidade
relativo (C%) da membrana de celulose (MC), branco da prata (A) e dos biocompésitos FC/Np-Ag, intumescidos
em 0,001 (B), 0,002 (C), 0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs.

Amostra 101 101 002 040 C (%)
20 d(A) 20 d(A) 20 dA) 20 d(A)

MC 14,11 6,27 16,91 5,24 21,83 4,07 34,81 2,58 73,42
14,04 6,30 16,85 5,26 22,16 4,01 3450 2,60 60,16
14,02 6,31 16,85 526 21,95 4,05 34,46 2,60 -
13,96 6.34 16,76 5,29 21,65 410 3446 2.60 37,98
14,09 6,28 16,76 5,29 21,65 4,10 3446 260 58,29
14,09 6,28 16,94 523 - - 3446 2,60 -
14,09 6,28 16,88 525 22,01 404 3446 2,60 -

mTm g aOw e

Os resultados sugerem que o perfil cristalino dos biocompdsitos FC/Np-Ag ndo foram
modificados, apresentando espectros DRX semelhantes & da membrana de celulose. No entanto,
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observou-se diminuicao da cristalinidade nas amostras intumescidas em solucao contendo Ag™.
Tal fato sugere que a insercdo das Np-Ag na matriz de celulose, através da biossintese in situ
pela presenca do extrato vegetal, afeta a organizacdo das cadeias de celulose e,
consequentemente, seu grau de cristalinidade.

Em trabalho reportado por Sivaranjana e colaboradores (2017), verificou-se que a
cristalinidade dos nanocompdsitos de celulose/Np-Ag diminuiu quando comparada a matriz de
celulose. Segundo os autores, a insercdo de Np-Ag nos filmes, feita através da biossintesse in
situ utilizando extrato de folhas de Cassia Alata, foi responsavel pelo rearranjo das cadeias de
celulose e consequente diminui¢do da cristalinidade. O mesmo também foi observado por
Sadanand et al (2016), ao estudar espectros DRX de nanocompositos de celulose/Np-Ag, cuja
biossintese das nanoparticulas utilizou extrato de folhas de Ocimum Sanctum como agente
redutor.

Para determinar o tamanho das Np-Ag sintetizadas, o espectro DRX foi analisado na
faixa 26 entre 35-90°, representado pela Figura 32. Os parametros indice de Miller, &ngulo 26

e distancia interplanar sdo mostrados na Tabela 18.

Intensidade (u.a)

30 100

Angulo de difragao (26)

Figura 32: Espectro DRX entre 35-90° da membrana de celulose (MC), branco da prata (A) e dos biocompdsitos
FC/Np-Ag, intumescidos em 0,001 (B), 0,002 (C), 0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs3,
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Tabela 18: Valores comparativos do indice de Miller, angulo 26 e distancia interplanar (d) dos biocompositos
FC/Np-Ag, intumescidos em 0,001 (B), 0,002 (C), 0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs3,

Amostra 101 202 220 311
20 d(A) 20 d(A) 20 dA) 20 d(A)
B 3801 237 - - - - 7735 1,23
C 37,90 237 4437 2,04 - - 7712 124
D 37,8 238 - - - - 7712 1724
E 3801 237 - - - - - -
F 3807 236 - - 6454 144 77,60 1723

No espectro DRX citado podemos identificar quatro picos em torno de 38,01°; 44,37°;
64,54° e 77,35° atribuidos aos planos cristalograficos FCC (cubico de face centrada) da prata
metéalica (Ag®), cujos valores de indice de Miller (hkl) relativos a esses planos sao (111), (200),
(220) e (311), respectivamente (SHAMELI et al., 2012; VIVEKANANDHAN et al., 2012;
MEHTA et al. 2017; ALAHMADI et al., 2018; VOLOVA et al., 2018).

Os resultados de DRX confirmam a insercdo das Np-Ag na matriz de celulose através
da técnica de biossintese, utilizando extrato de geranio. Os picos relativos a prata metalica
foram observados, especialmente, nas amostras dos biocompositos, enquanto que na membrana
de celulose e no branco da prata (onde ndo houve adigdo de extrato), tais picos ndo foram
evidenciados. Além disso, os picos referentes a prata idnica (Ag*) — tais como: 27,9°; 32,3°;
46,3°; 55°; 57,6°; 67,6°; 74,6°; 76,9° e 85,7°, correspondentes aos planos (111), (200), (220),
(311), (222), (400), (331), (420), (422), respectivamente (PICOLI et al., 2016) - ndo foram
observados no espectro DRX, sugerindo que o processo de lavagem foi eficiente em todas as
amostras.

Comparando os resultados aqui apresentados com as imagens MEV/EDS (item 6.4.1),
verifica-se que, apesar de ter sido notado a presenca de tracos de prata na superficie da amostra
denominada “branco da prata”, tal fato ndo foi confirmado pelo espectro DRX. Nesse sentido,
sendo as anélises de DRX as mais indicadas para evidenciar a presenca das Np-Ag nas amostras,
conclui-se que nas condigdes de biossintese realizadas neste estudo (temperatura ambiente e
tempo de 24h), a matriz de celulose (sem a presenca de extrato) ndo foi capaz de reduzir Ag* a
Ag°. Embora, sabemos pela literatura que em condigdes especificas e a temperaturas mais altas
(80°C e tempo de 24h), a fibras de celulose quando intumescidas podem atuar como um veiculo
para a sintese das Np-Ag (Li et al. (2015).

O tamanho médio das Np-Ag produzidas dentro da membrana de celulose foi estimado

a partir do espectro DRX, usando a equacdo 13, como mostrado no item 5.3.5. Os valores do
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tamanho das Np-Ag estdo resumidos na Tabela 19. Era esperado que o tamanho das Np-Ag
aumentasse, a medida em que se utilizou maiores concentracdes de AgNOs3, porém, durante a

biossintese in situ tal comportamento ndo foi observado.

Tabela 19: Tamanho das Np-Ag presentes nos biocompositos FC/Np-Ag, intumescidos em 0,001 (B), 0,002 (C),
0,003 (D), 0,004 (E) e 0,005 (F) mol/L de AgNOs.

Amostra 0 1ol (nm)

B (rad)
19,01 0,0076 20,17
18,95 0,0086 17,90
18,90 0,0124 12,36
19,01 0,0113 13,50
19,03 0,0109 14,04

mmQoOOo

De modo geral, conclui-se com este estudo que a biossintese das Np-Ag na matriz de
celulose, a partir do extrato de folhas de geranio, foi realizada com éxito e que o tamanho das
Np-Ag corresponde ao encontrado na literatura para esta via de sintese de Np-Ag
(VIVEKANANDHAN et al., 2012; MEHTA et al. 2017).

6.5 Estudo da liberacao das Np-Ag

6.5.1 Liberacéo das Np-Ag in vitro

A partir da identificacdo dos picos caracteristicos da banda de ressonancia de plasmon
de superficie (RPS) para as Np-Ag no item 6.3.2, foi possivel estudar a liberacdo do complexo
FC/Np-Ag no meio reacional.

Inicialmente, de acordo com os dados obtidos em UV-Vis (apéndices D, E e F),
verificou-se que as Np-Ag obtidas da biossintese in situ (matriz de celulose) foram liberadas
apenas no comprimento de onda em 370 nm. Este fato pode ser justificado pela maior
estabilizacdo das Np-Ag quando sintetizadas diretamente no biocompdsito FC/Np-Ag,
permitindo assim a obtengdo de nanoparticulas de menor tamanho e, portanto, com menores
comprimento de onda (SANTOS et al., 2016).

Embora o foco deste trabalho foi estudar apenas as Np-Ag produzidas dentro da

membrana de celulose (in situ), vale ressaltar que durante a biossintese, também sdo sintetizadas
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Np-Ag no meio reacional. Conforme reportado por Sivaranjana et al. (2017), Np-Ag geradas
dentro dos filmes de celulose, utilizando extrato de folhas de C. alata como agente redutor,
apresentaram tamanhos menores (em torno de 50-59 nm), quando comparadas as Np-Ag
sintetizadas fora dos filmes, ou seja, em solugéo (faixa de 70-79 nm). O mesmo foi observado
anteriormente por Sadanand et al. (2016), utilizando extrato de folhas de Ocimun sanctum para
a biossintese das Np-Ag. Os autores verificaram que as Np-Ag sintetizadas dentro e fora dos
filmes de celulose, apresentaram diametros na faixa de 70-100 nm e 91-100 nm,
respectivamente.

Para determinar a concentragdo de Np-Ag liberadas do biocompoésito FC/Np-Ag em
funcéo do tempo e nas temperaturas de 23, 30 e 37°C, construiu-se uma curva de calibracdo
(Figura 33). Nesta curva, utilizou-se solugbes com concentrages conhecidas, preparadas a
partir de uma solugdo mée, contendo extrato de geranio e AGQNOz 3mM (1:1), de modo que a
resposta para a absorbancia em 370 nm foi convertida ao seu valor correspondente de

concentracdo (mg/mL).

Y= 1,5348"X - 9,2254*10 -
I R (ajustado) = 0,9996
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Figura 33: Curva de calibracéo linear do complexo FC/Np-Ag em meio contento extrato de geranio e AQNO3 3mM
(1:2).
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Observando o coeficiente de correlagdo da curva de calibragdo (R? = 0,9996), nota-se
que o ajuste linear foi bastante satisfatorio. Além disso, atraves da equacéo da reta gerada pela

linearizacdo, pode-se obter os dados apresentados na Figura 34.
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Figura 34: Perfil de liberacdo das Np-Ag a partir do biocomposito FC/Np-Ag, nas temperaturas de 23, 30 e 37°C.

Os valores aproximados dos coeficientes de correlagdo na Figura 34 (R? ~ 0,9000)
demonstram um ajuste exponencial satisfatorio para as trés temperaturas estudadas. As
equacdes que deram origem aos graficos da Figura 34, encontram-se no apéndice G. De acordo
com a literatura, os trés perfis de liberagdo das Np-Ag presentes no biocompdsito apresentaram
um modelo de liberacdo bimodal, ou seja, com duas fases distintas. Nesse sentido, observa-se
que a primeira fase (at¢é 100 minutos) € caracterizada pela liberagdo acelerada das
nanoparticulas, enquanto que a segunda fase consiste em uma liberacdo mais lenta, com
consequente estabilizacdo a medida que o tempo avanga.

Na Figura 34 também é possivel verificar que, quanto menor a temperatura, maior foram
as concentragdes de Np-Ag liberadas ao atingir-se o equilibrio. Logo, em 23°C o equilibrio foi
atingido em torno de 100 minutos, liberando 0,0095 mg/mL de Np-Ag. Para 30°C, verificou-
se concentracao semelhante de liberagdo no equilibrio (0,009 mg/mL), porém o tempo utilizado
foi um pouco maior, cerca de 300 minutos. Finalmente, em 37°C, o equilibrio ocorreu em

aproximadamente 100 minutos de reacdo, liberando cerca de 0,0065 mg/mL de Np-Ag.
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Tais observacOes estdo de acordo com os dados apresentados no estudo do
intumescimento da membrana de celulose (item 5.2.3), em que houve aumento da
hidrofilicidade do material com a diminuigdo da temperatura. Ou seja, se a membrana apresenta
maior capacidade de inchago em menores temperaturas, € possivel inferir que nas mesmas
condicBes, ao utilizar o biocomposito (FC/Np-Ag), a medida em que o material retém mais
agua, haverd maior liberacdo de Np-Ag, como sugeriram os dados no perfil de liberagdo das
nanoparticulas.

Conforme Damm e Miustedt (2008), as propriedades de absor¢do de agua dos
nanocompdsitos de poliamida/prata determinaram a liberagdo das Np-Ag. Nesse sentido,
verificou-se que a hidrofilicidade do material favoreceu a liberacdo das nanoparticulas, ja que
a liberacdo prolongada de ions prata aumentou exponencialmente para as amostras que
apresentaram maxima absorcdo de agua. Além disso, observou-se que as propriedades
hidrofilicas dos polimeros governam a cinética da liberagdo. No estudo em questdo, 0s
polimeros que mais liberaram Np-Ag seguiram um mecanismo cinético de ordem zero. Para 0s
autores, além da maior capacidade de inchaco, fatores como auséncia de ligacGes cruzadas e

diminuicdo da cristalinidade no polimero tendem a favorecer a liberacdo das Np-Ag.
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6.5.2 Cinética da liberacéo das Np-Ag

A cinética de liberacdo das Np-Ag foi estudada avaliando o ajuste dos dados
experimentais a um modelo cinético de ordem zero (item 5.3.6.3). Por regressdo linear,
determinou-se o coeficiente angular da reta, que se trata da constante de velocidade (k) as
temperaturas estudadas (23, 30 e 37°C) (Figura 35).
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Figura 35: Regresséo linear do ajuste cinético de ordem zero, para os dados de concentracdo de Np-Ag liberadas
em funcdo do tempo, nas temperaturas de 23°C (A), 30°C (B) e 37°C (C).

As constantes de velocidade k e os coeficientes de correlagdo (R?) obtidos ap6s cada

linearizacgdo estdo esquematizados na Tabela 20.
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Tabela 20: Constantes de velocidade (k) e coeficientes de correlagdo (R?), obtidos apds regressao linear do ajuste
cinético de ordem zero, realizado no estudo da liberagdo das Np-Ag em fungdo do tempo e nas temperaturas de
23,30 e 37°C.

Temperatura k*107 )
(°C) (mg/mL*min)
23 9,1689 0,9504
30 4,2592 0,9580
37 7,7997 0,9676

As constantes de velocidade k obtidas para as trés temperaturas confirmam o perfil de
liberacdo das Np-Ag apresentado na Figura 34, em que maiores valores de k ocorreram nas
temperaturas em que o equilibrio foi atingido mais rapidamente, em torno de 100 minutos para
23 e 37°C.

Avaliando os valores dos coeficientes de correlacéo para as trés temperaturas estudadas,
é possivel notar que os dados se adequaram satisfatoriamente ao modelo cinético escolhido (R?
> 0,9). Nesse sentido, pode-se inferir que a liberacdo das Np-Ag presentes no biocompdsito
FC/Np-Ag segue um perfil cinético de ordem zero. Na literatura, sabe-se que reagdes de ordem
zero, sdo aquelas cujas velocidades sdo constantes, independente da concentracdo de reagente.
Neste caso, segundo as equagOes demonstradas no item 5.3.6.3 e verificando os graficos da
Figura 34, nota-se que a concentracdo das Np-Ag diminui linearmente com o passar do tempo,
a medida que s&o liberadas para o meio.

Em trabalho reportado por Salem e colaboradores (2011), estudou-se a cinética da
liberacdo das Np-Ag sintetizadas atraves de processo quimico. As nanoparticulas geradas
apresentaram diametro entre 5-20 nm e o perfil cinético de liberacdo seguiu 0 modelo de ordem
zero, com R? > 0,96. Através das taxas de dissolucdo, os autores observaram que a liberagdo
das nanoparticulas esta correlacionada ao seu tamanho, ja que os dados apresentados
demonstraram que quanto menor o tamanho das Np-Ag, mais rapida acontece a sua liberacéo.
Tais resultados - associados a boa atividade antimicrobiana contra E. coli, S. coccus,
Salmonellae e P. aeruginosa e baixa citotoxicidade em menores concentragcfes - sugeriram aos
autores que as Np-Ag podem ser usadas em produtos farmacéuticos devido, principalmente, a

sua facilidade em difundirem-se através do local infectado.
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6.5.2 Termodinamica da liberagdo das Np-Ag

O estudo da liberacdo das Np-Ag in vitro em diferentes temperaturas permitiu a
determinacdo da energia de ativacdo da liberacdo (EL). Tal pardmetro relaciona-se a energia
necessaria para mover as Np-Ag presentes na matriz de celulose para o meio reacional. Maiores
valores de E. indicam que grande quantidade de energia deve ser despendida para que as Np-
Ag sejam liberadas ao meio, de modo que o processo se torna mais lento, quando comparado a
sistemas que possuem uma barreira energética menor — ou seja, menores valores de E..

Utilizando a equagéo 20, conforme comportamento de Arrhenius, verificou-se que a E
do processo de liberacdo, entre as temperaturas de 30 e 37°C, foi de 67,50 kJ/mol. Este alto
valor de E_ corrobora com os resultados apresentados no estudo do intumescimento da
membrana (item 6.2.3) e perfil de liberacdo (item 6.5.1). Nesse sentido, diante das condic¢des
estudadas, pode-se inferir que o aumento da temperatura, tende a diminuir o grau de inchaco
do material, resultando em menores niveis de liberacdo de Np-Ag para 0 meio. Portanto, tal
comportamento justifica uma maior quantidade de energia (EL) a ser gasta para que 0 processo
ocorra.

Outros parametros termodinamicos também foram calculados, utilizando o intervalo
entre 30 e 37°C, conforme procedimento descrito no item 5.3.6.4 e estdo resumidos na Tabela
21. Tais parametros sao importantes pois caracterizam termodinamicamente o comportamento

do biocomposito FC/Np-Ag, durante a liberacdo das Np-Ag, nas condic¢des estudadas.

Tabela 21: Parametros termodinamicos da liberacdo das Np-Ag presentes no biocompdsito FC/Np-Ag

Temperatura AGH# AH# ASH#
(°C) (kd/mol)  (kJ/mol)  (kJ/mol*K)
30 99,60
64,95 -0,1143
37 100,40

Diante dos dados apresentados, observou-se que a entalpia do processo de liberacéo das
Np-Ag foi positiva durante o estado de transi¢do (AH* > 0), caracterizando um sistema de
natureza endotérmico. Portanto, nas condicdes estudadas, as interacdes moleculares entre o
bicompédsito FC/Np-Ag e as Np-Ag sdo fortes, o que se justifica pelo alto valor de EL

encontrado. A entropia obtida para o estado de transicao foi negativa (AS* < 0), 0 que demonstra
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uma diminuicdo da desordem do sistema (FREIRE et al., 2017). De acordo com a literatura
(VASILIU et al., 2011), a entropia do sistema diminui pois, verifica-se uma tendéncia ao
equilibrio entre a quantidade de Np-Ag presentes dentro da matriz de celulose e fora dela,
durante o processo de liberagéo.

A energia livre de Gibbs (AG) esté relacionada com a quantidade de energia disponivel
para que as reagdes ocorram, onde valores negativos implicam em um processo espontaneo, a
temperatura e pressdo constantes (FERRERO et al., 2010). Neste trabalho, obteve-se valores
positivos de energia livre de Gibss para o complexo ativado (AG* > 0), demonstrando que o
sistema ndo € naturalmente espontaneo nas temperaturas estudadas. Em outros trabalhos de
estudo de liberagdo de farmacos foi observado que o sistema ndo foi espontaneo, ou seja, 0s

valores de energia de livre de Gibss foram positivos (FREIRE et al., 2017).

6.6 Ensaios microbioldgicos

A eficacia da atividade antimicrobiana das Np-Ag estd diretamente relacionada a
liberacdo de ions prata nas células, uma vez que sua presenca na parede celular dos
microrganismos induz a interacdo com proteinas, que inibem fun¢ées do DNA e provocam
danos na cadeia respiratéria (WONG, et al., 2010; CAVALCANTE, 2014).

A Figura 36 ilustra os ensaios microbiolédgicos realizados conforme metodologia
descrita no item 5.3.7, enquanto as médias dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano
estdo comparadas na Figura 37. Os valores dos diametros de inibigéo e seus respectivos desvios

padrdo encontram-se no apéndice H.

Figura 36: halos de inibicdo do crescimento bacteriano para Escherichia coli (A) e Staphylococcus aureus (B) na
membrana intumescida no extrato e nos biocompdsitos FC/Np-Ag (1, 2, 3, 4 e 5 mM de AgNO:s).
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Figura 37: Comparagdo entre as médias dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano obtidos apés teste de
sensibilidade bacteriana as Np-Ag.

Conforme Figura 37 é possivel notar que a atividade antimicrobiana das Np-Ag foi
eficaz tanto para a bactéria Escherichia coli quanto para Staphylococcus aureus (faixa de 12-
17 mm), apresentando zonas de inibi¢do semelhantes, quando se comparou concentracGes de
AgNOsiguais. Tratando-se da concentragdo de 2 mM de AgNOs, observou-se halos de inibi¢éo
mais diferenciados, com valores aproximados de 12 e 16 mm para E. coli e S. aureus,
respectivamente. Tais resultados podem estar associados a capacidade de difusdo do
antimicrobiano no meio &gar, afetando assim o tamanho dos halos (MONTANARI et al., 2012).

De modo geral, aumentando a concentragdo de solu¢do de AgNOz nos biocompositos
FC/Np-Ag, maior foram os halos de inibicao obtidos e, consequentemente, melhores foram as
atividades antimicrobianas. Além da concentracdo de prata, fatores como tamanho das
nanoparticulas e nivel de aglomeracéo entre elas também podem interferir no efeito contra os
microrganismos. A literatura mostra que quanto menor a nanoparticula, maior € a sua
capacidade de infiltragdo nas células, reduzindo a permeabilidade da membrana e prejudicando
a sintese de proteinas essenciais ao metabolismo celular (SANA & DOGIPARTHI, 2018).
Logo, comparando os resultados aqui obtidos com os da Tabela 19, verificou-se que os maiores
halos de inibicdo ocorreram para as amostras que, além de apresentarem as maiores
concentracbes de Np-Ag (> 3 mM), também obtiveram o0s menores diametros de
nanoparticulas.

Através da sintese verde, utilizando suco de frutas (lima, limédo doce e laranja) e solugdo
de AgNOs3 (1 e 10 mM), Hungund e colaboradores (2015) estudaram a atividade antimicrobiana
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das Np-Ag, comparando as medidas dos halos de inibicdo para as bactérias Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia e Staphylococcus aureus. O estudo mostrou
que as Np-Ag sintetizadas a partir do suco de laranja foram mais efetivas na inibicdo do
crescimento bacteriano. Nestas condigdes, observou-se que S. aureus (Gram-positiva) foi mais
resistente as Np-Ag, apresentando zona de inibi¢cdo de 5 mm, enquanto que as outras bactérias
(Gram-negativas) obtiveram diametros maiores, entre 8 e 6 mm. Os autores apontam que
diferencas morfoldgicas na parede celular das cepas podem ter influenciado nos resultados, ja
que bactérias Gram-positivas possuem uma camada mais espessa de peptidoglicano.

De acordo com Soo-Hwan et al. (2011), a principal fun¢ao da camada de peptidoglicano
é proteger a célula contra agentes antimicrobianos, como antibi6ticos, toxinas e elementos
quimicos. Além da espessura da camada de peptidoglicano, a presenca ou auséncia de
membrana externa também atua como fator diferencial na estrutura da parede celular de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 38).
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Figura 38: composicdo morfolégica da parede celular das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (Adaptado de
C&EM, 2015).

Para a membrana apenas intumescida no extrato de gerénio (amostra usada como
controle), ndo foi observada atividade antimicrobiana em ambas as bactérias estudadas, sendo
o0 mesmo verificado por Pandian et al. (2013). Neste trabalho, Np-Ag sintetizadas a partir da
mistura de 10 mL de extrato de folhas de geranio com 90 mL de solucdo 5 mM de AgNOs
apresentaram boa atividade antimicrobiana contra as bactérias K. pneumonia (2.7 cm), S.
someneii (2.4 cm), S. flexaneri (2.4 cm), P. aeruginosa (2.2 cm), P. mirabilis (2.1 cm) e E. coli
(2.0 cm). Portanto, diante do bom desempenho das Np-Ag em inibir o crescimento bacteriano,
0s autores sugerem que este material possui alta aplicacdo em industrias alimenticias,

cosméticas e biomédicas.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel concluir que:

» O preé-tratamento com hidroxido de sodio (NaOH) e peroxido de hidrogénio (H20) foi capaz
de extrair e purificar a celulose, removendo os outros principais componentes da casca da
batata: amido, hemicelulose e lignina. Através do estudo do planejamento fatorial 22 na etapa
de polpacdo alcalina, observou-se que os efeitos da concentracdo e da temperatura
influenciaram na variacdo do rendimento, enquanto que na formacdo do filme (membrana),
apenas o efeito da temperatura foi significativo.

> Nos ensaios em que se obteve filme ao final do processo de branqueamento (15% de H20.a
60°C, por 6h), o maior rendimento foi de 1,650% (x 0,047), utilizando 0,5 mol/L de NaOH a
80°C, por 2,5h. Logo, o material obtido a partir deste ensaio foi o escolhido para os demais
experimentos de caracterizacdo e sintese do biocomposito FC/Np-Ag.

> A eficacia do tratamento utilizando NaOH e H>O> foi comprovada através da caracterizagdo da
membrana. Analises por espectroscopia FTIR indicaram a presenca de celulose na membrana
e revelaram auséncia de bandas caracteristicas as principais ligacdes da hemicelulose e da
lignina. Anéalises DRX da membrana confirmaram que a celulose extraida da casca da batata
apresenta padrao cristalino semelhante a celulose do tipo | e Il e o indice de cristalinidade foi
73,42%. As imagens MEV obtidas também corroboraram com os demais resultados de
caracterizacdo da membrana.

> Pela analise do comportamento térmico da membrana, verificou-se que cerca de 80% da
celulose foi degradada a altas temperaturas (340°C e 442°C). A energia de ativacdo da
degradacdo térmica da membrana foi de aproximadamente 164 kJ/mol, indicando que a celulose
extraida da casca da batata € um material com elevada estabilidade térmica.

» 0 estudo do intumescimento revelou que, devido a alta capacidade de hidratacdo da membrana,
associada a insolubilidade da celulose em agua, o material apresentou comportamento de um
hidrogel. Também foi observado que a temperatura teve influéncia no processo, ja que a
temperatura de transicdo de fase da celulose ocorreu proxima de 40°C. Esta temperatura pode
ser classificada como LCST, pois abaixo dela, o polimero apresentou conformacao estendida
(aumentando o teor de intumescimento), enquanto que acima, o polimero colapsou (diminuindo

0 teor de intumescimento).
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> Pelas analises de caracterizacdo do extrato de geranio atraves dos espectros de UV-visivel e
FTIR, verificou-se a presenca de grupos quimicos funcionais, como carbonilas e hidroxilas,
capazes de reduzirem e estabilizarem os ions prata (Ag*) a Np-Ag.

> O crescimento das Np-Ag em meio aquoso foi verificado através de mudancas da coloragdo da
solucdo de amarelo claro para marrom, sendo confirmado pelas anélises por UV-visivel. Tais
andlises indicaram a presenca de bandas de absorgdo em 370 e 470 nm, que s&o bandas tipicas
da regido de ressonancia de plasmon de superficie (RPS) para as Np-Ag. Além disso, 0 pico
referente a prata idnica (298 nm) néo foi observado no espectro.

> Os biocompoésitos FC/Np-AG foram caracterizados por MEV quanto & sua morfologia. A
medida em que se aumentou a concentracdo da solugdo de AgNO3, verificou-se que a coloragéo
dos biocompdsitos passou de amarelo claro para marrom, indicando tanto a reducdo de Ag* a
Np-Ag, quanto o aumento de seu contetdo nas membranas de celulose.

> A presenca das Np-Ag nos biocompositos foi confirmada por analises DRX e o tamanho médio
das Np-Ag produzidas variou entre 20-12 nm. Os difratogramas também mostraram que o perfil
cristalino da celulose no biocomposito ndo foi modificado, embora tenha-se observado uma
diminuicéo da cristalinidade nas amostras intumescidas em solucdo contendo Ag”*.

» A atividade antimicrobiana das Np-Ag foi eficaz tanto para a bactéria Escherichia coli quanto
para Staphylococcus aureus, apresentando halos de inibi¢cdo na faixa de 12-17 mm. De modo
geral, verificou-se que os maiores halos de inibi¢do ocorreram para 0s biocompositos que, além
de apresentarem as maiores concentracdes de Np-Ag (> 3 mM), também obtiveram os menores
diametros de nanoparticulas.

> O estudo da liberacdo revelou que as Np-Ag obtidas da biossintese in situ (matriz de celulose)
foram liberadas apenas no comprimento de onda em 370 nm, sugerindo maior estabilizacdo das
nanoparticulas quando sintetizadas diretamente no biocompdsito. Os perfis de liberacdo
(concentracdo x tempo) para as temperaturas de 23, 30 e 37°C apresentaram ajuste exponencial
satisfatorio (R? ~ 0,9000), seguindo um modelo bimodal.

> O equilibrio foi atingido mais rapidamente na temperatura de 23°C, liberando 0,0095 mg/mL
de Np-Ag. Em 30°C, verificou-se concentracdo semelhante de liberacdo no equilibrio (0,009
mg/mL), porém o tempo utilizado foi um pouco maior, cerca de 300 minutos. Em 37°C, o
equilibrio ocorreu em aproximadamente 100 minutos de reacgdo, liberando cerca de 0,0065
mg/mL de Np-Ag. Nesse sentido, pode-se inferir que a diminuicdo da temperatura resultou em
maior liberagdo das Np-Ag.
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> A liberacdo das Np-Ag presentes no biocompdsito FC/Np-Ag para as trés temperaturas
estudadas seguiu um perfil cinético de ordem zero (R?>0,9). A energia de ativacdo da liberacio
(Ev) entre as temperaturas de 30 e 37°C foi de 67,50 kJ/mol. No mesmo intervalo de
temperatura, outros pardmetros termodindmicos do complexo ativado, como entalpia (AH),
entropia (AS¥) e energia livre de Gibbs (AG"), revelaram um processo de natureza endotérmico,
com tendéncia a diminui¢do da desordem do sistema e naturalmente ndo esponténeo.

» Portanto, a partir da utilizacdo de um residuo agroindustrial de baixo custo, este trabalho
contribuiu para a sintese e caracterizacdo do biocompdsito FC/Np-Ag, que devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas e antimicrobianas, apresenta grande potencial para atuar no
tratamento de feridas. Estudos posteriores deverdo ser feitos para comprovar a eficacia clinica
do biomaterial, a partir de testes de citotoxicidade e genotoxicidade, utilizando células humanas

e animais.
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Apéndice A: Dados obtidos para a determinacdo do grau de intumescimento (1) da membrana

de celulose em soro fisioldgico na temperatura de 10°C.

Tempos Massal Massa2 Massa3 Média  Desvio | (%)
(min) (9) (9) (9) (9) Padrao

0* 0,0112 0,0038 0,0041 0,0064  0,0042 0,00
1 0,0211 0,0113 0,0102 0,0142  0,0060 123,04
2 0,0282 0,0126 0,0119 0,0176  0,0092 175,92
3 0,0278 0,0141 0,0128 0,0182  0,0083 186,39
4 0,0288 0,0149 0,0134 0,0190 0,0085 198,95
5 0,0274 0,0133 0,0129 0,0179  0,0083 180,63
6 0,0293 0,0130 0,0160 0,0194  0,0087 205,24
7 0,0314 0,0178 0,0141 0,0211  0,0091 231,41
8 0,0328 0,0166 0,0141 0,0212  0,0102 232,46
9 0,0317 0,0149 0,0136 0,0201  0,0101 215,18
10 0,0302 0,0200 0,0158 0,0220  0,0074 245,55
30 0,0326 0,0160 0,0138 0,0208  0,0103 226,70
60 0,0328 0,0161 0,0142 0,0210 0,0102 230,37

*Massa inicial obtida apds secagem em estufa a 50°C, por 16h.

Apéndice B: Dados obtidos para a determinagdo do grau de intumescimento (I) da membrana

de celulose em soro fisioldgico na temperatura de 25°C.

Tempos Massa 1 Massa 2 Massa3  Média Desvio (%)
(min) (9) (9) (9) (9) Padréo

0* 0,0082 0,0042 0,0125 0,0083 0,0042 0,00
1 0,0285 0,0163 0,0338 0,0262 0,0090 215,66
2 0,0297 0,0203 0,0409 0,0303 0,0103 265,06
3 0,0288 0,0203 0,0421 0,0304 0,0110 266,27
4 0,0277 0,0216 0,0386 0,0293 0,0086 253,01
5 0,0287 0,0224 0,0367 0,0293 0,0072 252,61
6 0,0288 0,0229 0,0404 0,0307 0,0089 269,88
7 0,0356 0,0216 0,0397 0,0323 0,0095 289,16
8 0,0295 0,0211 0,0379 0,0295 0,0084 255,42
9 0,0343 0,0237 0,0454 0,0345 0,0109 315,26
10 0,0329 0,0265 0,0385 0,0326 0,0060 293,17
30 0,0276 0,0215 0,0416 0,0302 0,0103 264,26
60 0,0266 0,0260 0,0396 0,0307 0,0077 270,28

*Massa inicial obtida apds secagem em estufa a 50°C, por 16h.
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Apéndice C: Dados obtidos para a determinacdo do grau de intumescimento (1) da membrana

de celulose em soro fisioldgico na temperatura de 40°C.

Tempos

k Massal Massa2 Massa3  Média Desvio (%)
(min) () ©) () (9)  Padréo

0* 0,0184 0,0060 0,0027 0,0090 0,0083 0,00
1 0,0397 0,0201 0,0130 0,0243 0,0138 168,63
2 0,0463 0,0224 0,0146 0,0278 0,0165 207,38
3 0,0489 0,0198 0,0121 0,0269 0,0194 198,15
4 0,0480 0,0235 0,0136 0,0284 0,0177 214,02
5 0,0510 0,0223 0,0120 0,0284  0,0202 214,76
6 0,0464 0,0234 0,0143 0,0280 0,0165 210,33
7 0,0507 0,0216 0,0128 0,0284 0,0198 214,02
8 0,0497 0,0194 0,0111 0,0267 0,0203 195,94
9 0,0503 0,0237 0,0140 0,0293 0,0188 224,72
10 0,0523 0,0224 0,0144 0,0297  0,0200 228,78
30 0,0545 0,0236 0,0136 0,0306 0,0213 238,38
60 0,0540 0,0239 0,0134 0,0304 0,0211 236,90

*Massa inicial obtida apds secagem em estufa a 50°C, por 16h.

Apéndice D: Liberacdo das Np-Ag a partir do biocompdsito FC/Np-Ag relacionando

absorbancia x comprimento de onda, para a temperatura de 23°C.
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Apéndice E: Liberacdo das Np-Ag a partir do biocomposito FC/Np-Ag relacionando
absorbancia x comprimento de onda, para a temperatura de 30°C.
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Apéndice F: Liberacdo das Np-Ag a partir do biocomposito FC/Np-Ag relacionando
absorbancia x comprimento de onda, para a temperatura de 37°C.
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Apéndice G: equacdes do ajuste exponencial do perfil de liberagdo das Np-Ag a partir do
biocomposito FC/Np-Ag, nas temperaturas de 23, 30 e 37°C.

Temperatura Equacio Ajuste
(°C) quac Exponencial
23 y= -7,631E-4 exp(-x/46,23099) -0,00662(-x/46,23099) + 0,00965 R?= 08853
30 y=-0,00306 exp(-x/104,1373) -0,00293(-x/104,13729) + 0,00951 R%=0,9122
37 y=0,08089 exp(-x/31,47181) -0,08516(-x/30,82485) + 0,00661 R?=0,0388

Apéndice H: didmetros dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano e desvios padrao para
o teste de sensibilidade bacteriana as Np-Ag.

E. Coli S. aureus
Amostra Média Desvio Meédia Devio
(mm) Padrdo (mm) Padrdo
Membrana no extrato - - - -
FC/Np-Ag 1 mM 13,76 0,59 12,86 0,81
FC/Np-Ag2 mM 12,06 1,72 15,75 0,42
FC/Np-Ag 3 mM 12,45 1,38 13,51 0,47
FC/Np-Ag4 mM 14,06 0,82 14,38 1,63
FC/Np-Ag5 mM 17,11 0,88 16,47 1,12




