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CAPITULO

2 O Estratégias de modificacdo quimica superficial da
celulose bacteriana (CB) e preparacéo de biocompdsitos
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RESUMO

Estratégias a fim de superar os pontos fracos dos
biopolimeros e ampliar sua area de aplicacdo vém
sendo largamente estudadas, e uma das alternativas
consiste em combina-los com outros materiais

1 INTRODUCAO

(plastificantes, outros polimeros e biopolimeros,
extratos naturais, agentes antimicrobianos, grupos
aminoalquil, agentes reticulante). Este estudo
buscou investigar a melhor estratégia de
incorporacdo da solucdo aquosa de schizophyllan
(SPG) na membrana de celulose bacteriana (CB)
com 0 objetivo de conferir ao produto final
propriedades atraentes para aplicagcfes na area
médica. Para promover maior afinidade entre os
biopolimeros, a membrana de CB foi modificada
com um aminosilano. Metodologias diferentes
foram testadas e a eficiéncia de incorporagdo do
SPG em matriz de CB foi avaliada. Por
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
foi possivel identificar que a CB que foi
funcionalizada apresentou bandas em torno de 1600
cm-1 atribuidas as deformacBes de grupos NH2.
Entretanto, a andlise de difratometria de Raios X
(DRX) ndo revelou a presenga do SPG, mas usando
outra metodologia o SPG estava presente pelo
surgimento de um novo pico em aproximadamente
28 ° (20). Existe um indicativo pelas imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV) da
presenca do SPG na matriz da celulose. Quanto a
estabilidade térmica dos biocompdsitos nao
ocorram mudangas significativas que
comprometessem a sua aplicabilidade. Este estudo
mostrou que as metodologias abordadas s&o
complementares e devem ser fundidas para
obtencdo de melhores resultados e que uma das
metodologias aplicadas aos biopolimeros sem
modificagdo deve ser melhor investigada.

Palavras-chave: Schizophyllan, Celulose
Bacteriana, Grupo Aminoalquilsilano.

Os polissacarideos sdo biopolimeros que ocorrem largamente na natureza em algas, plantas,

animais, bactérias e fungos, e representam grande parte da biomassa do planeta. Devido a versatilidade

desses materiais e biodegradabilidade, alguns desses polissacarideos estdo sendo utilizados nas

indUstrias de embalagem, alimenticia, farmacéutica e biomédica como materiais sustentaveis e

renovaveis (TORRES et al., 2019). Esses biopolimeros estdo cada vez mais presentes em aplicacoes

\E biomédicas, como em curativos na cicatrizacdo de feridas por serem de origem natural, abundantes na 11

natureza, absorventes, nao toxicos, ndo imunogénicos e apresentarem custo relativamente baixo. Além
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disso, componentes bioativos podem ser incorporados a esses biopolimeros a fim de auxiliarem no
processo de cicatrizacdo (ADUBA Jr; YANG, 2017).

O schizophyllan (SPG) é um polissacarideo produzido pelo fungo basidiomiceto Schizophyllum
commune e consiste de B-(1—3)-D-glucana na cadeia principal e B-(1—6)-D-glucosil na cadeira
lateral, a cada trés unidades de glucose (RAU et al., 1992). O SPG foi descrito pela primeira vez na
literatura no final da década de 1960 e o interesse por este polissacarideo aumentou fortemente a
medida que a comunidade cientifica comecgou a aponta-lo como sendo eficaz contra infeccdes e
tumores (CARVALHO et al., 2021). Este biopolimero vem sendo descrito por apresentar bioatividades
incluindo atividades imunomoduladoras, anticancerigenas, antitumorais, anti-inflamatorias e
antioxidantes (DU et al., 2016; ZHANG et al., 2013; ZHONG et al., 2015). Além disso, apresenta
efeito cicatrizante em feridas (SEO et al., 2019) e também pode ser empregado em produtos cosméticos
com diversos beneficios para a pele (CONTIPRO, 2022, web).

O SPG apresenta baixa capacidade de formacéo de filme (HAMEDI et al., 2020), caracteristica
que pode ser limitante para determinadas aplicacdes. Por esse motivo, novas tecnologias se fazem
necessarias para suplantar algumas limitacGes quanto a aplicacdo. Na literatura € possivel encontrar
alguns estudos em que o0 SPG pode apresentar um melhor desempenho em combinagdo com outros
polimeros na aplicacdo em curativos (SAFAEE-ARDAKANI et al., 2019a; SAFAEE-ARDAKANI et
al., 2019b; SAFAEE-ARDAKANI et al., 2022; HAMEDI et al. 2020; HAMEDI| & SHOJAOSADATI,
2021; MUTHURAMALINGAM et al. 2019). Hamedi et al. (2020) desenvolveram um novo hidrogel
combinado pelos biopolimeros de celulose bacteriana (CB) e SPG com propriedades mecanicas,
capacidade de absorcdo de agua e atividade antibacteriana incrementadas. A fim de promover melhor
interacdo com o SPG, a CB foi primeiramente funcionalizada com 3-(aminopropil)trietoxisilano
(APTES) e o compdsito reticulado com glutaraldeido.

O glutaraldeido é um agente de reticulacdo comumente utilizado, mas que pode causar alguns
efeitos colaterais indesejaveis e risco a satde. Outros caminhos vém sendo explorados, como o uso de
4cidos carboxilicos (acido citrico) (CIECHOLEWSKA-JUSKO et al., 2021; FRONE et al., 2020;
MEFTAHI et al., 2018). Aldeidos considerados “verdes” também vém sendo utilizados como agentes
de reticulagdo, como a vanilina (FRONE et al., 2020; PENG et al., 2010; TOMADONI et al., 2019;
XU etal., 2018; ZHANG et al., 2015; ZOU; L1I; LI, 2015) e o cinamaldeido (GADKARI et al., 2019;
GAO; YANG, 2017). Além disso, esses aldeidos podem apresentar outras propriedades interessantes
em aplicacdes biomedicas (COX et al., 2021; TOMADONI et al., 2019).

Outro polissacarideo € a celulose bacteriana (CB) que pode ser obtida por culturas estaticas que
produzem uma membrana de celulose na interfase liquido/ar (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

A biossintese da CB ocorre quando as bactérias polimerizam residuos de glucose em cadeias lineares
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de B-1,4-glucana (CZAJA et al., 2006). Algumas das principais vantagens da CB sdo a sua estrutura
nanoporosa, alto teor de agua e grupos hidroxila livres (CACICEDO et al., 2016). A ultima
caracteristica é importante na modificacdo quimica da CB, que € possivel justamente pela presenca de
grupos hidroxila em sua estrutura (WAHID et al., 2021). Pode-se citar outras propriedades da CB
como a alta pureza, biocompatibilidade, ndo toxicidade, estabilidade mecanica, permeabilidade a
liquidos e gases (PORTELA et al., 2019; SULAEVA et al., 2015). A CB se apresenta como um
material promissor para aplicagdo como curativo no processo de cura de feridas, pois fornece um
ambiente umido acarretando em melhor cicatrizagdo, mas nao possui atividade antimicrobiana a fim
de prevenir possivel infeccdo (LIYASKINA et al., 2018; MANEERUNG; TOKURA;
RUJIRAVANIT, 2008; BARUD et al., 2016).

No que se refere a area de tecnologia de materiais, os biopolimeros podem ser complementares,
a mistura da CB com diferentes biopolimeros pode ser alcancada por mistura fisica, grafitizacdo
quimica ou pelo uso de agente de reticulacdo, cross-linker (WAHID et al., 2021). Alguns exemplos de
misturas de CB com outros biopolimeros sdo, a quitosana (CACICEDO et al., 2020), dextrana (LIN et
al., 2017) e o SPG (HAMEDI et al., 2020). Desta forma, este estudo teve como objetivo abordar uma
estratégia de desenvolvimento de uma membrana biocompdsito candidata a aplicagdo como um

curativo na cicatrizacdo de feridas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

As membranas de CB foram produzidas no laboratorio de Biotecnologia 1 (Biotec 1) da
Universidade da Regido de Joinville — Univille, utilizando a bactéria Komagataeibacter hansenii
ATCC 23769 em meio de cultivo Hestrin-Schram - HS. O (3-Aminopropil) trietoxisilano (APTES ou
APTS) (99%) (CAS Number 919-30-2) foi adquirido da Sigma-Aldrich. A Vanilina (99%) (CAS
Number 121-33-5) foi adquirida da Sigma-Aldrich. O SPG comercial foi gentilmente fornecido pela

empresa da Republica Checa Contipro intermediado pelo grupo MCassab — Brasil.

2.2 PRODUCAO DE CB

O meio de cultivo, tanto na fase de ativacdo das células (pré-indculo) quanto na fase de
producdo das membranas foi o meio HS, constituido de: manitol (20 g L), peptona de soja (5 g L),
extrato de levedura (5 g L), fosfato dissodico (2,7 g L) e &cido citrico (1,15 g L) (HESTRIN;
SCHRAMM, 1954). O meio para obtenc¢do do inéculo e 0 meio de cultivo foram autoclavados a 121
°C por 20 min a 1 atm. Para preparagdo do indculo, uma suspenséo de células de densidade Optica

(DO) igual a 1, medida em espectrofotdmetro, a 600 nm foi preparada. As células foram incubadas a
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30 °C, sob condicao estatica, por 24 h. Apos este periodo, o inéculo foi transferido para o meio de
cultivo HS a uma taxa de 20% (v/v). Esta etapa foi conduzida em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio para crescimento (40 mL de meio HS + 10 mL de indculo) e incubados a 30
°C em condic&o estatica por 12 dias para a formacdo das membranas Umidas de CB (FISCHER et al.,
2017). Para a remocao das células bacterianas, as membranas de CB foram lavadas com &gua destilada
e transferidas para um Becker contendo NaOH 0,1 M em banho-maria a 80 °C por 1 h. As membranas
foram lavadas abundantemente com agua destilada repetidas vezes, a fim de remover residuos celulares
bacterianos, componentes do meio e 0 excesso de NaOH. O processo de lavagem foi finalizado até
atigir pH proximo da neutralidade. Posteriormente, as membranas umidas foram autoclavadas em agua
destilada a 121 °C por 20 min a 1 atm e mantidas a 4 °C até uso futuro. A Figura 1 apresenta um

esquema simplificado da metodologia de producéo da CB.

Figura 1 — Etapas de produgdo das membranas de CB

Inicio

Placa de K. hansenni Preparaciodo inI’)culo (meio HS) Preparac¢iodo meio HS e esterilizacio

Separaciodo meio HS Incubacio Transferéncia de 10 mL de inéculo
das membranas de CB (30 °C por 12 dias) para 40 mL de meio HS

wig

Purificacao em NaOH Lavagemda CB Esterilizacdioem Membrana imida de CB
com Agua destiladaatépH 7  autoclave

2.3 MODIFICACAO QUIMICA SUPERFICIAL DA CB COM APTES
Metodologias de modificacdo quimica superficial de membranas de CB com o uso de APTES
foram testadas com base inicialmente na metodologia proposta por Frone et al. (2020) com adaptagdes

e suas variagOes estdo apresentadas na Tabela 1. As metodologias foram selecionadas primeiramente

© com base em analises visuais conjuntamente como a andlise de FTIR. As metodologias escolhidas

foram denominadas de Procedimentos 3 e 9 e estudadas com maior profundidade e consistem
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basicamente em: primeiramente, 1,0 g de APTES foi pré-hidrolisado em uma mistura de 100 mL de
agua destilada e etanol absoluto (99,8%) (90/10 v/v%) a temperatura ambiente por 2 h. Um total de 5
membranas Umidas purificadas de CB foram adicionadas a solugéo de silano e agitadas a temperatura
ambiente por 24 h. As membranas foram retiradas da solugdo de APTES e liofilizadas para evitar o
colapso dos poros da CB amino-funcionalizada (CBA) antes da reacédo de condensacao (aquecimento).
As membranas foram aquecidas em estufa com circulacdo de ar a 110 °C por 2 h a fim de promover a
reacdo quimica de condensacdo. Apoés resfriamento, as membranas modificadas foram submetidas a
lavagens diferenciadas conforme procedimentos descritos abaixo:

- Lavagem do Procedimento 3: nesta etapa 5 lavagens com alcool etilico 96% foram realizadas
de 10 min em banho ultrassénico. As membranas foram lavadas em agua destilada.

- Lavagem do Procedimento 9: esta etapa foi conduzida em 2 fases em banho ultrassénico com
enxagues de 10 min, da seguinte forma: na primeira etapa as membranas foram mergulhadas em
etanol/agua (30/70%), depois no segundo enxague em etanol/agua (70/30%) e no terceiro enxague em
etanol (100%). Na segunda etapa foi realizada a rehidratacdo em etanol/agua (70/30%), etanol/agua
(30/70%) e &gua destilada (100%) (overnight).

Posteriormente, as membranas foram congeladas, liofilizadas e acondicionadas em dessecador;
denominadas de CBA P3 (CBA do Procedimento 3) e CBA P9 (CBA do Procedimento 9).

Tabela 1- VariacBes nas metodologias utilizadas neste estudo.

Metodologia eta(cg:ézg)ua AP(;)ES S(()rlrlljﬁ?o merﬁ.bcrjgnas Tipo de lavagem
1 90/10 0,5 50 20 Soxhlet/etanol
2 90/10 1 100 5 Ultrassom/etanol
3 10/90 1 100 5 Ultrassom/etanol
4 90/10 0,5 50 10 Ultrassom /etanol+4agua
5* 10/90 0,05 100 5 Ultrassom /etanol+4agua
6 10/90 0,05 100 5 Ultrassom /etanol+4agua
7 10/90 0,5 100 5 Ultrassom /etanol+4agua
8 10/90 0,1 100 5 Ultrassom /etanol+4agua
9 10/90 1 100 5 Ultrassom /etanol+4agua

* Aquecimento 70 °C overnight

2.4 PREPARACAO DOS BIOCOMPOSITOS

A metodologias utilizadas nesta etapa do estudo foram:

- Metodologia 1: uma solugéo de SPG (1% m/v) foi preparada. A membrana de CBA P3 foi
molhada na solucéo aquosa de SPG (1 mL), e entdo agua destilada (10 mL) foi adicionada para facilitar
a agitacdo constante das membranas a 50 °C por 72 h. Ao fim deste periodo, a vanilina (solugdo em
etanol 2%) foi adicionada em massa na proporcdo de 50% em relacdo a massa seca de CBA. A
membrana foi mantida 50 °C por 3 h sob agitagédo constante (150 rpm), sendo posteriormente lavadas

(ultrassom por 30 min), congeladas e liofilizadas. O biocompdsito foi denominado CBA-SPG-VA (1).
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- Metodologia 2: primeiramente solucdes aquosas de SPG e SPG-D (0,5% m/v) foram
preparadas. As membranas de CBA P9 foram colocadas em um funil metalico com vacuo e submetidas
a passagem das solucBes aquosas de SPG e SPG-D (2 mL) através de seus poros, o processo foi
finalizado quando encerrou-se a passagem da solucdo de SPG e SPG-D. As membranas foram
mantidas por 24 h a 30 °C sem agitacdo. A solucdo de vanilina:etanol (2% m/v) foi adicionada
considerando proporc¢do de 2:1 em massa (CBA:VA). As membranas foram mantidas 50 °C por 3 h
sob agitacdo constante (150 rpm) com &gua mili-Q (8 mL). As membranas foram lavadas com agua
destilada em ultrassom por 30 min para remover quaisquer excedentes, sendo posteriormente
congeladas e liofilizadas. Os biocompésitos foram denominados CBA-SPG-VA (2) e CBA-SPG-D-
VA (2).

- Metodologia 3: uma solugdo aquosa de SPG (1% m/v) foi preparada. A CB foi colocada em
um funil metalico com vacuo e a passagem da solucdo aquosa de SPG foi forcada a passar (2,5 mL)
através de seus poros. A CB foi mantida por 24 h a 30 °C sem agitacdo, sendo posteriormente
congelada e liofilizada. O biocompdsito foi denominado CB-SPG. Né&o foi realizada a reticulacdo da

amostra.

2.5 CARACTERIZACAO
2.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo dos grupamentos funcionais das membranas de CB, CBA P3, CBA P9 e dos
biocompositos foram feitas por FTIR, em um equipamento da Perkin Elmer Spectrum One no
Laboratorio de Caracterizagdo de Materiais da UNIVILLE, no intervalo de 4.000 a 650 cm™, resolucéo

de 4 cm™ e acessorio de refletancia total atenuada (ATR).

2.5.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

As medicdes de XPS foram realizadas nas amostras de CB, CBA P3 e CBA P9 no laboratorio
de plasma, filmes e superficies da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) usando um
espectrometro K-Alpha (Thermo Scientific) equipado com uma fonte monocromatica de Al Ka
(1486,6 eV) e pressdo base de 10 mBar. Os espectros de XPS foram registrados como espectros de

pesquisa (passo de 1 eV) a uma energia de passagem de 200 eV.

2.5.3 Difratometria de Raios X (DRX)
Analises de DRX das amostras de CB e dos biocompositos foram realizadas na Universidade
do Estado de Santa Catarina — UDESC em um difratbmetro Shimadzu modelo XRD-7000, com
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radiacio de cobre K, comprimento de onda, A =1,54 x 107, tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA,

com velocidade de varredura de 2°/min e intervalo de 5° a 70° (20).

2.5.4 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie de membranas de CB, CBA P3 e CBA P9 e dos biocompdsitos
foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura em um microscopio Eletronico de Varredura
Field Emission, modelo JSM-6701F, de fabricacdo da JEOL LTD, com tenséo de 15 kV. Imagens de
5.000 e 10.000 vezes foram obtidas. A determinacdo da espessura média das fibrilas das membranas
foi realizada utilizando o programa ImageJ, nas fotos obtidas por MEV com média de 10 medidas e

desvio padrao.

2.5.5 Andlise térmica— TGA

As andlises termogravimétricas (TGA) das amostras de CB, CBA P3, CBA P9 e biocompdsitos
foram realizadas no Laboratério de Materiais da UNIVILLE em um equipamento da TA Instruments
modelo TGA-Q50. As amostras liofilizadas foram aquecidas de 25 a 1000 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte (N2) em um porta amostra de platina.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE ESTRUTURAL POR FTIR, XPS E DRX

Na Figura 2A estdo apresentados os espectros de FTIR da CB, CBA P3 e CBA-SPG-VA (1).
Perfis de espectros similares foram encontrados na literatura para a CB produzida pelas bactérias K.
xylinus e K. hansenni (CACICEDO et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2020). A banda na regido de
3340 cm™ ¢ caracteristica de vibraco de estiramento O-H na celulose (FERNANDES et al., 2013;
LIN et al., 2013) e pode ser atribuida a celulose tipo | (MOHARRAM; MAHMOUD, 2008). Esta
mesma banda para a CB P3 tornou-se mais ampla, o que pode ser atribuido a sobreposi¢do com o sinal
de vibragdo de estiramento de NH2> (HAMEDI et al., 2020; HAMEDI; SHOJAOSADATI, 2021). A
banda por volta de 2900 cm™ da CB é atribuida ao estiramento C-H de grupos CHz e CHz (WANG et
al., 2018). O incremento da banda em torno de 2900 cm™! para a CBA P3 pode estar associado as
vibrac6es CH> da porcao propil da porcédo silano (FERNANDES et al., 2013; SAINI; BELGACEM;
BRAS, 2017). A banda por volta de 1645 cm™ ¢ caracteristica de vibragio de deformagdo de H-O-H
das moléculas de agua absorvida na celulose (GEA et al., 2011; WANG et al., 2018). A banda em
1162 cm™* corresponde ao estiramento assimétrico C-O-H na ligacdo p-(1—4) (WANG et al., 2018).
Bandas em 1058 e 1034 cm™ sdo atribuidas a deformacéo de ligagdo C-O-H de carboidratos ou
vibracdo do anel C-O-C de piranose (WANG et al., 2018).
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No espectro da CBA P3, observa-se duas bandas novas em 1560 cm™ e 1480 cm (indicadas
pelas setas) e outra banda em 1600 cm™ que podem ser atribuidas as deformacdes de grupos NH:
(FERNANDES et al., 2013; FRONE et al., 2020; HAMEDI et al., 2020; SAINI; BELGACEM; BRAS,
2017). Outra banda em torno de 870 cm™ aparece no espectro de CBA P3 e pode ser atribuida a
deformacéo de grupos amino primarios (NHz) (HAMEDI et al., 2020).

A presenca de ligagdes Si—O—celulose e —Si—O—Si— que correspondem a condensacao dos
grupos hidroxila do derivado de silano com os grupos hidroxila da CB; e silandis que reagem entre
eles mesmos, respectivamente, ndo sdo facilmente visualizados por FTIR, visto que essas vibragoes
tipicas ocorrem por volta de 1150 e 1135 cm™! e sdo mascaradas pelas grandes e intensas bandas de
vibragdo C—O—C da CB (FERNANDES et al., 2013).

Comparando CBA-SPG-VA (1) com CBA P3, observou-se que as bandas em torno de 1560 e
1480 cm™* desapareceram, sendo um indicativo da efetiva reticulagdo com vanilina pela dimuigdo de
grupos NHz. A banda em torno de 1640 cm™ no espectro do filme CBA-SPG-VA (1) (ambos os lados
da amostra) pode ser um indicativo de ligacdo C=N pela adi¢cdo da vanilina como agente reticulante
(FRONE et al., 2020; TOMADONI et al., 2019; ZHANG et al., 2015; ZOU; LlI; LI, 2015).

Na Figura 2B estdo apresentados os espectros de FTIR da CB, CBA P9, CBA-SPG-VA (2).
Para a amostra CBA P9 pode-se observar alguma mudanca na intensidade relativa na regido de ligacéo
C—0O—C da celulose (Figura 2B - identificado por seta); entretanto, bandas caracteristicas de grupos
NH2> ndo sdo identificadas no espectro, sugerindo que ndo tenha ocorrido a modificagdo com o
aminosilano. Optou-se por andamento dos estudos devido a maior homogeneidade e qualidade das
amostras de CBA P9.

Na Figura 2C estdo apresentados os espectros de FTIR da CB e CB-SPG. Para CB-SPG pode-
se observar mudancas no perfil do espectro em comparacdo a CB relacionadas a regido caracteristica
do anel de piranose e a banda caracteristica de vibracdo de estiramento O-H que sofreu alargamento
(lado 1) podendo ser resultado da presenca do SPG. A ligagao [ caracteristica do SPG encontra-se na
faixa de 884-892 cm™ (HAMEDI et al., 2020) e ficaram de dificil definicio nos espectros.
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Figura 2 - Espectros de FTIR: A) CB (a), CBA P3 (b), CBA-SPG-VA (1) — lado 1 (c) e CBA-SPG-VA (1) — lado 2 (d); B)
CB (a), CBA P9 (b), CBA-SPG-VA (2) — lado 1 (c), CBA-SPG-VA (2) — lado 2 (d); C) CB (a), CB-SPG — lado 1 (b) e
CB-SPG - lado 2 (c).
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Com intuito de confirmar os resultados obtidos por FTIR, a analise de XPS foi realizada para
as membranas CBA P3 e CBA P9. Esta analise auxiliou na determinacdo da composi¢do quimica da
superficie de membranas da CB e das membranas amino-funcionalizadas, sendo um indicativo da
efetiva ou ndo modificacdo realizada com o aminosilano. O espectro de XPS da membrana de CB
mostrou dois picos principais em 286,08 e 533,08 eV detectados, correspondendo a adsor¢éo de C 1s
e O 1s, respectivamente, 0 que indica que os principais componentes da CB sdo C e O (HE et al.,
2020). Picos quase imperceptiveis aparecem indicando os elementos célcio (Ca) e fluor (F); entretanto,
esses elementos ndo deveriam estar presentes. Na Figura 3, as varreduras dos espectros de XPS
mostram claramente dois picos principais paraa CBA P3 em 285,08 eV e 531,08 eV que correspondem
as adsorgdes C 1s e O 1s, respectivamente. Além disso, trés novos picos estdo presentes, um novo pico
em 399,08 eV na regido N 1s e dois picos em 102,08 eV e 153,08 eV correspondentes as energias de
ligagéo de Si 2s e 2p, respectivamente (SHAO et al., 2017). De acordo com os resultados de XPS, a

Tecnologia avangadas e suas abordagens
Estratégias de modificacdo quimica superficial da celulose bacteriana (CB) e preparacao de
biocompadsitos



amostra CBA P9 ndo apresenta indicios de efetiva modificacdo superficial com o aminosilano,

confirmando resultado de FTIR.

Figura 3 — Espectros de XPS: CB (a), CBA P3 (b) e CBA P9 (c).
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As misturas foram estudadas por DRX a fim de analisar as alteragdes causadas pela
incorporagdo do SPG na matriz de CBA P3 e CBA P9. A CB apresentou angulos de Bragg em 20 =
14,5°,16,9° e 22,9° (CACICEDO et al., 2020). Ligac¢des de hidrogénio mais fracas podem resultar em
mudanca de cristalinidade da estrutura de rede da CB (CACICEDO et al., 2020). Entretanto, mudancas
pouco significativas podem ser visualizadas (Figura 4A - espectros a e b), o que ndo corrobora com 0s
resultados obtidos por Hamedi; Shojaosadati (2021) em que constataram que a intensidade dos picos
caracteristicos da CB diminuiu e o pico em 17,2° (em 20) praticamente desapareceu, indicando
diminuicdo da cristalinidade da CB ap6s a amino-funcionalizacdo e adi¢do de SPG. Os resultados
indicaram a ndo bem-sucedida incorporacdo do SPG dentro da rede de CBA P3. Na Figura 4B
alteracOes nos espectros dos biocompositos pela incorporagdo do SPG (espectro b) na matriz de CBA
P9 podem ser visualizadas. Picos largos em torno de 28 ° (20) aparecem para o biocomposito, 0 que

pode ser um indicativo da presenca de SPG.
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Figura 4 - Difratogramas de raios de X: A) CB (a), CBA-SPG-VA (1) (b), SPG (c); B) CB (a), CBA-SPG-VA (2) (b), SPG
(©).
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3.2 ANALISE MORFOLOGICA POR MEV

As morfologias de superficie das membranas de CB, CBA P3, CBA P9 e dos biocompdsitos
estdo apresentadas na Figura 5 e auxiliam na identificacdo de mudancas na estrutura e porosidade das
membranas, assim como, na identificacdo da presenca do SPG na estrutura de CBA. Na Figura 5A a
CB apresenta uma estrutura de rede tridimensional (3D) bem organizada e uma morfologia porosa com
uma rede de microfibrilas espagadas caracteristicas da CB liofilizada (KIM et al., 2011; CACICEDO
et al., 2020). A CBA P3 (Figura 5B) em comparacdo com a CB revelou que a modificagdo com
aminosilano acarretou em diminuigdo na abertura entre as fibrilas, ou seja, um menor espagamento
entre elas. Isso também foi observado por Fernandes et al. (2013) em que as membranas de CB-NH>
mostraram uma estrutura de rede 3D tipica da CB; porém, as nanofibrilas apresentaram-se mais
espessas decorrente da cobertura com uma estrutura de silano 3D em que 0s autores associaram a
formacéo de pontes Si-O-Si. Shao et al. (2017) também observaram uma morfologia espessa e densa

devido a cobertura com grupos aminoalquilsilano na superficie da membrana de CB amino-
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fbncionalizada com APTES. A amostra CBA P9 (Figura 5C) apresentou um perfil de fibrilas mais
homogéneo quando comparada a CB, porém sem o espessamento visto na Figura 5B.

A adicéo da solucdo aquosa de SPG (1% m/v) ndo parece ter produzido mudancas significativas
na rede polimérica da CBA P3, porém para a CBA-SPG-VA (1), existe uma tendéncia de incremento
na porosidade. Este fato foi também percebido por analise visual, indicando que a reticulacdo quimica
com vanilina contribui para a recuperacao da amostra. A presenca do SPG néo fica clara.

A Figura 5E mostra que o SPG parece recobrir a superficie da CBA P9, observa-se claramente
a presenca de duas fases: a fase da CBA P9 (seta em vermelho) e a fase do SPG evidenciada pela parte
lisa (circulo em vermelho). Em outro estudo, Hamedi et al. (2020) observaram que apds a imersédo da
CB em solucédo de SPG (1% m/v) a morfologia de superficie da CB mudou, o espaco entre as fibrilas
foi preenchido e a rede de fibrilas foi totalmente coberta com o SPG, sendo a estrutura
significativamente alterada pelo acimulo de SPG. Ja neste trabalho, ndo se observou esta tendéncia de
preenchimento, o que pode ser influenciada pela quantidade de SPG utilizada. A morfologia de CB-

SPG deve ser investigada ainda.

Figura 5 — Micrografias de MEV de superficie de CB e CBA com aumento de 10.000x: A) CB, B) CBA P3, C) CBA P9,
D) CBA-SPG-VA (1), E) CBA-SPG-VA (2).

3.3 ANALISE TERMICA POR TGA

O estudo de degradacéo térmica das membranas de CB, CBA P3, CBA P9 e suas respectivas
misturas foi conduzido para melhor entendimento da estabilidade térmica e perfil de degradacdo das
membranas funcionalizadas com aminosilano e incorporagdo do SPG, bem como um indicativo de

efetiva modificacdo pelo percentual de residuo resultante ao final da curva TG.
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Geralmente a CB apresenta dois eventos significativos de perda de massa. O primeiro evento
ocorre entre 25 °C até 150-200 °C relacionado principalmente a evaporacao de agua; o segundo evento
com maior perda de massa é observado em torno de 330 °C (BARUD et al., 2011; CACICEDO et al.,
2020).

Uma queda brusca de massa proximo de 334 °C (Tonset) € Observada para a CB com perda de
massa em torno de 86%, esse evento de perda de massa é descrito na literatura como sendo a
degradacdo da celulose, caracterizada pela despolimerizacdo e decomposicdo de unidades glicosidicas
(VASCONCELOS et al., 2020). Neste segundo evento, para todas as membranas ocorreu a maior
perda de massa (%), esta queda em termos de massa inicia-se em 295 °C paraa CBA P3 e em 329 °C
para a CBA P9 (Tabela 2). A diminuicdo da temperatura de inicio de degradacdo para a membrana
CBA P3 é um indicativo de perda em estabilidade térmica que quando comparada a CB é de
aproximadamente 12%. Este valor de temperatura de inicio de degradacdo encontrado para todas as
membranas, possibilitam aplicacdes em que a CB necessite passar pelo processo de esterilizacdo em
autoclave em condicdes de 1 atm a 121 °C. As temperaturas maximas de degradacao (Tmax) paraa CB,
CBA P3 e CBA P9 ocorreram em 362 °C, 350 °C e 359 °C, respectivamente.

O residuo ao final da curva TG em 1000 °C para a CB é de 1,6% e correspondente a oxidacdo
e decomposicdo do residuo carbonizado e formacao de produtos gasosos de baixo massa molecular
(VASCONCELOS et al., 2020). O percentual de residuo da membrana CBA P3 em comparacdo a CB
aumentou em aproximadamente 92% e pode ser um indicativo da bem-sucedida funcionalizacéo da
membrana de CB com aminosilano pela presenca de material inorganico de SiO> (FERNANDES et
al., 2013). Para a CB P9, o percentual de residuo praticamente nulo pode estar associado a ndo
funcionalizacdo da membrana, confirmando os resultados obtidos por FTIR e XPS. Frone et al. (2020)
encontraram valores de residuo (até 700 °C) para a CB e CB amino-funcionalizada de 4% e 12,5%,
respectivamente.

A estabilidade térmica e o perfil de decomposicdo dos biocompdsitos em comparacdo aos
biopolimeros puros foram avaliados também por termogravimetria. O inicio da principal perda de
massa ocorreu em temperaturas mais baixas para os biocompdsitos em comparagédo a CB. O percentual

de residuo inorganico para 0s biocompositos aumentou em comparacao a CB.
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Tabela 2 — Principais dados obtidos das curvas TG da CB, CB amino-modificadas e biocompositos.

Dados da curva TG
Amostras i °
o °C Toa °C Perda ((j)/i massa Residuo eo;: 1000 °C
BC 333,99 361,82 86,46 1,60
CBA P3 295,06 350,20 48,37 19,41
CBA P9 328,62 359,22 81,41 0,41
CBA-SPG-VA (1) 334,11 360,09 84,87 4,68
CBA-SPG-VA (2) 330,27 353,83 79,43 3,72
CB-SPG 322,30 355,88 77,57 2,07
4 CONCLUSOES

Membranas de CB amino-funcionalizadas foram obtidas usando em maior concentracdo agua
destilada sem ajuste de pH. Observou-se que mudancas na lavagem das membranas influenciaram o
resultado final em termos de modificacdo. Perdas na porosidade foram observadas nas micrografias de
MEV o que pode influenciar na molhabilidade das membranas. A modificacdo com aminosilano parece
propiciar maior homogeneidade em relacdo ao tamanho de poros. Diante dos resultados, fica evidente
que ocorreram mudangas na amostra amino-funcionalizada (CBA P3) com a introdugdo da vanilina
(V). A membrana apresentou aspecto esponjoso e aparentemente um retorno a porosidade mais
proxima da CB. Testes mecanicos podem ser interessantes para comprovar questdo de resisténcia
incrementada sugerida pela anélise visual decorrentes da reticulacdo. Na metodologia 2 fica clara a
presenca do SPG na estrutura da CBA P9, mesmo ndo sendo amino-funcionalizada. Portanto, a
metodologia 2 foi testada no desenvolvimento de CB-SPG e a incorporagdo do SPG ainda deve ser
melhor investigada. As metodologias testadas sdo complementares e podem ser unidas para obtencéo

de melhores resultados.
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