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RESUMO

A busca por novos materiais leva em consideracdo fatores como a
necessidade de seu uso e a sustentabilidade. Atualmente, estudos tém sido
realizados para criar processos mais limpos, com utilizacdo de matérias-primas
renovaveis gerando produtos ndo agressivos ao meio ambiente sem perder em
qualidade ou desempenho. A producdo de celulose bacteriana (CB) e suas
aplicagcdes sdo um exemplo destes estudos. A motivagdo para a execucdo desta
pesquisa foi devido a nanocelulose ser um material muito versétil, de ampla
aplicacdo em &reas médicas, odontolégicas, materiais compdsitos reforgados,
cosmeética, eletrdnica, etc. A CB é produzida a partir da Gluconacetobacer xylinus e
se difere de seu par vegetal, principalmente devido ao seu carater de fibras
nanomeétricas, contra o carater micrométrico da vegetal. BCs sdo extraidas através
da parede celular da G xylinus, com isso sua estrutura macroscopica €
mecanicamente e fisicamente mais resistente, abrindo grandes oportunidades de
aplicacBes tecnolodgicas e biologicas, muito além das obtidas pela celulose vegetal.
O presente trabalho teve como finalidade produzir celulose bacteriana e, a partir
dela, obter as nanofibras deste material através de hidrélise acida utilizando acido
sulfdrico. Este tipo de tratamento é bastante utilizado na formagéo das nanofibras da
CB e serve para quebrar as microfibras em nanofibras. Para a investigacdo dos
resultados e possivel confirmacdo da formacdo das nanofibras, foram realizadas
vérias caracterizagbes. As analises termogravimétricas, de infravermelho e
microscopia eletronica de varredura, foram realizadas utilizando apenas a celulose
bacteriana e mostraram o comportamento térmico da celulose, os grupos funcionais
caracteristicos deste material e sua microestrutura. A microscopia de transmissao
realizada apds o tratamento acido revelou a formac&o de um reticulo tridimensional
pelas nanofibras, comprovando a extragdo da nanocelulose.

Palavras-chave: Celulose Bacteriana. Gluconacetobacer Xylinus. Nanofibras.



ABSTRACT

The search for new materials takes into consideration factors such as the
need for its use and sustainability. Currently studies have been conducted to create
cleaner processes, using renewable feedstocks generating products not harmful to
the environment without losing quality or performance. The production of bacterial
cellulose (BC) and its applications are an example of these studies. The motivation
for performing this study was due to nanocelulose be a very versatile material, with
wide application in medical, dental, reinforced composites, cosmetics, electronics,
etc.. The BC is produced from Gluconacetobacer xylinus and differs from its mate
plant, mainly due to its character of nanoscale fibers, micrometer against the
character of the vegetable. BCs are extracted through the cell wall of G. xylinus with
macroscopic structure that is mechanically and physically tougher, opening great
opportunities for technological and biological applications, far beyond those obtained
by vegetable cellulose. This study aimed to produce bacterial cellulose, and from
there, get the nanofibers this material by acid hydrolysis using sulfuric acid. This type
of treatment is widely used in the formation of nanofibers from BC and serves to
break the microfibers into nanofibers. For research results and possible confirmation
of the formation of nanofibers were several characterizations. The thermogravimetric
analysis, infrared and scanning electron microscopy were performed using only the
bacterial cellulose and showed the thermal behavior of cellulose, the functional
groups characteristic of this material and its microstructure. The transmission
microscopy performed after the acid treatment revealed the formation of a three
dimensional lattice by nanofibers, confirming the extraction of nanocelulose.

Keywords: Bacterial Cellulose. Gluconacetobacer Xylinus. Nanofibers.
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1 INTRODUCAO

A busca por materiais alternativos como os biopolimeros vém crescendo a
cada dia, devido a crescente preocupacdo ambiental relativa a poluicdo causada
pela utilizacdo de produtos ndo renovéveis (GOMES, 2011). Dentro deste contexto,
entre os varios polimeros existentes, tem sido dada uma atencdo especial aqueles
com origem de materiais renovaveis, onde se enquadra a celulose.

A celulose é o principal componente da parede celular das plantas e é
normalmente obtida industrialmente a partir do processamento da madeira para a
producdo de pasta celulésica (KLEMM et al., 2005), mas pode ser encontrada
também sob diversas formas de vida como em plantas verdes, fungos, protozoarios,
e procariontes. (DONINI et al., 2010).

Especificamente, a celulose bacteriana é produzida a partir de uma bactéria,
podendo ser a G. xylinus, e se difere de seu par vegetal devido ao seu carater de
fibras nanométricas quanto as fibras microfibras da celulose vegetal, além disso, é
considerada pura por ndo produzir lignina e hemicelulose. (JOZALA et al., 2011).

A CB, como também é conhecida, é extraida da parede celular da bactéria que
apresenta estruturas de multiplas camadas bastante complexas. Sua sintese € um
processo bastante oneroso, sendo a Uridina Difosfato-Glucose (UDPG) o precursor
da celulose. (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

Para obtencao das nanofibras de CB, utiliza-se a hidrélise acida desta, sendo
que este tipo de material é utilizado em diversas areas, devido as suas
caracteristicas excepcionais. Estas nanofribras s&o fibras que tém dimensdes
laterais que variam de 3-30 nm e contém ambas as por¢des cristalinas e amorfas,
assim chamados devido a suas caracteristicas fisicas de rigidez. (SILVA;
D’ALMEIDA, 2009).
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2 OBJETIVO
O principal objetivo deste trabalho foi produzir a celulose bacteriana a partir

da G. Xylinus e, a partir desta, produzir as nanofibras deste material.

Desse modo, os objetivos especificos séo:

a) Produzir a Celulose Bacteriana a partir da Gluconacetobacer Xylinus;

b) Purificar a celulose produzida com solugéo de 5% ou de 10% de NaOH
(miv);

C) Produzir as Nanofibras de CB a partir de hidrdlise &cida.

d) Caracterizar as Nanofiboras de CB por Microscopia Eletrbnica de

Transmissao.
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3  REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CELULOSE

A celulose € o polimero organico presente em maior quantidade na face da
Terra, representando 1,5 x 10' toneladas da produgdo anual de biomassa
(MACHADO, 2004) e, de acordo com Pinto (2007), este tipo de material juntamente
com seus derivados, séo os principais materiais de exploragéo industrial (papel, nitro
celulose, acetato de celulose, metil celulose, carboximetil celulose, industria
madeireira, como emulsificador, agente dispersante, agente gelificante, entre outras)
com um investimento econdmico consideravel. A celulose € o principal constituinte
da parede celular das plantas, além de sua matéria prima ser extremamente Util para
a fabricacdo de produtos ‘verdes’ e biocompativeis. A principal fonte para o
processamento de celulose continua sendo a polpa de madeira, usada em sua
maioria na produgéo de papel e papel cartdo. (KLEMM et al., 2005).

Por ser considerado um biopolimero de cadeias longas, a celulose (CeH100s)
pode ser encontrada sob diversas formas de vida como em plantas verdes, fungos,
protozodrios, e procariontes; em relagdo a sua estrutura, € constituida por unidades
de B-D-glicopiranose unidas por ligagbes glicosidicas B-(1 —»4), como mostra a
Figura 1. (DONINI et al., 2010; GOMES, 2011).
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Figura 1 — Formacao da cadeia de celulose pela unido de unidades de B-D-glucose
Fonte: Moraes, Nascimento e Melo (2005, p. 462)
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O polimero linear de celulose é fortemente associado através das ligacbes
de hidrogénio que sao responséaveis pela formacgéo das fibras de celulose. Moléculas

de celulose formam ligacbes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares,

como mostra a Figura 2, sendo que o primeiro tipo de interacdo é responsavel pela

rigidez da cadeia e o segundo pela formacéo da fibra vegetal. (DONINI et al., 2010).

H

g IIII\Il.l.I'.I'-lll.ILH_‘

-
<
-

I—['-Lf\_)-L
J——Hmimmn
possiveis.

H
Fonte: Barud (2006, p. 24).

Figura 2 - Estrutura linear da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligagc6es de hidrogénio
Devido ao fato da celulose ser o principal componente da parede celular de
plantas, ela contém impurezas como lignina, pectina e hemicelulose.

A celulose é um polimero que pode ser classificado em dois grupos: grupo

da celulose complexa e o grupo da celulose pura (SHODA, 2005 citado por DONINI
et al., 2010). A celulose nativa conhecida como pura, relaciona-se as obtidas

2004).

diretamente de seu estado natural, por exemplo, algoddo, celulose bacteriana e
complexas, que inclui a maior parte da celulose presente na natureza, como

celulose produzida por algumas algas. A segunda forma nativa é a das celuloses

componente fundamental da parede celular das plantas superiores. (MACHADO,

De acordo com Ross, Mayer e Benziman (1991), a celulose bacteriana € um
tipo de polissacarideo extracelular excretado por varias bactérias, particularmente

pela Acetobacter xylinus, como longas nanofibras. A celulose é um homopolimero
linear natural da glicose (CsH100s)n, com n variando de 500 a 5000. Este polimero é

altamente cristalino, o que o distingue da celulose vegetal. Quando se faz uma

comparagdo entre os diferentes tipos de celulose, estudos comprovam que a

Y

estrutura fisica da biocelulose (celulose bacteriana) é semelhante & celulose
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produzida pelas plantas, entretanto a biocelulose possui alta pureza quimica, ou
seja, ndo produz lignina e hemicelulose e, além disto, a celulose bacteriana possui
alta cristalinidade e boa resisténcia a tracdo, elasticidade, durabilidade, elevada
capacidade de absorcéo e retencdo de agua. E biodegradavel e biocompativel, ndo
toxica e ndo alergénica. (JOZALA et al., 2011).

A celulose bacteriana € um biopolimero bastante promissor, sendo um dos
biomateriais mais présperos para diversas areas de aplicagdo, especialmente para
aplicagbes em medicina reparadora. Pode ser obtida através de rotas de biossintese
por meio de bactérias de alguns géneros como: Gluconacetobacter, Rhizobium,
Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes e a forma de obtencdo desta, a torna livre de
impurezas além de diminuir o custo final do produto. (SHODA, 2005 citado por

DONINI et al., 2010).
3.2 GLUCONACETOBACER XYLINUS

A Gluconacetobacter xylinus é uma bactéria Gram-negativa, ou seja, a
parede da célula € constituida por estruturas de multiplas camadas bastante
complexas, estd composta por uma camada de peptidioglicano e trés outros
componentes que a envolvem externamente; lipoproteina, membrana externa e
lipopolissacarideo, tornando sua parede celular menos espessa. (BOSSOLAN,
2002). Este tipo de bactéria realiza a oxidag@o incompleta de diversos agucares e
alcodis, além de converter diversos compostos de carbono (hexoses, glicerol,
diidroxiacetona, piruvato e acidos carboxilicos) em celulose, geralmente com 50% de
eficiéncia. (BOSSOLAN, 2002).

A sintese de celulose bacteriana através da G. xylinus € um processo
preciso e especifico regulado por uma série de etapas, envolvendo um grande
ndmero de enzimas e complexos de proteinas cataliticas e regulatérias. Este
processo inclui a sintese de Uridina Difosfato-Glucose (UDPG), que é o precursor da
celulose, seguido da polimerizacdo de glicose em cadeias [(-1,4-glucanas e
associagdo destas cadeias nascentes em estruturas supramoleculares
caracteristicas (de fitas), formadas por centenas, ou até milhares, de cadeias
individuais de glicose, que dependem do organismo produtor de celulose.
(BIELECKI, 2005 citado por SALVI, 2010).
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A celulose bacteriana (CB) produzida pela Gluconacetobacter xylinus
representa um polimero natural inovador por conseguir combinar eficientemente as
importantes e bem conhecidas qualidades da celulose com as caracteristicas Unicas
dos nanomateriais. (SALVI, 2010). E um biopolimero fascinante e sustentavel,
caracterizado por uma combinacdo especifica de propriedades interessantes, tais
como:

e Alta Pureza

¢ Fibrilas Finas ( com elevada area superficial)
o Alta resisténcia mecanica

¢ Grande capacidade de retencao de agua.

A distinta morfologia das fibras de celulose assegura sua funcéo biolégica e
garante as inumeras aplicacdes. Na figura 3 estéo ilustradas as diferencas entre as

fibras de celulose bacteriana e vegetal.

Figura 3 — Micrografias de celulose bacteriana (1) e vegetal (2) obtidas por microscopio eletrénico
de transmissédo (MET).
Fonte: Donini et al. (2010, p. 166)

Os grupos hidroxilas livres presentes nas moléculas de celulose podem
formar ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Por meios dessas ligagbes de
hidrogénio, os arranjos cristalinos séo formados e, sdo geralmente imperfeitos a
longas distancias. Deste modo, a celulose se apresenta como fibras compostas de
regides ordenadas (cristalinas) e desordenadas (ndo-cristalinas). A predominancia

de cada regiéo varia de acordo com a origem da celulose. (PINTO, 2007).
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Na celulose bacteriana, por exemplo, as unidades glucosideas adjacentes
sdo unidas por fortes ligagcdes de hidrogénio intramoleculares, como ilustra a Figura
4.

Figura 4 — esquema das ligacdes de hidrogénio intramoleculares na celulose bacteriana.
Fonte: Salvi (2010, p.31).

A figura 5 apresenta valores de cristalinidade para algumas fontes de celulose

nativa.
Fonte de Celulose Xe (%)
Celulose de Algas >80
Celulose Bacteriana 65-79
Linters de Algodéo 56 - 65
Rami 44 - 47
Polpa Dissolida 43 - 56

Figura 5 - Grau de cristalinidade (X.) de celuloses nativas.
Fonte: Salvi (2010, p 32).
A celulose bacteriana por ser diferente da celulose vegetal em algumas
caracteristicas, como em sua microestrutura, apresenta excelentes propriedades
mecanicas sendo utilizada em diversas areas industriais (Figura 6). Também, devido

ao fato de ser bastante higroscopica, a CB desempenha um papel relevante nas
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areas quimicas, fisicas e tecnoldgicas, pelo fato de que, seus grupos hidroxila

interagem com moléculas de 4gua, mas ndo séo dissolvidos em 4gua por apresentar

uma estrutura supramolecular organizada. (KLEMM et al, 1998).

AREA

APLICACAO

Cosméticos

Estabilizador de emulsbes como cremes
condicionadores, polidores de unhas.

tbnicos,

IndUstria Téxtil

Roupas para esportes, tendas e equipamentos de
camping.

Mineragao e Refinaria

Esponjas para coleta de vazamento de 6leo, materiais
para absorcéo de toxinas.

Tratamento de lixo

Reciclagem de minerais e 6leos.

Purificagédo de esgotos

Purificacdo de esgotos urbanos, ultrafiltracdo de agua

Comunicagodes

Diafragmas para microfones e fones estéreos.

IndUstria de Alimentos

Celulose comestivel (“nata de coco”).

Industria de Papel

Substituic&o artificial de madeira, papéis especiais.

Medicina

Pele artificial temporaria para queimaduras e Ulceras,
componentes de implantes dentarios.

Laboratdrios

Imobilizacdo de proteinas de células, técnicas

cromatogréficas, meio para cultura de tecidos.

Eletronica

Materiais opto-eletronicos (telas de cristal liquido).

Energia

Membranas célula combustivel (paladio).

Figura 6 - Aplicagdo de celulose bacteriana

Fonte: Barud (2006).

3.1.1

Biossintese da celulose bacteriana através da G. Xylinius

A biossintese da celulose bacteriana depende de duas vias anfibdlicas
importantes, a via das pentoses e o ciclo de Krebs. (ROSS; MAYER; BENZIMAN,

1991). A via das pentoses participa da oxidagdo dos carboidratos e, no ciclo de
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Krebs, ocorre a oxidagdo dos &cidos organicos. A G. xylinus é incapaz de
metabolizar a glicose anaerobicamente devido & caréncia da fosfofrutoquinase-1,
enzima responséavel pela catalise da reacdo de fosforilagdo da frutose-6-fosfato a
frutose-1,6-difosfato, o que inviabiliza a glicolise. Assim, a sintese da celulose em G.
xylinus resulta de um pool metabdlico de hexose fosfato que é sustentada
diretamente pela fosforilagdo de hexoses exdgenas e indiretamente pela via das
pentoses e gliconeogénese. A conversdo da hexose fosfato em celulose € direta,
ndo dependendo, necessariamente, de clivagens intermediarias do esqueleto
carbonico. (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

A sintese de celulose por G. xylinus se da a partir da glicose transportada do
meio externo para o citoplasma da bactéria ou de fontes internas. A conversdo da
glicose transportada do meio externo para o citoplasma bacteriano é catalisada por
quatro enzimas, sendo elas: Glicoquinase, que € a enzima responsavel pela
fosforilagdo do carbono 6 da glicose, a Fosfoglicomutase que catalisa a reagéo de
isomerizagédo da glicose-6-fosfato para glicose-1- fosfato, a UDPG - pirofosforilase
(glicose — 1 - fosfato uridililtransferase) que sintetiza a UDP - glicose (UDPG) e a
Celulose Sintase (CS) que produz a celulose a partir de UDP-glicose (SWISSA et
al.,1980). A reacdo de sintese de CB constitui um processo oneroso para a célula,
consumindo cerca de 10% do ATP gerado no metabolismo bacteriano. Assim, a
energia empregada para a sintese da CB é proveniente do metabolismo aerdbio.
(CHAVEZ—PACHECO et al., 2004, citado por DONINI et al., 2010).

A Figura 7 ilustra um modelo hipotético da rota metabdlica para a

biossintese de celulose por G. xylinus.
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Figura 7 - Modelo hipotético da rota metabdlica para a biossintese de celulose por G. xylinus

Fonte: Donini et al. (2010, p. 166)

Nota: Glicoquinase ATP (1); Fosfoglicomutase (2); Glicose 6-fosfato desidrogenase (3);
Fosfoglicoisomerase (4); Frutoquinase ATP (5); Aldolase (6); Triose fosfato isomerase (7);
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (8); Fosfogliceratomutase (9); Enolase (10); Piruvatoquinase
(11); Piruvato difosfato diquinase (12); 6-fosfogliconato desidrogenase (13); Fosforribulose
epimeraase (14); Fosforribulose isomerase (15); Transacetolase (16); Transaldolase (17);
Frutoquinase (18); Piruvato desidrogenase (19).

3.2 NANOFIBRAS DE CELULOSE BACTERIANA

As nanofribras de celulose séo fibras com tamanho nanométrico que variam
de 3 a 30 nm e contém ambas as porg¢des cristalinas e amorfas, assim chamados
devido a suas caracteristicas fisicas de rigidez, de espessura e de comprimento.
(SILVA; D’ALMEIDA, 2009). Estes materiais sdo uma forma fibrosa de celulose que
tém dimensfes laterais que variam 3-30 nm e € obtida através de vérios
tratamentos, como descreve a literatura.

A obtencéo das nanofibras de CB é resultado da hidrdlise acida da celulose,
assim, € necessario isolar as fibras de celulose para depois proceder com a
hidrélise.
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A hidrolise acida de celulose (vegetal ou bacteriana) tem a fungcdo de
quebrar as microfibras em nanofibras onde, os ions hidrénio atacam as regides
amorfas dessas, de menor densidade e maior area de contato devido a
desorganizacdo das nanofibras causando uma clivagem hidrolitica das ligacdes
glicosidicas, liberando a nanoestrutura. O acido sulfurico € comumente utilizado,
mas pode-se realizar este procedimento utilizando o &cido cloridrico.

A vantagem de se utilizar o &cido sulfarico na hidrdlise, € que ele gera uma
solugéo coloidal estavel, provocada pela repulsé@o eletrostatica entre as nanofibras,
causada pela carga superficial negativa obtida da substituicdo dos grupos hidroxila
por grupos sulfatos, ap6s hidrélise. J& o acido cloridrico ndo provoca 0 mesmo
efeito, isto é, carregar a superficie das nanofibras.

Com &cido sulfdrico as nanofibras ndo precipitam nem floculam. Fatores
como o acido utilizado, a concentracdo do &cido, tempo de hidrélise e temperatura
podem determinar o tamanho das nanoparticulas, o rendimento e a qualidade da
solucdo das nanofibras (EICHHORN, 2010; PEREIRA, 2010), além disso, de acordo
com Silva e D’Almeida (2009) devido a diferentes procedéncias e condi¢cdes de
processos de isolamento, embora constituidos por moléculas de celulose, as
nanofibras podem apresentar particularidades em seu desempenho como particula

de reforco em compositos.

3.2.1 Aplicagbes para as nanofibras de CB

O interesse por este tipo de matéria prima, as nonofibras de celulose,
proveniente de fontes renovéveis, como a celulose bacteriana, tem crescido
principalmente por causa das caracteristicas excepcionais desses materiais, dos
beneficios ambientais e do baixo custo. (ROSA et al., 2009).

Varios estudos séo feitos em diversas areas utilizando este material como
base para o desenvolvimento de diversos produtos com caracteristicas especificas.
O preenchimento para reforco em materiais compoésitos € uma das aplicagbes mais
testadas por véarios autores, visando compoésitos mais leves, mais resistentes e
biodegradaveis. Outras aplicagbes s&o: sintese de materiais com nanoporos
uniformes, onde as nanofibras seriam misturadas com material resistente a altas

temperaturas e depois de mineralizados sao incinerados, deixando nanoporos,
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aumentando a superficie; papel condutor para fabricac@o de dispositivos eletrénicos
(capacitores, transistores, indutores) e papel inteligente (sensores, dispositivos de
comunicacdo, campos eletromagnéticos); filmes utilizados como embalagens para
alimentos e produtos farmacéuticos, como barreira contra umidade e oxigénio; filmes
Opticos transparentes, para embalagens transllicidas, e para telas de aparelhos
eletronicos, como celulares e computadores. (HUBBE et al., 2008).

Os nanocristais (e nanofibras) também exibem diferentes comportamentos em
solugdo. Podem estar igualmente dispersos numa solucdo coloidal estavel, ou
agregados formando feixes ou malhas. Os hidrogéis sdo redes macromoleculares
capazes de absorver e liberar a agua de uma forma reversivel, em resposta a
estimulos ambientais especificos. Essas redes podem reter moléculas maiores entre
0s espagos criados por interacdes fisicas e quimicas, desse modo, tanto servem de
peneiras moleculares como "solugdes solidas". Estes podem ser utilizados para a
criacdo de dispositivos "inteligentes"”, aplicAveis em uma variedade de campos
tecnoldgicos. Além disso, o hidrogel pode ser utilizado como absorventes de agua
para aplicacbes especificas, como por exemplo, produtos de higiene pessoal, ou
como dispositivos biomédicos, incluindo lentes de contato gelatinosas, revestimentos
de superficie lubrificantes, dispositivos de liberacdo controlada de drogas, curativos,
imobilizagdo de células e substratos de cultura celular tridimensional. (PEREIRA,
2010).

Além destas aplicacdes, diversos materiais a base de fosfato de calcio como
a CB/HAp (celulose bacteriana/hidoxepatita) também vém sendo bastante estudados
nos ultimos anos principalmente para aplicagbes tecnoldgicas na area de salde
voltada ao uso clinico. (WAN et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram realizados na Universidade Estadual
Paulista - Campus Lageado, na cidade de Botucatu- SP, utilizando-se a bactéria
Gluconacetobacer Xylinus fornecida pelo Laboratério de Microbiologia sob

responsabilidade do Prof° Dr. Alcides L. Le&o.
4.1 PREPARACAO DA 12 CULTURA DA BACTERIA G. XYLINUS

A preparacao da 12 cultura da bactéria foi realizada em ambiente totalmente
esterilizado e posteriormente acondicionada em temperatura de 30° C por um
periodo de 24 horas. ApOs este periodo, a 12 cultura da bactéria foi mantida sob
refrigeracdo. O meio de cultura utilizado foi o comercial (Alaban), que contém a
seguinte composi¢ao: 20% (m/v) de sacarose (ou agUcar cristal), 1% (m/v) de fosfato
acido de potassio, 0,5% (m/v) de extrato de levedura, 0,012% (m/v) de sulfato de
magnésio heptahidratado e 0,04% (m/v) de sulfato de aménio.

Para cada 100 ml do meio foi adicionado uma al¢ada da bactéria que estava

mantida sob refrigeragdo em placa de petri.

)

Figura 8 — 12 cultura da Gluconacetobacer Xylinus mantida sob
refrigeracéo
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 PRODUGCAO DA CELULOSE BACTERIANA

A producdo de CB, sintetizada pela bactéria Gluconacetobacter xylinus,
ocorreu em meio de cultura Alaban (comercial) a 30° C por um tempo determinado
de 3 a 6 dias, sob condi¢cbes estaticas em erlenmeyer de 200 mL, onde foi
adicionado, para cada 100 mL do meio de cultura, 5% da 12 cultura da bactéria.

As Figuras 9 (a) e (b) mostram a celulose bacteriana formada na camada
superior, apoés 4 dias de inoculacao.

(b)

Figura 9 — Celulose bacteriana formada apds 4 dias de incubacéo. (a)
visdo geral e (b) detalhe do frasco.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.3 LAVAGEM E PURIFICAGCAO DA CELULOSE BACTERIANA

Para realizar a lavagem da celulose bacteriana, apés trés a seis dias de
inoculacdo, as membranas de CB foram retiradas dos respectivos Erlenmeyers e
lavadas com uma solu¢cdo de 5% ou 10% (m/v) de hidroxido de soédio sob
aguecimento em uma temperatura de aproximadamente 80°C por 30 minutos. Este
procedimento foi repetido de trés a 8 vezes (se necessario), até que se obtivesse
uma celulose de coloragdo branca. Posteriormente realizou-se lavagens adicionais
com agua da torneira, até neutralizar o pH, e com agua destilada para remog¢ao dos
sais. As membranas de celulose ja purificadas foram acondicionadas em recipientes
contendo apenas agua destilada para futura utilizacéo.

As figuras 10 (a) e 10 (b), mostram respectivamente as membranas de
celulose sendo lavada em solugdo de NaOH, neste caso, com concentragéo de 5%

e, a celulose bacteriana sob diversas fases de purificagéo.
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(b)

Figura 10 — Purificac@o da Celulose Bacteriana. (a) Celulose Bacteriana sendo lavada em solugéo de
NaOH 5%, com temperatura constante de 80 °C; (b) Celulose Bacteriana sob diversas fases de
purificago.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 CARACTERIZAGAO DA CELULOSE

Para a caracterizacdo da membrana de celulose foram feitos analise de
morfologia em equipamento de microscopia eletrbnica de varredura,
termogravimetria, determinada através de um equipamento TG/DTA, e de

composicao quimica feita através de espectroscopia de infravermelho.

4.4.1 Analise Morfoldgica feita Através de Microscopia Eletronica de Varredura

A visualizacdo da amostra por microscopia eletrénica s6 € possivel apés a
metalizacdo da mesma para que este sofra um bombardeio de feixe de elétrons
altamente energéticos e a imagem deste seja formada através da emissdo de
elétrons secundarios e raios X pela amostra no estado excitado e do
retroespalhamento de elétrons primarios originados de colisGes inelasticas com o
sélido em analise. (SOUZA, 1996 citado por PEREIRA, 2010).

A morfologia da fibra analisada por microscopia eletronica de varredura foi
feita em um microscoépio eletrénico da Universidade Estadual Paulista — UNESP de
Botucatu, com a respectiva marca e voltagem: MEV Quanta 200 (FEI Company);
voltagem de 10-12 kV. Para a realizagdo desta analise, utilizou-se uma amostra

previamente metalizada (recobrimento de cobre).
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4.4.2 Analise Termogravimétrica

Na analise termogravimétrica que, de acordo com Wendhausen, P. A. P
fornece informagfes caracteristicas sobre o comportamento de materiais diante de
um aumento progressivo de temperatura e é a técnica na qual a mudanca da massa
de uma substancia é medida em funcdo da temperatura enquanto esta é submetida
a uma programacgao controlada, foi utilizado um equipamento TG/DTA Universal
Analysis, cujas condi¢Bes de analises foram:

Atmosfera de arraste: nitrogénio;

Fluxo géas arraste: 40 mL/min

Taxa de aquecimento: 10°C/min;

Intervalo de temperatura: ambiente até 600°C.

Por meio de graficos foi possivel comparar as curvas e picos visualizando o
efeito dos tratamentos. Esta técnica é muito utilizada para determinar a temperatura
de estabilidade térmica e avaliar a pureza das amostras. Esta andlise foi realizada

na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

4.4.3 Espectroscopiade Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica analitca que permite a determinacdo da estrutura molecular,
identificando grupos funcionais presentes e tipos de ligagdes quimicas.

Esta analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP

em equipamento Bomem MB-100, com resolucéo de 4 cm™ e 24 scans.

45 PREPARO DAS AMOSTRAS DE CELULOSE E EXTRAGCAO DAS
NANOFIBRAS

Para produzir as nanofibras de celulose bacteriana, inicialmente a celulose
foi parcialmente secada por um periodo aproximado de 2 horas (apenas para a
remogdo da maior parte da dgua) e, posteriormente tratada com uma solu¢éo de
acido sulfurico 50% (v/v) sob aquecimento com temperatura controlada em 45 °C por

2 horas e 10 minutos, segundo metodologia descrita por Orts et al. (2005) e
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adaptada pela autora. ApGs a hidrolise, a solucéo foi colocada em centrifuga em
rotacdo de 12000 rpm por 10 minutos para precipitar as nanofibras. O liquido foi
retirado e o produto de fundo foi lavado com agua deionizada até a neutralidade do
pH.

As figuras 11 (a), (b) e (c), mostram respectivamente 0 processo de
tratamento &cido da celulose bacteriana com &cido, no inicio, ap6s 1 hora e ao final

do tratamento.

(&) (b)

(€)

Figura 11 — Processo de tratamento acido da CB para obtengdo das
nanofibras. (a) inicio do tratamento da CB com &cido. (b) CB sendo tratada
com acido apés 1 hora. (c) CB ao final do tratamento com &cido.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.6 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS DE CELULOSE

As nanofibras de celulose foram analisadas através de Microscopia
Eletrénica de Transmisséao (MET), que permite visualizar as dimensdes, a forma e a
disposi¢céo das nanofibras de celulose. O equipamento utilizado na realizagdo deste
procedimento foi o MET CM100 (Philips) com voltagem de 80 kV. Para esta analise,
apdés o tratamento acido e posterior centrifugacdo, foi realizado o preparo da
amostra descrito a seguir:

A amostra de nanocelulose foi diluida em 4gua para uma concentracéo de
0,5% em peso. Para examinar sua morfologia, uma goticula de suspenséo foi
colocada sobre uma grade revestida de Cu com filme de carbono, deixando-se secar
a 70 °C, durante 10 min. Para melhorar o contraste na Microscopia Eletronica de
Trasmisséo, a nanocelulose foi corada em uma solugéo de 3% de acetato de uranila
durante 3 minutos, para aumentar o contraste e, consequentemente, aumentar a
definicdo da imagem e secou-se a 70 °C, durante 10 min. Apds a secagem da
amostra, foi realizada a caracterizacdo, utilizando o microscépio eletrdnico de

transmissdo do Laboratdrio de microscopia da UNESP - Botucatu.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 LAVAGEM E PURIFICACAO DA CELULOSE BACTERIANA

No processo de lavagem da celulose bacteriana, observou-se que, a
celulose lavada em solugéo de NaOH 5% demorou um pouco mais de tempo para
ser purificada e obter a coloragéo desejada. O procedimento descrito acima teve que
ser repetido de 5 a 8 vezes. Ja em comparacdo com a celulose lavada com a
solugdo de NaOH 10%, esta teve que ser lavada apenas 4 vezes, obtendo assim a
celulose purificada em um tempo reduzido. Nas duas concentragcbes de NaOH
utilizadas, os resultados finais foram idénticos, com a celulose totalmente purificada.

As Figuras 12 (a) e (b) mostram a celulose antes e apos a lavagem e

purificagéao.

(&) (b)

Figura 12 — Celulose Bacteriana. (a) Celulose Bacteriana sem ser lavada e purificada. (b) Celulose
Bacteriana ap6s lavagem e purificacéo.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 MORFOLOGIA DA MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA

A organizacdo morfoldgica da celulose bacteriana é definida por fibras que
sdo formadas pela juncdo das microfibrilas. As microfibrilas possuem dimensdes
maiores que 30 nm. A andlise morfoldgica da CB obtida por MEV (Figura 13) mostra
que as fibras de CB tém um alto entrelagamento sem diregcdo preferencial, com

estrutura fibrilar em que os poros estdo compactados.
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Figura 13: Microscopia Eletrdnica de Varredura da membrana de CB.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

O comportamento termogravimétrico da CB seca (Figura 14) foi tipico de
celulose, com degradacéo térmica ocorrendo no intervalo de temperatura de 250°C e
400 °C, com maxima degradacio em 333°C. Pode-se observar que a base do pico,
de forma nao simétrica, indica a presenca de degradacdo de impurezas com
temperatura ligeiramente inferior a da celulose, podendo assumir que o0 processo de
purificagcdo ndo foi completamente satisfatorio devido a possivel presenca de sais de

NaOH ou de alguma impureza presente no frasco de armazenamento.
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Figura 14: TGA/DTG da Celulose Bacteriana
Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O espectro de infravermelho (FTIR) da CB foi caracteristico de celulose. E
identificada na Figura 15 a presencga de alguns grupos funcionais caracteristicos da
molécula de celulose, como no pico de niumero 1 que apresenta uma banda de
absorgdo que varia ente 3400-3650 cm™ referente & deformacdo da ligacdo OH
(alcodis) e o pico de numero 2, que apresenta uma banda de absorcdo que varia

entre 1050-1150 cm™ referente & deformacéo da ligagéo C-O.
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Figura 15: FTIR da Celulose Bacteriana
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.5 OBTENCAO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE

Nas primeiras tentativas, realizou-se o procedimento de hidrélise acida
utilizando-se a membrana hidratada e ndo se obteve um resultado favoravel na
producdo das nanofibras de CB. Em outra tentativa, a hidrolise é&cida das
membranas parcialmente secas com solugdo de acido sulfurico 64% em 80 °C, levou
a completa dissolucdo da celulose. Com a mesma concentragdo de &cido, porém
com a temperatura de 50 °C, durante 45 minutos, a BC ficou completamente
degradada.

Entdo se optou por diminuir a concentragdo do acido sulftrico para 50%,
mantendo-se a temperatura em 50 °C durante 130 minutos. Este procedimento levou
a hidrélise das fibras de celulose a nanofibras, como apresentada pela Figura 16.

ApoOs adaptacdes da literatura e varias outras tentativas, os resultados

comecaram a ser favoraveis, sem problemas para obter o material desejado.

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A analise de microscopia eletronica de transmissdo demonstrou que foram
obtidas as nanofibras de CB com a aparéncia de um reticulado tridimensional, com
fibras menos entrelagadas e com dimensdes laterais menores que as microfibras de
CB antes do tratamento &cido (Figura 16 (a) e (b)). Apesar de obter nanofibras de
celulose, o processo de hidrélise néo foi perfeito, visto que ainda aparecem dominios
da membrana original (figura 16 b), sendo necessario um aperfeicoamento do

método de obtencéo.
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6 CONCLUSAO

A producgdo da celulose bacteriana a partir da bactéria Gluconacetobacer
xylinus foi realizada a partir do meio de cultura comercial Alaban, sob condi¢cdes
controladas de temperatura e por tempo determinado, obtendo assim resultados
positivos com relagdo ao produto final. A celulose obtida foi entdo analisada em
equipamento de microscopia de varredura que somente cComprovou sua organizagao
morfolégica que se apresentou em forma de fibras entrelagcadas sem direcédo
preferencial, formadas pela jungdo das microfibrilas, além da andlise
termogravimétrica e de infravermelho que analisaram a perda de massa da celulose
e 0s grupos funcionais caracteristicos deste material.

Ap6s a lavagem e purificacdo da celulose bacteriana e tratamento da
matéria prima com acido sulfurico, foi obtido as nanofibras de CB. A caracterizacdo
por microscopia eletrbnica de transmissdo, demonstrou que a hidrélise da
membrana tratada gerou as nanofibras, que interligadas, formaram uma rede

tridimensional.
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