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Extracao de celulose com vista a producao de compostos antimicrobianos: sintese,

caracterizacao e aplicacoes

Resumo

O processamento da celulose gera um grande volume de residuos, com bilhdes de toneladas de
biomassa ao ano. A destinacado destes, ¢ uma das problematicas ambientais que precisa ser tratada como um
dos grandes desafios a serem solucionados. Em paralelo a isto, 0 emprego de recursos renovaveis no
desenvolvimento de novos materiais tem atraido a atencéo de pesquisadores em todo o mundo, devido ao
impacto ambiental a ser mitigado, a disponibilidade limitada de recursos naturais, 0 aumento da tecnologia
empregada, e ainda a busca crescente por alternativas de recursos renovaveis para aumentar a eficiéncia
destas cadeias produtivas. Nesse contexto, devido a sua versatilidade quimica e estrutural, a celulose pode ser
empregue para obtencao de novos materiais funcionais e inteligentes, pois a sua modificacdo quimica pode
atribuir propriedades de interesse e ampliar sua aplicabilidade, de modo a inserir este recurso no contexto do
desenvolvimento sustentavel.

Portanto, este projeto de dissertacao objetivou o desenvolvimento de celulose modificada com
propriedades antimicrobianas, sua sintese, caracterizacao e possiveis aplicacdes. Foram utilizados como pontos
de partida para as reacoes quimicas: celulose proveniente de residuos (obtida e caracterizada neste trabalho),
celulose regenerada, celulose comercial, nano-alfa celulose e carboximetilcelulose. Recorreu-se a trés diferentes
mecanismos de modificacao quimica: esterificacdo para obtencdo de aminocelulose, esterificacdo com recurso
a lactamas e quaternizacdo da celulose, a partir dos quais, foram obtidos dois derivados de celulose solivel em
agua, um cationico (16) e outro Zwitteridnico (36).

As celuloses modificadas foram estudadas com o uso de técnicas de FTIR-ATR, analise elementar, analise
termogravimétrica, espalhamento de luz eletroforética e ainda foi avaliada a capacidade antimicrobiana, que
permitiram conhecer melhor a influéncia da modificacdo quimica nas propriedades da mesma. Este trabalho
permitiu a obtencao de celulose microcristalina a partir de residuos celuldsicos e sua respetiva esterificacao,

com propriedades antimicrobianas.

Palavras-chave: celulose cationica; celulose Zwitterionica; esteres de celulose; modificacao quimica;



Cellulose extraction to produce antimicrobial compounds: synthesis, characterization, and

applications

Abstract

Cellulose processing generates a large volume of waste, with billions of tons of biomass per year. The
destination of these is one of the environmental problems that need to be addressed as one of the great
challenges to be solved. In parallel to this, the use of renewable resources in the development of new materials
has attracted the attention of researchers around the world, due to the environmental impact to be mitigated,
the limited availability of natural resources, the increase in the technology used, and the growing search for
alternative renewable resources to increase the efficiency of these production chains. In this context, due to its
chemical and structural versatility, cellulose can be used to obtain new functional and intelligent materials, since
its chemical modification can attribute properties of interest and expand its applicability, to insert this resource
in the context of development sustainable.

Therefore, this dissertation project aimed at the development of modified cellulose with antimicrobial
properties, its synthesis, characterization, and possible applications. They were used as starting points for
chemical reactions: cellulose from waste (obtained and characterized in this work), regenerated cellulose,
commercial cellulose, nano-alpha cellulose and carboxymethyl cellulose. Three different chemical modification
mechanisms were used: esterification to obtain aminocellulose, esterification using lactams and cellulose
quaternization, from which two water-soluble cellulose derivatives were obtained, one cationic (16) and the other
Zwitterionic (36).

The modified celluloses were studied using techniques the FTIR-ATR, elemental analysis,
thermogravimetric analysis, electrophoretic light scattering, and the antimicrobial capacity was also evaluated,
which allowed a better understanding of the influence of chemical modification on its properties. This work made
it possible to obtain microcrystalline cellulose from cellulosic residues and its respective esterification, with
antimicrobial properties.

Keywords: chemical modification; cationic cellulose; cellulose esters; Zwitterionic cellulose.
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Objetivos do trabalho

Este projeto de dissertacdo teve por objetivo geral a investigacao e o desenvolvimento de celulose
modificada com propriedades antimicrobianas, sua sintese, caracterizacdo e possiveis aplicacoes.
Para atingir o objetivo geral, este projeto dividiu-se em objetivos especificos:

e Extracao de celulose microcristalina a partir de residuos celulésicos da industria portuguesa, sua
respetiva caracterizacdo em termos de grau de polimerizacdo e cristalinidade, através de
técnicas como microscopia, DSC (Calorimetria Exploratoria Diferencial), FTIR (Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier) e viscosimetria.

e Modificacdo quimica da celulose extraida, por diferentes vias de reacdo quimica.

e (Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica dos derivados sintetizados identificados como

mais promissores relativamente as suas propriedades antimicrobianas e solubilidade em agua;



l. Introducao



I. Introducao

1. Residuos celulésicos e a importancia da Sustentabilidade

A industrializacao deu-se a partir da revolucao industrial devido as inovacdes tecnolégicas, a producéo
gue antes era lenta, pouco intensiva e com baixo volume, deu lugar a uma nova légica de mercado com
producédo em larga escala, o que tornou os impactos do processo produtivo no ambiente muito mais intensos.
As mudancas significativas provocadas por esta revolucao tecnoldgica e pela logica de mercado linear que foi
instaurada, marcou o processo produtivo, pois a cadeia de bens e servicos interage com o meio ambiente,
sobretudo, durante as entradas e saidas de matéria e energia (Foster et al., 2016).

0 modelo de producao linear, em que se extrai a matéria-prima, e produz-se um bem, e este é consumido
e em seguida descartado, gera um grande volume de residuos e rejeitos, ou seja, ha dissipacdo de energia ao
longo do processo produtivo. Esse modelo de producao pressupde a deplecdo continua de recursos naturais e
também se caracteriza pelo descarte acelerado e precoce dos bens consumidos. Assim, como consequéncia
do aumento da producao e do consumo ocorre o aumento da extracao de recursos naturais e da deposicao de
residuos, provenientes do processo produtivo e do pos-consumo (Foster et al., 2016). Esta légica industrial
encontra-se ameacada, devido a disponibilidade limitada de recursos naturais ao longo do tempo e aos efeitos
adversos na cadeia produtiva e no ambiente.

Portanto, um dos maiores desafios do século XXI é a inovacdo de produtos, servicos, sistemas produtivos
e modelos de negocio, a partir de um novo paradigma de sustentabilidade para gerar crescimento economico,
bem-estar social e restauracao ecoldgica dentro dos limites dos ecossistemas (Leitdo, 2015). Nesse cenario,
tornam-se cada vez mais necessarios modelos de producao voltados aos ideais de sustentabilidade, que se
insiram no ambito da economia circular'. Diante do uso abusivo dos recursos naturais, este modelo permite
repensar as praticas econdmicas da sociedade atual e inspira-se no funcionamento da propria natureza,
buscando ser capaz de neutralizar os desequilibrios que atualmente se acumulam entre a oferta e a demanda
destes (EMF, 2013). Deste modo, é essencial um adequado planeamento de produtos e processos por meio

de acdes que resultem no prolongamento da vida util daquilo que sera produzido ou ainda que sejam voltadas

1 A Economia Circular base-se no principio de “fechar o ciclo de vida” dos produtos, o que permite a reducao no consumo de matérias-primas, energia e agua, ou seja,
atua como fonte de inovacéo, além de permitir a reducdo da procura de recursos naturais com a recuperacdo de desperdicios e residuos (Leitao, 2015).
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ao reprocessamento de subprodutos para a sua reintegracao a cadeia de producao, de modo a aumentar o
ciclo de vida destes (EMF, 2013; Oliveira et al., 2019).

Com um olhar sempre no futuro e na crescente conscientizacao sobre o impacto da cadeia produtiva no
meio ambiente e no entendimento de que o padrao de producao de bens e consumo nao teria possibilidade de
se manter, aumentou o interesse na busca por alternativas de recursos renovaveis, como biocombustiveis,
bioquimicos e biomateriais. Neste sentido, estudos sobre os biopolimeros, veem sendo realizados, pois estes
intrigam a humanidade desde o inicio da civilizacao (Habibi et al., 2010).

De todos os biopolimeros existentes no planeta Terra, a celulose é o mais abundante com capacidade
de producao anual de 50 bilhdes de toneladas. Devido a sua bio-renovabilidade, abundancia e baixo custo de
producao, tem sido explorada como matéria-prima sustentavel para a concecao e fabricacdo de novos produtos
tecnoldgicos. Apesar da celulose ser uma matéria-prima renovavel, esta também representa um elevado volume
na producao de residuos no contexto das producdes industriais, seja na industria de papel, de téxteis, de
embalagens, de alimentos, cosmética, farmacéutica, médica e muitas outras. Todos os anos, bilhdes de
toneladas de biomassa sdo gerados em todo o mundo, espera-se que o tamanho do mercado global aumente
US $ 305,08 bilhdes até 2026, com uma taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 4,2% (Annamalai et
al., 2021; Insights, 2020).

A biomassa celuldsica derivada de diferentes recursos naturais oferece um alto potencial para funcionar
como um precursor sustentavel, propicio para um ambiente mais ecologico e limpo, através do uso de técnicas
avancadas de sintese e fabricacdo, tem aplicacées em tratamento de agua, biomédico, remediacdo de solo,
filtragem de poluicdo (Thakur et al., 2022) e muitos outros. Por estar presente em uma infinidade de materiais
no quotidiano, torna-se crucial a busca por processos produtivos sustentaveis em circuito fechado, que visem
otimizar o uso destes recursos e possibilitar ciclos continuos de reconversdo. Nesse sentido, a modificacdo
guimica de polissacarideos, como a celulose, € um dos meios mais importantes para conferir propriedades e
inserir este recurso renovavel no contexto do desenvolvimento sustentavel (Dogsa et al., 2014).

Dessa forma, a utilizacao de matérias-primas como a biomassa celuldsica ou residuos celuldsicos, vem
se popularizando e novas aplicacées industriais para obtencao de produtos funcionais estao sendo uma aposta
em constante crescimento, devido a sua disponibilidade e bio-renovabilidade. Portanto, este projeto de
dissertacdo objetivou o desenvolvimento de celulose modificada com propriedades antimicrobianas, sua

sintese, caracterizacao e possiveis aplicacoes.



2. Celulose

A celulose (C¢H.,0s)n, € um biopolimero linear e nao ramificado de cadeia longa composto de dimeros ou
dissacarideos, consistindo de 10000 a 15000 unidades de D-anidroglucopiranose (AGU - sua unidade
monomeérica que formam a cadeia de celulose), com massa molecular de 162 g.mol*- A massa molecular média
da celulose depende do grau de polimerizacdo (DP). Ou seja, a massa molecular da celulose é n x 162. Por
outro lado, o DP depende da fonte de celulose, sendo que por exemplo, no caso do algoddo é de cerca de
10000. Devido a configuracao espacial alternada das ligacdes glicosidicas, a sua unidade repetitiva é formada
por duas unidades de AGU, sendo denominada celobiose (Moon et al., 2011; Taiz & Zeiger, 2003).

As suas cadeias tém ligacdes glicosidicas equatorial-equatorial presentes na estrutura quimica basica,
sendo que as unidades [-D-glucopiranose ligadas (1 — 4) estdo posicionadas de modo que seus anéis
adjacentes possam formar ligacdes de hidrogénio entre o atomo de oxigénio do anel de uma unidade de glicose
e 0 atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo C-3 do anel anterior. Essas ligacdes de hidrogénio impedem a
rotacao livre dos anéis nas suas ligacoes glicosidicas, resultando no enrijecimento da cadeia. Seus monoémeros
estao girados 180° em relacéo a sua unidade vizinha e devido a essa rotacao, a celulose ¢ altamente simétrica,
uma vez que cada lado da cadeia possui um numero igual de grupos hidroxilo (Figura 1) (De Souza Lima &

Borsali, 2004a; Moon et al., 2011; Taiz & Zeiger, 2003; Whistler & BeMiller, 1997).

O; -+ HOC, 5
FON
t----HO— H\,ﬁh"‘-u.. G |
4 -y
HO ,:,
——-
— 1 —=4 —n

Figura 1 — Unidade de repeticao de cadeia Unica de celulose (celobiose), mostrando a direcionalidade da

ligacdo 1 — 4 e ligacdo de H intracadeia (linha pontilhada) (Moon et al., 2011).

Dessa forma, a celobiose € composta por duas moléculas de glicose invertidas com relacao ao plano,
que apresentam grupos hidroxilo (-OH) nos carbonos C2, C3 e C6, disponiveis para reacdes tipicas de alcoois

primarios e secundarios. Cada cadeia de celulose possui uma assimetria quimica direcional com respeito as
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terminacdes de seu eixo molecular: a extremidade C1-OH apresenta funcionalidade quimica redutora (uma
unidade hemiacetal) e a outra um grupo hidroxilo pendente, extremidade C4-OH nao redutora nominal. O DP
da celulose é a média da quantidade relativa entre as ligacoes glicosidicas terminais e interiores, e varia em
algumas centenas a 20000 unidades de AGU, dependendo da fonte e da técnica de extracdo (Habibi et al.,
2010).

Este biopolimero apresenta natureza anfifilica (Figura 2), devido a presenca de trés grupos hidroxilo nas
posicoes equatoriais do anel, esta direcao apresenta um caracter hidrofilico. Em contrapartida, a direcao axial
do anel é hidrofobica, devido a presenca de atomos de hidrogénio, que realizam ligacdo C-H. Portanto, as
moléculas de celulose apresentam uma anisotropia estrutural intrinseca (Biermann et al., 2001; Yamane et al.,

2006).

Molécula de Celulose
(=1,4-3-D-glucano)

Vista Lateral
Regiao hidrofébica

Vista de cima

_OH . "OH
Regiao hidrofilica
Regiao hidrofébica

Figura 2 — Local especifico, natureza anfifilica na estrutura quimica da celulose (adaptado de Kondo, 2007).

0 acoplamento das moléculas de celulose adjacentes da-se por meio das ligacdes de hidrogénio e das
forcas de van der Waals, que resultam em um alinhamento paralelo das macromoléculas apresentando uma
forma de “fita”, o que permite que cadeias de celulose adjacentes encaixem-se para formar uma regiao
cristalina ordenada (De Souza Lima & Borsali, 2004a; Kondo, 2007). As ligacdes intramoleculares (entre OH
dos carbonos C2 e C6 e entre o grupo hidroxilo do carbono C3 e os dtomos de oxigénio presentes no anel)
unem unidades de glicose adjacentes na mesma cadeia de celulose, e sao responsaveis pela rigidez da
molécula. Por outro lado, as ligacdes intermoleculares (entre os OH dos carbonos C3 e C6) unem cadeias

adjacentes de celulose, e sdo responsaveis pela formacao de sua estrutura supramolecular (Figura 3).



\IOH
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(TN

Figura 3 — Estrutura esquematica do polimero celulose, mostrando as ligacdes glicosidicas e as interacdes de

hidrogénio intra e inter cadeias presentes (Pinto, 2019).

Essas ligacoes de hidrogénio inter e intramoleculares (2 e 2™ 3 por anidro glucopiranose) respetivamente,
mostradas na Figura 3 resultam na formacado de um conjunto de agregados, denominados fibrilas elementares
(estruturas altamente ordenadas, retas e compactas, com grande resisténcia a tensdo) de forma que a
resisténcia a degradacéo deriva em maior parte por sua estrutura cristalina e pelo “empacotamento” bioldgico
do que pela ligacao B-1,4-glicosidica propriamente dita. Dessa forma, pode-se descrever a fibrila de celulose
como sendo o empilhamento sucessivo de cadeias de anéis de glicopiranoses umas sobre as outras,
semelhantes a laminas e este arranjo confere a fibrila duas faces distintas (Y. H. P. Zhang & Lynd, 2004a).

Essas fibrilas de celulose sdo a principal fase de reforco para arvores, plantas, algumas criaturas
marinhas (tunicados), algas e bactérias (algumas bactérias secretam fibrilas de celulose criando uma estrutura
de rede externa). As fibrilas elementares se agregam e formam as microfibrilas maiores (5-50 nm de diametro
e varios microns de comprimento) e os agregados dessas microfibrilas formam as macrofibrilas, apresentando

dimensdes micrométricas (Figura 4) (Taiz et al., 2017).



~ Fibrila elementar

Regiao cristalina

f

Microfibrila—

Regido amorfa

/

Kﬁ;\/i’:ﬂ\ﬁd\fﬂ/"‘

g

Cadeia de celulose

Figura 4 — Arquitetura morfoldgica da celulose, desde a microfibrila até a cadeia de celulose (Pinto, 2019).

Cada fibrila é constituida por cerca de 18 a 24 cadeias paralelas de (1—4)-B-D-glicose fortemente ligadas
entre si para formar um centro (core) altamente ordenado em uma estrutura cristalina, que estao
interconectadas com partes menos ordenadas e amorfas da celulose - segmentos curtos onde a organizacao

cristalina ¢ interrompida em intervalos de 150 a 300 nm (Figura 5) ( Moon et al., 2011; Taiz et al., 2017).

gt Regido amorfa

biri)

LT

Regiao cristalina

am
4

Figura 5 - (a) Modelo Fibrilar Franjado. Regides cristalinas e amorfas; (b) Organizacdo esquematica de

dominios cristalinos e amorfos em fibra de celulose (Mariano et al., 2014).

Dessa forma, a regiao cristalina resulta da acdo combinada da biopolimerizacao e da cristalizacéo da
celulose comandada pelos processos enzimaticos, e as suas cadeias sao compactas, insollveis em agua

(superficies hidrofébicas preenchidas pelos grupos ndo polares C-H) (De Souza Lima & Borsali, 2004a).
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Enquanto que a absorcao da agua ocorre quase inteiramente nas regides amorfas da celulose (superficies
hidrofilicas preenchidas pelos grupos polares —OH) (Taiz et al., 2017).

A fracao cristalina da fibra de celulose é determinada pelo indice de cristalinidade (razao entre a massa
dos dominios cristalinos e a massa total da celulose). Embora 0 mecanismo biossintético seja 0 mesmo em
todos os organismos, as suas dimensodes tipicas dependem de sua origem. Por exemplo, as microfibrilas nas
paredes primarias das plantas terrestres tém cerca de 3 nm de largura, enquanto aquelas formadas por
algumas algas podem ter até 20 nm de largura, e podem ser mais cristalinas do que as encontradas nas plantas
terrestres (De Souza Lima & Borsali, 2004a; Taiz et al., 2017).

Nas regides cristalinas existe um arranjo geométrico que se repete nos eixos principais da estrutura
cristalina (eixos cristalograficos) para formar o volume total do cristal. Em cristalografia, a esse arranjo
geomeétrico da-se o nome de célula unitaria, esta apresenta dimensoes bem definidas e, no caso da celulose,
nao ha uma dimenséao unica visto que existe mais de uma forma polimorfica de celulose cristalina (I, Il, I 1, 1l
II,IVIelVIl)sendoas | ell as formas cristalinas dominantes (Salama, 2019).

A celulose |, é produzida naturalmente por diversos organismos (arvores, plantas, tunicados, algas e
bactérias) sendo por vezes chamada de celulose “natural”. A sua estrutura é termodinamicamente metaestavel
e pode ser convertida em celulose Il ou lll. Enquanto a celulose |l, apresenta estrutura monoclinica, € mais
estavel e de maior relevancia técnica, podendo ser produzida por regeneracao ou mercerizacao. E a celulose
[ll pode ser concebida a partir da celulose | ou Il por meio de tratamentos alcalinos e tratamentos térmicos

subsequentes podem ser usados para formar a celulose IV (Moon et al., 2011; Salama, 2019).

2.1.Hidrélise Acida

Encontrada como o principal constituinte de plantas e fibras naturais, como algodéo e linho, a celulose
pode ser obtida a partir de residuos celulosicos incluindo bioresiduos industriais (biomassa, papel, madeira e
outros) e residuos agroindustriais (casca de coco, bagaco de mandioca, fibra de banana, casca de amora,
vagens de soja, caules de milho e casca de soja). Nestas diferentes matérias-primas as caracteristicas
ultraestruturais da celulose variam dependendo da origem e de como o material foi manuseado. Os fatores
estruturais que podem influenciar a sua despolimerizacao sao o indice de cristalinidade, o grau de
polimerizacao, a area acessivel a hidrdlise, o tipo de acido, a concentracdo de acido, o tempo e a temperatura

da reacdo de hidrolise (Souza Lima & Borsali, 2004b; Mishra et al., 2019; Y. H. P. Zhang & Lynd, 2004b)
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A hidrélise acida da celulose apresenta inumeras aplicacbes tanto no panorama industrial quanto

cientifico, seja industrialmente para libertar glicose na producao de etanol a partir da biomassa, seja na

polpacdo e no branqueamento da madeira, e ainda na producdo de micro e nano cristais de celulose (Palme

et al., 2016).

A degradacéao parcial da celulose por hidrolise acida, nao afeta as partes cristalinas, pois o acido reage

apenas lentamente com as partes cristalinas, portanto, esta ocorre principalmente na celulose amorfa (Figura

6) (Palme et al., 2016; Siro & Plackett, 2010). As cadeias presentes nas regides amorfas sdo orientadas

aleatoriamente, o que leva a uma baixa densidade nessas regides. Logo, as regides amorfas sao mais

suscetiveis ao ataque de acido, e os ides hidronio penetram as cadeias de celulose a partir destes dominios

amorfos, promovendo a clivagem hidrolitica das ligacdes glicosidicas reduzindo o tamanho da cadeia. Ou seja

resulta na reducao do grau de polimerizacao e obtencao e celulose microcristalina (Lima & Borsali, 2004a;

Whistler & BeMiller, 1997).

HO

OMLigagsio - H inter-/intra-
'. molecular OH

HO—Fr—__/

Hidrélise 4cida diluida

Regido Cristalina / Regido Amorfa

‘ |
HO
OH v HO v OH \

Figura 6 — Esquema hipotético do processo de pré-tratamento com acido diluido para isolar os dominios

cristalinos da celulose das regides amorfas. Adaptado de (Tayeb & Tayeb, 2019).
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2.2.Modificacao quimica da celulose

A celulose apresenta boas propriedades mecéanicas e térmicas, sendo igualmente biodegradavel e
biocompativel, mas também apresenta algumas desvantagens, como por exemplo a sua insolubilidade na
maioria dos solventes comuns, incluindo a agua. Outros fatores limitantes séo a falta de termoplasticidade,
alta hidrofilicidade e auséncia de propriedades antimicrobianas. Uma forma de ultrapassar estas desvantagens
¢ modificar quimicamente a celulose introduzindo-lhe grupos funcionais, que podem estender a
empregabilidade da celulose e, assim, ampliar seu escopo de aplicacao (Medronho et al., 2012).

Nesse sentido, muitos esforcos foram feitos para entender a natureza da celulose, dos seus derivados,
bem como copolimeros e misturas de celulose. Atualmente ela pode ser modificada por métodos quimicos,
enzimaticos ou microbiologicos para obter novos derivados e materiais. Por exemplo os seus derivados podem
ser produzidos em larga escala (com base na esterificacao e eterificacao de grupos hidroxilo na celulose para
a preparacao de derivados organicos sollveis) e materiais regenerados (ou seja, fibras, filmes, involucros de
alimentos, membranas e esponjas, entre outros) que encontram aplicacbes em varias areas comerciais
importantes, como nas industrias de membrana, polimeros, téxteis e tintas (Dieter Klemm et al., 2005;
Medronho et al., 2012; Wu & Kuga, 2006).

Estas reacdes de modificacdes quimicas podem ser classificadas em homogéneas ou heterogéneas. As
reacdes heterogéneas sdo mais faceis de aplicar pois ndo requer a solubilizacdo completa da celulose, no
entanto, ndo permite prever as condicdes da celulose modificada resultante (como por exemplo o seu grau de
substituicdo), pois comumente sdo utilizadas quantidades superestequiométricas de reagentes, bem como
acidos ou bases para a ativacao da celulose, gerando assim grandes quantidades de residuos (Hummel, 2004;
Dieter Klemm et al., 2005; Onwukamike et al., 2019).

As modificacdes por reacdes homogéneas apresentam um melhor controlo sobre o grau de substituicao
e regiosseletividade, tanto em relacdo aos grupos OH primarios e secundarios, quanto em termos de uma
distribuicao homogénea dos grupos funcionais ao longo da cadeia polimérica, resultando em derivados de
celulose com propriedades de material aprimoradas e ajustaveis (Hummel, 2004; Dieter Klemm et al., 2005;
Onwukamike et al., 2019). Este tipo de reacdo apresenta as condicdes necessarias para a obtencdo de
derivados sollveis, pois o polimero se encontra altamente dilatado ou dissolvido. Assim, a maioria dos derivados
de celulose soluveis em agua, sao obtidos por meio da eterificacao da celulose, que envolve a reacdo com

espécies organicas, como unidades de metilo e etilo em condicdes de reacdo homogéneas (Liesiene, 2010).
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Os principais aspetos da molécula de celulose responsaveis pelas suas caracteristicas quimicas sao os
trés grupos alcool presentes em cada unidade de AGU e as ligacdes glicosidicas, pois conferem grande
estabilidade a celulose por serem dificeis de quebrar. No entanto, estes trés grupos OH podem ser modificados
permitindo que a celulose adquira diversos derivados sem que prejudique as suas propriedades intrinsecas
(Dieter Klemm et al., 2005). Dessa forma durante a modificacdo quimica da celulose, os atomos de hidrogénio
nos grupos hidroxilo sao substituidos por qualquer substituinte quando as ligacdes de hidrogénio séo quebradas
(Liesiene, 2010).

As propriedades dos derivados dependem principalmente do tipo de distribuicao e uniformidade dos
grupos de substituicdo. Dessa forma, o Grau de Substituicdo (DS - do inglés Degree Substitution) para derivados
da celulose ¢é definido como numero médio de grupos hidroxilo substituidos por outros grupos quimicos nas
unidades de anidroglucose, o que pode variar livvemente dentro do intervalo entre zero — para uma celulose
nao substituida — até trés — para um derivado celuldsico trissubstituido. O DS ¢ influenciado ainda pelo ajuste
da razao molar de reagente derivatizante/AGU e condicbes reacionais (tempo e temperatura, por exemplo)
(Thomas Heinze et al., 2018; Dieter Klemm et al., 2005).

A literatura descreve varios novos polimeros celuldsicos soluveis em agua que foram sintetizados e
estudados para diversas aplicacoes nas ultimas décadas. Dentre eles, destacam-se derivados cationicos, como
éteres de celulose que contém nitrogénio quaternizado produzidos por eterificacdo de material celulésico com
haloidrinas quaternarias ou epdxidos quaternarios (Zhang, 2001). E nesse cendrio que no decorrer deste
trabalho foram realizadas modificacdes quimicas na estrutura da celulose com vistas a insercdo de grupos

azoto, de modo a estudar suas possiveis propriedades antimicrobianas.
2.2.1. Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose & um polieletrdlito linear anionico, biocompativel, sendo um dos principais
derivados da celulose soluveis em agua, que apresenta grupos carboximetil ((CH2-COOH) ligados a alguns dos
grupos hidroxil dos mondmeros de glucopiranose que constituem a espinha dorsal da celulose. E
frequentemente usado na forma de sal de sédio - carboximetilcelulose sodica (Lavanya et al., 2015).

A CMC apresenta uma infinidade de aplicacdes em diferentes ramos da industria, sendo encontrada no
processamento de alimentos, de produtos farmacéuticos, adesivos, tintas, couro, papel, téxteis, ceramicas,

produtos agricolas, detergentes, entre muitos outros. Dentre as suas aplicacdes industriais, a CMC é usado

13



principalmente para controlar a viscosidade de um produto e, a0 mesmo tempo, evitar a gelificacao, atuando
como espessante, estabilizador de fase e emulsao e/ou agente de suspensao (Dogsa et al., 2014).

Esta ¢ sintetizada pela reacédo catalisada por alcali da celulose com acido cloroacético (Figura 7). Os
grupos carboxilo polares tornam a celulose soluvel e quimicamente reativa, e as suas propriedades funcionais
dependem do grau de substituicdo na estrutura da celulose (ou seja, quantos grupos hidroxilo participaram da
reacao de substituicdo), bem como da sua concentracdo, forca idnica e valor de pH (Lavanya et al., 2011;
Zuidam & Nedovi¢, 2010).

Cion O o CICH,COOH il
X : NaOH
/{’J .

,Or_-O

Figura 7 — Representacao esquematica da introducdo do grupo carboximetilo no anel de glucopiranose, com

R=H ou CH,COONa.

As modificacdes quimicas da CMC podem oferecer propriedades adicionais que melhoram as suas
caracteristicas gerais. Por ser soltivel em agua ela pode ser utilizada como material de partida para a obtencao
de materiais melhorados. Dessa forma a CMC foi utilizada neste trabalho como uma das matérias-primas, a
celulose E, empregadas nas reacoes de esterificacdo de modo a obter derivados de celulose soltveis em agua

com propriedades antimicrobianas.

2.2.2. Celulose Cationica

Os derivados cationicos da celulose apresentam grande importancia industrial devido as suas
caracteristicas uteis, como hidrofilicidade, biodegradabilidade e propriedades antibacterianas. Por conta disso,
esses sao utilizados numa variedade de campos, como industrias de papel, téxtil, alimenticias, cosméticas,
guimicas e farmacéuticas, bem como agentes antibacterianos em varios sistemas de agua (Hasani et al., 2008;
Zhang et al., 2015).

Agentes catidnicos, como grupos amino, amonio, sulfonio e fosfonio, sdo convencionalmente usados
para modificar as estruturas de celulose (Igbal et al., 2020; Khalil-Abad et al., 2009). Uma das principais
estratégias para a cationizacdo da celulose compreende a fixacdo de varias estruturas pré-construidas de

nitrogénio quaternario a estrutura da celulose ou a quaternizacdo de grupos amino previamente ligados. A
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principal rota & por meio da eterificacdo com introducao das estruturas quaternarias pré-construidas. Os
compostos mais conhecidos séo os de amdnio quarternario, como a celulose quaternizada, que é sintetizado a
partir da reacao da celulose com cloreto de glicidiltrimetilamoénio (CHPTAC), em solucao aquosa de hidrdxido
de sddio com uréia. Esta pode recorrer ao uso de sais de epoxipropil- ou 3-cloro-2-hidroxipropiltrialquilamonio
como agentes de eterificacao e ativacao alcalina de grupos hidroxilo da celulose. Os derivados cationicos de
celulose soluveis em agua por serem obtidos por reacdo com compostos que contém grupos amina terciaria
por eterificacdo de acetatos de celulose com N, N- dietilpoxipropilamina (Gruber, 2002; Hasani et al., 2008;
Liesiene, 2010).

Estes agentes cationicos, incluindo derivados de sais de aménio quaternario, sdo biocidas importantes e
sao conhecidos pela sua acao antisséptica e desinfetante eficaz. Sdo ativos contra um amplo espectro de
microrganismos, como bactérias gram-positivos e gram-negativas, fungos e certos tipos de virus (Bracone et
al., 2016).

Neste trabalho o interesse em celulose cationica diz respeito a sua atividade antimicrobiana atribuida a
presenca do atomo de azoto de carga positiva em sua estrutura. Assim a sua funcao antimicrobiana é devida
a interacOes entre os grupos cationicos e a membrana celular carregada negativamente dos microrganismos,
0 que resulta numa série de danos na membrana celular e desnaturacao das proteinas. Ou seja, estas
interacdes provocam grandes alteracdes na superficie da célula e na sua permeabilidade, levando a disperséo
de substancias intracelulares. Este composto tem ainda a vantagem dos atomos de azoto ficarem intactos
mesmo apds a inativacdo dos microrganismos, mantendo a suas propriedades antimicrobianas (Bracone et al.,

2016). Entretanto esta depende do comprimento da cadeia alquil e o nimero de grupos catiénicos na molécula.

2.2.2.1. Lactamas

As lactamas (contracao de lactona + amida) sdo amidas ciclicas de aminoacidos alifaticos que formam
uma extensa série homologa de mondmeros, com uma grande variedade de exemplos nao substituidos cujo
tamanho até agora varia de 4 a 21 atomos no anel. Elas consistem em um grupo amida polar e uma porcao
de hidrocarboneto nédo polar formada por uma sequéncia de grupos - (CH2)-(Russo & Casazza, 2012).

A familia lactama pode ser amplamente estendida se os membros portadores de substituintes no atomo
C e / ou N forem considerados, com grande variedade de outros tipos de analogos de lactamas (lactamas
contendo heteroatomos, dilactamas, lactamas biciclicas, tiolactamas, oxalactamas biciclicas, etc.). E para além

de sua utilizacdo industrial na producdo de algumas poliamidas alifaticas, algumas lactamas encontram

15



aplicagbes muito significativas na medicina, em particular para a preparacao de antibiéticos (antibioticos [3-
lactamicos) (Gondal & Buisson, 2016; Russo & Casazza, 2012).

Sao uma classe importante de compostos amplamente distribuidos entre compostos naturais e sintéticos
de interesse biolégico, sendo ainda intermediarios altamente versateis para uso potencial em sinteses
organicas, caracterizando-se como importantes pontos de partida para numerosos compostos naturais que sao
amplamente empregados para obter novas moléculas por meio de modificacdes quimicas adicionais (Gondal
& Buisson, 2016).

Nesse sentido, um caminho alternativo para a sintese de ésteres de celulose cationicos é a abertura do
anel das lactamas na presenca de cloreto de acido p-toluenossulfonico (cloreto de tosilo - TsCl). Neste tipo de
recao podem ser utilizados como solventes da celulose N-metil-2-pirrolidona (NMP), Cloreto de litio (LiCl), cloreto
de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIMCI), Dimetilacetamida (DMA), e pode ter como produto um derivado de
biopolimero cationico aplicando NMP, N metil-2-piperidona, e-caprolactama e N -metil-e-caprolactama (Thomas
Heinze et al., 2019; Zarth et al., 2011).

A lactama e NMP, forma um intermediario reativo na presenca de TsCl de acordo com a reacdo de
Vilsmeier-Haack (Figura 8). Assim, um éster de celulose cationico é formado na segunda etapa, isto ¢, o ion
iminio reage com os grupos hidroxilo do biopolimero e ocorre a abertura subsequente do anel pela agua.
Dependendo da lactama usada, porcdes de éster com diferentes comprimentos de cadeia de alquil (C4 a C6 )

podem ser ligadas a estrutura da celulose (Thomas Heinze et al., 2019; Zarth et al., 2011).
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Figura 8 — Representacao esquematica da conversao de alcoois (R — OH) com N -metil-2-pirrolidona na
presenca de cloreto de acido p- toluenossulfonico (TsCl) para produzir grupo amino. Adaptado de Zarth et al.,

(2011).

2.2.2.2. Cloreto de Glicidiltrimetilamoénio (CHPTAC)

O cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropiltrimetilamoénio (CHPTAC) tem sido empregue na cationizacdo de
celulose e tem mostrado potencial para utilizacdo em escala industrial. Este agente organo-catidnico, eco
friendly, econdmico e pode facilmente reagir com as fibras de celulose (Khalil-Abad et al., 2009).

0O CHPTAC em si nao é prontamente reativo com a celulose, primeiramente, ele é convertido em cloreto
de 2,3-epoxipropiltrimetilamoénio (EPTAC), também identificado como cloreto de glicidiltrimetilamonio, por
reacdao com o alcali (Figura 9). Em seguida, o EPTAC reage com os grupos hidroxilo da celulose sob condicoes
alcalinas para cationizacdo (Figura 10). Ou seja, na presenca de alcali, o CHPTAC é convertido em EPTAC

juntamente com a dissociacao parcial do grupo hidroxilo da celulose (Farrell et al., 2013).
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Figura 9 — Formacéao de celulose anionica e conversao de CHPTAC em EPTAC (Correia et al., 2020).
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Os processos de cationizacao devem ser projetados para introduzir CHPTAC e o alcali necessario para a
conversao do EPTAC, seguido por sua reacdo subsequente com a celulose. Assim, o processo geral de
cationizacao deve ser projetado numa quantidade que o EPTAC seja consumido ao maximo, para garantir a

liberacao minima do EPTAC para o meio ambiente (Farrell et al., 2013).

2.2.2.3. AminoCelulose

Derivados de celulose funcionalizados com grupos amino, geralmente sao chamadas de amino celuloses,
e podem apresentar uma grande variedade de produtos sob medida (Berlin et al., 2000). Eles sao soluveis em
agua, desde que C2 e C3 possuam principalmente grupos hidroxilo, enquanto a solubilidade em solventes
organicos aparece se essas posicoes contiverem substituintes hidrofobicos. As aminoceluloses, sao
particularmente interessantes devido ao seu potencial para aplicacdes biofuncionais (Thomas Heinze, Siebert,
etal., 2016).

A 6-desoxi-6-amino celulose pode ser obtida por reacdo de multiplas etapas por reacoes de deslocamento
nucleofilico (S,) de éster de acido p-toluenossulfonico de celulose (tosilcelulose) com aminas ou por conversao
de tosilcelulose com azida de sddio e reducao subsequente da azida a porcao amina (Petzold-Welcke et al.,
2009; Zieger et al., 2015). Ou seja, esta reacao tem como ponto de partida a tosilcelulose, onde as reacdes de
Sy podem ser realizadas na posicao primaria 6 aplicando di-eoligo-aminas. Para evitar qualquer reticulacao, é
empregue um excesso de amina bi ou multifuncional. A esterificacdo dos grupos hidroxilo secundarios podem
ser aplicadas para ajustar a solubilidade dos derivados deste biopolimero. As variacdes na estrutura da amina
sd0: 0s comprimentos do espaco ajustavel, diferentes valores de pKa, as distribuicdes de carga, o equilibrio
hidrofilico/lipofilico e propriedades cromogénicas redox (Heinze, Siebert, et al., 2016; Heinze et al., 2019).

Segundo Heinze, et al., ( 2016), apos a transformacdo dos grupos hidroxilo em bons grupos de saida,
em particular para tosilar, uma reacdo S, pode ocorrer quase exclusivamente na posicdo primaria da AGU. A
reacao de uma porcdo tosilato ocorre através de um mecanismo de S,, ou seja, um estado de transicdo aparece
contendo cinco atomos que dificilmente sdo formados nas posicdes secundarias da AGU modificada, sendo
necessaria a utilizacdo de reagente em excesso de 10-25 mol por mol de AGU por repeticdo modificada para
evitar qualquer reticulacdo. Os derivados de aminocelulose sollveis podem ser formados pelo procedimento

geral representado na Figura 11.
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Figura 11 — Esquema de via geral da estrutura de um novo tipo de amino celulose soluvel (Heinze et al.,

2016).

Conforme o ilustrado no esquema da Figura 11, segundo Heinze ef a/. (2016), esta reacao da-se em
trés etapas principais:
[.  Tosilacdo de celulose (1) produzindo 6 (2) -O-tosil celulose (2);
II.  Reacdo de deslocamento nucleofilico de 2 com di- ou oligopaminas produzindo 6-desoxi-6-amino
celulose (tosilato de amino celulose) 3, ou
Ill.  Esterificacdo dos restantes grupos OH da celulose de tosilo (2) obtendo-se 6 (2) -O-tosilo celulose
éster (4) anterior S , reaccao por oligoaminas di- e que conduzem a éster AC (5).
Em que a sintese de tosilcelulose (2) é realizada preferencialmente em DMA/LICl como solvente sob

condicdes de reacao homogéneas com TsCl na presenca de trietilamina (Th Heinze & Rahn, 1996; McCormick

et al., 1990).
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3. Importancia dos acabamentos antimicrobianos nos téxteis

Os téxteis s@o reconhecidos ha muito tempo como um meio propicio ao crescimento de microrganismos,
principalmente bactérias e fungos, pois proporcionam um ambiente excelente para o crescimento e proliferacao
destes. O crescimento microbiano em téxteis durante o uso e armazenamento impde uma série de efeitos
indesejaveis para os téxteis, bem como para os usuarios. Esses efeitos incluem geracao de odores
desagradaveis, descoloracao, formacao de mofo, degradacao do vestuario, infecao dérmica, respostas alérgicas
e outras doencas relacionadas (Shahid et al., 2013). A contaminacao de materiais téxteis é resultado da
aderéncia microbiana na superficie, e € uma das complicac¢des clinicas vitais, o que justifica o0 desenvolvimento
de novos compostos ou a modificacdo dos compostos ja disponiveis (Dias et al., 2021; Fernandes & Filgueiras,
2008; Y. Zhang et al., 1999).

0 elevado numero de casos de infecdes causadas por microrganismos resistentes a farmacos ocasiona
0 aumento da mortalidade, dos riscos dos procedimentos médicos e dos custos com a saude. Nesse cenario,
0 alto crescimento de patdgenos nocivos tem desafiado os pesquisadores para a investigacdo de reagentes
antimicrobianos (Fernandes & Filgueiras, 2008; Y. Zhang et al., 1999). Essa problematica é de particular
importancia em hospitais, onde grandes esforcos sdo necessario no combate as infecdes (Pan et al., 2019).

Varios antibioticos foram descobertos e utilizados para a prevencao de infecdes bacterianas patogénicas,
sejam elas gram-positivas ou gram-negativas, no entanto o uso excessivo e até mesmo o abuso de antibioticos
aceleram a variacao da resisténcia antibiotica das cepas bacterianas, o que leva a reducao significativa da
sensibilidade destas a maioria dos antibidticos (Lv et al., 2020; Ning et al., 2020).

Geralmente, essas infecdes sdo combatidas com agentes antimicrobianos, que sdo suscetiveis a sua
acdo, no entanto os microrganismos resistentes sao particularmente problematicos pois sofrem mutacéo de
forma rapida e facil, dificultando sua eliminacao e aumentando sua multiplicacao (Pan et al., 2019). Pois o uso
excessivo de antibioticos aceleram a variacao da resisténcia antibidtica das cepas bacterianas, e a reducao
significativa de sensibilidade a maioria dos antibidticos (Fernandes & Filgueiras, 2008; Y. Zhang et al., 1999).
Como por exemplo, a bactéria Pseudomonas aeruginosa, (uma das maiores causadoras de infecdes leves e
graves que necessitam de assisténcia a saude) tem-se tornando cada vez mais resistente a alguns antibidticos.
Outra bactéria comum na pele e mucosa humana é o Staphylococcus aureus, que pode ser problematico e
ainda, ocasionar doencas leves, graves e até ser potencialmente fatal, seja pelo contacto com cortes na pele,

de feridas, eczema infetado, infecdes por abcessos e outras (Pan et al., 2019).
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Portanto, os consumidores em todo o mundo procuram roupas e outros produtos téxteis que
proporcionem maior conforto e permanecam frescos, higiénicos e livres de odores durante o uso, seja para uso
profissional ou nao. O reforco dos habitos de higiene em tempos de pandemia (Covid-19) aumentou a demanda
por produtos antimicrobianos para diminuir a disseminacao de microrganismos e prover a sensacao de
seguranca e bem-estar aos consumidores (Dias et al., 2021). Assim, a investigacdo de métodos inovadores
para o desenvolvimento de produtos téxteis antimicrobianos, com aplicacdes em processos de acabamento
téxtil e em problemas existentes na area é a necessidade do momento.

A perspetiva de crescimento do mercado téxtil para 2025, tem uma projecao de aproximadamente 3,3
bilhdes de dolares (Zion Market Research, 2020). Atualmente sao desenvolvidos inumeros produtos com
aditivos antimicrobianos para os ambientes hospitalar, industrial e doméstico, dentre eles pode-se destacar: os
téxteis hospitalares e cirurgicos, vestuario profissional e para calcados. Nesse cenario, 0s novos desafios, bem
como oportunidades na fabricacédo de téxteis antimicrobianos sao preocupacdes crescentes na industria téxtil
e de vestuario, devido as exigéncias do mercado por téxteis inteligente e funcionais.

Nesse sentido, compostos antimicrobianos para adicao em téxteis tem sido um dos principais campos
de estudo na producéo de téxteis funcionais. E o numero de diferentes agentes antimicrobianos adequados
para aplicacdes téxteis no mercado tem aumentado drasticamente. Estes agentes antimicrobianos diferem na
sua estrutura quimica, eficacia, método de aplicacdo, resisténcia a lavagem e toxicidade ao ser humano e o
meio ambiente, bem como custo de producdo (Vieira, 2006). Dentre os agentes para aplicacdo em materiais
téxteis antimicrobianos, sao exemplos, o uso do perdxido de hidrogénio, do acido peracético, compostos
quaternarios de amonio, fendis halogenado como triclosano, as N-haloaminas, o quitosano, organometalicos,
fendis, polibiguanidas, nanoparticulas de metais nobres e oxidos metalicos e produtos bioativos a base de
plantas (Gao & Cranston, 2008; Simoncic & Tomsic, 2010). Os desafios adicionais a atividade antimicrobiana,
sao o0 uso de matérias-primas renovaveis, atoxicos, biocompativeis, de relativo baixo custo e que permita
completar seus ciclos naturais e retornar a natureza.

E nesse sentido em que Pan et al. (2019) enfatiza que polimeros cationicos ou policatibes com
combinacoes adequadas de cadeias catidnicas e hidrofobicas sdao compostos antimicrobianos promissores,
devido ao seu amplo espectro de acao e atividade antimicrobiana permanente. Uma das principais vantagens
€ que embora estes materiais tenham diferentes eficiéncias antimicrobianas contra diferentes estirpes de
bactérias, nenhuma resisténcia foi relatada, apesar de seu amplo uso por mais de 40 anos, mesmo apds varias

geracbes de culturas de laboratério (Milovic et al., 2005). Assim, diferentemente dos antimicrobianos
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nanoestruturados metalicos, e outros agentes antimicrobianos, estes polimeros biocidas ndo apresentam
efeitos de longo prazo ou do uso em larga escala (Krumm et al., 2014). Dessa forma oferecem uma alternativa
aos antimicrobianos comuns e as nanoparticulas de prata, pois mesmo com fortes propriedades bactericidas,
0s polimeros cationicos tém baixa toxicidade humana, uma vez que as células bacterianas diferem

consideravelmente das células humanas em sua estrutura e quimica (Bakhshi et al., 2013).
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Il. Metodologia
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Il. Metodologia

Este capitulo descreve a metodologia experimental, no que concerne a obtencao de celulose A, sinteses
quimicas, caracterizacado dos materiais desenvolvidos e utilizados no presente trabalho. Sao designados os
reagentes, microrganismos, equipamentos, procedimentos e normas técnicas utilizados no decorrer do
trabalho.

A primeira etapa experimental deste trabalho consistiu na realizacdo de extracao da celulose e pela sua
caracterizacao fisico-quimica. Posteriormente numa segunda etapa do trabalho, foram realizadas as sinteses
para obter derivados celuldsicos antimicrobianos sollveis em agua, para tal empregou-se trés abordagens
diferentes: obtencao de Aminocelulose a partir de tosilcelulose; Conversao de celulose com lactamas para obter
ésteres de celulose com fungdes amino catidnicas; E funcionalizacdo da celulose com agente quaternizante
CHPTAC. Nesta etapa foram empregues cinco tipos de celulose, dentre eles celulose proveniente de residuos
(A), celulose regenerada (B), o-celulose comercial (C), nano-alfa celulose (D) e carboximetilcelulose (derivado
de celulose, sintetizada a partir da celulose A). Foi ainda realizada a caracterizacao fisica e quimica dos
derivados obtidos. Numa terceira fase, os derivados celulésicos catidnicos soltveis em agua foram submetidos

a caracterizacao microbiologica quanto a sua atividade antimicrobiana.
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1. Materiais utilizados

Os reagentes usados no desenvolvimento deste trabalho estdo nas tabelas 1 e 2:

Tabela 1 - Lista geral de reagentes.

e-caprolactama, 99 +%
2-Pirrolidona, 99+%
Cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio
Ureia
N, N-Dimetilacetamida, 99 +%
Acido cloridrico
Cloreto de litio
Acido Cloroacético
Piridina
2-propanol
Acido acético
cloroférmio (estabilizado com cerca de 0,6% de etanol)
Dimetilsulfoxido
Trietilamina
Etilenodiamina
Cloreto de 4-toluenossulfonil para sintese
Metilpirrolidona, 99+%
Acido nitrico 69%
Hidroxido de Sodio
Acetona
Etanol
Cloreto de glicidil-trimetil-amdnio
Caldo Mueller-Hinton
Solucao salina
Agar
Metanol
Cristal violeta

Tampéo fosfato-salino

CH.NO
C,H,NO
CsH1sBrN
CH4N20
CHsCON(CHs) 2
HCI
LiCl
C,H.CIQ,
CH.N
C,H,0
CHsCOOH
CHCI,
C2H,0S
CH.N
C,H:N,
C,H,CIO,S
CH,NO
HNO:s
NaOH
CH.O
C,H,0H
(CHs) sNHCI
Extrato de carne bovina, hidrolisado acido de caseina e amido.
NaCl
C.H.0,
CH,OH
C,.H,N.Cl
CI,H.K,Na,O,P,
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Tabela 2 - Pureza, massa molar e estrutura quimica do agente de modificacao usados nas modificacdes

quimicas.

Metilpirrolidona 99,13 " S

NMP (1-Methyl-2-pyrrolidinone), 99+%
e-caprolactama, 99 +% 113,16 y
2-Pirrolidona, 99+% 85,1 | o e
CHAPTAC Cloreto de glicidil-trimetil-amonio 188,09
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Na Tabela 3 sao listadas as culturas celulares e bactérias empregadas nos testes microbioldgicos.

Tabela 3 - Culturas celulares e bactérias utilizadas.

ATCC 6538 Staphylococcus aureus
ATCC 11303 Escherichia coli
ATCC 10145 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 23235 Staphylococcus aureus (Biofilmes)
PAOI Pseudomonas aeruginosa (Biofilmes)

*As estirpes bacterianas utilizadas provém da ATCC (American Type Culture Collection).

2. Extracao de celulose A

Foram coletados residuos celuldsicos provenientes de uma industria portuguesa, os mesmos foram
submetidos a selecdo e limpeza. Para realizar a hidrolise acida (Figura 12), utilizou-se 20 g de massa
celulésica para 300 mL de acido nitrico a 1 g:-molt, na proporcao de 1:15. Esta mistura permaneceu em refluxo
por aproximadamente 7-9 h, sem agitacdo. Apds a hidrolise completa o material foi filtrado e lavado duas vezes

com acetona e etanol em funil de placa porosa. Posteriormente realizou-se secagem em temperatura ambiente.

!
2=

—

st

Figura 12 — Etapas da extracao de celulose, (1) Residuos celulosicos em acido sob refluxo; (2) Arrefecimento;

(3) Lavagem e filtracdo da celulose e (4) celulose em po6 apos secagem a temperatura ambiente.
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3. Sinteses / Modificacdes quimicas da celulose

S&o descritos os procedimentos genéricos para as reacdes de modificacdo quimica da celulose, de forma
a melhor compreender as influéncias das diferentes caracteristicas do polimero na sua derivatizacdo. Foram
empregues cinco tipos de celulose, sendo elas celulose A (Celulose proveniente de residuos - DP=1537178),
celulose B (Celulose Regenerada, DP~63), celulose C (celulose comercial - DP=134), Celulose D (nano-alfa
celulose, DP=50), celulose E (derivado de celulose: carboximetilcelulose, DS= 0,36). O uso da
carboximetilcelulose teve como objetivo verificar a possibilidade de se obter um composto zwitteridnico - com

carga negativa proveniente da CMC e carga positiva proveniente do grupo amina introduzido.

3.1. Tosilcelulose (Amostra 25)

Para a sintese da tosilcelulose empregou-se a metodologia descrita por Heinze et al., (2016). Portanto,
uma mistura de 5,0 g de celulose A (0,031mol) em 150 mL de DMA permaneceu em agitacdo por 2 h a 120
°C. Posteriormente arrefeceu-se a temperatura para os 100 °C, adicionou-se 9 g de LiCl e manteve-se a
agitacao até a obtencdo de uma solucao de celulose limpida e viscosa. Apds a completa solubilizacdo da
celulose, a solucdo foi arrefecida até os 8 °C, e entdo sob agitacdo adicionou-se uma mistura de 17,3 mL
trietilamina e 17,5 mL de DMA. De seguida adicionou-se uma solucdo com 11,9 g de TsCl em 25 mL de DMA
e manteve-se em agitacdo durante 24 h a 8 °C. Apds este tempo de reacdo, o polimero foi recuperado por
precipitacdo em 750 mL de agua gelada, sendo ainda filtrado, lavado cinco vezes com agua destilada e duas

vezes com etanol. Por fim a tosilcelulose foi seca em estufa a 60 °C até se obter massa constante.

3.2. Carboximetilcelulose (CMC)

Para a sintese de carboximetilcelulose (celulose E), sob intensa agitacdo adicionou-se 5 g de celulose A
e 133 mL de 2-propanol, acrescentou-se gota a gota uma solucdo de 13 mL de NaOH a 30% (m/v). A mistura
permaneceu 1 h em agitacdo. Apds elevar a temperatura a 55 °C, adicionou-se lentamente 6 g de acido
cloroacético (CICH,COOH), que se manteve 5h em agitacao a essa temperatura. A CMC obtida foi filtrada,
lavada com etanol e purificada, em uma solucéo aquosa de etanol a 80 % (v/v), sob agitacdo por 1 h. O polimero

foi entdo filtrado, lavado com etanol e seco a temperatura ambiente.
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4. Aminocelulose

4.1. Aminocelulose | (amostra 14)

Para obtencao de Aminocelulose | (6-desoxi-6-aminoetilamino), conforme o relatado por Heinze et al.
(2016), misturou-se 1,0 g (0,0028 mol) de tosilcelulose (amostra 25) com 4,7 mL (0,7 mol, 12,5 mol / mol
unidade de AGU modificada) de etilenodiamina a 100 °C por bh. Apo6s a mistura arrefecer para a temperatura
ambiente, a celulose foi precipitada em 100 mL de acetona, filtrada em funil de placa porosa, lavada 2 vezes
com acetona, 2 duas vezes com 2 - propanol e secou a temperatura ambiente. A aminocelulose seca passou
ainda por dialise em solucéo aquosa de 50% etanol (v/v) por 24 h, e entdo foi submetida a filtracdo e secagem

a temperatura ambiente.

4.2. AminoCelulose Il (amostra 34)

Para conversdo da tosilcelulose em Aminocelulose Il (6-desoxi-6-aminoetilamino) recorreu-se a
metodologia descrita por Zieger et al., 2015. Para tal, uma mistura de 0,5 g (1,6 mmol) de tosilcelulose (amostra
25) em 10 mL de DMSO foi agitada por 5 minutos, entdo adicionou-se 2,7 mL (40,5 mmol, 25 mol por mol
por AGU) de etilenodiamina. A mistura permaneceu em agitacdo por 6 h a 100 °C. Apds o resfriamento a
temperatura ambiente, o polimero foi recolhido por precipitacdo em acetona (300 mL), lavado 3 vezes com

acetona e 2 vezes com etanol e entdo seco a 60 °C a temperatura ambiente.
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5. Modificacdo com recurso a lactamas

Neste trabalho foram realizadas reacées homogéneas e heterogéneas para a conversao de celulose com
lactamas - e-caprolactama, 1-Metil-2-pirrolidinona e 2-pirrolidinona - na presenca de TsCl para obter ésteres de

celulose com funcdes catidnicas, em diferentes condicdes de tempo e temperatura, conforme o ilustrado na

Figura 13.
OH 1. Lactamas na presenga de TSC1 OR
. 0O 2. Agua By 0
HO 0-.. > RO \_o.
OH epsilon-caprolactama ou 1-Metil-2-pirrolidinona ou 2-pirrolidinona :
BMIMCI (liguido iSnico) DMA (co-solvente) OR
5ha%0°C.

Figura 13 — Conversao de celulose com lactamas na presenca de TsCl para obter ésteres de celulose

catiénicos. Adaptado de Zarth et al., 2011.
5.1. Epsilon-caprolactama (s-caprolactama)
5.1.1. Reacdo com - e-caprolactama com solubilizacdo (amostra 03)

Para realizar uma reacdo homogénea, fundiu-se 4,5 g de BMIMCI (Cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio) a
90 °C e adicionou-se 0,5 g de celulose A (3,1 mmol). A mistura permaneceu em agitacdo por 6 h para total
solubilizacdo da celulose. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de dimetilacetamida (DMA), reduziu-se a
temperatura para os 40 °C e adicionou-se 1,18 g de TsCl (6,2 mmol, 2 mol/mol AGU) e 0,701 g de &-
caprolactama (6,2 mmol, 2 mol/mol AGU). A solucdo permaneceu em agitacdo por 16h a 40°C. Em seguida,
adicionou-se 0,5 mL de agua destilada gota-a-gota para abertura do anel da lactama e agitou-se por 30 minutos.
A celulose modificada foi isolada por precipitacao em solucao de etanol:acetona (1:1 v/v), lavada com acetona

e seca a temperatura ambiente (Zarth et al., 2011).
5.1.2. Reacdo com - e-caprolactama com CMC (amostra 36)

Uma mistura de 10 mL de DMA e 0,5 g de carboximetilcelulose (Celulose E) foi agitada por 30 minutos
a 90 °C, e entéo adicionou-se uma solucao com 1,18 g de TsCl (6,2 mmol, 2 mol/mol AGU) e 0,701 g de &-

caprolactama (6,2 mmol, 2 mol/mol AGU) em 3 mL de DMA. A reacdo permaneceu em agitacdo por bh, a

31



90°C. Apos esse tempo adicionou-se 0,5 mL de agua destilada gota-a-gota para abertura do anel da lactama e
agitou-se por 30 minutos, o polimero foi precipitado em cloroférmio, filtrado, lavado 3 vezes com acetona e
seco a temperatura ambiente. Esta metodologia foi desenvolvida neste trabalho e utilizada para a obtencéo de

celulose zwitterionica (36).

5.2. 1-Metil-2-pirrolidinona (NMP)

5.2.1. Reacdao com NMP (amostra 19)

Fundiu-se 4,5 g de BMIMCI (Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio) a 90 °C e adicionou-se 0,5 g de celulose
A (3,1 mmol). A mistura permaneceu em agitacao por 16 h para total solubilizacdo da celulose. Posteriormente,
adicionou-se 10,6 mL de NMP e 1,18 g de TsCl (6,2 mmol, 2 mol/mol AGU) e a solucao de reacao homogénea
permaneceu em agitacao por 2h, a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de agua destilada
gota-a-gota para abertura do anel da lactama e agitou-se por 30 minutos. O polimero foi isolado por precipitacao
em solucao de etanol:acetona (1:1 v/v), e ainda lavado cinco vezes com acetona, realizou-se dialise por 72h e

liofilizacdo, metodologia adaptada de Zarth et al., (2011).

5.2.2. Reacdao com NMP / TsCl em NMP / LiCl como solvente (amostra 28)

Agitou-se por 2 h, a 120 °C, uma mistura de 1 g (6,2 mmol) de celulose A em 100 mL NMP. Apos este
tempo a temperatura foi reduzida para os 80 °C e adicionou-se 9g de Cloreto de litio (LiCl). A mistura
permaneceu em agitacdo sem aquecimento por 16 h, produzindo uma solucdo oticamente limpida.
Posteriormente adicionou-se 2,7 mL de piridina (34 mmol, 5 mol/mol, AGU) e agitou-se por 10 minutos. Depois,
adicionou-se 6,47 g (34 mmol, 5 mol / mol AGU) de TsCl e a reacdo permaneceu 5 h, a temperatura ambiente,
sob agitacao constante. Adicionou-se 10 mL de agua destilada gota-a-gota para abertura do anel da lactama e
agitou-se por 30 min. Isolou-se a celulose por precipitacdo em 800 mL de acetona/etanol (1: 1, v / v), filtrou-

se, realizou-se cinco lavagens com acetona e o polimero foi seco a temperatura ambiente (Zarth et al., 2011).

5.3. 2-pirrolidinona (amostra 20)

Para realizar uma reacdo homogénea, fundiu-se 4,5 g de BMIMCI (Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio) a
90 °C e adicionou-se 0,5 g de celulose A (3,1 mmol). A mistura permaneceu em agitacado por 6 h para total

solubilizacdo da celulose. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de dimetilacetamida (DMA), deixou-se arrefecer
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a temperatura ambiente, e adicionou-se uma mistura de TsCl (1,18 g, 6,2 mmol, 2 mol / mol AGU) e 2-
pirrolidinona (0,5 mL, 6,2 mmol, 2 mol/mol AGU). A mistura de reacao homogénea permaneceu sob agitacao
por 2 h. Adicionou-se 0,5 mL de agua destilada gota-a-gota para abertura do anel da lactama e agitou-se por
30 minutos. A celulose foi isolada por precipitacdo em solucao de etanol:acetona (1:1 v/v), foi lavada cinco

vezes com acetona e seca a temperatura ambiente, metodologia adaptada de Zarth et al., (2011).

6. Reacao de quaternizacao com cloreto de glicidiltrimetilaménio (CHPTAC)

Na obtencéo de celulose quaternizada cationica por eterificacao empregou-se a metodologia descrita por
(Li et al., 2015). Portanto, arrefeceu-se uma solucao de 100 mL de NaOH-Uréia-H,0 (7-12-81%) e adicionou-
se 2 g de celulose A. Esta mistura permaneceu 5 minutos sob intensa agitacao antes de ser submetida a
congelamento, por 24 h. Posteriormente, a mistura foi aquecida até temperatura ambiente e entao, sob agitacao
constante, foram adicionadas 21 mL de CHPTAC lentamente. A reacao de eterificacao teve duracdo de 24 h a
temperatura ambiente, sendo que depois a mistura foi neutralizada com HCI e o produto foi submetido a dialise
por 3 dias (Mw cutoff = 14000) e liofilizacao. Este foi procedimento empregado para obter o derivado catiénico

(16).

7. Técnicas de Caracterizacao

A celulose A extraida foi caracterizada em termos de grau de polimerizacao e cristalinidade, através de
técnicas como FTIR-ATR, analise termogravimétrica, calorimetria diferencial de varrimento microscopia, que
atuaram como base para o estudo da estrutura e propriedades da celulose utilizada.

As celuloses modificadas foram avaliadas através das seguintes técnicas: FTIR-ATR, analise elementar,
analise termogravimétrica, espalhamento de luz eletroforética e ainda foi avaliada quanto a capacidade
antimicrobiana, que permitiram conhecer melhor a influéncia da modificacdo quimica nas propriedades da

mesma.

7.1. \Viscosimetria capilar para determinacao da massa molar e grau de polimerizacao

Viscosimetria é o método mais empregado para a determinacao do peso molecular médio da celulose
em aplicacdes industriais. Os polimeros sdo, em geral, menos solUveis do que seus mondmeros
correspondentes. No entanto a dissolucdo de polimeros em solventes leva a um aumento da viscosidade e

guanto maior o comprimento médio da cadeia das moléculas de polimero, mais a viscosidade muda (conhecida
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como viscosidade positiva). Dessa forma, a viscosidade de uma solucao pode ser facilmente medida, utilizada
no calculo de massa molar média da viscosidade e posteriormente na determinacao do DP médio da celulose
(Oberlerchner et al., 2015).

A viscosidade de uma solucao aumenta pela presenca de solutos macromoleculares devido ao elevado
atrito intermolecular, este efeito é notavel, mesmo em concentracoes baixas, pois as moléculas de grande porte
alteram o escoamento do fluido ao longo de extensas regides nas vizinhancas delas (Atkins et al., 2014). Esse

aumento da viscosidade, numa solucédo devido ao soluto, pode ser expresso pela viscosidade cinematica:

MNen = Nan/ P = AL (D)

onde mdin € a viscosidade dinamica, expressa em mPa.s, p é a densidade do fluido, expressa em Kg/ms3,
k & a constante geométrica do viscosimetro, expressa em mm2/s2, e t € o tempo de escoamento, expresso em
segundos.

Pelo mesmo procedimento, € possivel obter o tempo de escoamento e a viscosidade do solvente puro.
Com isso, relacionando a viscosidade dindmica da solucdo com a do solvente, é possivel obter a viscosidade

relativa:

n,= ns/nO (2)

onde M s € a viscosidade dindmica da solucéo e mo a do solvente puro. Com esse dado, obtém-se a

viscosidade especifica:

nesp = 77/’ -1 3)

Com esse parametro, relacionando-o com a concentracdo da solucao, é possivel obter a viscosidade

reduzida:

77/80' = 7795/7 /c (4)
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Onde ¢ é a concentracao do polimero. Outro parametro importante é a viscosidade intrinseca do polimero
n, que é uma fungdo Unica para massa molecular para um determinado sistema polimero/solvente. Esta é
obtida através da regressao linear da viscosidade especifica em funcéo da concentracdo de polimero. E a partir
da aplicacdo da equacdo Mark-Houwink-Sakurada (MHS), é possivel relaciona-la com a massa molar média

viscosimétrica Mv, sendo que o sistema polimero/solvente deve estar a uma temperatura especifica:

[n]-K M7

onde A e a sao constantes empiricas que dependem, exclusivamente do sistema
polimero/solvente/temperatura de trabalhado.

Assim a viscosidade de fluidos newtonianos pode ser medida em viscosimetros capilares, onde se mede
o tempo de escoamento do fluido através do capilar e relaciona-se esse tempo ao do escoamento do solvente.
Este método é conveniente para a medida de [n], pois a razao entre a viscosidade da solucéo e a do solvente
puro é proporcional a razao entre os tempos de escoamento t e t,, realizando as correcdes das densidades
(Budtova & Navard, 2015; Oberlerchner et al., 2015; Zhou et al., 2004)

Nesse sentido um viscosimetro capilar ubbelohde foi utilizado para determinar massa molar
viscosimétrica e o grau de polimerizacdo das amostras de celulose, foram utilizadas solucées com
concentracdes de 0,50%, 0,75%, 1,0% e 2,0% (m/v), e como solvente uma solucao aquosa de 4% de hidroxido
de sddio (m/v) e 6% de ureia (m/v). Misturou-se a celulose em 25 mL de solvente e ap6s agitacdo das mesmas,
foram submetidas a congelamento por 24 horas para completo intumescimento e solubilizacao da celulose. As
amostras foram descongeladas até atingirem a temperatura ambiente para a realizacdo da medicado do tempo
de escoamento (segundos) em triplicato, a temperatura de 25 °C (controlada por banho termostatizado).

Apds a determinacdo do tempo de escoamento, determinou-se através das equacdes (1) - (4) as
viscosidades cinematica, relativa, especifica, reduzida e a intrinseca (Anexo 1). Através da equacdo (5),
equacao de Mark-Houwink-Sakurada, foi possivel determinar a massa molar viscosimétrica e o grau de

polimerizacao da celulose A (Figura 14).
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Figura 14 - (1, 2) Foto da realizacdo de viscosimetria capilar, usando o viscosimetro de tubo em U Ubbelohde

e (3) foto das solucdes de celulose diluidas.

7.2. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexao Total

Atenuada (FTIR-ATR)

Todas as amostras de celulose e os seus derivados modificados foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR) num equipamento
PerkinEImer Spectrum 100 Versao 10.4.00. Foram obtidos espectros na faixa de 4000 a 600 cm-. Este recurso
analitico ndo destrutivo para analise molecular qualitativa, ¢ uma das técnicas mais empregadas para a
identificacdo de materiais poliméricos, visto que diferentes grupos funcionais que compdem as moléculas
absorvem a radiacdo na regido do infravermelho do espectro eletromagnético em comprimentos de onda
caracteristicos, permitindo identificacdo e elucidacéo estrutural de substancias organicas (Skoog et al., 2002).
Portanto, auxiliou no estudo das modificacdes realizadas na celulose e na avaliacdo dos grupos funcionais

presentes.

7.3. Termogravimétria (TGA)

A analise termogravimétrica, &€ uma técnica que permite avaliar perda de massa de um polimero em
funcdo da temperatura ou tempo, de uma amostra que é submetida a um programa com temperatura e
atmosfera controladas. O conhecimento do perfil térmico das amostras de celulose, o conteudo dos
componentes volateis, o comportamento de decomposi¢cdo e conteudo de cinzas sdo importantes, pois a

cinética destes processos sao fundamentais para determinar a curva de estabilidade térmica e envelhecimento
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devido a processos térmicos e termo oxidativos, bem como a relacdo destes com modificacdo quimica da
estrutura da celulose (Prime et al., 2008). As curvas termogravimétricas das amostras de celulose A e de seus
derivados (Catidnico 16 e zwitterionico 36) foram obtidas em equipamento TGA 209 F1 Libra da Netzsch, com
fluxo de ar sintético e programacao de aquecimento de 30 a 700 °C, com velocidade de aquecimento de 20

°C por minuto.

7.4. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) para determinacdo do indice de

cristalinidade

0 DSC consiste numa técnica na qual a diferenca de fluxo de calor entre a amostra e uma referéncia é
monitorada em funcao do tempo ou da temperatura, enquanto a temperatura média da amostra, em atmosfera
especifica, € controlada. As medidas no DSC relacionam fluxo de calor com as transicdes do material, sendo
diretamente proporcional a mudanca na energia interna (entalpia) da amostra, obtendo informacoes qualitativas
e quantitativas sobre variacdes quimicas e fisicas associadas a processos exotérmicos e endotérmicos e sobre
a capacidade calorifica (Lucas et al., 2001). Dessa forma a cristalinidade da celulose pode ser estimada por
DSC, uma vez que ha uma relacao direta entre a area do pico endotérmico e a cristalinidade da amostra, pois
nas zonas cristalinas a celulose nao absorve agua, e o pico endotérmico obtido no DSC corresponde as zonas
amorfas da celulose. Para tanto, assumindo que as zonas amorfas sao diretamente proporcionais a
acessibilidade para absorver agua, deduz-se que a energia necessaria para desidratar a amostra esta
diretamente relacionada com as fracdes amorfas da celulose.

Neste trabalho fez sentido caracterizar a nivel de indice de cristalinidade somente a amostra de celulose
A, uma vez que esta foi obtida através de um procedimento de extracdo interno do CeNTI. Resumidamente,
a amostra de celulose A foi seca em estufa a 100 °C por 3 h para garantir que ndo continha agua e as
medicdes calorimétricas foram obtidas num Power compensation Diamond DSC  (Perkin Elmer), com
um /ntracooler ILP, em atmosfera de Azoto, 20 mL/min, com razdo de aquecimento de 20 °C/min.
A amostra, de aproximadamente 5 mg em cadinho de aluminio, foi submetidaa um ciclo de
aquecimento/arrefecimento: o primeiro de 30 a 200 °C, ao qual permaneceu 1 minuto, e 0 segundo ciclo de
200 °C a 30 °, com velocidade de varrimento a 20 °C/minuto. A analise foi realizada em duplicado e o indice

de cristalinidade foi determinado pela seguinte equacao:
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(AHo — AHs)

Cl % =
/o AHo x 100

Onde AHo ¢ a entalpia necessaria para desidratar uma amostra de celulose completamente amorfa, em
J/g, e AHs é a entalpia necessaria para desidratar a amostra a ser medida, em J/g. Para o calculo da

cristalinidade foi utilizado um valor tabelado de entalpia de 216,04 J/g para a amostra amorfa.

7.5. Morfologia por microscopia ética e eletrénica

Em relacdo ao estudo morfolégico da celulose A, foi observada por microscopia ética num microscopio.
Para obter micrografias com maior resolucdo e informacdes da superficie, o polimero (celulose A) e de seus
derivados (Catidnico 16) foram analisados com recurso a microscopia eletronica de varrimento (SEM). O
equipamento utilizado neste trabalho foi um microscépio eletronico de varrimento de ultra alta resolucéo
Pegasus X4M da marca EDAX com um sistema integrado de microanalise por energia dispersiva de raios-X. As
amostras foram colocadas sobre fita adesiva carbono em porta-amostra e recobertas com uma fina camada de

ouro para serem analisadas no microscopio eletrénico de varredura.

7.6. Espectroscopia de raios X por dispersdao em energia (EDS)

As amostras (celulose A e seu derivado Cationico 16) foram ainda analisadas quanto aos elementos
quimicos constituintes, por Espectroscopia de raios X por dispersao em energia, utilizando-se o conjunto de
periféricos e detetores de radiacao integrada ao Microscopio eletrénico de varredura (EDXMA) e difracdo de

eletrdes retrodifundidos (EBSD), para obtencao de informacdes semiquantitativas da composicdo da amostra.

7.7. Analise elementar

A analise elementar foi realizada nas amostras secas de celulose e seus derivados (Cationico 16 e
Zwitteriénico 36), para determinar a composicao elementar de CHNS. Para isso foi utilizado o equipamento

Truspec 630-200-200. A amostras foram analisadas num forno de combustdo a 1075 °C.
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7.8. Espalhamento de luz eletroforética (ELS) - Potencial Zeta

Sendo o potencial Zeta um importante parametro para medir a carga elétrica da superficie, empregou-
se a técnica de ELS para avaliar a carga superficial das amostras de celulose cationica com CHPTAC (Catiénico
16), da CMC, e da CMC modificada com lactama (Zwitterionico 36). As solucdes aquosas de 1 mg/mL foram
medidas em células Dip de 0,7 mL, a 25 °C usando um analisador Zetasizer Nano SZ (Malvern). Foram
ajustadas as corridas pelo sistema Dispersion Technology Software (DTS) com processamento monomodal e

teve-se em consideracao os valores de erro e o potencial zeta médio (mV).

7.9. Avaliacao da capacidade antimicrobiana

concentracao bactericida minima (MBC - Minimum bactericidal concentration)

Foram realizados ensaios de MIC com microdiluicdo em placas de 96 pocos para avaliar as atividades
antibacterianas dos derivados de celulose catiénica para £. coli; S. aureus e P. aeruginosa. Foram preparadas
diluicdes do derivado de celulose cationico (16), zwitteridnico (36) e da CMC a concentracdes de 60, 50, 40,
30, 25, 20, 15, 10, 7,5 e 5 mg/mL em agua destilada, foram adicionadas aliquotas de 50 L por poco a placa
de 96 pocos.

Previamente a realizacdo dos experimentos, as amostras bacterianas foram recuperadas em caldo
Mueller-Hinton, e incubadas a 37°C durante a noite, apos a medicdo da densidade 6tica foram preparados os
indculos em caldo Mueller-Hinton para £. coli (10¢ UFC/mL), S. aureus (10: UFC/mL) e P. aeruginosa (10¢
UFC/mL). Em seguida, um volume de 50 uL de solucéo bacteriana foi adicionado em cada poco as placas de
96 pocos. Como controlo de crescimento empregou-se o respetivo organismo bacteriano, como controlo de
esterilidadez o caldo Mueller-Hinton e ainda a CMC atuou como controlo de referéncia para a celulose. As placas
foram incubadas a 37 °C durante a noite, apds a leitura da absorbancia a 600 nm foram identificadas as MICs,

gue é considerada como a concentracao mais baixa de um antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de

= 0 conceito de esterilidade é definido como a auséncia de microrganismos viaveis (Bowman, 1969). A esterilidade do ensaio depende das condicdes do
protocolo utilizado e deve ser confirmada pelo ensaio de esterilidade, em que se utiliza uma amostra representativa do meio utilizado por exemplo, para que indique
a auséncia de microrganismos viaveis.
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um microrganismo apoés a incubacao durante a noite (Andrews, 2001), realizaram-se trés ensaios em condicoes
independentes, com diluicdes em triplicado.

Para a observacdo do MBC (Figura 15), foi retirada uma aliquota 10 uL dos pocos em que nao foi
observado o crescimento bacteriano no ensaio de MIC, e foi diluida em 990 L de solucao salina, novamente,
preparou-se uma solucao (1:10), foram inoculadas diferentes placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton com
50 L, e incubadas por 24 horas a 37 °C, bem como os controles de esterilidade contendo agar Mueller-Hinton
e uma aliquota de 50 pL dos pocos em que foi adicionado somente caldo Mueller-Hinton. Apds esse periodo
foram observadas as placas onde ocorreu crescimento microbiano, pois a concentracdo bactericida minima
(MBC) é a concentracdo mais baixa de um antimicrobiano que impedira o crescimento de um microrganismo

apods a incubacdo (Andrews, 2001). Foram realizados trés ensaios em condicdes independentes.
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Figura 15 — Passo a passo ilustrativo do protocolo de MIC e MBC. (Adaptado de Pharma, n.d.).

7.9.2. Protocolo de inibicao de producao de biofilme (MBIC)

A MBIC ¢é a concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que nao resulta em crescimento de
biofilme detetavel. Para este ensaio foram preparadas solucoes a 60, 50, 40, 30 e 25 mg/mL em agua
destilada, aliquotas de 50 uL foram adicionadas em cada poco da placa de 96 pocos. Previamente a realizacao
dos experimentos, as amostras bacterianas foram recuperadas em caldo Muller Hinton, e incubadas a 37°C
durante a noite, apds a medicdo da densidade 6tica foram preparados indculos diluidos com caldo Muller Hinton

de S. aureus (10° UFC/mL) e P. aeruginosa (10- UFC/mL). Em seguida, um volume de 50 uL de solucéo
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bacteriana foi adicionado a cada poco das placas de 96 pocos. Como controlo de crescimento empregou-se o
respetivo organismo bacteriano, como controlo de esterilidade o caldo Muller Hinton e ainda a CMC atuou como
controlo de crescimento para a celulose. As placas foram incubadas a 37 °C durante a noite, no dia seguinte
as bactérias foram removidas e fixadas com 200 uL de metanol por 5 minutos. Apés a fixacao, procedeu-se a
coloracao com 200 L de solucéo de cristal violeta a 0,2% por 5 minutos, o meio foi entdo lavado 3 vezes com
PBS e adicionou-se 200 uL de uma solucéo de acido acético a 33% em PBS para a solubilizacdo dos cristais.
Dessa forma, a MBIC foi quantificada pela coloracdo das bactérias com cristal violeta com medicao da
absorbancia a 570 nm (SpectraMax Plus 384). Pocos contendo meio estéril atuaram como branco para todas
as leituras de absorbancia, a cultura bacteriana como controle positivo e a CMC como parametro para a celulose

sem grupos cationicos, realizaram-se trés ensaios em condicdes independentes e em triplicata (Figura 16).
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Figura 16 — Passo a passo ilustrativo do protocolo de MBIC. (Adaptado de Pharma, n.d.).
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. Resultados e Discussoes

Nesta seccao serao apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo deste trabalho. Em primeiro
lugar discorreu-se sobre as técnicas de caracterizacao referentes a extracao e caracterizacao da celulose A
obtida de residuos, da obtencéo carboximetilcelulose e das demais fontes empregadas como ponto de partida
para a obtencao de derivados antimicrobianos.

Em seguida foram abordadas as informacOes pertinentes das reacdes de modificacdao quimica
desenvolvidas com recurso a lactamas, obtencdo de aminocelulose e com agente de derivatizacdo CHPTAC.
Para fins de aplicacao neste trabalho foi coerente realizar caracterizacao detalhada somente dos derivados
soluveis em agua, tendo em vista a aplicacao em téxteis por metodologias convencionais. Por fim, apresentar-

se-a a caracterizacao microbioldgica dos derivados de celulose catiénica 16 e Zwitterionica 36.

1. Extracao e caracterizacao da celulose

A extracao de celulose A a partir de residuos celuldsicos deu-se por hidrélise acida, empregou-se um
procedimento utilizado anteriormente no CeNTI via refluxo, apos a lavagem e secagem obteve-se um pé de
celulose homogeéneo, que foi submetido a analise por FTIR-ATR para confirmar sua estrutura quimica.

Na Figura 17 é possivel observar micrografias da celulose A obtida por microscopia eletronica de
varredura, onde podem ser identificadas a fibra de celulose que se apresenta com estrutura uniforme e densa,

onde podem ser observados as tor¢des tipicas da fibra do polimero (outras micrografias no Anexo 2).

Figura 17 — Micrografias obtidas utilizando microscépio eletronico de varrimento da celulose A. Cujas

magnificacdes sao (Al e A2) 10000 x, (A3, A4 e B1) 2500 x, (B2) 500 x e (B4) 250 x;
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1.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflexdo total

atenuada

A Figura 18 demonstra os espectros obtidos na analise de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada para as diferentes fontes de celulose empregadas nas
reacdes de modificacdo quimica. De forma comparativa, observa-se pela construcdo dos espectros que ha

poucas diferencas nas bandas de absorcdo das celuloses A, B, C e D.

m Celulose A == Celulose B == Celulose C == Celulose D == Celulose E

TR
et

4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (em-")

Figura 18 — Espectros FTIR das diferentes fontes de celulose utilizadas.

A celulose A obtida por hidrolise, correspondeu em 99% de semelhanca a um espectro tipico de celulose
pura do banco de dados da PerkinEimer SpectrumVersao 10.4.00. Pode-se identificar nos respetivos espectros
as bandas de absorcdo caracteristicas. No caso das celuloses A, B, C e D, os picos observados na faixa do
numero de onda de 3330 - 2800 cm* sao caracteristicos da vibracdo de alongamento das ligacdes OH e CH
em polissacarideos. Este pico largo em 3336 cm* é caracteristico para a vibracao de estiramento do grupo
hidroxilo e inclui também vibracdes de ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares na celulose. A banda em
2894 cm* é atribuida a vibracdo de estiramento CH de todos os constituintes de hidrocarbonetos em
polissacarideos. Sao observadas bandas tipicas atribuidas a celulose na regidao de 1642 - 1051 cm. A banda
localizada em 1642 cm- corresponde a vibracao das moléculas de agua absorvidas na celulose. E as bandas

de absorcao em 1428, 1361, 1335, 1315, 1160 e 1027 cm- pertencem a vibracdes de alongamento e flexao
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de ligacdes -CH, e -CH, -OH e CO na celulose. O pico em torno de 1400 cm- esta associado a estrutura cristalina
da celulose, enquanto a banda em 984 cm- ¢ atribuida a regiao amorfa da celulose (Poletto et al., 2011, 2014,
Popescu et al., 2011; Rosa et al., 2010).

Em relacdo a celulose E, a carboximetilcelulose, o aparecimento de picos em 1700 - 1500 cm -
(estiramento da ligacdo C—=0) e 1400 cm ~(estiramento da ligacdo C-O ) no espectro de IR ¢ a indicacao de

gue a reacao de eterificacao foi bem-sucedida (Hivechi et al., 2015).

1.2. Determinacao da massa molar e grau de polimerizacao

A viscosimetria capilar foi utilizada para determinar a viscosidade intrinseca, posteriormente a massa
molar e por fim estimar o grau de polimerizacao (DP) da cadeia celulosica. Os valores de DP das amostras de
celulose diferem amplamente, dependendo origem e pré-tratamento. A Tabela 4 apresenta os valores do grau
de polimerizacao das celuloses utilizadas e observa-se que o maior valor de DP é atribuido a celulose comercial
(C). Ou seja, é a que apresenta maior massa molar, a seguir a celulose A, obtida por hidrolise de residuos
celulosicos, com DP de 175, a celulose B com DP de 63 e por fim a menor cadeia polimérica refere-se a

nanoalfacelulose (D) com DP de 50.

Tabela 4 — Resultados da analise de viscosimetria, calculo de massa molar e grau de polimerizacdo (DP).

Celulose A 0,104 28,27 + 0,05 174,52 + 0,03
Celulose B 0,046 10,3 +0,3 63+5
Celulose C 0,146 245 +4 266 + 15
Celulose D 0,037 8,1+03 50+ 2

As celuloses B e D apresentam um DP baixo pois foram obtidas a partir de hidrélise acida de fibras de
celulose regenerada e o-celulose, respetivamente. Se por um lado as fibras de celulose regenerada ja
apresentam um DP baixo, quando submetidas a um processo de hidrolise obter-se-a um pdé com um DP ainda
mais baixo. Por outro lado, e apesar da a-celulose apresentar um DP maior, esta foi sujeita a uma hidrdlise
muito extensa para originar nano-alfacelulose e por isso era expectavel obter-se valores de DP mais baixos.

Ambas ja se encontravam no laboratério do CeNTI sendo que neste trabalho apenas se extraiu a celulose A,
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que apresenta um DP dentro dos valores de qualidade internos do laboratério do CeNTI para este tipo de fonte
(residuos celulosicos).

Como era de esperar, apos a clivagem hidrolitica acida o DP da celulose diminui, no entanto segundo
Zarth (2011), o DP da celulose usada como material de partida nao desempenha um papel muito significativo
na sintese quimica. Mas, quanto maior o DP, maior é a viscosidade da mistura de reacéo e, portanto, pode
torna-se mais dificil o controlo de temperatura da reacdo. Tendo em consideracao este facto, neste trabalho
foram usadas as diferentes celuloses de forma a averiguar qual seria a melhor fonte para obtencao de celulose

antimicrobiana.
1.3. Termogravimetria (TGA)

Em relacdo analise termogravimétrica é de notar que apenas se analisou a celulose extraida neste
trabalho (celulose A) pois as restantes ja tinham sido analisadas anteriormente e o perfil térmico é
extremamente semelhante ao observado para a celulose A. Assim, apenas esta representada a curva para a
celulose A. Pela Figura 19, observou-se que a decomposicao da celulose A ocorreu em trés etapas conforme
o descrito por Zhang et al., (2015), em que na primeira etapa na faixa de 25 °C a 300 °C ocorreu a perda de
peso inicial devido a perda de humidade superficial e agua interna de celulose. A temperatura de degradacdo
da celulose foi identificada por volta dos 300 °C na e a segunda etapa, onde a perda de peso aconteceu devido
a decomposicao da celulose. A terceira etapa da perda de peso foi causada pela oxidacdo de parcialmente

celulose decomposta a 400 °C e carbonizacao (Anexo 3).
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Figura 19 — Termograma da celulose A.

46



1.4. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) / Cristalinidade

A cristalinidade da celulose resulta parcialmente das ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de celulose,
entretanto algumas ligacdes de hidrogénio também ocorrem na fase amorfa embora a sua organizacao seja
baixa.

Nesse sentido, a cristalinidade da celulose pode variar de acordo com o conteudo inicial de estruturas
amorfas determinado pelas mudancas induzidas nas cadeias de celulose devido aos processos de extracao
(Moon et al., 2011). Dessa forma recorreu-se a analise de Calorimetria Diferencial de Varrimento para obter-se
os valores de cristalinidade da celulose A e B (Tabela 5). Neste caso, a celulose B foi escolhida para
comparacao pois por ser uma celulose que ja passou por um processo de regeneracao (logo é celulose 1)

apresentaria um indice de cristalinidade diferente.

Tabela 5 - Percentagem de cristalinidade das celuloses extraidas A e B.

Celulose A 97 +6 52,7

Celulose B 141 + 14 34,7

O percentual de cristalinidade das celuloses A e B sao inferiores a celuloses comerciais por volta de 60-
70%, bem como celuloses nano estruturadas com ~90%. O teor de cristalinidade encontrado para a celulose A
(52%) é desejavel, considerando que este influencia no grau de “inchamento” da celulose, pois, a agua nao
penetra na regiao cristalina (Gharehkhani et al., 2015; Kongdee et al., 2004; Wan et al., 2011). Outro parametro
a se ter em conta, é que a acessibilidade dos grupos hidroxilo nas regides amorfa e cristalina sao diferentes, e
as AGUs das regides amorfas tendem a ser mais substituidas do que suas contrapartes nas regides cristalinas
(Klemm et al., 1998; Law, 2004). No entanto, quanto maior a cristalinidade, maior sera a area de superficie

que podera ser modificada. Os espetros experimentais de DSC originais estdo dispostos no Anexo 4.

47



2. Modificacao quimica da celulose

Nesta seccao primeiramente serao apresentadas as informacoes referentes as reacdes de modificacao
guimica com diferentes condicdes e protocolos. Antes de analisar os resultados faz-se o esclarecimento de
alguns conceitos como o0s tipos de solventes utilizados.

Existem apenas alguns solventes que dissolvem a celulose fisicamente, ou seja, sem formar uma ligacao
covalente, podem ser referidas as solucdes alcalinas e os liquidos ionicos. A maioria dos solventes moleculares
causa inchaco na celulose em graus variados, mas nao a dissolucdo completa (El Seoud et al., 2013). O
solvente empregue durante as reacdes com celulose deve romper as ligaces de hidrogénio intramoleculares
na AGU, as ligacoes de hidrogénio intermoleculares entre as cadeias do biopolimeros e as interacoes de van
der Waals presentes pois a celulose é anfifilica e tem uma superficie interna relativamente hidrofébica (Lindman
etal., 2017; Medronho et al., 2012). De acordo com a literatura, solventes de celulose eficientes sao fortemente
dipolares ou i6nicos e sado utilizados puros ou como solucoes, geralmente dipolares apréticas. Assim a rutura
dessas interacoes pode ser prontamente alcancada usando eletrolitos fortes (como por exemplo LiCl) em
solventes aproticos dipolares (como por exemplo N,N-dimetilacetamida, DMAC, N -metilpirrolidin-2-ona e
DMSO) (El Seoud et al., 2013).

Resumidamente, esses eletrolitos fortes dissociam-se dos solventes aproticos dipolares devido as suas
altas polaridades e permissividades relativas. Assim, uma combinacao de interacdes do sistema biopolimero-
solvente, incluindo aguelas com os ides nao solvatados, e/ou seus complexos com 0s solventes rompem a rede
de ligacdes de hidrogénio presente, levando a dissolucéo do biopolimero (El Seoud et al., 2013).

Enquanto que os liquidos idnicos sao bons solventes para celulose, devido ao seu caracter altamente
anfifilico (podem ser caracterizados como tensoativos fracos), eles se encaixam bem no quadro de interacoes
hidrofébicas (Lindman et al., 2017; Medronho et al., 2012). Nas reacdes com lactamas, o NMP atua tanto
como solvente quanto reagente pois é capaz de introduzir a fracdo de éster catiénico numa sé etapa sem
precisar de isolamento e purificacdo de intermediarios (Zarth et al., 2011).

Dessa forma, nas sinteses desenvolvidas foram utilizados solventes duplos e co-solventes, ou seja, um
sistema binario com o uso de liquidos iénicos e solventes apréticos dipolares ou eletrdlitos fortes. Como por
exemplo as combinacdes de BMIMCI/DMA; NMP; NMP/LiCl. Uma vez que a celulose esteja solubilizada, tem-
se condicdes de reacao homogéneas, facilitando assim a acessibilidade aos seus sitios reacionais o que permite

uma derivatizacao mais eficiente.
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2.1. Reacodes com Lactama

Foram realizadas reacdes homogéneas e heterogéneas para a conversao de celulose com lactamas- &-
caprolactama, 1-Metil-2-pirrolidinona e 2-pirrolidinona - na presenca de TsCl para obter ésteres de celulose
soluveis em agua. Na Tabela 6 estao listadas as diferentes condicdes usadas nas sinteses com variacao de
tipo de celulose utilizada, solventes, razao molar, tempo, temperatura e solubilidade em agua.

Em relacao a origem da celulose usada, foram realizadas sinteses com celulose A, B, C, D e E, com as
mesmas condicdes de reacao, no entanto os derivados nao apresentaram solubilidade em agua. Com excecao

das amostras 3, 5 e 18, foram obtidos esteres de celulose, confirmados por FTIR-ATR (Espectros no Anexo 5).

Tabela 6 — Condicdes e proporcdes das reacdes realizadas com lactamas, bem como dados referentes

a sua solubilidade em agua.

B BMIMCI/DMA 1 2.0 2.0 - 40 16 3 X
A BMIMCI/DMA 1 2.0 2.0 - 80 8 5 X
A BMIMCI/DMA 1 2.0 2.0 - 80 8 6 X
A DMA 1 2.0 2.0 - 60 5 7 X
A DMA 1 2.0 2.0 - 80 5 8 X
A BMIMCI/DMA 1 2.0 2.0 - 80 3 9 X
B DMA 1 2.0 2.0 - 80 5 10 X
A DMA 1 2.0 2.0 - 80 16 11 X
A DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 13 X
B DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 15 X
A DMA 1 2.0 2.0 - 90 8 17 X
A BMIMCI/DMA 1 2.0 2.0 - 40 16 18 X
A BMIMCI/NMP 2 Excesso 2.0 - TA 2 19 X
A BMIMCI/DMA 3 2.0 2.0 - 40 2 20 X
E DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 21 X

E DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 23 X
E DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 24 X
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A NMP/LiCl 2 Excesso 55 55 TA 5 28 X

v NMP/LiCl 2 Excesso 55 55 TA 5 29 X
E NMP/LiCl 2 Excesso 55 55 TA 5 30 X
C NMP/LiCl 2 Excesso 55 5.5 TA 9 32 X
E DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 33 X

E NMP/LiCl 2 Excesso 55 5.5 TA 9 35

E DMA 1 2.0 2.0 - 90 5 36 X

* A - Celulose proveniente de residuos; B - Celulose Regenerada; € - Celulose comercial; D - Nano-alfa celulose; E - Carboximetilcelulose;
** 1. e-caprolactama; 2: NMP - N-metil-2-pirrolidona; 3: 2-pyrrolidone;

***Razao molar unidade de anidroglucose: Lactama: TosCl - Cloreto de acido p- toluenossulfonico: Py - Piridina;

**** TA - Temperatura ambiente.

Apos varias tentativas nao foi possivel obter um derivado soltvel em agua, pelo que se optou por usar a
celulose E como ponto de partida para a reacdo. As condicdes reacionais foram semelhantes as usadas
anteriormente (DMA como solvente, com razao molar de 2:2 para lactama e TsCl, com temperatura de 90 °C)
e obteve-se um derivado cationico (amostra 21) soluvel em agua. O uso de carboximetilcelulose possibilitou
reduzir o tempo de reacao visto que esta é soluvel em agua, ndo sendo necessario uma etapa de solubilizacao
longa como para a celulose. No entanto, a referida amostra apresentou elevada perda de composto nas etapas
de lavagem e recuperacao da celulose. Dessa forma, as etapas finais do protocolo foram adaptadas e com a
recuperacao da celulose em cloroformio foi possivel obter um derivado funcionalizado e soluvel em agua

(amostra 36).

2.2. Reacodes de Aminocelulose

Para atender aos objetivos deste trabalho desejava-se que o derivado celuldsico cationico fosse soltvel
em agua, uma vez que esse material poderia ser aplicado num processo de acabamento de téxteis. Apesar da
presenca de grupos amino no material, a 6-Desoxi-6-(2-aminoetil) Aminocelulose obtida neste trabalho nao
apresentou solubilidade em agua e dessa forma este pode vir a apresentar alguma outra aplicabilidade em

outras aplicacdes.
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3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflexao total atenuada

(FTIR-ATR)

Os derivados obtidos foram submetidos a analise por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier com reflexao total atenuada para comparar as mudancas estruturais causadas pela modificacéo
guimica e identificar a insercao do grupo amino de interesse na estrutura da celulose. As sinteses obtidas que
apresentaram solubilidade em agua foram submetidas a uma analise detalhada para melhor compreender suas

caracteristicas.

3.1. Celulose Zwitterionica

Na Figura 20 sao apresentados os espectros de FTIR-ATR onde é possivel observar as caracteristicas
tipicas da celulose (celulose A), sua modificacao quimica em carboximetilcelulose principalmente pela presenca
dos picos em 1500 e 1400 cm (C=0 estiramento de acido carboxilico) no espectro, que indica a realizacdo

bem-sucedida da reacao de eterificacdo dando origem a celulose E, usada posteriormente (Hivechi et al., 2015).

= Celulose A == Celulose E Celulose zwitteridnica (36)

T T T T
4000 3000 2000 1000

Transmitancia /u.a.

MNumero de onda (cm -")

Figura 20 — Espetros de FTIR da celulose A e seus derivados, CMC e zwitteriénico (36).

Comparativamente a Celulose E, a celulose zwitterionica (36) apresenta deslocamento do estiramento
de acido carboxilico (C=0) de 1500 para 1700 cm -, caracteristica corroborada por Zarth et al. (2011) em
amino ésteres de celulose. Nota-se ainda uma reducao nas bandas na zona dos 3300 - 2800 cm,
caracteristicos da vibracao de alongamento das ligacdes OH e CH. Isto significa que houve uma reducao destes
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grupos devido a sua substituicao pelo grupo funcional. Observa-se ainda os picos em torno de 1500-1000 cm-
! associado a estrutura cristalina da celulose (Poletto et al., 2011, 2014; Popescu et al., 2011; Rosa et al.,

2010).

3.2. Celulose Cationica

Na Figura 21 é apresentado o espectro de FTIR-ATR para a celulose cationica (16) por eterificacao,
com recurso ao agente derivatizante CHPTAC. E possivel realizar uma analise comparativa entre a celulose A e
0 seu derivado, onde se observa a presenca de um novo pico a 1715 cm correspondente ao estiramento de
acido carboxilico (C=0), conforme corroborado por Zarth et al. (2011) em amino ésteres de celulose. Apesar
de menos evidente, denota-se diferencas entre os espectros nos picos 1230 e 1307 cm -, que podem ser
atribuidas aos grupos metil do amonio e a vibracdo de estiramento C-N. Dessa forma, os espectros de FTIR
fornecem uma evidéncia da introducao dos grupos catiénicos, de sal de amonio quaternario na estrutura da

celulose.

= Celulose A == Celulose catidnica (16)

—
—~

Transmitancia /u.a.

| | T T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (cm -")

Figura 21 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado quaternizado (16).
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4. Termogravimetria (TGA)

Em relacao analise termogravimétrica da celulose A (Figura 22), celulose Cationica (16) e zwitteridnica
(36), observou-se que as decomposicdes das celuloses derivadas ocorreram de forma diferente. A primeira
etapa da perda de massa da celulose zwitteridnica iniciou em aproximadamente 180 °C, enquanto a perda de
peso da celulose catidnica comecou mais cedo. A primeira etapa em aproximadamente 60 °C com evaporacao
de agua ou humidade presente nas estruturas. A segunda etapa de perda de massa na curva TGA da celulose

cationica a 200 °C. Ou seja, ao observar o perfil térmico da celulose catidnica, identifica-se que a temperatura

de degradacédo deste derivado é inferior ao da celulose A e ao derivado de celulose zwitterionica, o que
demonstra que a termoestabilidade da celulose diminuiu apés a modificacdo quimica. Ambos derivados
apresentaram maior taxa residual do que a celulose devido a presenca de sais (contra-ides de cada derivado)

ou residuos da reacéao.

= Ceglulose A == Cationico 16 Zwitteridnico 36
100 — 10 5

0 _\/‘-—’W_’-—.H_ -
75 4
10 4

50 - -20 +

Massa / %

-30

25 o
H‘““ﬁ‘\‘\y\“mh-‘_ =40

o777 7T 7T T 50 T T T T T T
100 200 300 400 500 600

DTG/(%,/min)

100 200 300 400 500 600
Temperatura/ °C Temperatura / °C

Figura 22 — Termograma comparativo da celulose A, celulose catiénica (16) e celulose (36).

Segundo Zhang et al. (2015), diferencas de resultados de TGA entre a celulose original e derivados
podem ser causadas pelas alternancias do grau de cristalinidade e morfologias da celulose antes e depois da
reacao cationica e celulose zwitteridnica, sendo consequéncia da degradacao quimica e da quebra das ligacoes
hidroxilo durante a reacao. Ou seja, a celulose A apresenta maior nimero de ligagdes de hidrogénio quando

comparada com os produtos funcionalizados.
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5. Espalhamento de luz eletroforética (ELS) - Potencial Zeta

O potencial Zeta (C) fornece uma medicao indireta da densidade de carga superficial e € um indicador
relativo da estabilidade do sistema. Os ¢ dos derivados celuldsicos catiénicos foram medidos para confirmar

presenca de carga de superficie (Figura 23).

Hl Celulose Quatermizada (16)
Bl Celulose Zwitterionica (36)
CMC

60~

Potencial Zeta (mV)

= =

16 36 CMC

Amostras

Figura 23 — Potencial Zeta das amostras de celulose catiénica (16) e zwitteridnica (36).

A celulose catidnica quaternizada (amostra 16) apresentou carga de + 37,9 mV, o que é coerente com
a presenca de grupos quaternarios de amonio nesta celulose modificada. A carboximetilcelulose apresentou
carga de -32,4 mV, resultado que pode ser explicado pela presenca dos grupos carboxilato (-COO-) na estrutura
da celulose E, que contribuem para alta densidade de cargas negativas. Dessa forma a celulose zwitteridnica

que apresenta em sua estrutura grupos catiénicos e anionicos, tem  de - 22,2 mV, tal como era de esperar.
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6. Microscopia Eletronica de varredura (SEM)

As alteracdes na morfologia do derivado catiénico (16) foram observadas por SEM, sua superficie do
derivado cationico (Figura 24) apresenta uma morfologia mais heterogénea com a presenca de regioes
amorfas, formacao de pequenos aglomerados, com partes lisas e outras porosas. Estas diferencas estruturais
estao relacionadas com as modificacdes quimicas a que a celulose A foi submetida. Com a eterificacdo houve
uma reducao na % de cristalinidade da amostra que interferiu na sua estabilidade térmica e consequentemente
na sua morfologia e na reorganizacdo das cadeias poliméricas (outras micrografias estdo dispostas no Anexo

2).

Figura 24 — Micrografias de microscopia eletronica de varrimento de celulose catiénica (16). Cujas

magnificacdes séo (Al, B1 e C1) 10000x, (A2, B2 e C2) 2500 x, (A3, B3 e C3) 1000x, (A4, B4 e C4) 500x;

Por motivos técnicos neste estudo nao foi possivel realizar a caracterizagcao morfolégica por SEM do

derivado zwitteridnico (36).
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7. Analise elementar e Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS)

Fez-se uso da Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia para conhecer melhor a composicao
elementar da amostra de celulose A e de seu derivado quaternizado cationico (16). Confirmou-se que a celulose
A consiste principalmente em C (51,7%) e O (38,3%). Enquanto a celulose catidnica (16) apresentou em sua
composicao C (46%), O (10,6%), N (37%) e Cl (5%). Tais resultados eram indicativos da modificacdo quimica da
celulose pelo agente derivatizante CHPTAC.

A funcionalizacdo dos derivados de celulose foi entdo corroborada pela andlise elementar (Tabela 7) de
Carbono (C), Hidrogénio (H) e Nitrogénio (H), que identificou na amostra de celulose cationica (amostra 16)
2,97% de Azoto na sua composicao e na celulose Zwitteriénica (amostra 36) 0,28%, comprovando a modificacao

das celuloses.

Tabela 7 — Resultados de analise elementar para a celuloses funcionalizadas.

Amostra Cationico (16) Zwitterionico (36)
C 40,40% 38,3%
H 6,80% 5,00%
N 2,97% 0,28%

Através das analises anteriores, foi possivel calcular o grau de substituicao (DS) de cada derivado, sendo
este de 0,61 para a amostra 16 e de 0,94 para os grupos carboxilato e 0,1 para os grupos amina, na amostra

36.
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8. Avaliacao da capacidade antimicrobianas

A Pseudomonas aeruginosa e o Staphylococcus aureussao os tipos mais comuns de patogenos
oportunistas que sao rotineiramente rastreados em regides de feridas cronicas (Parvez et al., 2012). A P.
aeruginosa € um bacilo Gram-negativo que pode ser o agente etiologico de afecdes cutaneas leves a graves,
como foliculite, erisipela, intertrigo digital, sindrome da unha verde, ectima gangrenoso e sepse (Yendo et al.,
2022). O Staphylococcus aureus, ¢ uma espécie de estafilococo coagulase-positivos, sendo uma das bactérias
patogénicas mais comuns e virulenta do seu género, juntamente com a E£scherichia coli. A disseminacao
endogena desta & a mais corriqueira, sendo responsavel por muitas das infecdes adquiridas em hospitais,
resultado de sua presenca na pele e na nasofaringe de 15% dos individuos saudaveis (Lima et al., 2015). A £.
coli, ¢ uma enterobactéria gram-negativa, em forma de bacilo, que apresenta um grande problema de satde
global, pois, essa espécie ndo é apenas uma das principais causadoras de infecdes transmitidas por alimentos,
mas também representa um importante reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana, principalmente a
antibidticos.

Para o estudo das propriedades antimicrobianas das celuloses funcionalizadas recorreu-se ao ensaio de
MIC para determinar a concentracao inibitdria minima e de MBC determinar a concentracéo bactericida minima
dos derivados de celulose (amostra 16 e 36). Realizou-se ainda um ensaio com bactérias produtoras de biofilme.
Neste trabalho os derivados de celulose obtidos foram testados contra estes trés microrganismos comuns e
potencialmente patogénicos: Staphylococcus aureus (gram-positiva), Escherichia coli (Gram-negativa) e

Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa), como modelos de espécie bacteriana indicadora.

8.1. Concentracdo inibitéoria minima (MIC - Minimum inhibition concentration) e ensaio

concentracao bactericida minima (MBC - Minimum bactericidal concentration)

Nos ensaios de MIC e MBC empregou-se a celulose E como controlo, devido sua solubilidade em agua
e auséncia de grupos cationicos. Na Tabela 8 apresentam-se os valores relativos as concentracdes minimas

de inibicao de crescimento microbiano.
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Tabela 8 - Valores de MIC e MBC para a celulose E e para os derivados cationico (16) e zwitteridnico (36).

MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
16 36 cMmC 16 36 cMmC

Descricao do organismo

Staphylococcus aureus 40 mg/mL 40 mg/mL 40 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL >60 mg/mL
Escherichia coli 40 mg/mL 40 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa ~ 60 mg/mL 50 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL

*Cationico — 16; Zwitterionico — 36 e CMC - Celulose E.

Os derivados 16 e 36 apresentaram inibicdo para todas as estirpes microbianas testadas. Observa-se
que a MIC para S. aureus (Figura 25) foi de 40 mg/mL com inibicdo de 95% para o derivado 16, e 64% de
inibicdo para o composto 36. No entanto observa-se que a celulose E (CMC) que foi utilizada como controlo
comparativo, apesar de nao estar funcionalizada com grupos amino apresentou MIC de 40 mg/mL. Ao analisar
o MBC tal efeito nao é confirmado. Assim, o mesmo pode ser justificado pelo aumento da concentracao do
polimero e pelas atracoes electroestaticas entre a carboximetilcelulose carregada negativamente e as paredes
celulares da S. aureus, uma bactéria Gram-positiva tipica, com parede celular composta por peptidoglicano,
camada composta por redes com muitos poros, que permitem que moléculas estranhas entrem na célula sem

dificuldade (Sun et al., 2006).

Staphylococcus aureus

100 -
T Celulose Quaternizada (16)
80 - mm Celulose Zwitteriénica (36)
o mm CMC
5. 604
2 _
L
. 40 -
&
20 - T
0

S & ® S P

Concentracdo [mg/mlL]

Figura 25 — MIC da CMC, do derivado catidnico (16) e zwitteridnica (36) para Staphylococcus aureus.
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Em relacao a £. coli (Figura 26) o MIC de ambos derivados de celulose 16 e 36 foram 40 mg/mL com
% de inibicao de 77,5% e 88% respetivamente. Neste caso nao foi observado o0 mesmo efeito eletrostatico com
a celulose E, pois, diferentemente da anterior a parede celular de £. coli uma bactéria Gram-negativa tipica é
constituida por uma membrana fina de peptidoglicano e uma membrana externa constituida por
lipopolissacarideo, lipoproteina e fosfolipidios. Por conta da estrutura de bicamada, a membrana externa é uma

barreira potencial contra moléculas estranhas (Sun et al., 2006).

Escherichia coli

100 §
mn Celulose Quaternizada (16)
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Figura 26 — MIC da celulose E (CMC), do derivado catidnico (16) e zwitterionica (36) para £scherichia coll.

Para P. aeruginosa (Figura 27), o derivado 16 apresentou atividade somente em 60 mg/mL com
inibicao de 78%, enquanto para o composto Zwitterionico o MIC foi a 50 mg/mL com 89% de inibicao. Observa-
se um efeito bacteriostatico devido ao MBC estar acima das concentracoes estudadas. A P. aeruginosa é um

bacilo Gram-negativo, pelo que nao foi observada nenhuma atividade antimicrobiana para a celulose E.
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Psendomonas aeriginasa

100 -
mm Celulose Quaternizada (16)
80 - mm Celulose Zwitteridnica (36)
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Figura 27 — MIC da celulose E, do derivado cationico (16) e zwitterionico (36) para Pseudomonas aeruginosa.

Os agentes antibacterianos podem ter funcéo bactericida, que matam as bactérias, ou bacteriostaticos,
gue inibem o crescimento dos microrganismos. Nesse sentido, ao comparar os valores de MIC e MBC, o
crescimento microbiano nas concentracdes de MIC no ensaio de MBC podem ser atribuidas a um efeito
bacteriostatico dos compostos. Nas figuras 28, 29 e 30 sao apresentadas as fotos referentes ao ensaio de

MBC (No Anexo 6 podem ser observados valores para menores concentracoes).

Q16 - Celulose quaternizada

E. coli 60 mg/mL

S. aureus 50 mg/mL

S. aureus 40 mg/mL P. aeruginosa 50 mg/mL E. coli Omg/mL

Figura 28 — Fotos das placas do ensaio MBC para a celulose quaternizada (16).
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L36 - Celulose zwitterionica

E. coli 60 mg/mL

S. aureus 50 mg/mL

E. coli 50 mg/mL

S. aureus 40 mg/mL P aerugindsa 50 mg/mL

Figura 29 - Fotos das placas do ensaio MBC para a celulose zwitteridnica (36).

CMC - carboximetilcelulose

S. aureus 40 mg/mL P aeruginosa 50 mg/mL E. coli 50 mg/mL

Figura 30 - Fotos das placas do ensaio MBC para a carboximetilcelulose (Celulose E).



8.2. Protocolo de inibicao de producao de biofilme

O crescimento prolifico de micrébios cria um biofilme que protege os micrébios incorporados, tornando-
0s mais resistentes a desinfecao. Esses biofilmes geralmente excretam produtos quimicos que sao tdxicos ou
degradam o material subjacente. Eles também tornam a troca genética entre células microbianas mais
eficiente, favorecendo a formacao de estirpes bacterianas com resisténcia a antibioticos (Lode, 2009;
Siedenbiedel & Tiller, 2012). Dessa forma o ensaio de inibicdo de producao de biofilme foi realizado com S.
aureus e P. aeruginosa, para os derivados e para a celulose E. Na Tabela 9, sao apresentados os valores de
BMIC.

Tabela 9 - Resultados de BMIC para a celulose E e para os derivados obtidos.

Descricao do organismo 16 36 CcMC
Staphylococcus aureus 25 mg/mL >60 mg/mL >60 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa 25 mg/mL 25 mg/mL >60 mg/mL

*Cationico — 16; Zwitterionico — 36 e CMC - Celulose E.

O derivado quaternizado 16, apresentou atividade antimicrobiana efetiva contra a producao de biofilmes
tanto para a S. aureus quanto para P. aeruginosa, com de inibicdo de 92% e 96% respetivamente, a 25 mg/mL.
No entanto o derivado Zwitteridnico 36 ndo apresentou inibicdo ao crescimento de biofilmes para S. aureus. No
caso da P. aeruginosa, este apresentou 88% de inibicdo a concentracdo de 25 mg/mL. Conforme o esperado

a celulose E nao apresentou nenhuma atividade microbiana para as bactérias testadas (Figuras 31 e 32).

Staphylococcus aureus

100 -
mm Celulose Quaternizada (16)
80 - mm Celulose Zwitteridnica (36)
o mm CMC
'3. 60
o
5 40
£
20 -
0

& & ® S P
Concentracdo [mg/mL]

Figura 31 — MBIC da CMC, do derivado catidnico (Q16) e zwitterionica (36) para Staphylococcus aureus.
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Pseudomonas aeruginosa

. : . ' = Catidnico (16)

80 - mm /wtterionico (36)
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Figura 32 — MBIC da CMC, do derivado catidnico (16) e zwitterionico (36) para Pseudomonas aeruginosa.
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IV. Conclusoes gerais e perspetivas futuras

O presente trabalho consistiu na obtencao de celulose a partir de residuos de industria portuguesa,
sintese de derivados de celulose com propriedades antimicrobianas e no estudo de suas caracteristicas fisico-
guimicas e microbioldgicas dos respetivos derivados.

A obtencao de celulose A por hidrolise acida foi bem-sucedida, sua caracterizacdo foi realizada com
recurso a algumas técnicas como FTIR-ATR, Viscosimetria capilar, DSC, Termogravimetria, microscopias ¢tica
e eletronica de varrimento, onde foi possivel conhecer melhor as propriedades da celulose empregadas nas
reacoes deste trabalho. A mesma apresenta uma grande possibilidade de reaproveitamento de residuos
celulésicos e se enquadra no requisito de sustentabilidade prementes para industria celulésica, visto que
apresentou caracteristicas semelhantes a outras fontes de celulose comercial.

Em relacdo as sinteses com recurso a lactamas, e-caprolactama, 1-Metil-2-pirrolidinona e 2-pirrolidinona,
na presenca de cloreto de acido p-toluenossulfonico para obter ésteres de celulose com funcdes amino
catiénicas, em diferentes condicdes de tempo e temperatura, originaram alguns esteres derivados de celulose
A, B, C e D, nao soluveis em agua. No entanto, foi possivel obter derivado Zwitterionico (36) com grupos
cationicos e soluvel em agua com uso de e-caprolactama, tendo com ponto de partida a carboximetilcelulose
(celulose E). A reacao de esterificacao foi comprovada por FTIR-ATR, analise elementar e TGA, com uso do ELS
foi identificada a carga superficial do composto 36.

As sinteses para obtencdo de Aminocelulose a partir de tosilcelulose em etilenodiamina, foram
caracterizadas por FTIR-ATR. As mesmas nao originaram produtos sollveis em agua, logo nao encontraram
aplicacao no presente trabalho, pelo qual optou-se por nao seguir com sua caracterizacdo com técnicas
complementares. Apesar de insollveis em agua, os derivados obtidos podem vir a apresentar alguma outra
aplicabilidade em outros estudos.

O derivado celuldsico catiénico 16, obtido a partir do agente CHPTAC e celulose A, apresentou
solubilidade em agua. A presenca de grupos amino e sua respetiva carga positiva foi confirmada por FTIR-ATR,
analise elementar, TGA, SEM, EDX e ELS.

Como consequéncia da modificacao quimica e substituicao dos grupos hidroxilo, os derivados 16 e 36
apresentaram menor estabilidade térmica em relacao a celulose microcristalina, empregada como ponto de

partida.
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Em relacdo as propriedades antimicrobianas das celuloses funcionalizadas, ambos compostos
apresentaram inibicao de crescimento microbiano, MIC e MBC, para bactérias Gram negativas e Gram positivas.
No entanto o derivado 16 apresentou maior inibicdo a menores concentracdes, comparativamente ao composto
Zwitteriénico 36, para S. aureuse E. coli. No que se refere a inibicao da formacao de biofilmes, o composto 16
mostrou ser altamente eficaz na inibicao de biofilmes para as bactérias S. aureuse P. aeruginosa.

Dessa forma, os resultados deste trabalho demonstraram que os ésteres de celulose catidnico (16) e
Zwitteriénico (36) sintetizados tem atividade inibitéria contra bactérias Gram-positivas e Gram negativas,
podendo ser usado como agente antibacteriano.

Este trabalho permitiu a obtencdo de celulose microcristalina a partir de residuos celuldsicos e sua
respetiva esterificacdo, com propriedades antimicrobianas. No entanto faz-se necessario a realizacdo de estudos
aprofundados no que se refere aos graus de substituicdo dos compostos obtidos, a otimizacdo das sinteses,
nomeadamente aos varios parametros de reacao e mecanismos envolvidos. Uma sugestdo seria a de otimizar
as sinteses referidas e monitorar a influencia do DS na atividade antimicrobiana, bem como investigar a sua
atividade frente a outros microrganismos.

Sera ainda fundamental um estudo de aplicacao em téxteis por métodos convencionais de incorporacao,
para verificar a viabilidade de sua atuacéo como a gente antimicrobiano, a concentracéo necessaria de inibicao,
bem como seu tempo de acdo e um estudo das reacdes envolvidas na fixacdo, com recurso a normas AATCC
Test Method 147, AATCC test Method 100 e ensaio de lavagens norma ISO 105:C06 A1S (AATCC, 2018;
AATCC, 2010; IS0, 2010).
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Anexos

1. Calculos de Viscosimetria/Grau de polimerizacao

A fundamentacao tedrica utilizada para a realizacao os calculos de viscosidade e grau de polimerizacao

gue constam nas tabelas abaixo sdo descritos no capitulo de metodologia.

Tabela 10 - Calculos de tempo de escoamento médio de solucdes de celulose em diferentes concentracdes

para a amostra Celulose A.

Concentracao das Solucao de celulose (%)

Solvente

37 45 55 25

Tempo de escoamento (s) 38 45 56 25

39 46 58 25

Tempo médio de escoamento (s) 38 45 56 25
Desvio Padrao 0,8 0,5 1,2 0,0

Tabela 11 - Densidade de solucdes de celulose em diferentes concentracdes para a amostra Celulose A.

Densidade (Kg/m3)

1 1,0415 1,0467 1,0490 1,0423

2 1,0216 1,0658 1,0590 1,0469

3 1,0599 1,0570 1,0732 1,0739
1,0415 1,0570 1,0590 1,0469

Desvio Padrao 0,0156 0,0078 0,0099 0,0139

Tabela 12 - Calculo de viscosidade, massa molar e grau de polimerizacdo da amostra de Celulose A.
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solvente 25 1,042 1,372 1,429 1,000 0,000
® 38 1,057 2,086 2,205 1,543 0,543 0,109
8 45 1,059 2,470 2,616 1,830 0,830 0,111 0,106  28941,511 28,942 178,496
10 56 1,047 3,074 3,219 2,252 1,252 0,125

*TME - Tempo médio de escoamento (s); VC - viscosidade cinematica (mm?/s); Viscosidade dinamica (mPa.s); VR - Viscosidade
relativa; VI - Viscosidade Intrinseca (mL.g-1); DP - Grau de polimerizacao.

Tabela 13 - Constantes utilizadas no calculo de viscosidade.

Constante viscosimetro ubbelohde (mm?2/s? - 1B) 0,054899
a 0,815
K 0,0000245
@ Viscosidade reduzida 8,32E-03*x + 0,106

0,150
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Figura 33 - Grafico de viscosidade reduzida, celulose A.
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2. Micrografias

4.2.1. Micrografias de celulose A

Nas figuras abaixo séo apresentadas outras micrografias originais de microscopia 6tica € microscopia

eletronica de varrimento referente a celulose A.

E——rTTE—

Figura 34 — Micrografias de celulose A obtidas por microscopia 6tica, com magnificacdes 10 x e 20 x.

rﬁag ] HV mode Ziet WD 7
250x 10.0kV| SE |ETD /5.1 mm|[1.19 mm SEMAT/UM AMOSTRA 1 1000x|10.0kV | SE |ETD|5.3 mm | 298 um SEMAT/UM AMOSTRA 1

Figura 35 — Micrografias de celulose A obtidas por microscopia eletronica de varrimento, com magnificacdes

250 x e 1000 x.
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5000x 10.0kV| SE |ETD|5.3 mm 59.7 ym SEMAT/UM AMOSTRA 1 2500x 10.0kvV| SE [ETD|53 mm 119 um SEMAT/UM AMOSTRA 1

Figura 36 — Micrografias de celulose A obtidas por microscopia eletronica de varrimento, com magnificacdes

5000 x e 2500 x.

4.2.2. Micrografias de celulose catidonica

Nas figuras abaixo sdo apresentadas outras micrografias originais de microscopia eletronica de

varrimento referente a celulose catonica (16).

mag| HV |[mode| det | WD HFW 1 mm mag HV WD | HFW m
30 )‘ 10.0kV| SE |ETD|5.3 mm|3.73 mm SEMAT/UM AM 10000x 10.0kV  SE | TLD|5.0 mm|29.8 um SEMAT/UM AMOSTRA 2

Figura 37 — Micrografias de celulose catidnica (16) obtidas por microscopia eletronica de varrimento, com
magnificacdes 80 x e 10000 x.
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HV | mode mag HV | mode | det WD HFW 10
00kV| SE |ETD|/5.0mm 59.7 um SEMAT/UN OSTRA 2 1000x|10.0kV| SE |ETD|5.0 mm 298 ym SEMAT/UM

Figura 38 — Micrografias de celulose cationica (16) obtidas por microscopia eletronica de varrimento, com

magnificacdes 5000 x e 1000 x.

HV  |mode| det | WD HFW

x|10.0kV| SE |ETD 5.1 mm‘ 119 um SEMAT/ \MOSTRA 2

Figura 39 — Micrografias de celulose catidnica (16) obtidas por microscopia eletronica de varrimento, com

magnificacdes 2500 x e 5000 x.
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3. TGA
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Figura 40 — Espetro experimental de TGA para a amostra de celulose A, com derivada.
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4. DSC
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Figura 41 — Espetro experimental de DSC para a amostra de celulose A, aquecimento.

Tabela 14 - Calculo de cristalinidade das celuloses A e B.

90,5189
Celulose A (02) 96,660 6,141 55,258
102,8015
107,8465
Celulose A (04) 102,122 5,724 52,730
96,3979
155,44
Celulose B 140,970 14,470 34,748
126,5

*Entalpia celulose "pura“ J/g (AHf) = 216,039
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Transmitancia fu.a.

Transmitdncia fu.a.

5. Espectros de FITR-ATR

4.5.1. Reacdes com lactama

= Celulose A == N°03

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 42 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 03.
= Celulose A == N5
[ T T T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (cm-1)

Figura 43 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n°® 05.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A = N°G

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 44 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 06.
= Celulose A == N2 T
[ T T T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (cm-1)

Figura 45 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n°® 07.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A == N°B

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 46 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 08.
= Celulose A == N®9
[ T T T
4000 3000 2000 1000

MUimera de anda (cm-1)

Figura 47 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n°® 09.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A == N°10

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 48 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 10.
= Celulose A == N% 11
[ T T T
4000 3000 2000 1000

MUimera de anda (cm-1)

Figura 49 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n® 11.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A == N°13

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 50 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 13.
= Celulose A == N°15
[ T T T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (cm-1)

Figura 51 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 15.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A == N°17

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 52 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 17.
== Celulose A == N°18
[ T T T
4000 3000 2000 1000

MUimera de anda (cm-1)

Figura 53 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n°® 18.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose A == N° 13
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Figura 54 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 19.
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Figura 55 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 20.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose E == N°21
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Figura 56 — Espetros de FTIR da celulose E e seu derivado n° 21.
= Celulose E == N°23
[ T T T
4000 3000 2000 1000
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Figura 57 — Espetros de FTIR da celulose E e seu derivado n°® 23.
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Transmitancia fu.a.

Transmitdncia fu.a.

= Celulose A == N° 28

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)
Figura 58 — Espetros de FTIR da celulose A e seu derivado n° 28.
= Celulose D == N° 29
[ T T T
4000 3000 2000 1000
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Figura 59 — Espetros de FTIR da celulose D e seu derivado n°® 29.
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Transmitancia fu.a.

Transmitdncia fu.a.

= Celulose B == N° 30
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Figura 60 — Espetros de FTIR da celulose E e seu derivado n° 30.
= Celulose © == N° 32
[ T T T
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Figura 61 — Espetros de FTIR da celulose C e seu derivado n°® 32.
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Transmitancia fu.a.

Transmitancia fu.a.

= Celulose B == N° 33
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Mumero de onda (cm-1)
Figura 62 — Espetros de FTIR da celulose E e seu derivado n° 33.
== Celulose E == N3G
[ T T T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda (cm-1)

Figura 63 — Espetros de FTIR da celulose E e seu derivado n°® 36.
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4.5.2. Reacdes de amino celulose

= Celulose A == Tosilcelulose (12) Aminacelulose (14)

B W
—— o~

Transmitancia fu.a.

[ T T T
4000 3000 2000 1000
Mumero de onda (cm-1)

Figura 64 — Espetros de FTIR da celulose A e seus derivados tosilcelulose n® 12 e aminocelulose | (14).

= Celulose A == Tosilcelulose (25) Aminocelulose (27)

N
S AN

T T T
4000 3000 2000 1000

Transmitancia /u.a.
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Figura 65 — Espetros de FTIR da celulose A e seus derivados tosilcelulose n® 25 e aminocelulose Il (27).
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== Celulose A == Tosilcelulose (12) Tosilcelulose (25) == Aminocelulose (14) == Aminocelulose (27)

T — NS

Transmitancialu.a

T T T T
4000 3000 2000 1000

Mamero de onda (cm-1)

Figura 66 — Espetros de FTIR da celulose A e seus derivados tosilcelulose n® 12 e 25 e aminocelulose | (14) e

Il (27).
6. MIC
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Figura 67 — MIC da CMC, do derivado catidnico (16) e zwitterionica (36) para Staphylococcus aureus.
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Pseudomonas aeruginosa
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Figura 68 — MIC da celulose E, do derivado cationico (16) e zwitterionico (36) para Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 69 — MIC da celulose E (CMC), do derivado catidnico (16) e zwitterionica (36) para £scherichia col.
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