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Resumo

PANIZ, Oscar Giordani. Obtencéo de celulose e nanocelulose a partir de biomassas
marinhas e linho neozelandés. Orientadora: Alice Goncgalves Osorio. 2021. 83 f. Tese,
(Doutorado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) — Centro de Desenvolvimento
Tecnologico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021

Recursos ndo renovaveis, como 0 petréleo, sédo finitos e tendo em vista que suas
reservas estdo por se esgotar ao longo do proximo século alternativas baseadas em
fontes renovaveis, como a biomassa, devem ser exploradas para substituir os
petroquimicos. E preciso, no entanto, utilizar fontes alternativas que ndo venham a
competir com areas destinadas para a producdo de alimentos. Nesse contexto, o
presente trabalho explorou a viabilidade de biomassas (linho neozelandés e algas
marinhas das regifes antarticas e subantartica) serem utilizadas para a obtencéo de
material celuldsico. As diferentes biomassas foram moidas e submetidas a um conjunto
de tratamentos quimicos e fisicos (hidrolise alcalina (NaOH 5% m/v), branqueamento
(NaClO2) e sonicacdo) para a obtencdo de material celuldsico. Avaliou também a
viabilidade de conversdo desses materiais celulésicos em nanocelulose por meio de
hidrélise &cida e acetato de celulose por meio de reacdo de esterificacdo,
respectivamente. Os materiais obtidos foram caracterizados quimicamente, de acordo
com as normas da Associacdo Técnica da Industria de Papel e Polpa, por espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier e por espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear de carbono 13, caracterizados fisicamente por potencial zeta,
termogravimetria e calorimetria  exploratéria  diferencial, caracterizados
morfologicamente por microscopia Gtica, eletrénica de varredura, eletrénica de varredura
de alta resolucéo e eletrdnica de transmissao, além de caracterizados por difracdo de
raios-X e viabilidade celular de acordo com ISO 10.993-5. Como resultado, esponja de
nanofibras de celulose foi produzida a partir da alga Cystosphaera jacquinotti sem a
utilizacdo de hidrolise acida, se mostrado também um excelente substrato para
proliferacdo celular. Esponja celuldsica foi obtida a partir da alga Anhfeltia plicata.
Ademais, o linho neozelandés mostrou-se uma excelente fonte de celulose, com alto
rendimento passivel para a producao de nanofibras de celulose, por meio de hidrolise
acida, e acetato de celulose ap6s sua esterificacao.

Palavras-Chave: Biomassa. Celulose. Nanocelulose. Linho Neozelandés. Algas.
Antartica. Subantartica. Biomateriais. Acetato de celulose.



Abstract

PANIZ, Oscar Giordani. Cellulose and nanocellulose from marine biomass and New
Zealand flax. Advisor: Alice Gongalves Osoério. 2021. 83 f. Thesis, (PhD in Material
Science and Engineering) - Technological Development Center, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2021.

Nonrenewable resources, such as petroleum, are finite, and as oil reserves are about to
be depleted over the next century, alternatives based on renewable sources, like
biomass, must be explored to replace petrochemicals. However, it is necessary to use
alternative sources that will not compete with cropped areas. Thus, the present work
explored the viability of biomasses (New Zealand flax and seaweed from the Antarctic
and Sub-Antarctic regions) to obtain cellulosic material. Hence, the mentioned biomasses
were ground and subjected to chemical and physical treatments (alkaline hydrolysis
(NaOH 5% wl/v), bleaching (NaClO2) and sonication) to obtain cellulosic material. The
feasibility to converting cellulosic materials into nanocellulose through an acid hydrolysis
and cellulose acetate by esterification reaction was also evaluated. The obtained
materials were chemically characterized, according to Technical Association of the Pulp
and Paper Industry standards (Tappi), by Fourier transform infrared spectroscopy, and
by carbon 13 nuclear magnetic resonance spectroscopy; physically characterized by zeta
potential, thermogravimetry and differential scanning calorimetry; morphologically
characterized by optical microscopy, scanning electronics microscopy, Field Emission
Scanning Electron Microscopy and transmission electron microscopy. In addition, the
materials were characterized by X-ray diffraction and cell viability according to 1SO
10.993-5. As result, cellulose nanofiber like-sponge morphology was produced from the
algae Cystosphaera jacquinotti, without acid hydrolysis. The material being an excellent
substrate for cell proliferation. Cellulosic material like-sponge morphology was produced
from Anhfeltia plicata. In addition, New Zealand flax was an excellent source of cellulose,
presenting a high yield and can be used to produce cellulose nanofibers, by acid
hydrolysis and cellulose acetate by esterification.

Keywords: Biomass. Cellulose. Nanocellulose. New Zealand flax. Seaweed. Antartic.
Subantartic. Biomaterials. Cellulose acetate.
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1. Introducéo

Apesar de o0 ano de 2020 ter sido um ano atipico, com a expectativa de vida
caindo pela primeira vez desde a Il Guerra Mundial em alguns paises, principalmente
entre minorias étnico-raciais e pessoas de menor renda (SULIMAN, 2021), ha
projecbes de longo prazo que indicam um envelhecimento e crescimento da
populacdo, conforme pode ser observado na Figura 1 (UNITED NATIONS, 2020). A
medida que a expectativa de vida média e numero de habitantes crescem
constantemente, novas tecnologias devem ser desenvolvidas para dar suporte, bem

como melhorar a qualidade de vida das pessoas (ZHAO et al., 2013).
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Figura 1 - Gréficos de projecao para o crescimento populacional e crescimento populacional por faixa
etéaria.
Fonte: UNITED NATIONS, 2020

Com o crescimento exponencial da populacdo, os paises passaram a enfrentar
um aumento continuo de diferentes residuos. A Australia, por exemplo gerou quase
70 milhdes de toneladas destes entre 2016/2017, sendo que pouco mais da metade
foi reciclado. Em Pequim, uma das grandes cidades da China, estima-se que a
producdo diaria de materiais residuais provenientes de residéncias, comeércios e
industrias, onde inclui-se a construcao civil, seja de aproximadamente 25 mil
toneladas. Sendo que boa parte desse é enviado diretamente a aterros, impactando
negativamente o meio ambiente, a sociedade assim como a economia
(SANDANAYAKE et al., 2020). A nivel global, o aumento observado na producéo de
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residuos orgénicos e inorganicos ndo € apenas causado pelo crescimento
populacional, mas também pelo estilo de vida das populacbes (SAPARUDDIN et al.,
2020)

Como resultado deste crescimento populacional e do estilo de vida da
populacdo ha um maior consumo de energia e matérias-primas em geral. Estudos
indicam que os materiais sao responsaveis por cerca de 15% da energia e do carbono
emitido por construgdes, e 0 uso excessivo de “materiais virgens” resultam em maior

consumo de recursos naturais e danos ambientais (SANDANAYAKE et al., 2020).

Dentre os recursos que demandam atencdo, fontes ndo renovaveis como o
petréleo merecem destaque. Isso porque ele é tradicionalmente a principal matéria-
prima para a cadeia produtiva dos materiais poliméricos, e apenas uma pequena
parcela desses materiais sdo produzidas a partir de fontes renovaveis. Com a
mudanca no perfil de consumo da populacdo e o crescimento econémico, associado
ao aumento rapido no consumo de polimeros, soa o alerta para com o fornecimento
de petréleo no futuro, sendo necessaria a busca por alternativas (RETEGI MINER et
al., 2014).

Polimeros possuem um papel vital para aplicacdes modernas em diversos
setores, tais como a industria aeroespacial, industria automotiva, setor naval,
infraestrutura, bens de consumo, embalagens e em dispositivos médicos. Isso é
decorrente de suas propriedades como a facil processabilidade, que permite a
producdo em larga escala em processos semiautomatizados e automatizados,
resisténcia mecanica e quimica, baixa densidade, dentre outras. Dessa forma o seu
consumo cresce anualmente em torno de 5%, excedendo as 300 milhdes de toneladas
(ZHANG et al., 2017). Tradicionalmente Um dos principais catalizadores para a busca
de novas fontes de matéria-prima € a conscientizacdo ambiental por parte da
populacdo e de algumas empresas. Isso resulta em inovagdes significativas para

novos plasticos produzidos a partir de bens renovaveis (ZHANG et al., 2017).

Como ja citado, a crescente consciéncia ecoldgica e ambiental tem levado ao
desenvolvimento de materiais verdes e renovaveis, para diferentes utilidades. Nesse
aspecto, as fibras vegetais, das mais diversas fontes, cumprem essas condi¢cdes.

Estima-se que existam mais de 2000 espécies de plantas capazes de produzir fibras
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Uteis para alguma aplicacdo. A humanidade inclusive, ja faz uso de algumas delas ha
milénios, como a juta, linho, sisal, kenaf, etc. e mesmo com o advento das fibras
sintéticas, como aramida e carbono, a celulose ainda figura entre uma das mais
importantes, em produtos téxteis. Como vantagem, as fibras naturais oferecem a
biodegradabilidade, baixo custo, abundancia, alta biocompatibilidade além de
propriedades mecanicas adequadas (SFILIGOJ SMOLE et al., 2019).

No passado a producdo de fibras naturais estava centrada em fontes
convencionais como o algodao. Mas o impacto ambiental inerente a ele, bem como
preocupacdes com suprir a populacdo crescente e sua demanda por bens de
consumo, comida, agua e energia exigiu mudancas. Atualmente fontes alternativas e
nao convencionais séo o foco de diversas pesquisas ao redor do globo, com o objetivo
de desenvolver produtos de alto valor agregado (SFILIGOJ SMOLE et al., 2019).

Dessa forma, considerando a necessidade de constantes inovacdes na area de
novos materiais a partir de biomassas ndo convencionais para novos dispositivos,
visando atender as demandas da populacao global por bens de consumo, bem como
buscando desenvolver alternativas para a producdo de materiais a partir de fontes
renovaveis e de biomassa, 0 presente trabalho busca utilizar biomassas nao
convencionais para obtencao de celulose e nanocelulose passiveis de utilizacdo em

scaffolds para proliferacao celular e a producao de biopolimeros.



2. Objetivos

Tendo em vista os desafios ainda existentes tanto para novos materiais, quanto
para alternativas as fontes ndo renovaveis de matérias-primas, o presente trabalho tem
como objetivo prospectar diferentes biomassas como as algas subantarticas Macrocystis
pyrifera (Linnaeus) C.Agardh, Durvillaea antarctica, Gigartina skottsbergii Setchell & N.L.
Gardner, Lessonia flavicans Bory, Mazzaella laminarioides, Sarchotalia crispata, Ulva
lactuca, Porphyra (Porphyra columbina), Ahnfeltia plicata, a alga marinha antartica da
espécie Cystosphaera jacquinotti e o linho neozelandés da espécie Phormium tenax.
Além disso objetivamos utilizar a. plicata, C. jacquinotti e P. tenax como matéria-prima
para a producdo de material celulésico, proliferacdo celular, producédo de nanocelulose

e producdo de biopolimeros.

2.1.0bjetivos Especificos

e Prospectar biomassas ndo convencionais;

e Caracterizar as biomassas (macroalgas antarticas, subantarticas e Linho
neozelandés) com relacdo aos seus teores de celulose, hemicelulose, lignina,
extrativos, materiais inorganicos e teor de umidade;

e Obter material celulésico a partir das biomassas propostas (A. plicata, C. jacquinotti
e P. tenax);

e Converter o material celulésico de P. tenax em nanocelulose e acetato de celulose;

e Caracterizar quimica, fisica e morfologicamente as diferentes celuloses obtidas;

e Avaliar a citotoxicidade e proliferacdo celular do material celulésico obtido da C.
jacquinotti.



3. Revisédo Bibliogréfica

3.1.Biomassa

O termo biomassa, costumeiramente esta associado a matéria organica criada por
plantas durante o ciclo de fotossintese, que converte e armazena a energia solar em
ligagbes quimicas (MERKLEIN; FONG; DENG, 2016). Porém, o conceito de biomassa €
mais abrangente, englobando a massa de organismos vivos, onde incluem-se plantas,
animais e microrganismos, ou do ponto de vista biotecnolégico, celulose, lignina,
acucares, gorduras e proteinas (HOUGHTON, 2008).

A humanidade utiliza-se de fibras naturais ha mais de 8000 anos, tendo como
fontes o linho, cAnhamo, juta, sisal, kenaf etc. Porém a mais importante fonte de celulose
ao longo dos séculos foi 0 algodao, principalmente para produtos téxteis. Ha no entanto
um risco ambiental associado ao cultivo do algodéo devido a necessidade de pesticidas
e alto consumo de agua. O maior zelo com a questdo ambiental se tornou um dos
alicerces para a manufatura nos tempos atuais o que tem distanciado a industria do
algodao e resgatado a utilizacdo de fontes alternativas de fibras. Algumas, inclusive, ja
haviam sido abandonadas por conta de questdes econdmicas como baixo rendimento,
sazonalidade, menor oferta ou porque outras fontes supriam melhor a demanda.
Atualmente, a celulose tem aplicacdes téxteis e técnicas, mas fibras naturais
representam o futuro para diversos setores como materias de construcdo, automotivos,
agropecuarios, painéis, medicamentos e na producdo de biopolimeros (SFILIGOJ
SMOLE et al., 2019)

Com a crescente preocupacao entorno da necessidade de energia e produtos
guimicos, somado a questdo de preservacdo do meio ambiente, alternativas baseadas
na biomassa ganharam destaque nas pesquisas. Essas, procuram solugdes tanto para
a problematica ambiental quanto para a envolvendo os residuos, e fizeram da biomassa
uma fonte promissora de carbono nao-fossil. Atualmente ha também um grande
interesse na utilizacdo de biomassa para a producdo de biopolimeros, assim como
muitas plataformas baseadas em produtos quimicos de biomassa para o
desenvolvimento de novos materiais, projetados a nivel molecular, usando fontes

renovaveis, mas com propriedades similares aos obtidos do petrdleo (GE et al., 2018).
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A utilizacdo de residuos tem atraido o interesse global como uma alternativa as
fontes fosseis, pois ndo compromete a seguranca alimentar global (ZOGHLAMI; PAES,
2019), além de auxiliar em um problema ambiental e econdmico alarmante que se criou
por conta dos residuos produzidos em larga escala pela agroindustria e a industria
florestal (BALLINAS-CASARRUBIAS et al.,, 2016). Levando-se em conta que a
sustentabilidade global passa pela utilizagcdo de bens renovaveis para a producéao de
matérias-primas e energia substituindo os produtos baseados em petréleo (TEN;
VERMERRIS, 2013), pode-se afirmar entdo que a utilizacdo de biomassa e residuos de

biomassa sao uma grande oportunidade hoje em dia.

Os residuos da biomassa sdo basicamente compostos de trés biopolimeros,
celulose, lignina e hemicelulose. Sua composi¢do é baseada em carboidratos e esses
podem ser utilizados em uma série de produtos de maior valor agregado (BALLINAS-
CASARRUBIAS et al., 2016).

A utilizacao de residuos como matéria prima ganhou destaque por volta dos anos
2000, uma vez que até entdo, plasticos baseados em fontes renovaveis eram produzidos
a partir de amidos, acucares, 0leos vegetais e borracha natural, conhecidas como
“‘matérias-primas de primeira geragao”, e que servem prioritariamente para a alimentacao
da populacdo e de animais. No intuito de evitar uma competicdo entre a producao de
comida e producédo de bens de consumo surge a ideia de transformar a biomassa por
meio de processos fermentativos. As fontes lignocelulésicas passaram a ser conhecidas

como “matérias-primas de segunda geragao” (KABASCI, 2014).

O inicio do século XXI viu a expansdo dos biocombustiveis e 0 amadurecimento
da industria de bioquimicos, assim como acirrou a competicdo desses setores com a
industria alimenticia. E justamente por esse (ltimo aspecto que a utilizac&o de biomassa,
principalmente a oriunda de residuos, ganha destaque (CLARK; DESWARTE, 2008). A
Figura 02 apresenta um esquema das matérias-primas de primeira e segunda geragéo

e suas aplicacoes.

11



Primeira Geracao Segunda Geracéao

Borracha Oleo de X " Socai i ) ;
‘ Natural | Plantas Amido Agucar acarificagao Lignocelulose

Matérias-Primas

. | || Fibra
Sub-produtos | Madeira Natural
Lignina
Ex.: Bagago
0 W ‘ 72 ‘
3 Polimeros de Fontes renovaveis Pecas Compositos Polimeros |
2 |Elastémeros Termoplasticos ou Termorigidos Moldadas Poliméricos Reforgados com|
g Biodegradaveis ou ndo Biodegradaveis com pressao com Madeira | Fibra Natural
s J { |
Fibra de

Carbono

Figura 2 - Fontes de primeira e segunda geracao e suas aplicacdes.
Fonte: KABASCI, 2014 - Adaptado;

O uso de recursos renovaveis tem crescido constantemente por conta do
esgotamento de recursos naturais como o petréleo, de considera¢gbes econdmicas e de
novas regulacbes ambientais. A biomassa é abundante na natureza e ja tem
demonstrado grande potencialidade na producao de biomateriais. Além disso, questdes
como a sustentabilidade tem forcado a responsabilidade ambiental, tanto local quanto
global, para as industrias (SPIRIDON et al., 2016). Vale também ressaltar o controle que
alguns paises ja estdo impondo as industrias, restringindo a producdo de materiais
baseados em fontes renovaveis de primeira geracao (KABASCI, 2014), o que evidencia

ainda mais o apelo para a biomassa de residuos.

3.2. Biomassa Lignocelulésica

Biomassa lignocelulésica, também chamada de lignocelulose, é o mais abundante
material renovavel do mundo, produzido a partir do CO2 da atmosfera e da agua,
utilizando a energia do sol no processo de fotossintese, que cria uma matriz complexa
de polissacarideos, polimeros fendlicos, e proteinas que constituem parte essencial das
paredes celulares das plantas (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019).
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A biomassa lignoceluldsica é um recurso neutro em carbono que pode ser obtida
de uma ampla fonte de recursos como subprodutos agricolas, residuos agroindustriais,
culturas préprias para geracgao de energia, florestas e residuos florestais, gramineas, etc.
(WANG et al., 2021).

A parede celular das células vegetais € constituida por material lignoceluldsico.
Sua estrutura, como ja citado anteriormente, € uma matriz de polissacarideos que tem a
celulose como principal carboidrato, formado por longas microfibrilas orientadas.
Completam a densa estrutura da parede celular a hemicelulose e a lignina. A primeira é
um polissacarideo heterogéneo amorfo, ramificado de cadeia simples que se liga a
celulose por meio de ligagBes cruzadas nao-covalentes, enquanto a segunda € uma
macromolécula reticulada complexa, que se liga a hemicelulose, com objetivo importante
na ligacdo da matriz lignoceluldsica e reforco da parede celular (WANG et al., 2021;
YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019).

Atualmente, o desenvolvimento de tecnologias para a conversdo de biomassa
lignocelulésica em produtos quimicos e em polimeros, continua sendo um desafio. A
principal razdo disso sdo as barreiras fisico-quimicas inerentes ao material
lignocelulésico, que o faz resistente a maioria dos processos de conversao (GE et al.,
2018). Contudo diversas tecnologias encontram-se disponiveis, com a utilizacdo de
biomassa e/ou residuos de biomassa como geracdo e armazenamento de energia
(WANG et al., 2021), a producdo de combustivel de aviacdo (GUTIERREZ-ANTONIO et
al., 2021), producgédo de quimicos diversos como &lcoois de agucares, acidos organicos,
furfurais e polidis para aplicacdo em poliuretanos (GE et al., 2018), sensores e
capacitores (AGATE et al., 2018, NOREMBERG et al., 2017, 2019), polimeros e
compositos (CERQUEIRA et al., 2010; DAS; ALIl; HAZARIKA, 2014; JOHAR; AHMAD,
2012; PANIZ et al., 2018), nanofibras e nanocristais de celulose (PELISSARI; SOBRAL;
MENEGALLI, 2014; ROBLES et al., 2018; ROSA et al., 2010).

3.2.1. Linho Neozelandés (Phormium tenax)

O linho neozelandés (Phormium tenax) é uma planta comum na Nova Zelandia,
encontrada desde pantanos até em jardins, sendo ela uma das duas espécies de planta
pertencente ao género Phormium. Também conhecida pelo seu nome na lingua maori

Harakeke, € uma matéria prima tradicional na cultura (FORTUNATI et al., 2013) local,
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tendo sido explorada posteriormente pelos colonizadores europeus de quem recebeu a
alcunha de linho neozelandés. Na cultura Maori é utilizado para a producdo de
vestimentas, redes, cestos, esteiras, etc., sendo utilizada na forma de folhas, ou fibras
tecidas. Sua exploragdo comercial entrou em colapso no inicio do século 20, mas ha um
crescente interesse para o futuro, tanto na questdo cultural, quanto econdmicas e

ecologicas (WEHI; CLARKSON, 2007).

Estudos recentes abrangendo diferentes fontes de fibras vegetais como sisal,
canhamo, juta, kenaf, linho, etc. estdo em evidéncia, principalmente para a produc¢ao de
compositos. Na Nova Zelandia o P. tenax ganhou destaque por conta da sua abundancia.
Ele jA era um material utilizado para produtos artesanais tipicos da cultura Maori, mas
agora estuda-se suas propriedades mecanicas e suas aplica¢cdes para diversos fins com
reforco em resinas termofixas e termoplasticas, principalmente por conta das
caracteristicas de suas fibras lignocelulésicas que podem atingir mais de 1 metro de
comprimento (FORTUNATI et al., 2013).

Por ser uma planta herbacea monocotiledénea perene, que cresce praticamente
em qualquer tipo de solo e pelas caracteristicas de duas folhas longas muito utilizadas
na industria téxtil e de papel, h4 um grande interesse para sua aplicacdo em compaositos

e na producéao de nanofibras e nanocristais de celulose (DI GIORGIO et al., 2020).

As fibras obtidas a partir de biomassas neozelandesas estdo sendo estudadas
nas ultimas décadas como matéria prima para produtos inovadores principalmente por
conta do declinio do mercado tradicional, como a fabricacdo de cordas (PUGLIA et al.,
2011). Como fase reforco em compdsitos, fibras obtidas a partir das folhas do linho
neozelandés mostraram resisténcia equivalente a fibra de vidro, e apresentaram menos
defeitos quando comparadas a fibras obtidas do cAnhamo ou linho (GUEN; NEWMAN,
2007). Quando comparado a outras fibras naturais tradicionais, como o canhamo, o linho
neozelandés mostrou-se menos resistente, mas os 782 Mpa apresentados sao
considerados suficientes para utilizagdo como reforco em matrizes poliméricas (ARUAN
EFENDY; PICKERING, 2014). Além disso, tratamentos quimicos com polidis na
superficie de fibras vegetais de linho aumentaram a absorcéo de vibracées em até 25%
em compasitos laminados com resina epdxi, como resultado da interagdo da pontes de
hidrogénio (GUEN et al., 2014).
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A obtencdo de nanoestruturas a partir do linho neozelandés também ja é objeto
de estudos desde 2013, onde comprovou-se a viabilidade para a obtencdo de
nanocristais utilizando hidrolise acida e tratamentos enzimaticos. Mais recentemente,
nanofibrilas com diferentes caracteristicas foram produzidas a partir do P. tenax, com
métodos mecanicos, e combinacbes mecano-enzimaticos e mecano-oxidativas. No
entanto, a hidrolise acida mostrou-se inviavel por conta da presenca de residuos de
lignina e hemicelulose nas amostras (DI GIORGIO et al., 2020). Trabalhos mais recentes
do Instituto de pesquisa Scion! da Nova Zelandia, estdo focados no desenvolvimentos
de biomateriais para impressdo 3D e 4D tendo como base biomassas locais (SCION,
2019) além de cestos que combinam a tradicdo maori com a tecnologia, utilizando um
compoésitos de biopolimeros e Harakeke (SCION, 2017). A Figura 3 apresenta o linho

neozelandés e alguns subprodutos obtidos a partir dele.
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Figura 3 - Linho neozelandés e subprodutos obtidos dele.
Fonte: DI GIORGIO et al., 2020; FORTUNATI et al., 2013; SCION, 2017, 2019 — Adaptado

1 Centro de pesquisa estatal neozelandés que realiza pesquisas nas areas de silvicultura, madeira,
materiais derivados da madeira e biomateriais;
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3.3.Biomassa de Algas Marinhas

A biomassa oriunda de algas e microalgas apresentam um grande e promissor
potencial como matéria prima. I1sso porque elas ndo competem com o0s alimentos para
serem cultivadas por ndo dependem de terras férteis e sdo boas alternativas as fontes
tradicionais de biomassa. Por meio de processos fermentativos elas podem ser
facilmente convertidas em bioetanol e elas apresentam uma elevada taxa de
crescimento, de eficiéncia fotossintética, permitindo inclusive a sua producdo em escala
industrial. Cabe também destacar a alta capacidade de sequestrar carbono da atmosfera,
elevada produtividade de carboidratos e tolerancia a fatores ambientais abibticos
(SIMAS-RODRIGUES et al., 2015).

As macroalgas marinhas podem ser classificadas em 3 grandes grupos, divididos
pela sua cor, as verdes, vermelhas e marrons. Sua composi¢ao quimica é extremamente
versatil sendo dependente de uma série de fatores como a espécie, localizacao e data
de colheita etc. Basicamente elas sdo compostas de componentes organicos como
carboidratos, proteinas, lipidios, fibras e cinzas e compostos inorganicos como sais de
sédio, potassio, magnésio etc. (GUZMAN-PUYOL et al., 2017).

Historicamente as algas tém sido classificadas de acordo com sua pigmentacéo,
natureza quimica das substancias de reserva, organizacdo da membrana fotossintética
assim como pelas caracteristicas dos cloroplastos, da quimica e da estrutura da parede
celular, presenca, numero e estrutura dos flagelos, presenca de alguma caracteristica
especial e seu ciclo de reproducdo. Esse sistema de classificacdo tem sido
constantemente atualizado como resultado dos avancos das analises filogenéticas e do
aumento massivo da amostragem filogénica de rRNA de taxons. Com base nesses
estudos e na coeréncia genética, as algas se agrupam nos seguintes filos:
Cianobactérias; Glaucdfitas; Rodophytas; Chlorophytas; Charophyta; Haptophyta;
Cryptophyta; Ochrophyta; Cercozoa (Chlorarachniophyceae); Myzozoa (Dinophyceae);
Euglenozoa (Euglenophyceae); (BARSANTI; GUALTIERI, 2014). A Figura 04 apresenta

as subdivisdes taxonémicas das microalgas e macroalgas (em destaque).
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Nos ultimos anos a industria farmacéutica tem voltado seus olhos para 0s recursos
oriundos do mar, dos quais destacamos novas drogas, sistemas de entrega controlada
de farmacos. Além disso seu carater hipoalergénico, a excelente capacidade de
formacdo de hidrogel e a biocompatibilidade oferecem um amplo suporte para a
aplicacao desse tipo de material na administracdo de drogas e na engenharia tecidual.
Isso se deve aos grupos funcionais presentes na superficie das algas, que interagem
com entidades biolégicas (ABDUL KHALIL et al., 2017).

Assim como as plantas terrestres, as algas possuem em sua parede celular
celulose, além de alginatos e polissacarideos sulfatados. Convém ressaltar que muitos
desses subprodutos ja apresentam um mercado consolidado com vendas na casa dos
130 milhdes de euros. Além disso, muitos polissacarideos sulfatados obtidos de algas ja
foram testados apresentando atividade antioxidante, anti-inflamatéria, anticoagulante,
antiviral, anticancer, dentre outras (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).
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Para a producao de nanocelulose as algas tém se destacado a frente das plantas
terrestre e biomassas lignocelulésicas nos ultimos anos por conta de trés grandes

fatores:

1. Baixa ou nenhuma barreira fisico-quimica natural, sendo, portanto, um
processo muito mais facil, sem nenhum tratamento quimico severo para acessar
a celulose (CHEN et al., 2016);

2. Elevada concentracdo de carboidratos de reserva, capazes de crescer sob
simples manejo, consumindo nutrientes leves e inorganicos (CHEN et al., 2016);

3. Rapida taxa de crescimento, permitindo a rapida colheita (CHEN et al., 2016);

Além disso, como ja citado anteriormente algumas espécies de alga apresentam
potencial para a producdo de quimicos, agucares, acidos, sendo que algumas se
destacam para a producao de agar e celulose (CHEN et al., 2016). Algas vermelhas do
género Gelidium apresentam um elevado potencial para a producdo de produtos como
glucose e galactose, devido seu alto teor de carboidratos (CHEN et al.,, 2016; EL
ACHABY et al., 2018). A alga Gelidium elegans revelou-se também uma excelente fonte
de nanofibras de celulose de alta cristalinidade e elevada estabilidade térmica (CHEN et
al., 2016).

Residuos da producdo de agar foram utilizados como matéria-prima para o
desenvolvimento de um compésito de alcool poli-vinilico (PVA) e nanocristais de
celulose, uma vez que a producdo de agar gera um volume consideravel de rejeitos,
responsaveis por diversos problemas ambientais. Como resultado obteve-se
nanocristais de celulose com elevado grau de cristalinidade e compdsitos com
desempenho mecanico superior ao polimero e um alto nivel de transparéncia, sendo um

promissor candidato para embalagens de alimentos (EL ACHABY et al., 2018).

Residuos de algas ocrophytas utilizadas na producéo de alginato e iodo foram a
matéria-prima para um espessante de leite a base de nanofibras de celulose. Para isso
a biomassa passou por diversos tratamentos quimicos e purifica¢cdes resultando ao final
em um material celuldsico de alto peso molecular. Apds tratamento oxidativo, nanofibras
com grupos carboxilicos e hidroxilas na superficie foram obtidas. Elas se mostraram bem
dispersas em suspensdes aquosas, apresentando uma boa razdo de aspecto,

estabilidade entre 10°C e 60°C e alta viscosidade, como ilustra a Figura 5. Além disso,
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testes de biocompatibilidade demonstraram que o material era seguro e inerte, sendo

promissor para utilizacdo na industria de alimentos (GAO et al., 2018).
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Figura 5 - Residuos de algas pardas utilizados para desenvolvimento espessante alimenticio a base de
nanocelulose algal.
Fonte: GAO et al. 2018 - Adaptado

Ainda na linha de valorizacdo de residuos, Laminaria japonica, € uma importante
alga ocrophyta cultivada na China, Coreia e Japao para a extracado de alginato de grande
importancia na economia. Por consequéncia € responsavel por um grande volume de
rejeitos, ricos em minerais, proteinas e celulose. Ensaios preliminares determinaram que
o material descartado apds a extragdo do alginato continha 42% de material celulosico,
com baixo aproveitamento. ApGs hidrélise acida, 52,3% do material foi convertido em
nanocristais de celulose com alto grau de cristalinidade, estabilidade térmica comparavel
a celulose convencional e suspensdes com 10% de concentragdo formaram géis

estaveis, como observado na Figura 6 (LIU et al., 2017).
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Figura 6 - Gel de nanocelulose obtido a partir de rejeitos de algas utilizadas para producao de alginato.
Fonte: LIU et al., 2017 - Adaptado

Nanofibras de celulose algal recentemente foram testadas para aplicacdes na
industria de cosméticos, sendo obtidas a partir da alga Geliddium amansii. Assim como
ja citado anteriormente o volume de residuos dessa alga, fruto da producao de agar, é
enorme, sendo constituido majoritariamente por carboidratos como a celulose. As
nanofibras produzidas (Figura 7) ndo apresentaram citotoxidade, além de exibirem
resposta anti-inflamatéria in vitro e in vivo sugerindo que poderiam ser utilizadas como

nanomaterial ativo para cosméticos (HWA et al., 2021).

Gelidium amansii

120 min. 160 min.

Figura 7 - Nanofibras de celulose obtidas a partir de algas vermelhas.
Fonte: HWA et al., 2021 - Adaptado

Até pouco tempo a nanocelulose era obtida a partir de materiais lignoceluldsicos
(biomassas contendo celulose, hemicelulose e lignina) ricas em celulose, como

madeiras, algodéo, palhas, linho, sisal, rami, bambu, casca de coco, casca de arroz,
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bagaco de cana de acucar, dentre outros. Porém recentemente a biomassa marinha
despontou como alternativa, das quais se destacam as algas, uma vez que essa mateéria-
prima contém um numero reduzido de barreiras fisico-quimicas, o que deixa a celulose
mais acessivel sem a necessidade de um tratamento quimico rigoroso (EL ACHABY et
al., 2018).

A biomassa algal tem sido utilizada pela humanidade ha séculos na alimentacao
e na medicina, sendo os beneficios para a saude conhecidos desde os anos 1500 A.C.
Contudo, somente nos dias atuais a industria demonstrou interesse na utilizacdo das
algas como fonte de quimicos e farmacos (CHOJNACKA; KIM, 2015). A biotecnologia
algal divide-se em duas ramificacdes, a microalgal e a macroalgal. A primeira é mais
focada na obtencéo de ficocoldides?, acidos graxos e lipideos, usados principalmente em
suplementos alimentares, cosméticos, farmacos e biocombustiveis, ao passo que a
segunda esta focada em biocombustiveis, bioestimulantes agricolas, pro-biéticos para
aquicultura, biorremediacéo de solos, tratamento de efluentes e extracdo de compostos
para a biomedicina (CHOJNACKA; KIM, 2015). As macroalgas marinhas sao muito
importantes para a producdo de ficocoloides utilizados na indastria farmacéutica, de
cosmeéticos e de alimentos, sendo que atualmente, muitas tem sido cultivadas para
atender a demanda global por esses compostos (MANSILLA; AVILA; YOKOYA, 2012).

As algas marinhas sdo um importante recurso da biomassa marinha com diversas
aplicacbes comerciais, existindo um vasto niumero de produtos para a agricultura e
horticultura baseados em extratos de algas. Eles podem ser aplicados na forma de spray
ou diretamente no solo aumentando potencialmente a produtividade e suprimindo
doencas e pragas (WANG et al., 2016)

Muitos pesquisadores preveem que no futuro as algas marinhas serao cultivadas
para fins mais valiosos do que alimentos e racdes alimentares (BUSCHMANN et al.,
2017). Ademais, residuos de alimentos marinhos, sdo ricos em importantes
polissacarideos bioativos (GAO et al., 2018). Destaca-se a utilizagdo da biomassa
marinha para obtencéo de polissacarideos especiais, e a sua transformagéao em produtos
para aplicacdes técnicas especializadas e bioenergia (BUSCHMANN et al., 2017). Nesse

aspecto cabe destacar que a demanda global por algas tem aumentado, inclusive para

2 Ficocoloides séo polissacarideos solUveis em agua que podem formar sistemas coloides, géis e filmes
(SYNYTSYA et al., 2015)
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utilizacao além das aplica¢Bes tradicionais, principalmente por conta do maior conjunto
de evidéncias dos seus beneficios (BUSCHMANN et al., 2017). Atualmente, as algas
correspondem a uma pequena fragao do total de biomassa utilizado no mundo, contudo
evidencias apontam para a viabilidade de seu cultivo offshore, sendo uma alternativa
para o fornecimento sustentavel de biomassa para alimentos e quimicos, sem ocupar

terrenos araveis utilizados para plantacdes de alimentos (BUSCHMANN et al., 2017).

Convém destacar, por exemplo, que a utilizacdo da biomassa alternativa, como
as macroalgas, para a producao de biocombustiveis, apresenta uma série de vantagens
como produzir menos poluicdo, a menor emissao de gases poluentes, ndo contribui para
a emissdao de dioxido de carbono ou enxofre, ajuda a reduzir o aguecimento global, ndo
utiliza agua potavel, ndo produz residuos, sequestra carbono da atmosfera e, como ja
citado anteriormente, ndo compete com terras araveis (MANSILLA; AVILA; YOKOYA,
2012).

Sendo assim, considerando todos os aspectos aqui levantados, fica a pergunta

“Por que nao algas?”

3.3.1. Algas Marinhas Antérticas e Subantarticas

Algas polares estdo fortemente adaptadas as condi¢cOes de baixas temperaturas
desses ambientes, principalmente as antarticas devido ao longo histérico de aguas
geladas da regido. Em decorréncia disso sua fenologia esta finamente adaptada as
condicBes ambientais e as mudancas de luz. Na regido das llhas Sheatland do Sul, por
exemplo, a duracgdo do dia varia entre 5 horas no inverno e 20 horas no verado, o que
implica fortemente na producédo primaria das algas marinhas. A salinidade da agua
também se afeta, principalmente nos primeiros 20 metros de profundidade, por conta do
derretimento do gelo da superficie. Contrastando com essas variagfes, a temperatura
das aguas e a concentragdo de macronutrientes varia muito pouco (WIENCKE et al.,
2007).

A Antartica é isolada por vastas extensfes de profundos e turbulentos oceanos

com padrbes de circulacdo e temperaturas descontinuos, o que limita a mistura e

presumidamente o intercambio de espécies com o Pacifico, Atlantico e do Norte.

(CLAYTON, 1994). O ambiente Antartico mantém-se isolado das regifes temperadas

desde o periodo Mesozoico, contrastando com o ambiente Artico, que mantém conexdes
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continuas com a costa da Eurasia e América e, em consequéncia disso, a biodiversidade
dessas regides se distinguiu, tendo a regido antéartica registrado um alto grau de
endemismo (WIENCKE et al., 2007).

A regido de Magalhdes € um dos 24 ecossistemas mais preservados do mundo,
sendo a maior area representativa do ambiente subantartico. Assim como o continente
antartico, apresenta um elevado grau de endemismo, onde foi reportada a ocorréncia de
mais de 390 espécies de macroalgas (ASTORGA-ESPANA; MANSILLA, 2014). Além
disso, a eco regido subantértica chilena, abriga um conjunto muito particular de espécies
bentdnicas costeiras em decorréncia de fatores como a geomorfologia gerada pela
erosdo de glacial durante o avanco e recuo de gelo do Quaternario, gradientes
oceanogréficos que combinam fluxos de corrente, salinidade e temperatura, fotoperiodo
e regimes de irradiancia, presenca de glaciares com predominancia de ventos e
precipitacfes de oeste a leste, descarga costeira de agua doce e por fim tipos variados
de substratos com mudancas abruptas na geomorfologia do sistema subantartico de
fiordes e canais que produzem condicdes fisico-quimicas Unicas na agua, resultando em
uma distinta estrutura algal (MANSILLA et al., 2016).

Ha registros importantes, por exemplo, da utilizacdo de macroalgas na
alimentacéo no sul do Chile, sendo que o seu uso é considerado crucial para a rigueza
e a subsisténcia sustentavel das comunidades costeiras (MICHALAK; CHOJNACKA,
2018). Em testes in vitro e in vivo, extratos de algas Rhodophyta apresentaram atividade
antibacteriana, antiprotozoaria e atividade contra bactérias patogénicas em humanos e
peixes. Extratos de algas Chlorophyta apresentaram atividade contra patégenos da
aguicultura, enquanto substancias de algas Ochrophyta apresentam propriedades
inibitérias para o crescimento de bactérias, fungos e mexilhdes (DORTA et al., 2011).
Estudos que utilizaram extratos de macroalgas encontradas na costa chilena
demonstraram que extratos etandlicos de Gracillaria chilensis, Lessonia trabeculata
continham compostos ativos contra patégenos de plantas (DORTA et al., 2011). Extratos
obtidos a partir da Durvillea antarctica em alta concentracdo apresentaram atividade
contra infeccdo em folhas de tabaco, independente da época do ano de coleta das algas,
enquanto extratos produzidos de algas coletadas no verao e primavera foram eficazes
inclusive em baixas concentrac¢des, indicando que o composto ativo depende do periodo
de coleta (DORTA et al., 2011).
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3.3.2. Parede celular Algal

As algas marinhas séo fonte de muitos compostos bioativos, dentre esses muitos
sado polissacarideos cujas propriedades fisicas e quimicas sdo Uteis para aplicacfes
alimentares e medicinais. A parede celular algal é composta por uma rede de
biopolimeros altamente integrada que interage com &agua, cations de metais e outras
moléculas (SYNYTSYA et al., 2015). Algas podem armazenar carboidratos como reserva
energética em diferentes formas, como amido, celulose paramilo e laminarina. Na
maioria das algas verdes a estrutura da parece celular € composta por celulose. Algas
vermelhas geralmente possuem a estrutura composta por polissacarideos sulfonados

como agarose e carragenanas (CHIA et al., 2017)

A parede celular algal geralmente ndo apresenta lignina em sua estrutura, uma
vez gque elas ndo necessitam de uma elevada rigidez estrutural como nas plantas
terrestres. Ao invés disso possuem uma parede celular flexivel, o que proporciona
diversos beneficios tecnoldgicos (VASSILEV; VASSILEVA, 2016). Uma das principais
distingcdes entre a parede celular algal e das plantas terrestres € justamente a auséncia
ou baixa concentracdo de compostos aromaticos que formam uma barreira ao redor das
fibrilas de polissacarideos das células das plantas. Esse invélucro nas plantas serve
como uma protecdo a acdo de microrganismos, mas torna-se um problema para a
obtencdo de fibras, pois necessita de pré-tratamentos caros para a sua remoc¢ao (RASUL
et al., 2017)

Algas de vérias espécies sao consideradas fontes de nanocelulose, isso porque
essa esta presente em sua parede celular. Através de hidrélises e refino mecanico
nanocelulose com grande razéo de aspecto e diferentes formatos de secédo foram obtidas
de espécies como Valonia, Micrasterias denticulate, Micrasterias rotate, Coldophora,
Boerogesenia (KARGARZADEH et al., 2017).

Microalgas geralmente apresentam em sua parede celular diferentes
polissacarideos e lipideos a concentracdo e propor¢cdo destes varia de acordo com a
espécie, assim como a disponibilidade de luz do sol, Agua e nutrientes como nitrogénio
e fésforo. Ja as macroalgas apresentam uma maior variedade de constituintes da parede
celular, e assim como as microalgas, varia de acordo com a espécie. Cerca de 60% do

peso seco delas é constituido por carboidratos como ulvana, carragenana, laminarina,
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agar, fucoidana, mafiana e esses sdo constituidos por monémeros como glucose,
galactose, manose agarose, fucose e acido urbnico. Algas vermelhas além da
carragenana e agar encontram-se muitos carboidratos solUveis. Nas algas pardas
encontram-se altas concentracdes de alginato e laminarina, enquanto celulose e amido

sdo mais comuns nas algas verdes (CHIA et al., 2017).

Em funcdo do promissor mercado que representa a biotecnologia algal para a
producdo de quimicos, diversas abordagens para o cultivo dessa biomassa estdo em
estudo. Sob 6timas condigbes ambientais, algas convertem os nutrientes com o uso da
luz solar em carboidratos, lipidios e proteinas, no entanto estresses ambientais resultam
em acumulo de carboidratos e lipidios, mas afetam o0 seu crescimento e
desenvolvimento. Os principais fatores envolvidos para o crescimento e produtividade
dessa biomassa séao a temperatura, pH, intensidade da luz, disponibilidade de nutrientes
e o nivel de dioxido de carbono (CHIA et al., 2017).

3.4.Celulose

A celulose, o polimero renovavel mais abundante do planeta (KLEMM;
SCHMAUDER; HEINZE, 2002), é um produto obtido a partir da biossintese de plantas,
animais e microrganismos. Estruturalmente ela € um polimero com uma cadeia composta
por carboidratos (moléculas B-D glicopiranose) covalentemente ligadas por fungcbes do
tipo acetal, entre 0 C4 e 0 C1. Ela possui uma série de aplicagcdes em nosso cotidiano,
dentre as quais destacamos a obtencéo da nanoparticulas de celulose (ABITBOL et al.,
2016). Entretanto, vale destacar que a celulose pode ser considerada um camaledo no
que diz respeito as suas aplicacdes, uma vez que ela pode assumir morfologias distintas,
de acordo com a funcao e as propriedades que se deseja para o material, podendo ela
se apresentar na forma de fibras, nanoestruturas, papéis, membranas, filmes e até
mesmo ter grupos funcionais incorporados a sua cadeia principal, conferindo a ela uma

vasta gama de novas funcionalidades e propriedades (GARLAND et al., 2017).

O interesse e utilizagdo da nanocelulose nas areas da ciéncia dos materiais e
biomedicina, tem aumentado significativamente uma vez que ela apresenta potencial
para substituir reforcos sintéticos em compdsitos poliméricos por conta do seu carater
renovavel e sustentavel, sua anisotropia, suas excelentes propriedades fisicas, sua boa
biocompatibilidade, suas propriedades oticas interessantes além da presenca de grupos
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funcionais reativos na sua superficie (ABITBOL et al., 2016; PICKERING; EFENDY; LE,
2016). Contudo, as aplicacbes e funcionalidades da nanocelulose estdo diretamente
relacionadas com as suas propriedades, que estdo por sua vez correlacionadas com o
tipo da nanoparticula (ABITBOL et al., 2016). Conforme pode ser observado na Figura
8, a parede celular € composta fibras constituidas de macro e micro fibrilas, que por sua

vez sao feitas de cadeias de celulose agrupadas.
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Figura 8 - Molécula da celulose, cadeia polimérica e esquema de ordenamento das regiées amorfas e
cristalinas em estruturas microfibrilar.

Existem trés classificacdes de nanoparticulas de celulose e elas sao resultados
do processo empregado para a obtencéo destas. Os chamados nanocristais de celulose,
celulose nanocristalina ou nanowhiskers sao resultado da combinacdo de técnicas de
aguecimento controlado com hidrélise acida, resultando em particulas com elevada
cristalinidade e tamanho de 5-20 nm x 100-500 nm. A chamadas nanofibras de celulose,
sao emaranhados de nanofibrilas com alguns micrometros de comprimento compostas
de dominios amorfos e cristalinos, e sdo obtidas por meio de tratamentos mecanicos,
quimicos ou mecano-quimicos. Por fim celulose bacteriana € produzida

extracelularmente por microrganismos, e diferentemente da celulose extraida de plantas,
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ela ndo requer tratamentos para remocao de polissacarideos de baixo peso molecular e
lignina, uma vez que ela é sintetizada na sua forma pura, com diametro entre 20-100 nm
e micrometros de comprimento (ABITBOL et al., 2016; CARRENO et al., 2017).

Por ser um polissacarideo complexo, de morfologia cristalina, a celulose possui
varias aplicacbes em compadsitos hibridos, em virtude da sua forma e dimenséo. As
propriedades obtidas em compaositos reforcados com celulose podem ser aprimoradas
por meio de tratamentos superficiais como a silanizagéo e a grafitizacdo, Sua aplicacao
como substituta das fibras de vidro em compositos ja foi amplamente relatada,
principalmente por conta de suas propriedades mecanicas e baixa massa especifica
(JAVAD; YU; YOUHONG, 2017). Além disso, a celulose funcionalizada permite que essa
seja empregada em uma série de aplicacbes na area de biomateriais como em
biosensores, hidrogéis, dispositivos com atividade antimicrobiana, scaffolds para
engenharia tecidual, sistemas de entrega controlada de farmacos, membranas para
dialise, cosméticos, etc. (CARRENO et al., 2017).

Usando a metodologia TOP-DOWN a celulose pode ser obtida de materiais ricos
nesse polissacarideo em diversas formas, onde incluem-se fibras, microfibras,
microfibrilas, nanofibras e nanocristais (EL ACHABY et al., 2018). A literatura apresenta
uma série desses processos para a obtencao de celulose e nanocelulose a partir de
plantas e biomassas terrestres, porém o mais comum e efetivo é o processo multi-etapas
que combina o tratamento alcalino e o branqueamento oxidativo (para obtencédo de
material celuldsico) e a hidrolise acida (para nanofibras e nanocristais). Esse método é
também eficaz para biomassas marinhas (CHEN et al., 2016; EL ACHABY et al., 2018)
visto que elas sdo geralmente constituidas de uma parece celular mucilaginosa (agares,
ficocolbides, alginatos, carragenanas, etc.) e carboidratos de reserva (material
celulésico, amido, etc.) (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

3.5.Biomateriais

Biomateriais sdo materiais, sejam eles ceramicos, metais, polimeros ou materiais
naturais, que fornecem estrutura e/ou fungcédo para um dispositivo médico implantavel
(NARAYAN, 2009). Contudo, segundo o Dicionario Williams de Biomateriais (WILLIAMS,

2011), biomaterial também pode ser:
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- Todo aquele material ndo viavel usado em um dispositivo médico com a
intencao de interagir com entidades biolégicas;

- Material destinado a interagir com sistemas biol6gicos com o objetivo de
avaliar, tratar, aumentar ou repor tecido, 6rgdo e/ou fungéo ao corpo;

- Material, natural, sintético ou modificado, destinado a entrar em contato e
a interagir com o sistema biologico;

- Qualquer substancia, que ndo seja uma droga, sintética ou natural, que
pode ser utilizada como um sistema ou parte de um sistema, que trate,
aumente e/ou reponha algum tecido érgéo e/ou funcéo do corpo;

- Material sélido que ocorrem e sao feitos por organismos Vvivos.

A humanidade sofre esporadicamente crises severas relacionadas a saude e
bem-estar da populacdo, o0 que inspirou, e ainda inspira, pesquisadores no
desenvolvimento de novas tecnologias. Como resultado desses episodios surgiram 0s
biomateriais, frutos da fusdo da quimica supramolecular da mecano-esteroquimica e
mais recentemente da nanotecnologia, produzindo materiais com estruturas e
propriedades sob medida (BAJPAI et al., 2017).

Existem relatos desde os tempos antigos acerca de pernas de madeira, proteses
metalicas, etc., mas somente no século XX comecam a tomar forma os campos
interdisciplinares de biomateriais e biomedicina fundados com base na engenharia,
medicina, farmécia, odontologia e em outros campos da area da saude com o objetivo
de resolver as enfermidades da populacdo (HAMCI; HAMCI, 2004). Expedi¢Oes
arqueoldgicas na regido de Monte Verde, no sul do Chile apontam para a utilizacdo de
biomassas marinhas, todas com propriedades medicinais e/ou comestiveis, indicando
que esses materiais ja sdo aplicados ha mais de 13.000 anos em tratamentos médicos
(BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

A literatura esta repleta de trabalhos, nas mais diversas areas, de novos materiais
para utilizagdo no setor biomédico. Os chamados biomateriais de primeira geragdo eram
produzidos em sua maioria de polimeros biodegradaveis, ceramicas bioativas e ligas
metalicas resistentes ao desgaste (NARAYAN, 2009). No final dos anos 1980 nasce a
engenharia tecidual, sendo seguida por estudos com células tronco, que passaram a
receber grande atencdo do meio cientifico no inicio do século 21. Com os avangos da

ciéncia surgiram implantes genéticos capazes de se converterem de acordo com 0s
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sinais biologicos, quimicos e fisicos recebidos. Além desses, 0s materiais inteligentes,
constituidos de sistemas responsivos usados para sistemas de entrega de farmaco,
biosensores, etc. Por fim os ditos biomateriais de terceira geragdo, constituidos de
materiais biodegradaveis sao parcialmente substituidos por tecidos naturais durante a
cicatrizacdo (HAMCI; HAMCI, 2004).

3.5.1. Polimeros e Biopolimeros

Polimeros referem-se a uma das classes de materiais formados pela unido
repetida de unidades fundamentais também chamadas de monémeros ou mero3. Como
resultado, formam-se longas cadeias, que tem normalmente o carbono como o seu
elemento principal. As propriedades dessa classe de material séo resultado
principalmente da quantidade de unidades na cadeia principal. Assim como ocorre nos
metais e nos ceramicos, as suas propriedades estdo relacionadas com a
estrutura/arranjo atdbmico e a forma de processamento do material, mas de maneira geral
podemos dizer que os polimeros apresentam baixa densidade, pequena resisténcia a
temperatura, e baixa condutividade elétrica e térmica (OREFICE; PEREIRA; MANSUR,
2012).

Historicamente podemos dizer que a humanidade trabalha com polimeros desde
os primérdios da civilizagdo, uma vez que esses materiais estdo amplamente disponiveis
na natureza, como em alguns polissacarideos, proteinas, etc. Esses materiais naturais
geralmente apresentam cadeias de tamanho homogéneo e organizacao molecular, como

observado na celulose.

Por outro lado, os polimeros sintéticos surgiram no final do século XIX e inicio do
século XX, a partir de reacdes quimicas onde monémeros, em sua maioria derivados do
petréleo, sdo transformados, mesmo com o0 pouco conhecimento acerca da estrutura
desses materiais, em macromoléculas. Vale ressaltar inclusive que a hipétese
macromolecular foi relatada quase 20 anos apds a producao dos primeiros polimeros
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Para aplicacdes biomédicas, a utilizacdo dos polimeros também iniciou pelos

materiais naturais como o algodao, a seda, a celulose, dentre outros. J& os polimeros

3 Palavra de origem grega que significa parte ou porcao
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sintéticos comecaram a ser utilizados no ano de 1940 com as poliamidas sintéticas como
o nylon, o poli (metacrilato de metila), o poli (tereftalato de etileno) e o poli (cloreto de
vinila). A partir dos anos de 1950, polimeros como polietileno, poliuretano e poli (tetro
fldor etileno) também passam a ser utilizados na area médica. No presente mais de 20
tipos de polimeros sintéticos sdo utilizados na medicina, principalmente por conta da
versatilidade que essa categoria de material oferece, permitindo a construcdo de
macromoléculas especificas (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

As pesquisas mais recentes tém trabalhado com os chamados polimeros
funcionais, um dos mais promissores campos dos materiais, com aplicacbes em
praticamente todas as areas da ciéncia e tecnologia, desde a industria até o campo da
medicina. Estes sao resultado do desenvolvimento de novas abordagens na quimica e
em outras ciéncias associadas, produzindo polimeros especiais com estruturas

diversificadas e propriedades e aplicacdes personalizadas (BAJPAI et al., 2017).

3.5.2. Compésitos

Compositos sdo materiais soélidos constituidos de dois ou mais materiais ou fases
constituintes diferentes em uma escala superior a um atomo, separados por uma
interface. Além disso espera-se que as propriedades, como o mddulo elastico por
exemplo, sejam significativamente alteradas quando comparadas com um material
homogéneo. Como exemplo de materiais compositos podemos citar 0os polimeros
reforcados com fibras sintéticas ou naturais, ossos, madeira, dentina, dentre outros
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012; PARK, JOON B.; BRONZINO, 2002).

Quando comparados aos materiais convencionais homogéneos, os compagsitos
apresentam uma série de vantagens. I1sso por conta da possibilidade de se controlar suas
propriedades finais. Sendo assim, é possivel produzir materiais fortes, rigidos e leves ou
materiais altamente resistentes e biocompativeis. Vale destacar essa ultima
caracteristica citada, pois ela é fundamental no que se refere a utilizacdo de materiais
em seres vivos (PARK, JOON B.; BRONZINO, 2002).

Nos ultimos anos, temos assistido uma constante evolucao na area dos materiais
compositos, em funcdo da possibilidade de se produzir elementos com elevadissima
resisténcia mecanica e baixa densidade, o que possibilita por exemplo a substituicado de
materiais como 0 a¢o. A combinacdo de polimeros de alto desempenho com fibras de
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elevado modulo elastico, resulta em materiais compdésitos de facil producédo, custo
reduzido, propriedades muitas vezes superiores a ligas de ferro e aluminio, altas raz6es
modulo/peso e resisténcia/peso, baixos coeficientes de dilatacdo térmica, maior
resisténcia a corrosdo, fadiga, tenacidade, dentre outros. A Figura 9 apresenta
comparacdo de algumas propriedades de materiais (OREFICE; PEREIRA; MANSUR,
2012).

MATERIAL DE(’Z'J/S‘:'S“?)DE Er\LAA?SD#él%ggE REASEICS:ATEPCCXA MOD%% RESD MEE)S&SE%&IQO
(GPa) (MPa) 10°m
ACO 1010 7,87 207 365 2,68 472
ACO 4340 7,87 207 1722 2,68 223
Al LIGA 27 68,9 310 26 11,7
Ti-6A-4V LIGA 443 110 171 2,53 26,9
17-7 PH ago inoxidével 7,87 196 1619 2,54 21
T
- (irgﬁi't?eggg;ll;)) = 1,63 215 1240 13,44 77,5
FIBRA DE VIDRO E ~ EPOX 1,85 39,3 965 2,16 53,2
(unidirecional)
KE\(tmrigci;ri%OXI 1,38 75,8 1378 56 101,8
FIBRA DE B — Al LIGA 2,35 220 1109 9,54 48,1
F'BR’(*iS'?ﬁEréCpi(‘wE)Pox' 1,55 455 579 2,99 38

Figura 9 - Propriedades dos materiais convencionais versus compositos
Fonte: OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012 - Adaptado

Uma das grandes vantagens dos compositos para aplicacdes biomédicas é
justamente essa possibilidade de se produzir um material com propriedades especificas.
Quando comparamos por exemplo o médulo elastico de metais, ceramicos e alguns
polimeros com os tecidos vivos observa-se uma grande diferenca, o que ndo € na maioria
das vezes desejavel. Sob esse aspecto convém citar a Lei de Wolff, que fala sobre a
remodelacéo de tecidos 6sseos. Esse processo sO ocorre quando ha um certo nivel de

tensdo-deformacéo imposto ao tecido. Contudo em sistema tecido/implante quando o
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biomaterial apresenta médulo elastico muito superior ao 0sso, as tensdes aplicadas séao
usadas quase que em sua totalidade para deformar o biomaterial, ndo havendo
solicitacdo no tecido justaposto. Como efeito disso o tecido passa por processos de
reabsorgcdo, podendo evoluir para quadros de osteoporose, fraturas e expulsdo do
implante (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Com a utilizacdo de compdsitos poliméricos com cargas ceramicas, a diferenca
entre as propriedades é quase nula uma vez que € possivel variar o teor de carga para
ajustar as propriedades finais do biomaterial (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).
Além disso, matrizes poliméricas biodegradaveis permitem o crescimento do tecido
0sseo (estimulado por meio de diferentes cargas ceramicas utilizadas), enquanto o
biomaterial sofre eros@o por meio de hidrélise e/ou clivagem enzimatica (DZIADEKA;
STODOLAK-ZYCHB; CHOLEWA-KOWALSKAA, 2016).

Mesmo que a producéo e utilizacdo dos materiais compdsitos seja tdo antiga
guanto a humanidade, a producdo de compdsitos, nanocompdsitos e principalmente
compoésitos hibridos para a area de biomateriais € de grande relevancia, tendo o niumero
de publicagbes no campo de compdsitos hibridos organicos/inorganicos crescido cerca
de 25% quando compara-se 0s periodos 2005-2010 e 2010-2015 (JAVAD; YU;
YOUHONG, 2017), demonstrando o potencial desse campo de pesquisa.

3.5.3. Proliferacéo celular

Diariamente centenas de procedimentos cirlrgicos séo realizados para repor ou
reparar tecidos danificados que sofreram algum trauma ou doenga. Sendo assim surge
uma nova fronteira na ciéncia com o objetivo de propor solugdes para algo que afeta

diretamente a qualidade de vida e a saude da populacédo (O'BRIEN, 2011).

Biomateriais contemporaneos sdo resultados dos avangos na ciéncia dos
materiais, principalmente no que diz respeito a maior compreenséo das interacdes dos
materiais com as entidades biologicas. Com isso diversas abordagens passaram a ser
desenvolvidas para controlar a interagcdo dos biomateriais com os tecidos vivos. A partir
disso surge uma nova fronteira nesse campo, a engenharia tecidual. Essa tem como
objetivo desenvolver superficies e/ou estruturas, podendo ser em micro ou nano escala,

para estimular a substituicdo de tecidos néo funcionais ou inexistentes e/ou estimular
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interacdes fisioldgicas por meio de reacdes altamente precisas com proteinas e células
a nivel molecular (SCHOEN et al., 2013).

O termo Engenharia tecidual ou engenharia de tecido foi criado e oficializado em
1988, e tinha como principio a aplicagdo dos conhecimentos e métodos da engenharia e
das ciéncias da saude para entender as relacdes fundamentais estrutura-funcdo em
tecidos saudaveis ou doentes de mamiferos para o desenvolvimento de substitutos
biologicos, restaurar, manter ou aprimorar as fungdes teciduais (O'BRIEN, 2011). Sendo
assim a engenharia de tecidos faz uso de uma série de recursos e ferramentas da
engenharia de superficie para apoiar o crescimento de células vivas ou atrair células
endogenas para auxiliar a formacédo de novos tecidos, ou produzir efeitos terapéuticos
ou de diagnéstico. Frequentemente as células sdo semeadas em um scaffold, podendo
esse ser feito de um material compdésito, um biopolimero e/ou material natural, e o tecido
cresce in vitro para posterior implantacdo. Para isso € desejavel que o scaffold apresente
uma morfologia adequada, oferecendo uma superficie propicia para a adeséo celular,
podendo apresentar uma determinada seletividade, além disso € desejavel que a matriz
da estrutura seja bioabsorvivel® (SCHOEN et al., 2013).

A producédo de scaffolds para biomateriais € feita a partir de inUmeras técnicas e
materiais visando proporcionar uma melhor eficiéncia das estruturas para o crescimento
e proliferacdo celular, contudo alguns pré-requisitos devem ser observados (O’BRIEN,
2011):

e Biocompatibilidade — Um scaffold deve permitir que as células adiram e
funcionem normalmente, migrando para superficie e se proliferem. Além
disso apds o implante ele deve promover uma reacao imune insignificante,
evitando processos inflamatérios que podem causar a rejeicdo (O'BRIEN,
2011);

e Biodegradabilidade — O objetivo da utilizacdo do scaffold é permitir que o
tecido se regenere ao longo do tempo, e substituir o0 material implantado.
Sendo assim as estruturas ndo devem ser permanentes, sendo passiveis

de biodegradacéo, permitindo que as células produzam sua estrutura de

4 Estrutura tridimensional porosa, usualmente feita de polimero que serve de substrato e/ou guia para a
regeneracao de tecidos (WILLIAMS, 2011)

5 Capacidade de ser degradado e/ou dissolvido e subsequentemente metabolizado pelo organismo
(WILLIAMS, 2011)
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sustentacao. Além disso os subprodutos da biodegradacdo ndo podem ser
citotoxicos e devem ser capazes de serem expelidos ou metabolizados pelo
corpo (O’'BRIEN, 2011);

Propriedades Mecéanicas — O scaffold deve apresentar propriedades
mecanicas condizentes com o local a ser implantado, além de também
permitir o0 manuseio durante o processo de implantacdo. Esse requisito é
especialmente desafiador em materiais para aplicagbes coronarias e
principalmente nas Osseas. Nesse Ultimo caso o material deve ter
resisténcia suficiente desde a implantacdo até o término da regeneracao.
Outro fator relevante é a variacdo na taxa de recuperacdo desse tipo de
tecido, que varia conforme a idade do paciente. Por fim, ha também a
guestdo da vascularizacdo tecidual, uma vez que scaffolds com
propriedades mecanicas similares a 0ssos e cartilagens ja séo produzidos,
apresentando éxito em ensaios in vitro mas quando testados in vivo falham
pela insuficiente capacidade de vascularizagdo (O'BRIEN, 2011).
Arquitetura — A forma da estrutura é fator critico para a engenharia tecidual.
Scaffolds devem apresentar estrutura porosa interconectada, permitindo a
entrada das células, dos nutrientes celulares, e a constru¢ao da estrutura
extracelular o crescimento celular (O'BRIEN, 2011);

Tecnologia para fabricacdo — E necessario que os processos empregados
para a producéo, bem como os insumos utilizados sejam viaveis e rentaveis
para uma producdo estavel, com padrdo e reprodutibilidade (O’BRIEN,
2011).
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4. Materiais e métodos

4.1.0btencédo das biomassas e matérias primas

As biomassas para o desenvolvimento desse trabalho foram obtidas por meio de

trés frentes de trabalho, que foram:

Parceria internacional entre o Laboratério de Pesquisa em Materiais (LAPEM) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) com o centro de pesquisa SCION da
Nova Zeléandia, que forneceu o Linho neozelandés (Phormium tenax);

Parceria regional entre o grupo de pesquisas NOVONANO e o Laboratorio de
Lipidémica e Bio-organica (LLIPBIO) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
em cooperagao com o projeto Pré-Antar, meio pelo qual foi obtido a alga antartica
Cystosphaera jacquinotti;

Parceria internacional entre a Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e a
Universidade de Magalhdes (UMag) no Chile, por meio do Programa de
Cooperacéo Internacional — PCGI, onde durante o periodo de doutorado
sanduiche foram prospectadas algas na regido subantartica chilena,
especificamente as espécies Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C.Agardh, Durvillaea
antarctica, Gigartina skottsbergii Setchell & N.L. Gardner, Lessonia flavicans Bory,
Mazzaella laminarioides, Sarchotalia crispata, Ulva lactuca, Porphyra (Porphyra

columbina), Ahnfeltia plicata;

Todas as biomassas prospectadas nas diferentes regiées passaram por minimos

processos apos a coleta. Fez-se uma selecdo visual individual para a remo¢ao manual

de espécies invasoras e/ou epifitas. As espécies oriundas do mar além de selecionadas

foram também lavadas com agua doce em temperatura ambiente para remocao do sal.

Posteriormente, todo o material foi seco em estufa a 100°C +10 para remocao da

umidade, visando dentre outras coisas atender as normas de controle fitossanitario do

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a entrada de material

bioldgico de outros paises, minimizando riscos de transporte de pragas. A Figura 10

apresenta as localidades onde foram obtidas as biomassas, bem como a data de coleta

e geolocalizagao.
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Noyawzelandig

BIOMASSA DATA COORDENADAS
Ahnfeltia plicata 13-08-2018 52°38'17.7"S 71°28'24.0'W @
Cystosphaera jacquinotti 12-01-2012 62°07'32.7"S 58°23'38.0'W @
Durvillaea antarctica 13-08-2018 53°07'13.9"S 71°21'12.2"W o
Gigartina skottsbergii 10-08-2018 53°35'47.5"S 70°56'09.1"W @
Lessonia flavicans Bory 10-08-2018 53°35'47.5"S 70°56'09.1"W 9
Macrocystis pyrifera 10-08-2018 53°35'47.5"S 70°56'09.1"'W @
Mazzaella laminarioides 13-08-2018 53°07'13.9'S 71°21'12.2'W @
Phormium tenax* - - (6
Porphyra (Porphyra columbina) 13 - 08 - 2018 53°07'13.9"S 71°21"12.2'W @
Sarchotalia crispata 10-08-2018 53°44'27.2"'S 70°58'12.7'W @
Ulva lactuca 13-08-2018 53°07'13.9's 71°21"12.2'Ww @

*Fornecida pelo Scion Research Group - Geolocalizagéo de coleta néo disponivel

Figura 10 - Data e geolocalizacédo das coletas de biomassas.

Além das biomassas acima citadas no desenvolvimento desse trabalho foram
utilizados reagentes de grau analitico fornecidos pela Sigma Aldrich, Labsynth, Dinamica
e Merck.

4.2.0Obtencédo de material celulésico

Para a obtencdo de material celulésico a partir de biomassas marinhas,
primeiramente procedemos com a moagem das matérias-primas utilizando um moinho
de facas (Marconi - Modelo MA380) visando a cominuigdo do material (passante peneira
mesh 35) para as etapas posteriores. Em seguida procedeu-se com a remoc¢ao dos
extratos soluveis em agua quente (100°C +10°C) conforme descreve norma Tappi T 207
(TAPPI, 2008), e a remocao dos extratos soluveis em tolueno/etanol (2:1 — v/v) conforme
Tappi T 204 (TAPPI, 2017). Essa segunda etapa se fez necessaria pois em ensaios
preliminares observou-se que a elevada concentracdo de sais e/ou hidrocolbides, como

alginato e carragenanas (CHOJNACKA; KIM, 2015) interferia no processo de obtencéo
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do material celulosico, provocando a precipitacdo de sais ou a gelificacdo da solucao,
uma vez gue muitos desses compostos algais sdo solUveis nas solucbes alcalinas
comumente utilizadas para a obtencdo de celulose. Sendo assim antes da hidrolise
alcalina, as biomassas algais passaram por esses pré-tratamentos. Na Figura 11 esti
ilustrado o processo de aumento de viscosidade decorrente da reacdo do NaOH com os

hidrocoloides presentes (KIM; CHOJNACKA, 2015), o processo de filtragem do material,

bem como o bloco gelificado apds o resfriamento da solu¢do durante a filtracéo.

Figura 11 - (A) Reacéo de gelificagdo durante tentativa de obten¢&o de polpa celulésica a partir da alga
Gigartina skottsbergii; (B) Inicio da formagé&o de hidrogel durante filtragem; (C) Hidrogel algal.

ApGs as primeiras etapas, o material algal livre de extrativos foi submetido a uma
solucéo de hidréxido de sédio 5% (m/v) a uma temperatura de 80°C, por duas horas, sob
constante agitacdo mecanica, utilizando refluxo. Posteriormente, a polpa foi filtrada,
lavada até o pH neutro e branqueada, utilizando uma solucédo de NaClO2a 0,1 mol, com
pH 4,0 (ajustado pela adicdo de acido acético glacial) a uma temperatura de 80°C, por
duas horas, sob constante agitacdo mecéanica, utilizando refluxo) (BABA et al., 2016).

O material resultante foi filtrado e lavado até pH neutro e dispersado em agua
destilada (1 parte por 200) com agitacdo ultrassénica (Eco-sonic — Modelo Q3) por 60
minutos a 50°C * 5°C e frequéncia entre 1 e 25kHz. A suspenséao final foi, entéo,
congelada utilizando nitrogénio liquido e liofilizada em um liofilizador (Liotop — Modelo
L101). A Figura 12 apresenta fluxograma das etapas do processo de obtencdo do

material celuldsico a partir da biomassa algal.
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Etapa 2 Etapa 4
Remocéo de extrativos Branqueamento

Etapa 1

Etapa 3
Remocao de sais

Etapa 5 Material
Tratamento Alcali

Secagem Celulésico

Alga [ 7\\ Extragdo Soxhlet e \ Solugédo 0,1M NaClO,
moida - Tolueno/etanol (2:1) G 80 °C sob agitagéo
por 7 horas (ﬁ por 2 horas
Extragdo em Agua quente Solugédo 5% NaOH (m/v) Ultrassom por 60 minutos
Proporgéao de 1:40 80 °C sob agitagdo Congelamento
por 2 horas por 2 horas Liofilizag&o.

Figura 12 - Fluxograma de obtencéo de polpa celuldsica a partir de biomassa algal.
Fonte: PANIZ et al. 2019 - Adaptado

Para o linho neozelandés o procedimento utilizado foi similar ao utilizado para as

algas, porém sem a necessidade da remocao prévia dos extrativos, conforme ilustra a
Figura 13.

Etapa 2 Etapa 4
Tratamento Alcali Secagem

@
)
3
K2
®
|

Etapa 3 Material
Branqueamento Celulosico

Estufa por 24hs

80 °C sob agitagéo ‘ ) 100°C +10°C
por 2 horas ﬁ

Solugéo 5% NaOH (m/v)

Moinho de facas Solugdo 0,1M NaClO,
passante Mesh 5 80 °C sob agitagdo
por 2 horas

Figura 13 - Fluxograma da obtencéo de celulose a partir do linho neozelandés.

Dessa forma, primeiramente o material foi moido em um moinho de facas (Marconi
— Modelo A380) para em seguida ser submetido ao tratamento alcalino utilizando uma a
uma solucao de hidroxido de sédio 5% (m/v) a uma temperatura de 80°C, por 2 horas,
sob constante agitacdo mecanica, utilizando refluxo. Posteriormente a polpa foi filtrada,

lavada até o pH neutro e branqueada, utilizando uma soluc¢éo de NaClO2 a 0,1 mol, com
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pH 4,0 (ajustado pela adicdo de acido acético glacial) a uma temperatura de 80°C, por
duas horas, sob constante agitacdo mecanica, utilizando refluxo. O material resultante
foi filtrado e lavado até pH neutro utilizando 4gua destilada e posteriormente seco em
estufa a 100°C +10°C, por 24 horas.

Dois processos adicionais foram desenvolvidos envolvendo a polpa de celulose
obtida a partir do linho neozelandés, a producdo de nanofibras de celulose e a sintese
de acetato de celulose. A Figura 14 apresenta esquema de cada um desses trabalhos

complementares.

Etapa 2 Etapa 4
Protonagao Filtragéo
Etapa 1 e filtragem Etapa 3 e precipitacdo
Hidrélise acida Fly Acetilagéo
2 e € repouso -
f \
P LSPEM
L% 0,08 mL H,SO, Filtragem
ST 9 mL acido acético e > Reacao de inversao
25 mL de acido acético sob agitacao 32 mL anidrido acético de fase
sob agitagdo por 30 minutos Agitagdo por 30 minutos
por 30 minutos 14 horas de repouso Acetato
B de celulose
Material
Celulosico Etapa2 Etapa 4 Nano
Dispergao Dispergao Celulose
da nanocelulose da nanocelulose = - —_
\_7 iy A )
Etapa 1 ! el /—7\ '-/ AT
Hidrolise 4cida e Neutralizagao
| > {
o T o it ool
1 = - | T Ty G S
Y 2 = [ TS o T
* Sonificagéo por 60 [ Sonificagao por 60 SN
minutos a 60°C i - minutos a 60°C
20% (v/v) solugdo de H,SO, 7 dias em membrana de
60 °C sob agitagéo dialise até
por 2 horas pH neutro

Figura 14 - Esquema de trabalhos complementares desenvolvidos a partir da polpa celuldsica do linho
neozelandés.

Para a producdo de nanocelulose, a polpa seca obtida a partir do linho
neozelandés foi adicionada em um baldo reacional contendo solu¢do de acido sulfarico
20% (v/v), em uma proporc¢ao de 1/100 (m/v) e mantida sob vigorosa agitacao por 2 horas
a uma temperatura de 60°C. Posteriormente o frasco reacional foi colocado em um
ultrassom de banho (Eco-sonic — Modelo Q3) por 60 minutos a uma temperatura de 60°C

para a dispersdo das nanofibras. Apés a sonicacdo, a suspencdo de nanocelulose foi
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colocada em uma membrana de dialise e mantida em um recipiente com agua deionizada
por 7 dias, até atingir o pH neutro, sendo que a agua foi trocada a cada 24 horas. Por fim
a suspensao foi novamente sonicada e armazenada sob refrigeracdo (FORTUNATI et
al., 2013).

Para a sintese do acetato de celulose, uma grama de polpa de celulose seca foi
adicionada em um frasco reacional juntamente com 25 ml de acido acético glacial, e
mantida sob vigorosa agitacdo por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se ao frasco
reacional uma solucao contendo 0,08mL de &cido sulftrico concentrado e 9 ml de acido
acético glacial, mantendo-se a agitacdo por mais 30 minutos. Transcorrido o segundo
periodo de agitacdo, o material foi filtrado para separar a polpa celuldsica da solucéo, a
qual se adicionou 32 ml de anidrido acético. A solucdo foi entdo homogeneizada e a
polpa celulésica foi devolvida ao frasco reacional, agitada por mais 30 minutos e mantida
em repouso por 14 horas. Para promover a reacado de inversao de fase e precipitar o
acetato de celulose, a solucdo repousada foi filtrada para remocédo de fibras nao
solubilizadas, posta sob vigorosa agitacédo, onde gotejou-se agua destilada em volume
necessario para a completa precipitacdo. Ao final o material foi filtrado e lavado até o pH
neutro, seco em estufa por 24 horas a 60°C +10°C e, posteriormente o p6 foi armazenado
em um dessecador (CERQUEIRA et al., 2010; PANIZ et al., 2018).

4.3.Caracterizacdes

ApoOs a obtencado das polpas celulésicas os materiais (matérias-primas e polpas)
foram encaminhados para caracteriza¢des quimicas, fisicas, morfoldgicas e bioldgicas,

conforme descrevemos abaixo:

4.3.1. Caracterizacdes quimicas:

Primeiramente procedemos com a caracterizacao das matérias-primas propostas
para esse estudo (C. jacquinotti, P. tenax e polpa celulésica de P. tenax), em triplicata,
avaliando-se os teores de holocelulose (celulose e hemicelulose), lignina insolavel,
soluveis em agua e NaOH a 1%, extrativos, teor de cinzas e teor de umidade, seguindo
respectivamente as normas Tappi T235, T222, T207, T212, T211, T204 e T210 (TAPPI,
1985, 1998a, 1998b, 2008, 2015, 2016, 2017).
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Além dessas caracterizacbes, as biomassas e polpas celulésicas foram
analisadas por meio de espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier
modo de reflexdo atenuada (FTIR - ATR), de 4000 a 500 cm™ com 32 varreduras e
resolucéo de 4cm* (Bruker — Modelo Alpha-P). Como padrdo para avaliar os materiais

celulésicos, celulose microcristalina comercial também foi analisada.

A Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear C13 (Aglilent 500MHz —
Modelo DD?2), foi feita has amostras de polpa celulésica de C. jacquinotti e A. Plicata
utilizando frequéncia de 125,69 MHz em rotores de zirconia de 4 mm de diametro.
Adamantano foi o padrao externo, obtendo-se espectros com 20.000 varreduras, largura
de pulso de 2,55 Is, tempo de contato de 0,8 ms, tempo de aquisicdo de 35 ms e retardo
de reciclagem de 2,5 s. Como padrdo para avaliar os materiais celulgsicos, celulose

microcristalina comercial também foi analisada.

4.3.2. Caracterizacgdes fisicas:

O Potencial zeta (Brookhaven — Modelo Zeta Plus) da alga C. jacquinotti e do
material celulésico de C. jacquinotti foi medido em suspensdes previamente sonicadas
em ultrassom de banho a temperatura ambiente por 5 minutos usando solucbes de
cloreto de sddio de 0,1 mol/L (m/v) e &gua destilada (pH 7.0). Como padrao para avaliar

o material celulésico, celulose microcristalina comercial também foi analisada.

A estabilidade térmica das biomassas (C. jacquinotti e P. tenax) e polpas de
celulose (C. jacquinotti e P. tenax) obtidas foi determinada por meio de analise
termogravimétrica (Netzsch — Modelo TG209F1). A rampa de aquecimento partiu da
temperatura ambiente até 950°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, utilizando
nitrogénio como atmosfera com taxa de fluxo de 50 ml/min. J& para a calorimetria
exploratédria diferencial (Shimadzu — Modelo DSC60) da polpa de celulose de C.
jacquinotti a amostra foi colocada em uma panela de aluminio selada e avaliada partindo
de 35 °C até 400 °C com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min, usando também

atmosfera de nitrogénio com taxa de fluxo de 50 mL/min.
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4.3.3. Caracterizacdes morfoldgicas

A caracterizacdo morfolégica das biomassas e materiais celulosicos obtidos foi
feita usando microscopia 6tica (Olympus - modelo BX41M-LED) para polpa celulésica de
P. tenax, microscopia eletronica de varredura (Shimadzu — SSX-500 Superscan), para
C. jacquinotti e polpa celulésica de C. jacquinoti e A. Plicata, Microscopia eletrénica de
Varredura de alta resolucéo (JEOL — JSM-7500F), para polpa celulésica de C. jacquinotti
e microscopia eletronica de transmissao (JEOL — JEM-1400) para polpa celuldsica de C.

jacquinotti e nanocelulose de P. tenax.

Para microscopia oOtica as amostras foram desidratadas usando alcool absoluto e
posteriormente coradas usando vermelho congo e fixadas em uma lamina. Para a
microscopia eletronica de varredura e eletrdnica de varredura de alta resolugdo as
amostras foram secas em estufa por 24 horas a 50°C, fixadas no porta amostras com
fita de carbono e metalizadas utilizando ouro e carbono, respectivamente. Para a
microscopia de transmissdo as amostras foram dispersas em ultrassom de banho por 60

minutos e gotejadas usando micropipeta no porta amostra.

4.3.4. Caracterizagdes estruturais

A estrutura cristalogréafica dos materias estudados nessa tese foi determinada por
meio de difracdo de raios X (Shimadzu — XRD-6000) varrendo-se 5° até 80° (escala 28)
a uma taxa de 0,5°/min, tubo de cobre (A 1,5406 A) a 30kV e 30 mA. A cristalinidade foi

calculada de acordo com os indices de Segal (SEGAL et al., 1959) conforme a Equacéo :

[ — 1
% de cristalinidade = (zoo—am) x 100

I200
Onde I200 refere se a intensidade maxima do pico de difracéo de rede 200 em 26 = 22,5°

e lam € a intensidade de difracdo para a regido amorfa em 26 — 18,5°. Como padréo para

avaliar os materiais celulésicos, celulose microcristalina comercial também foi analisada.

4.3.5. Caracterizagcdes Celulares

O ensaio de viabilidade celular foi realizado na amostra de material celulésico de

C. jacquinaotti, para isso, fibroblastos de camundongos foram cultivados em placas de 96
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pocos que continham meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de L-glutamina,
10% de sérum fetal bovino, penicilina (1 U/mL) e estreptomicina (1 U/mL), até apresentar
uma densidade de 2 x 10% células (CASTILHO et al., 2010).

Também foi utilizado queratindcitos epiteliais orais (NOK-SI) fornecidos pelo
Instituto Nacional de Pesquisa Dental e Craniofacial (NIH). Essas ultimas foram
cultivadas em placas de 96 pocos em sérum livre de células, suplementadas com extrato
de pituitaria bovina e fator de crescimento epidérmicos, além de penicilina (1 U/mL) e
estreptomicina (1 U/mL) até a densidade 2 x 10* células. Ambas as células foram
cultivadas em estufa a 37°C por 24 horas em atmosfera composta por 95% ar e 5%
diéxido de carbono (CASTILHO et al., 2010).

Para a viabilidade empregou-se o ensaio colorimétrico MTT que utiliza o pigmento
brometo de (4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium. Discos de prova de 5mm x 1mm
foram preparados e colocados em suspensdo em placas de 96 pocos contendo as
células pré-cultivadas e mantidos ali por 24 horas em estufa a 37°C e atmosfera
composta por 95% ar e 5% didxido de carbono. Transcorrido o tempo, o meio foi aspirado
e aplicou-se a solucdo contendo MTT. Os resultados foram lidos em um
espectrofotometro (Molecular devices — Modelo SpectraMax M5) no comprimento de
onda de 590 nm, onde os valores de absorbancia foram considerados um indicador de
viabilidade celular. Em complemento as medidas, fez-se analise estatistica dos dados
utilizando o software Sigma Plot 12.0 para verificar a distribuicdo normal, homogeneidade
da variancia além de um teste T nas variaveis dependentes com significancia

estabelecida em p<0,05.
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5. Resultados

A Figura 15 apresenta um relatério de cada uma das etapas concluidas para as

biomassas desse trabalho.
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Figura 15 - Etapas concluidas do trabalho para as diferentes biomassas.

5.1.Caracterizagcfes quimicas

A composicao quimica das biomassas secas da alga antéartica C. jacquinotti do
linho neozelandés P. tenax e da polpa de celulose obtida do linho neozelandés estéo
apresentadas na Figura 16. Em seguida apresentamos breve discussao sobre cada uma

delas.

Celulose P, tenax

e

5 @ o Celulose
19%\

\ © B Celulose
| @ yCelulose**

** Menor que 1%

@ celulose O Hemicelulose O Fendlicos* O Cinzas O Sollveis em 4gua e tolueno/etanol

\' Plantas terrestres possuem a lignina como componente fenélico da parede celular, ao passo que em algas estdo presentes outros compostos )

Figura 16 - Caracterizacdo quimica das biomassas de acordo com as normas Tappi.
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C. jacquinotti: O percentual de celulose encontrado na alga antartica foi de 4,58%
(x0,34) e o teor de hemicelulose foi de 6,15% (+0,10). Esses valores sédo
compativeis com outros estudos que indicam valores entre 2% e 5% de celulose
em algas phaeophytas antarticas (BOGOLITSYN et al., 2017). Observou-se que
o valor percentual de celulose indicado pela Tappi se aproximou com o rendimento
da metodologia empregada para a obtencdo do material celulésico que foi de
4,62% (+0,20) (O rendimento foi calculado por gravimetria, em triplicata, onde
partiu-se de 5,00g de biomassa algal e ao final do processo pesava-se o produto
resultante). O valor de a-celulose, B-celulose e y-celulose foi de 73,04%, 26,87%
e 0,09% respectivamente. JA& compostos fendlicos apresentaram um teor
del19,25% (+0,04). Diferente das plantas, a maioria das algas n&o possuem lignina
em sua parede celular, e sim um complexo conjunto de poliesterdéis e polifendis
(KUMAR; SAHOO; LEVINE, 2015; NIEMCZYK et al., 2018; PEREIRA et al., 2017).

P. tenax: Para o linho neozelandés encontrou-se um teor de celulose de 62,34%
(£5,64) e 12,89% (+5,09) de hemicelulose, valores préximos aos relatados na
literatura (60,9% +4,4 e 27,3% £4,1 (FORTUNATI et al., 2013)).

Celulose P. tenax: Os resultados observados na polpa de celulose extraida do
linho neozelandés demonstram que a metodologia empregada foi eficaz para
remocao de boa parte da lignina e dos estratos solUveis, visto a reducédo de mais
de 75% no teor de lignina e 30% no teor de extratos sollveis. Para a obtencédo de
uma polpa mais pura a repeticdo das etapas de tratamento alcali e

branqueamento poderiam ser utilizadas.

A Figura 17 apresenta os espectros obtidos por meio de espectroscopia por

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da alga antartica C. jacquinotti e da
alga subantartica A. plicata assim como do material celulésico obtido das mesmas e

espectro de celulose microcristalina comercial utilizado como padréo.

Os materiais algais sao constituidos de complexos compostos organicos, o que

dificulta a interpretacdo dos seus espectros, porém sabe-se que a alga C. jacquinotti
possui esterdis (63,18mo/kg), incluindo brassicesterol, estigmasterol, ergosterol, B-
sitoesterol, campesterol, colesterol e fucosterol (MARTINS et al., 2018; PEREIRA et al.,
2017). Este conjunto de moléculas é responséavel pelas bandas observadas entre 650
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cm-1 e 1000 cm-1 no espectro dessa alga. A auséncia deles no espectro do material

celulésico indica que o processo de extracao foi eficaz na remocéao desses.
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Figura 17 - Espectros de FTIR da alga C. jacquinotti e A. plicata, bem como das celuloses obtidas dessas
e celulose microcristalina comercial (padréo).

A. plicata por outro lado é uma espécie de alga pertencente ao grupo Rodophytas
que possui uma grande concentracao de 4gar de excelente qualidade, aproximadamente
25% (YU et al., 2019). A regido entre 930 cm?e 690 cm™ indica a presenca de
polissacarideos do tipo agar (MATSUHIRO et al., 2014). Observou-se a diminuicao da
intensidade de toda essa regido, exceto dos picos caracteristicos de piranoses, o que
indica que o método empregado para a extracao dos ficocoldides foi eficaz.
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Todos os espectros da Figura 17 apresentam bandas entre 3000-3500 cm™ e
1640 cm™ atribuidos a estiramento e vibragées do grupo —OH de agua adsorvida
(BOUZIDI et al., 2008; CENGIZ; KAYA; PEKEL BAYRAMGIL, 2017; EL ACHABY et al.,
2018). A banda 3000-3500 cm é também relativa a estiramentos —OH da celulose (EL
ACHABY et al., 2018), sendo que nas amostras de celulose o pico 3336 cm* refere-se
a ligagdo intramolecular -OH O(3)H~O(5). Os ombros em 3271 cm e 3409 cm-* referem-
se respectivamente a ligagbes intramoleculares O(2)H-O(6) e intermolecular
O(6)H-O(3) (FAN; DAI; HUANG, 2012; OH et al., 2005; YAN et al., 2008).

As bandas entre 3000-2800cm! sdo caracteristicas do estiramento assimétrico de
ligagdes C-H com grupos —CH, CH2 e —CHs. Nessa regido a alga C. jacquinotti apresenta
quatro bandas bem definidas decorrentes da presenca de cadeia alifaticas dos seus
constituintes (proteinas, lipidios, carboidratos, etc.) (GOMEZ; WESTERMEIER, 1995),
enquanto os materiais celulésicos apresentam banda centrada em 2890 cm (BOUZIDI
et al., 2008; CENGIZ; KAYA; PEKEL BAYRAMGIL, 2017; CHEN et al., 2016; COLOM,;
CARRILLO, 2002; LIU et al., 2017). A banda presente nos trés espectros de celulose em
1430cm™* e 1320 cm™ esté relacionada a grupos —CHz2 referente a estiramento simétrico
e vibracional, respectivamente. Em 1370 cm™ observamos banda atribuida a ligacdes do
tipo —CH (CARRILLO; COLOM; CANAVATE, 2010; OH et al., 2005).

As maiores diferencas entre 0s espectros algais e dos materiais celulésicos esta
entre 1800-1000cm- . Bandas entre 1800-1500 cm* correspondem a proteinas (BARTH,
2007) e compostos fendlicos (YANG et al., 2007). Nessa regido no espectro da A. plicata
observa-se uma banda pronunciada decorrente da elevada concentracdo de agares
caracteristicos dessa espécie (MATSUHIRO et al., 2014). Para os demais espectros,
picos nessa regido nao estdo em evidéncia, ou pela auséncia ou por encobrimento da
banda caracteristica da agua em 1650 cm™ que pode ocultar ligagcbes C=C de
hidrocarbonetos aromaticos de compostos fendlicos (YANG et al., 2007) e vibrac6es de

compostos proteicos tipo amina | (BARTH, 2007).

As bandas entre 1296-1220 cm sdo caracteristicas de estiramento vibracional do
acil-oxigénio da hemicelulose CO-OR, do estiramento de compostos fenolicos C-O
(YANG et al., 2007) e do estiramento de polissacarideos sulfatados S=0 e fucoidanos
(CHEVOLOT et al., 1999), todos compostos comuns encontrados em algas (GOMEZ;
WESTERMEIER, 1995; YU et al., 2019). A auséncia dessas bandas nos espectros dos
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materiais celuldsicos indicam que o0s compostos fendlicos presentes, bem como
hemicelulose e fucoidanos foram removidos pela metodologia empregada(EL ACHABY
et al., 2018). Essa informacéo é corroborada pela presenca dos picos em 1370 cm™* e
1336 cm™ que correspondem respectivamente a ligacdes celulésicas do tipo CH e
ligacbes OH em C2 e C3 (COLOM; CARRILLO, 2002; OH et al., 2005).

Avaliando a estrutura dos carboidratos entre 1200-800cm* podemos observar que
0s materiais celulésicos possuem bandas mais intensas nessa regido, quando
comparados com 0s espectros correspondentes das algas (KACURAKOVA; WILSON,
2001; WIERCIGROCH et al.,, 2017). Além disso estdo pressentes bandas que
correspondem a grupos glicosidicos caracteristicos de materias ndo celulésicos em
aproximadamente 1200 cm™ e 950 cm nas algas, (CHEVOLOT et al., 1999; GOMEZ-
ORDONEZ; RUPEREZ, 2011; KIEFER; SIGG; SCHOSSELER, 1997; MORYA; KIM;
KIM, 2012). As ligacfes do tipo éter B-glicosidico C-O-C relativas a modos vibracionais
do anel de anidro-glucopiranose e ligagdes B-glicosidico entre anéis de anidro-glicose da
cadeia de celulose estdo associadas aos picos observados em 1105 cm™ e 898 cm™
(CHEN et al., 2016; EL ACHABY et al., 2018; GAO et al., 2018). Em 1160 cm™, 1054 cm-
1 e 1030 cm, respectivamente observamos bandas associadas a estiramento
assimétrico COC em ligacdes B-glicosidica, vibracbes CO e estiramento de ligacbes CO
(OH et al., 2005; YANG et al., 2007). De acordo com CHEN et al. (2016), as bandas
caracteristicas da celulose sdo menos proeminentes nos espectro das algas pois ela esta
embebida pelos compostos ndo celulésicos, o que pode ser observado na Figura 17. A

figura 18 mostra ambos os materiais celulésicos obtidos antes da liofilizac&o.

Material celulésico C. jacquinotti

Figura 18 - Material celul6sico obtido das algas C. jacquinotti e A. plicata em suspensdo aquosa antes de
ser sonicado e liofilizado.
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A Figura 19 apresenta o0s espectros obtidos por meio de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier do linho neozelandés, do material celulosico
obtido a partir dessa biomassa, da nanocelulose e do acetato de celulose obtidos a partir
do material celulésico, assim como o espectro da celulose microcristalina utilizado como

padrao.
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Figura 19 - Espectros de FTIR do linho neozelandés, da celulose, nanocelulose, celulose microcristalina e
acetato de celulose;

Nos espectros € possivel observar a reducdo do pico em 1245 cm-1 nas amostras
de celulose e nanocelulose, com relacdo a amostra do linho neozelandés, o que indica
a diminuicdo da hemicelulose presente nas amostras (FORTUNATI et al., 2013). Esse
fato pode ser corroborado com a anélise quimica da Figura 16 que indicou diminuicédo da

hemicelulose apds o tratamento quimico.
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O pico observado em aproximadamente 1430 cm-1 tanto na nanocelulose como
no material celuldsico é decorrente de ligacdes do tipo —CH2. Os picos entre 1200 cm-1
e 950 cm-1, como ja citado anteriormente, referem-se a estiramentos vibracionais de CO,
estiramento assimétrico vibracional de anéis de piranose, e estiramento assimétrico de
ligacbes C-O-C. O pico em 1022 cm-1 refere-se a ligacdes C-O-C do anel de piranose
da cadeia celuldsica e o incremento em 1036 cm-1 indica alta concentracdo de celulose
(FORTUNATI et al., 2013). Esse ultimo pode ser constatado também ao verificar os
percentuais de celulose nas amostras na Figura 16, que foi de 63% no linho neozelandés
e 79% no material celulésico. Ligagdes B-glicosidicas caracteristicas das anidro-glucoses
da celulose podem ser identificadas em 896 cm-1. Ademais, convém citar que picos em
1426 cm-1, 1161 cm-1, 1112 cm-1 e 896 cm-1 indicam que a celulose presente nas
amostras € a Celulose |.

Com relacdo ao espectro do acetato de celulose a reducdo da banda
correspondente aos grupos —OH entre 3500 cm™ e 3000 cm™ indica que houve uma
substituicdo apenas parcial das hidroxilas. A substituicdo dos grupos —OH por grupos
carbonila pode ser observada pelo surgimento do pico em 1760 cm™, que corresponde
as ligacbes C=0 do grupo carbonila (ALIM BAHMID; SYAMSU; MADDU, 2013). Sabe-
se que a presenca de lignina afeta diretamente no produto da reacao de acetilacdo bem
como na conversao em diacetato ou triacetato de celulose (RODRIGUES FILHO et al.,
2008), sendo assim, acreditamos que a ndo remocéao da lignina interferiu na producao
do biopolimeros.

A Figura 20 apresenta os espectros de FTIR das demais algas coletadas na regido
de Magalhaes, no sul do Chile. Porém, como ja citado anteriormente nenhuma das
atividades previstas para esse material pdde ser executada. Destacamos nos espectros
a presenca de bandas nas regides caracteristicas as proteinas e ligninas como entre
1800 cm-1 e 1500 cm-1 além de picos na regido entre 1000 cm-1 e 650 cm-1 associados
a esterdis (BARTH, 2007; COLOM; CARRILLO, 2002; FORTUNATI et al.,, 2013;
MATSUHIRO et al., 2014; PEREIRA et al., 2017; SOUZA et al., 2014; YU et al., 2019).
Assim como nas algas C. jacquinotti e A. plicata as bandas caracteristicas da celulose
estdo bem pronunciadas, pelo fato de estarem envoltas na matriz mucilaginosa algal
(CHEN et al., 2016b).
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Figura 20 - Espectros FTIR das algas subantarticas da regido de Magalh&es no Chile.

A Figura 21 apresenta espectro obtido por ressonancia magnética nuclear de
carbono 13, das algas C. jacquinotti e A. plicata, dos seus respectivos materiais
celulésicos, bem como da celulose microcristalina comercial utilizada como padréo. Os
espectros das algas apresentam sinais consistentes com a presenca de compostos
fendlicos, proteinas, lipidios e carboidratos (GOMEZ; WESTERMEIER, 1995) porém,
devido a sobreposicdo de ressonéancias, ndo é possivel identifica-los a componentes
especificos. Quando consideramos os espectros dos materias celuldsicos obtidos apés
a metodologia proposta e os comparamos ao da celulose microcristalina, percebe-se que
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0s picos estédo de acordo, apresentando um perfil de curva similar, que permite afirmar
que a remocao dos ficoccolbides algais foi eficaz e obteve-se material celuldsico de

ambas as algas.

== Celulose A. plicatta

= Celulose Microcristalina

C. jacquinotti % = A. plicata

Figura 21 - Espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 das algas C. jacquinotti e A. plicata.

Os picos de celulose nessa técnica estdo bem atribuidos (LARSSON;
WICKHOLM; IVERSEN, 1997) onde a ressonancia em aproximadamente 105 ppm
corresponde ao carbono C1, os sinais entre 70-80 ppm referem-se aos carbonos C2, C3
e C5. Na regido entre 80-95 ppm estdo os sinais correspondentes a C4 e entre 60-65

ppm ao carbono C6.

5.2.Caracterizacdes fisicas

A analise de potencial zeta apresenta o grau de repulsdo ou atracdo entre as
particulas em suspensdo, portanto informa a dispersdo e estabilidades de coloides
(ROBLES-GARCIA et al., 2018). Essa estabilidade depende da repulsio eletrdnica entre
a superficie de grupos idnicos e é gualitativamente medida pelo potencial zeta. Entre O
e +30 mV temos um baixo potencial que promove a rapida coagulacao ou floculacédo das
particulas como resultado da forca atrativa entre elas ser maior que a repulsédo
eletrostatica. Quando as suspensdes apresentam potencial superior a 40 mV elas sdo
estaveis a longo prazo (OVALLE-SERRANO et al., 2018). Um potencial zeta elevado é
desejado, por exemplo, para nanoparticulas de reforcos em compdsitos, uma vez que a
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forca repulsiva aumentaria o grau de dispersdo na matriz (TIBOLLA; PELISSARI;
MENEGALLI, 2014).

Estudos indicam que a utilizacdo de acido sulfarico para a producdo de
nanocelulose durante a hidrélise acida aumenta o potencial zeta como consequéncia da
transferéncia de cargas negativas por grupos sulfato para a superficie da celulose
(ELANTHIKKAL et al., 2010). A Figura 22 apresenta uma tabela com o potencial zeta
para suspensdes da alga C. jacquinotti, do seu material celulésico, bem como da celulose

microcristalina comercial, acompanhada de imagens das suspensdes.

Solugdo de NaCl Agua
Amostra pH 7,0 (mV) pH 7,0 (mV)

C. jacquinotti - 14,40 - 25,62
Celulose C. jacquinotti - 16,39 - 28,44

Celulose microcristalina -24,73

. :‘—A~ } = A—-‘A ke =
C. jacquinotti Celulose de C. jacquinotti Celulose microcristalina

Figura 22 - Tabela com o Potencial zeta de suspens@es da alga C. jacquinotti, Celulose de C. jacquinotti
e celulose microcristalina. Abaixo suspensdes aquosas onde o primeiro frasco € agua, o segundo a
suspenséo apés sonicagao e o terceiro apos repouso de 30 min.

Fonte: PANIZ et al., 2019 - Adaptado

O potencial zeta medido em &gua ficou em -28,44 mV, e como nao foi utilizado
acido sulfurico nessa metodologia a carga negativa € atribuida a atomos de oxigénio
eletronegativos na superficie. Os valores sédo condizentes aos valores negativos para
eletroforese de nanocristais de celulose sem carga (HERMANS, 1963). O valor de -25
mV para a celulose microcristalina esta coerente ao relatado na literatura (ZHUKOV et
al., 2003). A presenca de cloreto de sodio no eletrélito aumentou os valores do potencial
zeta o que também é condizente com a literatura (ZHONG et al., 2012). Como ja citado
anteriormente, valores abaixo de + 30 mV resultam em suspensdes coloidais ndo
estaveis (OVALLE-SERRANO et al., 2018), o que pode ser observado na Figura 22 que,
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apos 30 minutos de repouso, a suspensdao de material celuldsico algal permanece
praticamente inalterada, enquanto a celulose microcristalina ja se encontra totalmente

sedimentada no fundo frasco.

A Figura 23 apresenta termogramas da alga C. jacquinotti e seu respectivo
material celulésico. Ambas as amostras apresentam perda de massa entre 35°C e 100°C
(13% e 5% respectivamente) decorrentes da evaporacdo da umidade presente tanto na

superficie quanto no interior do material.

- C. jacquinotti Celulose C.jacquinotti

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Celulose C.jacquinotti DSC

Celulose C.jacquinotti TGA

Celulose C.jacquinotti DTA

150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 23 - Termogramas (TGA, DTA e DSC) da alga C. jacquinotti e do material celuldsico obtido da
mesma.
Fonte: PANIZ et al., 2019 - Adaptado
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A presenca de agua na amostra fica evidente também pelo pico apresentado em
1640 cm-1 no espectro do FTIR (CHEN et al.,, 2016a; EL ACHABY et al., 2018b).
Observamos em ambas as amostras um pico positivo no DTA em 163°C decorrente de
um pequeno ganho de massa. A partir de 178°C observa-se o inicio da degradacao da
alga sendo o pico desse evento em 247°C. Observou-se também picos no DTA em
310°C, 600°C e 900°C que correspondem, respectivamente, a degradacdo da
hemicelulose (240 °C — 345 °C), celulose (290 °C — 375 °C) e lignina (500°C — 900 °C)
(PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014).

O termograma do material celulésico mostrou o inicio da degradacdo em 183 °C
com um vale no seu DTA o em 350 °C, mostrando que o material celulésico apresenta
maior estabilidade térmica. Esse fato ja era esperado visto que a metodologia empregada
removeu impurezas e compostos de baixo peso molecular, cuja estabilidade € menor e
geram sitios ativos, acelerando a degradacdo (PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI,
2014). Como consequéncia disso também se observa que a temperatura de degradacao

da celulose aumenta de 310 °C para 350 °C.

Observando a curva do DSC do material celulésico da alga C. jacquinotti, na
Figura 23 sobreposta ao TGA e DTA, pode-se observar a primeira inflexdo na curva
correspondente a perda de umidade da amostra (NASCIMENTO et al.,, 2016;
PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014). Em 163°C observa-se um vale
correspondente a uma reacao de desidratacdo endotérmica (KIAN et al., 2018). O ganho
de massa observado no TGA é provavelmente consequéncia de um processo de
hidrolise, uma vez que polimeros formados por reacfes de condensacao com eliminagéo
de 4gua sdo suscetiveis a reacdo reversa e sofrem degradacdo por hidrélise (FLYN,
2002). A pequena inflexdo exotérmica em 275 °C é decorrente da degradacéo de fracdes
de baixo peso molecular e, a partir de 325 °C, temos outro pico exotérmico devido a
degradacéao da celulose. A entalpia desse evento foi calculada em 112,36 J/g e todos os
eventos exotérmicos observados séo resultado da carbonizagdo da hemicelulose e
celulose (PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014).

A Figura 24 apresenta termogramas do linho neozelandés, do material celulosico
obtido a partir dessa biomassa, bem como do acetato de celulose produzido com essa

matéria prima.

55



5 P. tenax TGA = Celulose P. tenax TGA ] = Acetato de Celulose P. tenax TGA
1004 P. tenax DTA Celulose P. tenax DTA 1003 - Acetato de Celulose P. tenax DTA

Massa (%)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900

3 Temperatura (°C) Temperatura (°C) B

Figura 24 - Termograma (TGA e DTA) do linho neozelandés e do material celuldsico obtido a partir dessa
biomassa.

Podemos observar que as amostras de P. tenax e o material celulésico perderam
8,5% e 5,5% de massa em 100° C que corresponde a desidratacdo da agua adsorvida
no material (ARUAN EFENDY; PICKERING, 2014; CHEN et al., 2016a; DI GIORGIO et
al., 2020; EL ACHABY et al., 2018; FORTUNATI et al., 2013). Por volta de 168°C
observa-se o inicio da degradacdo da amostra de P. tenax com picos de DTA em 279°C,
343°C e 525°C que correspondem, respectivamente, a degradacdo da hemicelulose,
celulose e lignina (ARUAN EFENDY; PICKERING, 2014; DI GIORGIO et al., 2020;
FORTUNATI et al., 2013; PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014). Entre 178°C e
355°C a perda de massa foi de 58,7% e por volta de 550°C a massa residual era inferior
a 1%, valor condizente com o teor de cinzas a 525°C determinado no ensaio de

caracterizacdo quimica.

Avaliando o termograma do material celulésico do P. tenax, observa-se no DTA
apenas dois picos de degradacdo, um em 340°C e outro em 560°C que correspondem
respectivamente a degradacao da celulose e da lignina. Apds a perda de massa inicial,
decorrente da desidratacdo da amostra, o material volta a perder massa em 200°C,
perdendo cerca de 72,3% de massa até 360°C. Assim como a biomassa P. tenax, por
volta de 550°C a massa residual era inferior a 1%, condizente com a caracterizagao

quimica de teor de cinzas.
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O termograma do acetato de celulose apresenta uma perda de massa decorrente
a desidratacdo de cerca de 3%. O percentual € menor ao encontrado para a celulose
devido ao carater hidrofébico do biopolimeros, que teve parte de seus grupos OH
substituidos por acetilas, fato que é corroborado pelo espectro FTIR da amostra
(VARSHA; BAJPAI; NAVIN, 2010).

Entre 170°C e 300°C observa-se a perda de massa de cerca de 13% decorrente
da presenca de hemicelulose, que promove a prematura degradagédo do material (LOO;
HASHIM; LEH, 2012) A perda de massa de 72% observada entre 300°C e 400°C é
atribuida a degradacao da cadeia do acetato de celulose, ligninas residuais acetiladas,
bem como derivados da hemicelulose (RODRIGUES FILHO et al., 2008; RODRIGUEZ
et al., 2012). A partir de 400°C o que se observa € a decomposicdo dos produtos
degradados, carbonizacéo e formag&o de cinzas (RODRIGUEZ et al., 2012).

5.3.Caracterizacdes morfoldgicas

A Figura 25 apresenta imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura e
microscopia eletronica de transmissao da alga C. jacquinotti e do material algal obtido
dela. Nas Figuras 25a e 25b é possivel observar que a superficie da alga esta recoberta
por cristais, e sob essa camada ha uma superficie lisa decorrente do contetudo
mucilaginoso da parede celular algal, composto de ceras e 6leos (CHEN et al., 2016).

Nas Figuras 25c, 25d e 25e observa-se a estrutura tridimensional irregular em
formato de esponja com muitos poros, apdés o tratamento quimico e a liofilizacdo do
material algal. Além disso, ndo foi observado nenhum resquicio de impurezas como 0s
sais presentes nas Figuras 25a e 25b, novamente demonstrando a eficiencia da
metodologia. A Figura 25f mostra imagem obtida por MET da morfologia das nanofibras

gue constituem a estrutura esponjosa obtida.
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Figura 25 - Micrografias obtidas por MEV da alga C. jacquinotti (a e b), material celulésico da C. jacquinotti
(c, d, e), e por MET do material celulésico C. jacquinotti (f);
Fonte: PANIZ et al., 2019 - Adaptado

A Figura 26 apresenta imagens de MEV de alta resolucédo do material celulésico
obtido a partir da alga C. jacquinotti, onde fica evidenciado que a esponja € constituida
por nanofibras entrelacadas e que a espessura das paredes da esponja corresponde ao
diametro das nanofibras, que foi mensurado em aproximadamente 32,1 nm % 10,2 nm.

Destacamos que néo foi utilizada nenhuma etapa de hidrolise acida para a obtencéo do
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material celulésico, da alga C. jacquinotti. As nanofibras dessa biomassa foram obtidas

utilizando apenas a hidrolise alcalina e o branqueamento com NaClOx.

Figura 26 - Esponja do material celulésico liofilizado de C. jacquinotti (a) e imagens de MEV de alta
resolugdo de material celul6sico de C. jacquinotti (b, c, d);
Fonte: PANIZ et al., 2019 - Adaptado

A Figura 27 apresenta micrografias obtidas em MEV do material celulésico obtido
da alga A. plicata. Nela podemos observar que a morfologia obtida apdés o
processamento e liofilizacdo foi similar a observada na Figura 27c, sendo constituida de
um material de estrutura irregular, elevada area superficial e porosidade, cujas paredes
apresentam espessura diminuta, necessitando de caracteriza¢cdes de maior resolugéo
para quantifica-las, mas provavelmente seja também um aglomerado de nanofibras.
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Figura 27 — Micrografias obtidas por MEV de material celuldsico de A. plicata.

A Figura 28 apresenta imagens de microscopia o6tica obtidas a partir do material
celulésico produzido da biomassa P. tenax, onde podemos observar que o material é
constituido de fibras celuldsicas longas (maior que 500 p) e diametro médio de 12,7um
+ 1,7 ym. Tais valores para o didmetro da fibra encontra respaldo na literatura (DI
GIORGIO et al., 2020; FORTUNATI et al., 2013)

Figura 28 - Imagens de microscopia Gtica de fibras celuldsicas extraidas do linho neozelandés.

A Figura 29 apresenta imagem obtida por microscopia eletronica de transmisséo
da nanocelulose obtida a partir do material celulésico do P. tenax. Apesar da baixa

resolucéo das imagens, é possivel observar um conjunto de fibras e feixes de fibras com

60



diametro de aproximadamente 11,19 nm £ 4,7 nm. A morfologia das nanofibras obtidas
foi similar as encontradas na literatura em trabalhos com a mesma biomassa,
demonstrando que a metodologia empregada foi eficiente (DI GIORGIO et al., 2020;
FORTUNATI et al., 2013).

Figura 29 - Imagens de microscopia 6tica de fibras celulésicas extraidas do linho neozelandés.

5.4.Caracterizagdes estruturais

A Figura 30 apresenta os padrdes de difracdo de raios X obtidos a partir da alga
C. jacquinotti, do material celul6sico obtido dessa alga e, no detalhe, difratograma da
celulose microcristalina e a alga ap6s a remocdo dos extrativos sollveis. Ao
compararmos o material algal com o material celulésico podemos observar que 0s picos
caracteristicos da celulose aumentaram significativamente, indicando que o tratamento
empregado foi eficaz para a obtencéo de celulose. Os picos em 26 =14°,16° e 20 = 20°—
24° e o sinal menor em 20 = ~34° correspondem aos planos cristalinos 110, 110, 200, e
004 respectivamente, o que junto com os resultados do FTIR e RMN nos permite afirmar
que o material obtido ap6s o tratamento alcalino e branqueamento foi Celulose | (CHEN
et al., 2016; KO et al., 2018; ROBLES-GARCIA et al., 2018). Além disso o grau de
cristalinidade calculado foi de 71,02%, demonstrando que o tratamento removeu

polissacarideos nao celuldsicos e regibes amorfas.

O difratograma também permitiu identificar a presenca de impurezas no contetdo
algal. Os picos de maior intensidade observados na amostra da alga correspondem a

presenca de cloreto de sddio (NaCl) e cloreto de potassio (KCI), compostos comuns no
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ambiente marinho (CHEN et al., 2016). Ao comparar a amostra algal com a amostra livre

de extrativos, observa-se que ambos os sais foram removidos.

C. jacquinotti = 1
~——=Celulose C.jacquinotti i ~~Celulose C. Jacquinotti
: ——Amostra livre de extrativos
® KCI E — Celulose microcristalina
® NaCl f

G
o
)

=
[0}

o
©

e
(2]
=
[}

i)

=

Figura 30 - Difratograma da alga C. jacquinotti, do material celulésico e celulose microcristalina.
Fonte: PANIZ et al., 2019 - Adaptado

5.5.CaracterizacOes celulares

A Figura 31 mostra o resultado da viabilidade das células de fibroblastos de
camundongos e queratindcitos epiteliais orais testada com o material celuldsico obtido a
partir da alga antartica C. jacquinotti, demonstrando que esse material apresentou em
torno de 100% de viabilidade. Tal fato indica que o monémero nao é toxico para células
de fibroblastos, de acordo com a ISSO 10.993-5 (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR; STANDARDIZATION, 2009). ApGs andlise estatistica o material celulésico néo

demonstrou nenhuma diferenca quando comparado ao grupo controle (100% de

viabilidade celular).

% |80% |90;\|100%

Fibroblastos de camundongos 102,4 (+0,12)

Viabilidade
Celular

Queratindcitos epiteliais orais (NOK-SI)

Figura 31 - Viabilidade celular para fibroblastos de camundongos e queratinécitos epiteliais orais (Grupo
controle corresponde a 100% de viabilidade).
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6. Conclusdes

O experimental conduzido durante esse trabalho, até o presente momento nos

permitiu concluir que:

As caracterizacdes quimicas feitas de acordo com as normas Tappi supracitadas

revelaram que a biomassa antartica C. jacquinotti apresenta um elevado teor de

soluveis (56%) e um baixo percentual de material celulésico (menos que 5%);

A metodologia empregada para a obtencdo de material celulésico de algas
mostrou-se eficaz para a C. jacquinotti, apesar do baixo rendimento;

O rendimento total para a alga C. jacquinotti foi de 4,62% + 0,2% calculado com
base na massa da celulose liofilizada, esse valor € condizente com o relatado na
literatura para algas ochrophytas;

O resultado observado no espectro FTIR das algas C. jacquinotti e A. plicata
mostrou que se obteve com sucesso material celulésico a partir delas. Tal
afirmacdo é corroborada pela presenca das bandas caracteristicas da Celulose |
nos respectivos espectros 1428 cm™ 1160 cm™ 1105 cm™ e 898 cm?,;

Os espectros de RMN C13 do material celulésico da C. jacquinotti e A. plicata
mostrou picos de elevada intensidade para celulose, corroborando com o espectro
do FTIR das mesmas;

A analise estrutural do material celulésico da alga C. jacquinotti feita por difracéo
de raios X corrobora com as informacdes do FTIR e RMN C13, indicando que o
material obtido foi Celulose I;

As micrografias obtidas por MEV do material celulésico obtido das algas C.
jacquinotti e A. plicata revelou que apés a liofilizacdo obtivemos uma estrutura do
tipo esponja;

As imagens obtidas por MEV de alta resolugdo e MET revelaram que o material
celulésico obtido a partir da alga C. jacquinotti € constituido de aglomerados de
nanofibras, demonstrando que o tratamento alcalino com solugéo 5% NaOH e
branqueamento com NaClO2 sem uso de hidrolise acida posterior permite que se
obtenham nanofibras de celulose de algas;

A analise quimica de acordo com as normas Tappi revelou que a biomassa

neozelandesa P. tenax possui elevado teor de holocelulose (acima de 75%) e,
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apos o tratamento quimico, os teores de lignina, extrativos e hemicelulose foram
reduzidos, mas néo eliminados;

Os espectros FTIR da biomassa neozelandesa corroboram com a caracterizacéo
quimica, mostrando a reducdo de regides tipicas de compostos fendlicos e de
baixo peso molecular e intensificacdo das bandas caracteristicas da celulose;

O espectro FTIR do material celulésico de P. tenax e da nanocelulose obtida a
partir dele mostram a presenca das bandas caracteristicas da Celulose | nos
respectivos espectros 1428 cm™* 1160 cm? 1105 cm™ e 898 cm!, demonstrando
a eficacia da metodologia;

O espectro FTIR do acetato de celulose mostrou a formacgédo do biopolimeros,
tendo ocorrido a substituicdo parcial dos grupos OH por grupos acetila;

As imagens obtidas por microscopia 6tica mostraram que o material celuldsico
obtido do linho neozelandés tinha morfologia de fibras longas com diametro de
cerca de 12 ym;

Imagens obtidas por MET revelaram que a hidrélise acida utilizada na celulose do
P. tenax resultou em feixes da nanofibras com cerca de 12 nm de diametro;

O material celulésico produzido a partir da alga C. jacquinotti ndo apresentou
toxicidade para as células de fibroblastos de camundongo e queratinécitos

epiteliais orais, tendo quase 100% de viabilidade celular.
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7. LimitacOes e sugestdes de trabalhos futuros

Em virtude do evento pandémico que assola nossa sociedade desde marco de

2020, uma série de trabalhos que estavam programados ndo puderam sem concluidos

em decorréncia da suspensao de atividades presenciais na Universidade Federal de

pelotas, bem como nas instituicées parceiras a esse.

Etapas previstas e ndo executadas ficaram em aberto para trabalhos futuros as

quais destacamos:

Concluir as etapas de obtencédo e caracterizacdo de material celulésicos
a partir das algas D. antartica, G. skottisbergii, L. flavicans, M. pyrifera, M.

laminarioides e U. lactuca;

Obter e caracterizar nanofibras e nanocristais de celulose a partir das

algas supracitadas;
Caracterizar o acetado de celulose obtido a partir do linho neozelandés;

Testar a viabilidade celular dos diferentes materiais celulésicos visando a
aplicagdo em biomateriais;

Além das atividades de fechamento, propomos também:

Utilizar o acetato de celulose obtido do linho neozelandés como matiz em

compoésitos e nanocompasitos;

Utilizar nanofibras e nanocristais de celuloses das biomassas exéticas
para producdo de géis e aerogeis, para sistemas de entrega controlada

de farmacos e scaffolds de regeneracéo tecidual,
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8.

Producao cientifica

8.1.Artigos Cientificos

Monofunctional curcumin analogues: evaluation of green and safe developers of latent
fingerprints — Chemical Papers, 2021,

Mechanical characterization of HDPE reinforced with cellulose from Rice Husk
biomass — Revista Polimeros, Ciéncia e Tecnologia, 2020;

Renewable supercapacitors based on cellulose/carbon nanotubes/[Bmim][NTf 2] ionic
liquid — MRS Communications, 2019;

Cellulosic material obtained from Antarctic algae biomass — Cellulose, 2019;

A Simple and Complete Supercapacitor Characterization System Using a
Programmable Sourcemeter — Orbital: The Electronic Journal of Chemistry, 2019;
Obtencado de compdsito com matriz de acetato de celulose e particulas de prata para
aplicacdes antimicrobianas — Revista Materia-Rio de Janeiro, 2018.

From banana stem to conductive paper: A capacitive electrode and gas sensor —
Sensors and Actuators B-Chemical, 2017.

Comparacéo do potencial de adsorcdo de rodamina b por argilas natural e modificada

— Revista brasileira de engenharia e sustentabilidade, 2017;

8.2.Participacdo em congressos

15° Congresso Brasileiro De Polimeros - Nanocompdésitos Com Matriz De PC/ABS
Reforcados Com Argila Esmectita Modificada - Bento Gongalves/RS, 2019;

XXVIII Congresso De Iniciagdo Cientifica Da Universidade Federal De Pelota —
obtencdo e caracterizacdo de fibras de harakeke para dispersdo de nanotubos de
carbono — Pelotas/RS, 2019;

3rd Nanocellulose Workshop - Reuse of organic wastes for nanocellulose production
to flexible membranes — Campinas/SP, 2019

3rd Nanocellulose Workshop - Macroalgae from Antarctica as raw material for
Nanocellulose scaffolds — Campinas/SP, 2019

3rd Nanocellulose Workshop - Nanocellulose from agroindustrial waste for carbon
nanotube dispersing agent — Campinas/SP, 2019
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XVII Brazilian Materials Research Society Meeting (B-MRS) - Synthesis of CNT/clay
hybrid nanofiller by CVD aiming application in polymer nanocomposites — Natal/RN,
2018

XVII Brazilian Materials Research Society Meeting (B-MRS) - Preparation of an
alginate/ZnO-GO based hydrogel and evaluation of antimicrobial activity — Natal/RN,
2018

XXVII Congresso de Iniciacdo Cientifica — UFPEL - residuos agroindustriais como
matéria prima para a producdo de compaésito nanotubos de carbono/nanocelulose —
Pelotas/RS, 2018

XVI Brasil MRS Meeting - Synthesis of Hydroxyapatite by MHS for Cellulose Acetate
Nanocomposites — Gramado/RS, 2017

XVI Brasil MRS Meeting - Evaluation of the thermal behavior of high-density
polyethylene reinforced with cellulose obtained from rice husk — Gramado/RS, 2017
XVI Brasil MRS Meeting - Cellulose Acetate/Silver Composite for Antimicrobial
Applications — Gramado/RS, 2017

XX Encontro De P6s-Graduacdo UFPEL - Avaliagdo Do Comportamento Mecanico E
Fratura Da Blenda De Pc/Abs Reforcada Com Argilas Modificadas — Pelotas/RS,
2018;

XXVI Congresso De Iniciagéo Cientifica — Ufpel - Comportamento mecénico da blenda
de PC /ABS refor¢cada com argilas acidificadas — Pelotas/RS, 2017;

XXVI Congresso De Iniciacdo Cientifica UFPEL - Obtencdo de celulose a partir da
casca de arroz para aplicacao na industria de embalagens — Pelotas/RS, 2017

XXVI Congresso De Iniciacéo Cientifica UFPEL - Obtencédo de compdésitos poliméricos
reforcados com celulose obtida a partir da casca de arroz— Pelotas/RS, 2017

XIX Encontro de Pés-graduacdo UFPEL — Biopolimero Aditivado Com Particulas De

Prata Para Embalagens Ativas — Pelotas/RS, 2017

8.3.Premiacdes

The 9th Global Conference on Materials Science and Engineering - Best Oral
Presentation - Nanocellulose fibers from banana waste as carbon nanotube dispersing
agent, 2020
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¢ 3rd Nanocellulose Workshop - Best Poster Award - Macroalgae from Antarctica as raw

material for Nanocellulose scaffolds — Campinas/SP 2019

8.4. Patentes

¢ Dispositivo para qualificar a presenca de taninos e flavonoides - Privilégio de Inovacéao.
Numero do registro: BR10201700437, 2017

e Tiazdis reveladores de impressoes digitais latentes - Privilégio de Inovacdo. Numero
do registro: BR1020180098977, 2018
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