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Resumo

A manutencao da seguranca alimentar e a garantia da qualidade sao cruciais para a industria
alimentar. A necessidade de materiais de embalagem que possam aumentar
consideravelmente as propriedades de barreira, prolongar a vida (til em prateleira e
biodegradaveis fazem da nanocelulose um biomaterial com um tremendo potencial. Um dos
materiais mais promissores para embalagens alimentares sdo materiais a base de
nanocelulose com propriedades antibacterianas, melhores propriedades mecanicas e de
barreira e que sejam biodegradaveis. No presente trabalho, a celulose nanofibrilada (CNF) ou
nanocelulose foi produzida a partir de duas pastas comerciais branqueadas de Eucalyptus
globulus, com carateristicas iniciais distintas. Estas foram sujeitas a um tratamento quimico
de oxidacdo mediada por TEMPO e tratamentos mecanicos, ambos contribuem para a
desconstrucao da parede celular, libertando nanofibrilas e formando suspensées de CNF. Estes
materiais foram caraterizados de acordo com o teor de grupos carboxilicos, viscosidade
intrinseca, rendimento de fibrilacdo, potencial zeta e propriedades reologicas, tendo em
conta o seu estado face aos tratamentos. Produziram-se filmes de CNF pelo processo de
evaporacao de solvente, com e sem incorporacao de 6leo essencial de cravinho, ou eugenol.
Os oleos essenciais representam um “ingrediente” interessante para ser usado em embalagens
alimentares, principalmente devido a sua origem natural e as suas propriedades funcionais
(antioxidante e antimicrobiana). Os filmes produzidos foram analisados por diferentes
métodos de caraterizacdo e analise, tais como, o FTIR, a morfologia da estrutura interna por
SEM, as propriedades mecanicas e de barreira, a atividade antioxidante e antimicrobiana. Os
resultados mostraram que o sistema TEMPO/NaClO/NaBr produziu pastas altamente oxidadas,
com viscosidades intrinsecas baixas, resultando em baixos graus de polimerizacao. As
suspensoes de CNF produzidas apresentaram elevados rendimentos em fibrilacdo, potenciais
zeta muito negativos e ainda carateristicas reologicas distintas em parte relacionadas com a
origem das pastas, ao sulfito e ao sulfato. Os filmes de CNF incorporados com CLO e EU
possuem boas propriedades mecanicas (resisténcia a tracao de 60 MPa, 5% de alongamento,
modulo de elasticidade de 6000 MPa). A conjugacao AK1/EU e AK2/CLO revelam ser mais
eficazes a razdo de transmissao de moléculas de vapor de agua, melhores propriedades de
barreira. As propriedades morfologicas da estrutura dos filmes demonstraram um elevado
empacotamento da estrutura de todos os filmes, podendo contribuir para as baixas
concentracbes obtidas nos ensaios de libertacdo e a ineficacia contra a inibicdo do
crescimento microbiano, quando estes compostos antimicrobianos estao incorporados na

suspensao de nanocelulose.
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fisicas.
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Abstract

The preservation of the food safety and the quality assurance are crucial for the food
industry. The need for packaging materials that can dramatically increase barrier properties,
prolong shelf life and are biodegradable, make nanocellulose a biomaterial with tremendous
potential. One of the most promising materials for food packaging is nanocellulose-based
materials with antibacterial properties, improved mechanical and barrier properties and are
biodegradable. In the present work, nanofibrillated cellulose (CNF) or nanocellulose was
produced from two bleached commercial pulps of Eucalyptus globulus, with different initial
characteristics. These were subjected to a TEMPO-mediated chemical oxidation treatment
and mechanical treatments, both of which contribute to the deconstruction of the cell wall,
releasing nanofibrils and forming CNF suspensions. These materials were characterized
according to the content of carboxylic groups, intrinsic viscosity, fibrillation yield, zeta
potential and rheological properties, taking into account their state against the treatments.
CNF films were produced by the solvent evaporation process, with and without the
incorporation of clove essential oil, or eugenol. Essential oils represent an interesting
"ingredient” for use in food packaging, mainly because of its natural origin and its functional
properties (antioxidant and antimicrobial). The films produced were analysed by different
characterization and analysis methods, such as FTIR, internal structure morphology by SEM,
mechanical and barrier properties, antioxidant and antimicrobial activity. The results showed
that the TEMPO / NaClO / NaBr system produced highly oxidized pulps with low intrinsic
viscosities, resulting in low degrees of polymerization. The suspensions of CNF produced
showed high yields in fibrillation, very negative zeta potentials and distinct rheological
characteristics in part related to the origin of the pulps, sulphite and sulphate. CNF films
incorporated with CLO and EU have good mechanical properties (tensile strength of 60 MPa,
5% elongation, Young modulus of 6000 MPa). The AK1 / EU and AK2 / CLO conjugation prove
to be more effective at the vapor water transmission rate, better barrier properties. The
morphological properties of the structure of the films showed a high packaging of the
structure of all the films and could contribute to the low concentrations obtained in the
release assays and the inefficacy against the inhibition of the microbial growth when these

antimicrobial compounds are incorporated in the suspension of nanocellulose.
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Capitulo 1 - Introducao geral



1.1. Contextualizacao

Nos dias de hoje, a industria de embalagens para a area alimentar tem sido identificada como
a maior consumidora de materiais plasticos derivados do petrdleo. O uso destes materiais
gera problemas tanto econdmicos como ambientais, principalmente devido a falta de uma
correta eliminacdo e de um bom sistema de gestao de residuos (municipal, regional, nacional,
etc.), estes materiais nao sao biodegradaveis (Johansson et al., 2012; Geueke et al., 2018).
Para evitar esse impacte negativo no meio ambiente, organizacées internacionais como a
Unido Europeia e empresas privadas, como por exemplo a Tetra Pack, estdao a promover
diferentes estratégias para enfrentar este problema, tal como o desenvolvimento de novos
materiais baseados em recursos renovaveis (Tetra Pack, 2009)
https://www.tetrapak.com/sustainability/customer-focus/sustainable-packages; POEU,
2011;) em simultaneo com diferentes técnicas, como a avaliacdo do ciclo de vida e avaliacao
do impacte ambiental (Arvanitoyannis & Bosnea, 2001). O uso de biopolimeros é uma
estratégia interessante para a substituicdo de polimeros nao renovaveis. Existem dois tipos de
biopolimeros: aqueles que vém de organismos vivos, como os polissacaridos (amido, celulose),
as proteinas (gliten de trigo, proteina de soja, gelatina) e poliésteres como
polihidroxialcanoatos (PHAs), que sao produzidos por bactérias. O segundo tipo de
biopolimero inclui o acido polilactico que precisa ser polimerizado, mas tém por base recursos
renovaveis (Tang et al., 2012). O uso de biocompositos para embalagens alimentares ativas é
uma das abordagens mais estudadas nos Gltimos anos em materiais em contato com alimentos
(Valdés et al., 2014).

O conceito de “embalagem ativa” foi introduzido pelo Regulamento da Uniao Europeia (EC)
1935/2004 (EU 2004) e foi ainda regulamentado pelo Regulamento (CE) N° 450/2009 (UE
2009). Este Regulamento define no artigo 3° «materiais e objetos ativos», “destinados a
alargar o prazo de validade ou manter ou melhorar o estado dos alimentos embalados. Sao
concebidos de forma a incorporar deliberadamente componentes que libertem substancias
para os alimentos embalados ou o ambiente que os envolve ou que absorvam tais substancias
desses alimentos ou do ambiente que os envolve ” e cria um quadro juridico para o futuro
desenvolvimento de legislacao relativa as embalagens ativas (Comissdo Europeia, 2009).

A embalagem ativa envolve o suporte, o revestimento ou a absorcao de componentes ativos
numa matriz solida da qual eles podem ser libertados para a atmosfera e agir como agentes
de conservacao de alimentos (Seydim & Sarikus, 2006; Comissao Europeia, 2009).

A embalagem ativa antimicrobiana é uma forma de embalagem que visa estender a
estabilidade dos alimentos e assegurar a sua qualidade / seguranca durante a vida em
prateleira (Seydim & Sarikus, 2006). Além destes requisitos as propriedades de barreira os
alimentos e o meio ambiente, diminuindo a razdo de alteracdes quimicas, fisicas e
microbioldgicas. A permeabilidade ao vapor de agua e a permeabilidade ao oxigénio sao
atributos importantes para materiais destinados a protecao de alimentos. A diminuicao da

solubilidade em agua dos materiais hidrofilicos também é importante, uma vez que um certo



grau de resisténcia a agua é desejavel para a maioria das aplicacdes de alimentos,
especialmente para evitar a desintegracdo do filme quando em contato com superficies de
alimentos hdmidos, como carne e frutas frescas. As propriedades de resisténcia sao
importantes para proteger os alimentos contra danos mecanicos. A transparéncia também é
geralmente desejavel, para que o consumidor possa ver o produto (Azeredo et al., 2017). O
uso de nanoestruturas de celulose para produzir filmes para embalagens alimentares de base
biologica representara uma mais-valia no design de uma embalagem ativa e renovavel.

O objetivo deste estudo foi produzir um bio-nano-material, a nanocelulose, formar filmes a
base de nanocelulose incorporados com compostos antimicrobianos, o dleo essencial de

cravinho-da-india e o eugenol.

No capitulo 1 apresenta-se a revisao da literatura, dando a conhecer o que foi feito e
desenvolvido por outros autores. Apresentadas as mais-valias da matéria-prima celulose, os
principais métodos de caraterizacao de suspensdes e de filmes, bem como uma apresentacao
dos compostos antimicrobianos e antioxidantes, métodos de avaliacao e os microorganismos.
No capitulo 2 apresenta-se as principais metodologias de producdo, caraterizacdo, e
libertacao dos compostos da matriz de nanocelulose e teste antimicrobiano.

Por fim, no capitulo 3 compilaram-se todos os resultados, procurou-se descrever e caraterizar
os comportamentos da nanocelulose desde o processo de producao a formacdo dos filmes.
Estudaram-se as suas propriedades estruturais, mecanicas e de barreira, a sua estrutura
interna e ainda se caraterizou a incorporacdo dos compostos nas suas matrizes. Também se
estudou o potencial ativo na libertacao de compostos dos filmes produzidos quando
incorporados com as moléculas de interesse, quer no potencial antioxidante e na capacidade
de inibir crescimento microbiano. Destes ensaios retiraram-se conclusoes das propriedades
dos filmes. Desde o processo de producdao da nanocelulose a libertacdo de compostos da
matriz dos filmes mas também possiveis estratégias para continuar a desenvolver e estudar

esta area dos materiais que apresenta enormes potencialidades.

1.2. Materiais celulosicos

A nanocelulose é um material que apresenta renovabilidade e biodegradabilidade altamente
valorizadas atendendo as exigéncias atuais em conformidade ambiental. Além disto, exibe
excelente resisténcia mecanica, grande area de superficie, grande biocompatibilidade, alta
hidrofilicidade e uma ampla capacidade de modificacdo quimica (Klemm et al., 2011; Habibi,
2014).

Como resultado, a nanocelulose esta a promover uma revolucdo no dominio dos materiais
sustentaveis para diversas aplicacdes: transportador de farmacos, embalagem de alimentos,
dispositivos eletronicos flexiveis, engenharia de tecidos scaffolds, materiais biomiméticos,

reforco de nanocompositos, etc (Sird & Plackett, 2010; Isogai, 2013).



1.3. Da madeira a nanocelulose

A natureza produz biocompositos hierarquicos celulares como a madeira que sao
essencialmente matrizes amorfas reforcadas com microfibrilas de celulose semicristalina onde
se incluem hemicelulose, lenhina, ceras, extrativos e oligoelementos como esquematizado na
figura 1.1 (Dufresne, 2013). A celulose pode ser encontrada principalmente nas plantas
lenhosas (madeira), plantas anuais e nos vegetais. As duas categorias principais de fibras de
madeira sao fibras provenientes de madeira de folhosas e fibras de madeira de resinosa que

tém dimensodes e composicdes quimicas diferentes.

Tree Transverse Section

Growth Ring Cellular Structure

Cellulose Fibril Structure Fibril-Matrix Cell Wall Structure
éﬁ Microfibril Structure

Figura 1.1: Estrutura hierarquica da madeira: da arvore a celulose (Reproduzido de Dufresne, 2013).

A celulose é o polimero mais abundante na Terra, € um recurso renovavel e biodegradavel,
bem como ndo toxico (Dufresne, 2013). E um polissacarido linear composto de uma unidade
de repeticdo, chamada celobiose, que é uma combinacdo de dois anéis de anidroglucose

unidos via uma ligacao B-1,4 glicosidica (Siqueira, et al., 2010) como mostrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Representacao da ligacdo B-1,4 glicosidica no polimero de celulose (Reproduzido de
Nechyporchuk et al., 2015).

As moléculas de celulose sao pequenas pecas que se agregam em 30 a 40 cadeias, formando
microfibrilas (fibrilas elementares) individuais de cerca de 5 a 10 nm de diametro. Estas
agregam-se em feixes, as macrofibrilas, formando a parede celular das fibras (Isogai et al.,
2011; Lavoine et al., 2012). Esta estrutura é muito solida gracas as interacdes entre esses
pequenos elementos, mas um forte tratamento mecanico, como varias passagens de uma
suspensao de pasta a alta pressao (600 a 1500 bar) em um homogeneizador pode quebrar as
ligacdes, e torna possivel a individualizacdo das microfibrilas e feixes de microfibrilas (Spence
et al., 2011). Os elementos fibrosos em micro ou nanoescala presentes na pasta resultante
sera entdao denominada celulose microfibrilada (CMF), composta por zonas cristalinas e

amorfas de forma alternada (Bras et al., 2010).

Uma forte hidrolise acida do material celulodsico, a pasta, é capaz de remover toda a celulose
amorfa, dando uma suspensao de cristais nanométricos denominados nanocristais de celulose
(NCC) (Siqueira, Bras, & Dufresne, 2009). Na literatura, os nanocristais de celulose também
podem ser encontrados sob os nomes de “whiskers” ou bigodes, bigodes de celulose, nano-
whiskers ou nanoparticulas de celulose cristalina. A CMF e NCC sdo as duas principais
variedades de nanoceluloses, embora exista uma outra forma denominada celulose bacteriana
- uma celulose microfibrilada muito pura produzida por bactérias (Lavoine et al., 2012). Os
tipos de CMF e NCC distinguidos pelo seu processo de producao e os tratamentos de

modificacao quimica, como por exemplo a oxidagdo mediada por TEMPO (Isogai et al., 2011).

Os termos mais aceites atualmente na literatura sao CNF (celulose nanofibrilada) ou CMF
(celulose microfibrilada), mas uma grande variedade de outros nomes pode ser encontrada na
literatura referente a este material: microfibrilas de celulose, nanofibrilas de celulose,
nanocelulose, celulose nanofibrilada, nanofibras de celulose, filamentos de celulose,
nanoparticulas de celulose, ou nanofibras de celulose oxidadas por TEMPO (Lavoine et al.,
2012; Dufresne, 2013). De fato, existem numerosos tipos de CMF, dependendo da fonte de
celulose e dos tratamentos fisicos e quimicos usados para produzi-las (Dufresne, 2013). As
diferentes fontes de matérias primas acima citadas podem ser usadas para produzir a CMF,
contudo, a madeira é obviamente o material mais importante industrialmente para produzir
pastas “base fibras de celulose”, sendo a pasta branqueada ao sulfato (kraft) mais usada do

que a pasta branqueada ao sulfito (Lavoine et al., 2012).



1.3.1.Processos de producéao de celulose nanofibrilada

O processo de producao de celulose microfibrilada foi descoberto por (Herrick et al., 1983) e

patenteado por (Turback et al., 1985).

Atualmente, uma das metodologias mais utilizadas para preparar nanoceluloses oxidadas é a
aplicacao do reagente TEMPO (radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidinal-oxilo) seguida de

tratamento mecanico (Saito et al., 2007 e 2009).

E de salientar que a matéria-prima de partida para a producdo de celulose nanofibrilada tem
influéncia no produto final que se obtém, um exemplo disso é o trabalho de (Meng et al.,
2016). Estes autores estudaram o sistema TEMPO/ NaBr/NaClO seguida de passagem no
homogeneizador de alta pressao, nas mesmas condicdes, para pastas kraft branqueadas, mas
para matérias-primas lenhosas (pinheiro e eucalipto) e nao lenhosas (bamboo e bagaco), com
teores e composicoes quimicas distintas de hemiceluloses (Meng et al., 2016). Para a pasta de
resinosa, o teor em mananas causaram o consumo nao benéfico de produtos quimicos e a
razao de oxidacao mediada por TEMPO foi a mais rapida porque a maioria das mananas foi

oxidada e removida durante a oxidacao (Meng et al., 2016).

Para as folhosas, a maioria das xilanas foi estavel durante a oxidacdo e influenciou
negativamente a formacao de grupos carboxilicos, dificultando a acessibilidade quimica a
celulose. Com menor nivel de heteropolissacaridos na oxidacdo mediada por TEMPO, a
suspensao correspondente foi mais transparente e com uma viscosidade mais baixa (Meng et
al., 2016).



1.3.1.1. Pré-tratamentos enzimatico e quimico

Na figura 1.3 apresenta-se uma sintese em termos dos pré-tratamentos aplicados mais

frequentemente.

3% -
}%
O Mechanical treatment
W Enzymanc
N TEMPO
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Figura 1.3: Quantificacdo dos pré-tratamentos aplicados com mais frequéncia para a producdo de CMF
(Reproduzido de Lavoine et al., 2012).

A combinacdo do tratamento mecanico de refinacdo numa pasta, seguido de tratamento
enzimatico com endoglucanase, refinacdo, e passagem da suspensdo fibrosa através do
microfluidizador foi usado para obter CMF (Paakko et al., 2007).

Siqueira et al. (2011) estudaram o efeito de aplicacao de dois tipos de enzimas a diferentes
concentragées, nas propriedades finais das CMF obtidas. Este pré-tratamento é referido como
amigo do ambiente e permite conferir uma estrutura adequada ao produto pretendido
(Siqueira et al., 2011). A oxidacdo de uma pasta mediada por TEMPO, para além de ser o
processo de pré-tratamento mais usado, é também o mais promissor na modificacdo da
superficie da celulose (Saito & Isogai, 2006; Saito et al., 2007). O sistema TEMPO/NaBr/NaClO

foi o usado neste trabalho e apresenta-se de forma esquematica na Figura 1.4.
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Figura 1.4: Mecanismo representativo da acao combinada do sistema TEMPO/NaBr/NaClO (reproduzido
de Isogai et al., 2011).

O principio basico desta forma de pré-tratamento é a oxidacao de fibras celulosicas pela
adicao de NaClO, como oxidante primario, a suspensdes de celulose na presenca de TEMPO
com quantidades cataliticas de NaBr, a pH 10-11 e temperatura ambiente. Os grupos
hidroxilos primarios C6 da celulose sao convertidos seletivamente em grupos carboxilicos, via
os grupos aldeido Cé e apenas o NaClO e NaBr sao consumidos (Saito & Isogai, 2006). Como
resultado, as nanofibrilas dentro das fibras separam-se melhor umas das outras, devido as
forcas repulsivas entre os carboxilicos ionizados, que sobrecarregam as ligacoes de hidrogénio
mantendo-as juntas (Eichhorn et al., 2010). Quanto mais NaClO é adicionado, mais grupos
carboxilicos sdao formados na superficie da CMF e o tempo de oxidacdo também aumenta
(Saito et al., 2007). Com um aumento na adicao de NaClO de 3,8 a 5,0 mmol/g, o teor de
carboxilicos aumentou de apenas 0,2-0,3 mmol/g, enquanto que o tempo de oxidacao
aumentou 40 a 45 min para 115 a 130 min (Saito et al., 2007). Outros pré-tratamentos
quimicos foram testados como o sistema TEMPO/NaClO/NaClO2 (Hirota et al., 2010), a
carboximetilacédo e a acetilacao (Lavoine et al., 2012). Existem varios tratamentos para obter
as suspensodes de celulose micro/nanofibrilada, contudo, para cada um deles é importante ter
em atencao uma diminuicao no consumo de energia para a sua producao, de modo a cumprir
uma agenda politica sustentavel e angariar interesse de mercado. Como referido
anteriormente, as varias propriedades destas suspensodes sao atraentes em diferentes campos,
e os varios métodos de producdo originam diferentes carateristicas que em seguida

detalharemos.



1.3.1.2. Tratamentos mecanicos

Os tratamentos mecanicos foram os primeiros a ser usados para produzir a celulose
microfibrilada, depois de desenvolvimento e concecao de diferentes equipamentos como os
que se apresentam na figura 1.5. Os principais tratamentos mecanicos utilizados para a
producao de CMF sao realizados com o homogeneizador de pressao, detalhado a seguir, ou

com o moinho (grinder).

HOMOGENIZER MICROFLUIDIZER GRINDER

Homogeniazor Handbook Processing of Emnrlsions and | Microffusdizer Processor M- 1106H 30 and the Z chambor Uitra-finc friction grinder

Dispersions, APV AN SPX BRAND

Figura 1.5: Os processos de tratamento mecdnico mais utilizados na producdo de celulose
microfibrilada: o homogeneizador, o microfluidifizador e o moinho (Reproduzido de Lavoine et al.,
2012).

Estes equipamentos, o homogeneizador de pressao, o microfluidizador e o processo de
moagem (grinder) requerem frequentemente varias passagens da amostra para desconstruir a
estrutura da celulose, produzindo nanocelulose, o que representa um elevado consumo de
energia (Zimmermann et al., 2010; Spence et al., 2011). Este parametro tornaria inviavel o
uso a escala industrial, pelo que se passou a combinar com os pré-tratamentos enzimaticos e

quimicos (Zimmermann et al., 2010).

O homogeneizador é o equipamento mais usado ja que torna possivel obter nanofibras de
tamanho mais uniforme. De forma simples, o principio de funcionamento é o seguinte: a
pasta passa por camaras finas em forma de z (com dimensdes de canal que sao geralmente
200-400 pm) sob alta pressédo, ou seja, 2070 bar. A taxa de cisalhamento aplicada é muito alta
(até 107 s™"), o que resulta na formacéo de nanofibras de celulose muito finas (Siqueira et al.,
2010; Lavoine et al., 2012).



1.4. Propriedades e caraterizacdo das suspensées dos materiais
nanocelulésicos

1.4.1.Potencial eletrocinético

O potencial zeta também designado como potencial eletrocinético é o potencial elétrico no
plano hidrodinamico de cisalhamento, depende nao somente da superficie da particula, mas
do dispersante e pode ser afetado pelo pH, temperatura ou forca idnica do meio. A interacao
das particulas da-se pela magnitude do potencial zeta e nao pela sua carga de superficie,
dessa forma, pode-se prever a estabilidade de suspensoes coloidais (Bhattacharjee, 2016). A
estabilidade coloidal das micro/nanoceluloses é frequentemente o resultado de repulsao
eletrostatica devido a presenca de grupos carregados na superficie da particula. Como
resultado, o potencial zeta, esta relacionado ao potencial de superficie e densidade de carga
superficial e é usado para avaliar rapidamente a estabilidade coloidal da micro/nanoceluloses
numa variedade de meios (Foster et al., 2018). O potencial zeta pode ser medido usando um
analisador de mobilidade eletroforético, pelo qual a mobilidade de uma particula num campo
elétrico aplicado é determinada por espalhamento de luz eletroforético. Este parametro é
comumente relatado na literatura e é convencionalmente usado para avaliar mudancas

relativas na estabilidade coloidal (Foster et al., 2018).
1.4.2.Titulacdo condutimétrica

Geralmente, os materiais nanocelulésicos possuem pelo menos uma pequena densidade de
carga de superficie que transmite repulsdo eletrostatica suficiente para torna-las
coloidalmente estaveis em suspensdao aquosa. Isto € particularmente relevante no caso da
celulose nanofibrilada, em que a densidade de carga de superficie € mais frequentemente
controlada para reduzir o consumo de energia necessario para delaminar as fibras (Klemm et
al., 2011), para avaliar as propriedades reologicas em suspensdo (Araki et al., 1998), as

interacdes fisico-quimicas e estabilidade térmica (Roman & Winter, 2004).

Embora as titulacdes condutimétricas possam ser usadas para determinar a densidade de
carga da superficie, elas nao fornecem informacdes significativas sobre a agregacao de
particulas e / ou estabilidade coloidal, particularmente em meios de variacdo de pH e / ou

forca ionica (Foster et al., 2018).
1.4.3.Reologia

A reologia € um instrumento usado para analise dos materiais nanocelulosicos (MNC) e tem
como objetivos principais, determinar o impacto das propriedades fisicas e quimicas dos MNC
no processamento, determinar os impactos do processamento na dispersao e como medida de

controlo de qualidade para comparacao de diferentes suspensdes de MNC. A reologia, ou a
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resposta deformativa de um material a uma forca aplicada, é fundamental para entender o
comportamento dos MNC no processamento e estda diretamente ligada com o grau de
dispersao e as interacoes entre o MNC e o solvente (Moberg et al., 2017; Nechyporchuk et al.,
2016).

As propriedades reologicas sao avaliadas num redmetro cujos dois principais modos de teste
sdo: cisalhamento constante e cisalhamento oscilatorio de pequena amplitude (COPA). O
modo de cisalhamento constante é normalmente usado para determinar a viscosidade de
cisalhamento em massa, (n) e/ ou n dependente do tempo de uma amostra, enquanto o COPA
€ particularmente Gtil na medicdo das propriedades viscoelasticas, por exemplo, viscosidade
complexa (n*), modulo de armazenamento de cisalhamento (G’) e mddulo de perda de
cisalhamento (G’’) da amostra (Nechyporchuk et al., 2016; Foster et al., 2018).

Citando o artigo de revisao de Foster et al., (2018):

“para analisar o comportamento viscoelastico de uma suspensdo de MNC é preciso
determinar a dependéncia da amplitude de deformacdao do G’, do modulo de perda de
cisalhamento (G’’) e avaliar a regido de deformacéo dentro da qual a resposta viscoelastica
linear (RVL) da amostra é observada. Para encontrar a regido de tensdo RVL da amostra, o
teste de varrimento de tensao oscilatério deve ser realizado com uma frequéncia constante.
G’ e G’ devem ser representados em funcdo da deformacédo. A regido RVL é a regido de
deformacao dentro da qual G’ permanece constante, e abaixo da deformacao critica no inicio
do comportamento nao-linear de G’. Se G’ for maior que G’’, isso indica que a amostra exibe
comportamento tipo solido na regidado RVL. As propriedades reologicas da amostra
dependentes do tempo podem ser medidas usando o teste de varrimento de tempo oscilatorio

(deformacao e frequéncia constantes)” (Foster et al., 2018).

1.4.4.Rendimento em celulose nanofibrilada

0 rendimento é definido como a razédo entre da quantidade de celulose nanofibrilada (CNF) no
sobrenadante em relacdo a quantidade inicial de CNF antes da sujeita a ultrassons e
centrifugacao. Isto mostrou ser um meio eficiente para separar os materiais ndo-fibrilados
daqueles parcialmente fibrilados (Boufi & Chaker, 2016). O rendimento de fibrilacao permite
compreender como os efeitos mecanicos do homogeneizador de alta pressao em partir as
fibras, como a eficiéncia do tratamento quimico relacionando o conteldo em grupos
carboxilicos de facto afetam a morfologia das fibras presentes na CNF (Boufi & Chaker, 2016).
Este parametro pode em parte ajudar também a entender os efeitos de barreira ao oxigénio

caracteristica comum nos filmes de CNF (Padberg, et al., 2016).
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1.5. Preparacao de filmes de nanocelulose e suas propriedades

Os principais métodos para a formacao de filmes de CNF podem ser divididos em métodos de
processamento a seco e a humido. O processo de extrusao (a seco) forca a mistura de
biopolimeros a um processo de alta pressao e temperatura, que permite adquirir a forma
pretendida, i.e., folha, fibra, filamento ou outra (Azeredo et al., 2010; Nechyporchuk et al.,
2015). Este tipo de processo é geralmente empregue na formacao de embalagens laminadas

ou de materiais de origem sintética (Azeredo et al., 2010; Nechyporchuk et al., 2015).

0 método mais popular de producao dos filmes é por evaporacao do solvente (solvent casting)
onde uma suspensao de celulose microfibrilada com uma baixa percentagem de solidos &
colocada a uma temperatura monitorizada entre 23°C a 65°C e humidade de 50% ou
temperatura ambiente, para que ocorra secagem livre (Hubbe et al., 2017). Este processo
poder ser conduzido em meio aquoso ou em meio nao aquoso, normalmente usa etanol como
solvente. Em meio aquoso existe a vantagem de se promover ligacdes de hidrogénio entre as
nanoparticulas de celulose durante o processo de secagem (Hubbe et al., 2017). O processo
ndo aquoso permite a dissolucdo de compostos inseridos na matriz com caracter hidrofobico.
Ambos apresentam vantagens, mas ambos sao dependentes da dispersao formada e da razao
solido/liquido presente, que determinam a dispersdao homogénea final do filme, como
desvantagem, a necessidade de evaporar grandes quantidades de solvente (Hubbe et al.,
2017).

Na maioria dos casos, devido a sua relativa fragilidade e baixa ductilidade os filmes de CNF
necessitam da presenca de plastificantes. Os principais agentes plastificantes referidos na
literatura sao: o glicerol, a glicerina, o polietilenoglicol, o sorbitol, entre outros, estas
solucdes promovem a elasticidade e a ductilidade da CNF (Spoljaric et al., 2015). Contudo,
também aparenta existir um maior efeito de migracdo em filmes com agentes plastificantes
quando comparados com filmes com apenas CNF e ainda uma reducao significativa nas
propriedades de resisténcia ao oxigénio, uma vez que os agentes plastificantes apresentam de
uma maneira geral menor capacidade para formar ligacdes por pontes de hidrogénio
impedindo a ligacao entre cadeias de CNF com impacto na solidez e compatibilidade da
estrutura (Spoljaric et al., 2015; Bajpai, 2017; Hubbe et al., 2017). O impacto da adicao de

plastificantes esta representado na figura 1.6.
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Figura 1.6: Imagem representativa da propriedade barreira dos filmes de CNF quando incorporados com
agentes plastificantes (reproduzido de Hubbe et al., 2017).

A producao de filmes de CNF requer ultrapassar alguns problemas colocados pelas
caracteristicas da CNF, desde logo, a sua elevada viscosidade resultante das suas
propriedades reologicas, fazem com que seja necessario preparar suspensoes aquosas de CNF
(Kolakovic et al., 2013). Tal pode ser explicado pelo fato do tratamento por TEMPO promover
um aumento de cargas negativas a superficie que influenciam na relacdo com que ocorrem
formacao de agregados alterando as propriedades em termos de viscosidade, tensao de corte
e propriedades viscoelasticas (Moberg et al., 2017). Assim, o tratamento quimico promove a
introducao de grupos anidnicos fortes, que levam a repulsdes electroestaticas entre as
nanofibrilas com a mesma carga e impede a formacao de ligacdes por pontes de hidrogénio e
interacoes de Van der Waals, resultando nanoceluloses que nao formam agregados e
conseguem formar solucdes coloidais estaveis, resultando em suspensdes de nanoceluloses

muito mais transparentes (Nechyporchuk et al., 2016).

Os filmes de nanocelulose foram estruturas densas e compactas, com grupos hidroxilos a
superficie capazes de formarem ligaces com outras moléculas e entre cadeias de celulose,

conferindo a estrutura estas carateristicas. A figura 1.7 ilustra estas ligacoes.

13



0:] H.0]
Cellulose chains densely
packed due to H bonding

SRR o
=Sy b

HNW'" Covalem

Figura 1.7: Representacdo esquematica das ligacdes por pontes de hidrogénio dos filmes de CNF
(reproduzida de Hubbe et al., 2017).

Os filmes produzidos apenas com nanocelulose tendem a apresentar uma aparéncia
transllcida, geralmente sem defeitos e sem reducdo de tamanho significativo, ainda que,
este seja um critério dependente do tamanho das fibrilas, da sua distribuicao e do método de
producao do filme (Tammelin & Vartiainen, 2014). Apresentam estruturas compactas,
superficies lisas, geralmente impermeaveis a compostos lipidicos e boas propriedades
mecanicas com valores a atingir os 10 GPa referente ao médulo de Young (Bajpai, 2017). A
avaliacao da capacidade dos filmes na protecao dos alimentos contra danos mecanicos é feita
medindo as propriedades mecanicas como a resisténcia a tracdo, ao alongamento, a rutura e
o modulo de Young ou modulo de elasticidade. Outras propriedades que permitem validar as
propriedades de resisténcia e caracterizar o material sao as propriedades estruturais, como a
gramagem e a espessura, usadas para calcular a densidade apresentam filmes com base em
nanocelulose com 3-100 pm de espessuras (Taniguchi & Okamura, 1998). Todas estas
propriedades sao determinadas de acordo com as normas ISO e referidas no capitulo 2 deste
trabalho.

Propriedades como a permeabilidade ao oxigénio, permeabilidade ao didxido de carbono
(para casos especificos), transferéncia de vapor de agua, impedir ou retardar a migracdo de
compostos e incorporar aditivos dos mais variados tipos, sejam aromas, corantes,
antioxidantes ou agentes antimicrobianos sao outros dos requisitos para os filmes a aplicar em
embalagem (Tharanathan, 2003; Lavoine et al., 2012). Estes desafios estao resumidamente

representados na seguinte figura 1.8.
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Figura 1.8: Imagem representativa das propriedades barreira dos filmes de CNF (reproduzida de Hubbe
etal., 2017).

A caraterizacao referente a modificacdo quimica de materiais celulésicos é feita por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), esta constitui uma
técnica fundamental para estabelecer a presenca de grupos e ligacbes na superficie das
nanoparticulas e é portanto, comumente usado para validar a eficacia do grafting, e do

grafting a partir de reacdes quimicas visando uma funcionalidade (Lavoine et al., 2012).

Esta técnica é utilizada na grande maioria dos casos como um estudo qualitativo e/ou
comparativo, a amostra é irradiada com luz infravermelha (Lavoine et al., 2012). O
dispositivo mede a quantidade de luz absorvida, transmitida e / ou refletida apos a luz ter
interagido com a amostra e reporta a absorvancia como uma funcao do nimero de onda.
Fornece informacdes sobre vibracées moleculares, que pode ser usado para identificar as
propriedades quimicas e fisicas dos grupos funcionais dentro da amostra (Lavoine et al.,
2012).

1.6. Filmes de nanoceluloses com incorporacao de agentes

antimicrobianos

A deterioracao dos alimentos por microorganismos, bem como, a oxidacao dos lipidos sdao uma
das principais causas de perda dos alimentos. Para que os alimentos mantenham a qualidade,
com aumento de vida de prateleira do produto, e de rentabilidade para a industria, é preciso
controlar a oxidacdo lipidica e o crescimento microbiano. Este uUltimo, se aparecer nos
alimentos é preocupante devido ao fato de diversos microrganismos serem patogénicos
(Moraes et al., 2007).
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1.7. Agentes antimicrobianos vs atividade antimicrobiana - 6leo

essencial de cravinho e o eugenol

A utilizacdo de oleos essenciais tem sido uma constante ao longo da historia da humanidade,
devido as suas mais variadas aplicagées que vao desde a medicina, a perfumaria, culinaria
entre outras aplicacdes (hoje em dia conhecem-se pelo menos mais de 3000 6leos essenciais)
(Vergis et al., 2015). Os oleos essenciais também designados por esséncias, sao produtos do
metabolismo secundario, consistindo numa mistura complexa de iniUmeros compostos volateis,
extraidos de diferentes partes das plantas (flores, botdes, sementes, cascas, frutos, raizes)
(Proenca da Cunha et al., 2012). A literatura refere que, estes dleos podem apresentar
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antialérgicas, além de carateristicas
antimicrobianas (Svoboda et al., 2006; Lee et al., 2011). Na area de embalagens alimentares,
0 recente desenvolvimento de conservantes alimentares naturais levou a um crescente
interesse na aplicacdo de dleos essenciais antimicrobianos, além do uso destes em produtos
em contato com os alimentos (Seow et al., 2014). No entanto, o design e a producao de
embalagens alimentares ativas utilizando dleos essenciais exigem estudos extensos sobre, por
exemplo, a taxa de libertacao de dleos essenciais da matriz de embalagem, tempo de morte
microbiana, identificacdo de componentes ativos de 6leo, entendimento de bacteriostaticos
e/ou mecanismos bactericidas dos componentes e as concentracdes necessarias com varias
matrizes alimentares, limitando assim a literatura disponivel sobre este assunto (Seow et al.,
2014; Atarés & Chiralt, 2016).

Proenca da Cunha et al. (2012) apresentam uma composicdo bastante detalhada do 6leo
essencial de cravinho afirmando conter 80 a 85% de eugenol e 10 a 15% de acetato de

eugenilo, entre outros compostos (Proenca da Cunha et al., 2012).

O d6leo de cravinho ou cravo-da-india é responsavel pela acao antibacteriana, antifiingica,
antiviral e estimulante de secrecbes gastricas (Cruz-Vega et al., 2009). Na literatura sao
referidas as propriedades antimicrobianas do oleo essencial de cravinho, e os resultados
Salmonella enteritidis(-), Bacillus cereus(+), Escherichia coli(-) e Staphylococcus aureus(+)
(Cruz-Vega et al., 2009).

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) mostra capacidade para inibir microrganismos, como Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus bactérias Gram-positivas e Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium bactérias Gram-

negativas (Devi et al., 2010; Seow et al., 2014;).
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1.7.1.0s microorganismos ensaiados

Escherichia coli uma bactéria Gram negativa, na forma de bastonete e anaerdbia facultativa.
Capaz de realizar fermentacao acida mista convertendo o acido férmico a H, e CO,, fermenta
a lactose e ndo requer citrato. Geralmente estd presente em infecoes alimentares
apresentando como periodo de incubacao de 3 a 5 dias com sintomas a variarem de vomitos
moderados a diarreias frequentes, geralmente é contraida pela ingestao de alimentos mal
cozinhados como carne e produtos nao pasteurizados como sumos de fruta (Willey, Joanne M;
Sherwood, 2006).

Salmonella Typhimurium uma bactéria Gram negativa na forma de bastonete. Capaz de
realizar fermentacdo acida mista com producdo de lactato, acetato, sucinato e etanol. E
responsavel por salmoneloses por ingestao de alimentos como carnes, carne de aves e ovos.
Geralmente os sintomas sao de origem aguda com estes a surgirem ao fim de 8 horas (Willey,
Joanne M; Sherwood, 2006).

Staphylococcus aureus uma bactéria Gram positiva pertencente a familia Staphylococcacea
apresenta uma morfologia em esferas formando agregados irregulares sem motilidade.
Anaerébios facultativos, geralmente apresentam catalase, oxidase negativa e fermentam
glucose. E responsavel por enterites relacionada com a sintese de toxinas, proteinas que sao
resistentes ao calor pelo que a eliminacao por calor nao torna os produtos seguros. Apresenta
periodos curtos de incubacao, cerca de 2 a 6 horas causando infecoes agudas (Willey, Joanne
M; Sherwood, 2006).

Listeria monocytogenes uma bactéria Gram positiva da familia Listeriaceae, com morfologia
de bastonete e presenca de flagelo para motilidade. Aerobia ou anaerdbia facultativa e
apresenta catalase positiva. E um motivo de preocupacao por exemplo nas patologias de
origem alimentar (podendo ser encontrada em leite contaminado, queijos, vegetais e carnes)
a listeriose, que pode provocar meningites, septicemias e em caso de gravidez a morte do
feto (Willey, Joanne M; Sherwood, 2006).

1.7.2.Avaliacao da atividade antibacteriana dos filmes - Método da difusao

em agar

0 teste da difusao em agar é simples e de facil aplicacao, por isso, € usado como o primeiro
passo de screening para avaliar as propriedades antimicrobianas dos filmes. Este método
consiste na aplicacao de um disco do filme, com incorporacao do agente antimicrobiano,
sobre uma placa de agar inoculada com o microrganismo a testar. Ao longo do tempo de
incubacao, o agente antibacteriano difunde-se do filme para o meio de cultura, inibindo ou
eliminando o crescimento bacteriano. Forma-se um halo de inibicao, area sem crescimento,

cujo diametro é medido (Jorgensen & Ferraro, 2009).
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1.8. Ensaios de Libertacao

A libertacdo de aditivos por embalagens ativas aumenta a seguranca do consumidor, ja que
esses compostos, ao invés de diretamente adicionados ao alimento, sao libertados
controladamente (Cozzolino et al., 2013). Compreender o comportamento das moléculas com
atividade antimicrobiana ou antioxidante no fendmeno de libertacdo das mesmas da matriz
polimérica para o meio de libertacdo. Assim o objetivo de alcancar libertagdes controladas
passa por conseguir incorporar agentes ativos na matriz polimérica, e a sua libertacdo para o
meio externo, de modo a garantir as caracteristicas do produto por periodos de tempo
maiores (Buonocore et al., 1998). Uma vez que a maioria da proliferacao de microrganismos
ocorre a superficie, a matriz tem de ser capaz de promover uma libertacdo ativa das
moléculas migratdrias quer por contacto direto ou por libertacdo de compostos volateis
(Guarda et al., 2011). Contudo as interacbes promovidas entre a matriz e o composto

presente nesta podem ditar o comportamento de libertacao (Cozzolino et al., 2013).

Existem essencialmente dois mecanismos que explicam o fenémeno de transferéncia de massa
envoltos no controlo da libertacdo de moléculas. Primeiramente e de facil compreensao é o
mecanismo de difusdo que descreve a transferéncia de interna no polimero para o exterior. O
mecanismo de difusao tende a predominar como mecanismo de transporte de massa ativo. Em
condicOes ideias o mecanismo por difusao sobrepde-se quando a solucao se encontra em
estados de homogeneizacdo e agitacao ideais, tornando secundario o efeito da resisténcia a
transferéncia de massa. Este comportamento pode ser explicado pela segunda lei de Fick,
uma vez que esta lei considera o coeficiente de difusao presente ou a difusividade, logo
explicando o comportamento de migracao das moléculas ao longo do material (Lavoine et al.,
2016). Existem varias estratégias para incorporacao de compostos em matrizes, estratégias
como as descritas por (Lavoine et al., 2014) que descreve a possibilidade de incorporar as
moléculas de interesse, quer por recurso a impregnacao da matriz alvo em solucées de
interesse (no caso referido por (Lavoine et al., 2014), a cafeina), recorrendo a um balanco de
massa para compreender quanto ficou adsorvido. Outra estratégia descrita por (Lavoine et
al., 2014) interessante é a possibilidade de promover uma dispersao homogénea entre a
matriz do polimero e a molécula de interesse a capturar na mesma, promovendo essa
dispersao com recurso a agitacao constante, recorrendo a um balanco de massa para
compreender quanto realmente se incorporou e quanto foi possivel libertar (Lavoine et al.,
2014). Outra estratégia viavel para realizar estudos de libertacdo é a possibilidade de
encapsular as moléculas alvo e recorrer ao uso da cromatografia liquida de alta pressao
(HPLC) de fase reversa para quantificar a eficiéncia no processo de encapsulacao da molécula
alvo. Conhecida a concentracdo existente é depois possivel realizar ensaios de libertacao e
estudos cinéticos como os descritos por (Chen et al., 2014) que promove uma libertacao in
vitro de eugenol em meio tampao fosfato como simulante de meio de libertacdo através de

um sistema de dialise, com recolha de amostras ao longo do tempo, filtrando a solucao e
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posteriormente quantificando por recurso novamente a HPLC a massa acumulada de eugenol

libertada ao longo do tempo.

No trabalho realizado por (Lavoine et al., 2014) duas estratégias de libertacdo e
quantificacao de compostos incorporados em matrizes sao descritas, ambas baseadas na
analise com recurso a um espectrofotometro de UV/visivel. A primeira envolve ensaios de
difusdo continua, agitacdo, colocando os filmes na superficie do meio de libertacao,
recolhendo ao longo de intervalos de tempo conhecidos as amostras, lidas posteriormente no
espetrofotometro. A segunda ¢ similar a anterior, mas com libertacdo em descontinuo,
recorrendo a uma renovacao do meio ao fim de um determinado tempo (Lavoine et al.,
2014).
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos
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2.1. Producao das nanoceluloses

Neste trabalho foram usadas duas pastas comerciais, uma pasta kraft (processo de cozimento
alcalino) de Eucalyptus globulus branqueada e uma outra da mesma espécie, branqueada,
mas obtida pelo processo ao sulfito (processo de cozimento acido). Para ambas foi
determinado o teor de matéria seca (TMS) de acordo com a norma ISO 638-1978. As pastas
comerciais usadas como fonte de fibras de celulose, foram caraterizadas inicialmente em

termos de viscosidade intrinseca e teor em grupos carboxilicos.
2.1.1.Processo de oxidacao das pastas mediada por TEMPO

O tratamento quimico das pastas foi realizado tendo em conta uma adaptacdao ao
procedimento referido por (Saito et al., 2007). Tratando-se de pastas “secas” foi necessario
coloca-las em suspensao, usando o procedimento referido na norma de desintegracdao de
pastas, I1SO 5263. Esta operacao quebra as ligacoes interfibras (de pasta ou papel), em meio
liquido, usando energia mecanica. A razao solido/liquido pretendida neste método é de
1:100, pelo que, a suspensao de fibras de celulose provenientes do desintegrador (30 g de
pasta em dois litros de agua), foi colocada num vaso reacional (5L), corrigindo-se a
proporcao. A cada uma das amostras de suspensao foi adicionado o reagente TEMPO (0,5 g,
0,1 mmol) e brometo de sodio (3 g, 1 mmol), deixando-se durante uns minutos em agitacao
(500 rpm). A solucao de hipoclorito de soédio (NaClO) a 13% foi ajustada para pH 10 pela
adicao de acido cloridrico a 0,1 M. A oxidacdo mediada por TEMPO iniciou-se adicionando a
quantidade da solucao de NaClO (1,3 -5,0 mmol NaClO por grama de celulose), sempre com
agitacao e a temperatura ambiente. Durante todo o processo de adicdes sucessivas, o pH foi
controlado com a adicao de uma solucao de hidroxido de sodio (NaOH) a 0,5 M para manter o
pH 10, usando um medidor de pH, até nao se observar consumo de NaOH. A celulose oxidada
foi lavada varias vezes por filtracao, através de um funil de placa porosa n°2, até pH neutro.

Na figura 2.1 apresenta-se a celulose oxidada depois das lavagens.

As pastas ao sulfito e ao sulfato foram oxidadas numa escala temporal distinta, em particular
as duas pastas kraft, cujos tratamentos de oxidacdo/ adicao de hipoclorito de sodio foram

efetuados com este reagente logo que foi aberto e depois de alguns dias de abertura.
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Figura 2.1: Celulose oxidada depois das varias lavagens até pH neutro.

As amostras foram guardadas em refrigeracao (4°C) nao antes de se determinar para cada
uma o TMS, para posteriores ensaios de caraterizacao desta celulose oxidada, como o teor em

grupos carboxilicos e a viscosidade intrinseca.

2.1.1.1. Caraterizacdo do material celulésico obtido antes e depois da

oxidacao por TEMPO

Na caraterizacao das pastas comerciais e nas pastas oxidadas por TEMPO foram usados os

métodos descritos nos itens que se seguem.
2.1.1.1.1.Teor em grupos carboxilicos

0 teor em grupos carboxilicos € determinado por titulacdo condutimétrica seguindo a norma
SCAN-CM 65:02. Para a realizacdo deste ensaio usou-se um titulador automatico Dosimat 665
da Metrohm. Para ocorrer a protonagao da amostra, isto &, converter os grupos carboxilatos
de sodio (-COONa) a grupos carboxilicos livres (-COOH), as suspensodes fibrosas com uma
consisténcia de 0,1% foram tratadas com HCl a 0,1mol/L, durante duas horas, com agitacao
constante de 100 rpm, e temperatura ambiente. Apos protonacdo da pasta, filtrou-se a
suspensao através de um funil de Blichner, promovendo varias lavagens do filtrado com agua
destilada até se obter uma condutividade medida no filtrado abaixo de 5 pS/cm. Estando a
pasta protonada, pode proceder-se para a titulacdo condutimétrica. Foi necessario ainda,
validar a concentracao exata de NaOH (C1) através da adicao de 485 mL de agua destilada, 10
mL de NaCl a 0,05 mol/L e 5 mL de HCl a 0,010 mol/L. Procedeu-se a titulacdo com hidrdéxido
de sdédio a 0,05 mol/L, fez-se a representacao grafica em forma de V e retirou-se o valor de

C1. O ensaio foi feito em duplicado.

Para a titulacao da amostra de pasta pesou-se 1g de pasta seca e adicionou-se 490 mL de H,0

destilada e 10 mL de NaCl a 0,05 mol/L, para obter uma concentracao de 1TmM de NaCl
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durante a titulacdo. Com o auxilio de um titulador automatico representado na figura 2.2
fizeram-se adicOes step-by-step de 0,1 mL de NaOH a 0,05 mol/L, registando a condutividade
da pasta até se atingir um valor de pH de 10,5 altura onde termina a titulacdo. Apds titulada
a pasta, € necessario proceder a uma filtracdo da pasta em funil de Biichner lavando a pasta
com 100 mL de H,0 destilada, transferiu-se o contelido para uma caixa de petri e pesou-se o
contelldo antes de seco. Deixou-se na estufa durante 24h a 105°C, apos este periodo
transferiu-se a caixa com a pasta seca para um exsicador durante algum tempo para
estabilizar a temperatura, pesou-se e procedeu-se ao calculo do teor em grupos carboxilicos

(X em pmol/g), através da seguinte equacao:

X= (C.V;)/m (1

Onde: C; é a concentracdao de NaOH, em pmol/L; V, o volume de NaOH consumido na
titulacdo, em litros (L), até atingir o segundo ponto de inflexdo na titulacdo; m, a massa

obtida apos secagem.

Figura 2.2: Montagem dos varios acessorios para a titulacdo condutimétrica, o titulador automatico, o
condutivimetro e o sensor de pH.

2.1.1.1.2. Viscosidade intrinseca e grau de polimerizacao

A determinacao da viscosidade da pasta foi realizada de acordo com a norma I1SO 5351:2010,
como ligeira alteracdo, usou-se 50 mg de pasta absolutamente seca. Assim resumidamente,
procedeu-se a uma preparacao da amostra de pasta, foi calculada a massa necessaria tendo
em conta o TMS da pasta. Colocou-se essa massa no frasco de reacao, perfez-se o volume até
25 mL (pasta + H,0 destilada), colocou-se pedacos de cobre e reguladores de ebulicao no
frasco e levou-se a agitar durante 15 minutos em placa de agitacao para promover uma
melhor homogeneizacao e dispersao da pasta. De seguida adicionou-se 25 mL de
cuproetilenodiamina (CED) a cada frasco. Foi ainda preparado um frasco controlo com apenas

25 mL de H,0 e 25 mL de CED com pedacos de cobre e reguladores de ebulicao. Cada frasco
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foi preparado em triplicado. Deixou-se reagir com a CED, em agitacao durante uma hora.
Preparou-se um banho com agua destilada a 25°C para manter a temperatura constante
dentro do viscosimetro de 2 mL de acordo com a figura 2.3. Apds a reacao, fez-se passar o
frasco com a solucao de controlo para verificar e calibrar o viscosimetro. Apos calibracao foi
realizado o ensaio para cada amostra, retirando-se os tempos de escoamento e calculou-se a
viscosidade da pasta, nycio-

Nracio= N/ No (2)

onde: n é o tempo de escoamento da amostra em segundos (s); no 0 tempo de escoamento do

ensaio em branco (s).

Conhecido o valor de n, com recurso a tabelas que relacionam n com N, (N/Ng) obtém-se
[n].p que é um valor tabelado em anexo na tabela da norma da viscosidade 1SO 5351:2010.

Por fim, obtém-se a viscosidade intrinseca [n] em (ml/g) através da seguinte equacao 3:

[n] = [n].p/ [amostra] (€)

Figura 2.3: llustracao da toma da amostra de CED para medir a viscosidade, com o viscosimetro.

O grau de polimerizacao (GP), foi calculado segundo a equacao (4) descrita por Smith et al.,
(1963).

[n] = 0,57 x GP (4)
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2.1.2. Tratamento mecanico

As amostras de pastas oxidadas passaram num homogeneizador de alta pressao GEA Panther

NS 3006L como representado na figura 2.4.

Figura 2.4: Homogeneizador de alta pressao GEA Panther NS 3006L.

0 tratamento mecanico foi realizado nas seguintes condicoes operacionais para cada pasta. A
pasta ao sulfito oxidada por TEMPO sofreu duas passagens no homogeneizador de alta pressao
com uma primeira passagem a 500 bar e uma segunda passagem a 900 bar, adiante designada
por NF. As pastas ao sulfato oxidadas, com teor em grupos carboxilicos diferentes, sofreram
trés passagens no homogeneizador, com a primeira passagem a ocorrer a 500 bar, a segunda e
terceira passagens a 1000 bar, adiante designadas por AK1 e AK2. As passagens no
homogeneizador foram realizadas a temperatura ambiente com uma consisténcia da amostra
de 1,5%. Durante este tratamento, € normal que, apos varias passagens, a temperatura do
fluido aumente para 60-70°C. Quando isso acontece, o funcionamento do homogeneizador é
interrompido para evitar a cavitacdo da bomba e o processo continuou apos o arrefecimento
do fluido e do equipamento a temperatura ambiente. As nanoceluloses resultantes foram
caraterizadas para algumas propriedades, como o rendimento em celulose nanofibrilada,
potencial zeta, viscosidade intrinseca e propriedades reologicas das suspensdes (propriedades

descritas em 2.3)

25



2.2. Caraterizacao suspensdes de nanoceluloses

2.2.1.Rendimento em celulose nanofibrilada

Seguindo o protocolo de (Khiari, 2017) que foi realizado da seguinte forma: uma suspensao
diluida de 0,2 % de teor de sélidos (Sc) foi centrifugada a 4000 rpm durante 30 min para
separar o material nanofibrilado (na fracdo sobrenadante) do material nao fibrilado ou
parcialmente fibrilados que se sedimentam. Removeu-se o sobrenadante, e a fracao
sedimentada foi seca a 105°C, até um peso constante. O rendimento (Y%) foi calculado pela

equacao:
Y % = (1- massa seca do sedimento/massa amostra diluida x %Sc) x 100 (5)

Os resultados representaram os valores médios de trés repeticoes.
2.2.2.Potencial zeta

Para a determinacao do potencial zeta prepararam-se suspensdes de nanocelulose a 0,1% de
teor de solidos e deixou-se em agitacao mecanica durante alguns minutos para promover uma
boa dispersao. As suspensdes foram lidas no equipamento Mutek PCD 02, capaz de medir a

carga de superficie das particulas em suspensao de nanocelulose.

B T

| Miitek PCD 02

rrscnmersonecr D

Figura 2.5: Equipamento de medicao do potencial zeta das suspensoes de nanocelulose
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2.2.3. Ensaios de reologia

Para a realizacao dos ensaios de reologia, partiu-se de uma adaptacao de (Moberg et al.,
2017). Um reometro rotacional (Rheostress Rs 150 da Hakke) foi usado para analisar as
propriedades de escoamento de uma suspensdao de 0,1% nanocelulose/agua depois de
continua agitacdo. Da dispersdo retirou-se 3 mililitros para um prato com uma geometria
rugosa Gr 240 pm, um sensor de placa C35, com um angulo de cone de 2° e um diametro de
65 mm. As leituras foram realizadas a 23°C durante 3 minutos. A viscosidade foi medida entre
as gamas de velocidade de corte de 0,0301 a 1000 s, recolhendo 30 pontos experimentais.
Para os ensaios oscilatorios partiu-se de com uma tensao de cisalhamento 0,0713 Pa, com
incrementos constantes até atingir 10000 Pa, recolhendo também 30 pontos experimentais. A
tensao de varrimento ocorreu a 1 Hz. O modulo de armazenamento G’ e o modulo de perda
G’’ foram medidos como funcao da amplitude da tensao de cisalhamento. Para cada amostra

os ensaios foram repetidos trés vezes.

Figura 2.6: Redometro Rheostress Rs 150 da Hakke com prato rugoso.
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2.3. Producao de filmes de nanocelulose

Os filmes foram produzidos pelo método de secagem por evaporacao de solvente, com uma
gramagem teorica de 40 g/m? capaz de dar uma boa consisténcia ao filme. Para tal, calculou-
se a area das caixas de petri e conhecendo a gramagem teodrica foi possivel calcular a massa
de nanocelulose seca necessaria para fazer um filme. Para cada filme foi incorporando 37%
(m/m) de glicerol, agente plastificante e 10% do 6leo essencial de cravinho (CLO) e a mesma
percentagem de eugenol (EU). Todas as amostras foram sujeitas a uma agitacao constante de
750 rpm, durante 3 horas. No final deste tempo, para remover e melhorar a dispersao as
amostras foram submetidas a ultrassons (Vibracell da Sonics Materials) fazendo dois ciclos de
20 segundos cada. As amostras foram transferidas para caixas de Petri devidamente
identificadas, colocadas numa estufa com ventilacao forcada a 30 °C, para um periodo de
secagem que pode variar entre 24 h a 36 h. Antes da realizacao dos ensaios de caraterizacao
foram colocados em ambiente condicionado de 21°C e 51% de humidade relativa, durante 24

horas.
2.3.1 Analise FTIR dos filmes produzidos

Para confirmacao da presenca dos compostos supracitados nos filmes foram realizados
espectros de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) (Piletti et al., 2017). As
amostras dos filmes com e sem oleos essenciais foram colocados no espectrofotémetro
Thermo Scientific Nicolet iS10 Fourier Spectrometer. A analise espectral foi realizada com
resolucdo de 4 cm™, numa regido compreendida entre 600-4000 cm™, tendo sido feitos 128

scans.
2.3.2. Analise morfolégica dos filmes produzidos por SEM

A analise microestrutural dos filmes de nanocelulose com e sem compostos bioativos, foi
estudada usando o microscopio eletréonico de varrimento VP Hitachi S-3400N. Os filmes foram
cortados em pedacos e crio-fraturados com nitrogénio liquido. De seguida foi realizado um
corte com auxilio de um movimento brusco do filme contra a superficie transversal da
bancada para provocar uma rutura pelo ponto mais fragilizado. O lado por onde ocorreu a
rutura (seccao transversal) foi colocado em cola de carbono, coberto com ouro e foram
posteriormente adquiridas as imagens da estrutura interna dos filmes com e sem agentes

antimicrobianos.
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2.4. Avaliacao das propriedades fisicas dos filmes produzidos

Os filmes foram caraterizados em termos das suas propriedades estruturais, mecanicas e de

barreira (velocidade de transmissao de vapor de agua).
2.4.1. Determinacao das propriedades estruturais

A gramagem dos filmes foi determinada de acordo com a norma ISO 536:1995, pesando os
filmes numa balanca de precisdo. Esta é calculada com base na massa dos filmes e a area dos
mesmos. A espessura foi medida com base na norma ISO 534:2011, no micrometro de precisao
Mi20 da Adamel Lhomargy representado na figura 2.7, onde para cada filme, realizaram-se 5
medicoes de espessura em pontos diferentes do filme com o intuito de conseguir uma
espessura média capaz de traduzir a dispersao e consisténcia global do filme. A densidade ou
massa volumica dos filmes foi calculada com base na gramagem média e na espessura média

de cada filme.

Figura 2.7: Micrometro para medir a espessura dos filmes.

2.4.2.Determinacéao das propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo, alongamento e moédulo de Young dos filmes foram determinadas
segundo a norma ISO 1924/1:1992, usando o equipamento Thwing-Albert Instruments Co.,
modelo EJA, representado na figura 2.8. Algumas alteracées foram necessarias,
nomeadamente, a distancia inicial entre as garras de 4 cm e uma velocidade de 5 mm/min.
Os filmes foram cortados com dimensdes de 7 cm x 1,5 cm. Cada valor representa a média de

4 medic¢6es para cada filme. Os ensaios foram feitos em ambiente condicionado.
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Figura 2.8: llustracao de um ensaio de mecanico com uma tira de filme de nanocelulose a ser testada.
2.4.3. Determinacéao da propriedade barreira

A velocidade de transmissao de vapor de agua (WVTR) foi medida com base na norma ASTM
E96-1995. Nas caixas foi colocado o meio absorvente, o cloreto de calcio anidro (CaCl,) (0% de
humidade relativa no interior das caixas). De seguida foi colocado o filme sobre a caixa e esta
foi selada aparafusando a parte superior destas caixas, de acordo com a figura 2.9. As
condicoes de ensaio foram humidade relativa (HR) de 51% e temperatura controlada de 21°C.
Montado o sistema, as caixas foram inicialmente pesadas e a sua massa registada, uma vez
que o CaCl, absorve agua devido as suas propriedades higroscopicas permite criar um
gradiente de absorcdo de agua através do filme. As caixas foram pesadas em base horaria
durante 9 h. O WVTR foi calculado a partir do declive da zona linear do grafico do aumento
da massa em relacdo ao tempo, dividido pela area exposta do filme. Os ensaios foram

realizados em triplicado para cada amostra.

Figura 2.9: Caixas para medir a transferéncia de vapor de agua (WVTR) nos filmes de nanocelulose.
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2.5. Atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade sequestradora do radical DPPH (2-2-difenil-1-picrihidrazila) foi determinada de
acordo com o método de Byun et al. (2010). Assim, pesou-se 0,1 g de cada filme de
nanocelulose com e sem os compostos bioativos, colocou-se em tubos de ensaio e adicionou-
se 2 mL metanol. A mistura foi levada ao agitador vortex e agitada vigorosamente durante 3
minutos para cada tubo, de seguida, deixou-se repousar durante 3 horas. Levou-se novamente
ao vortex durante 3 minutos cada tubo, seguida de centrifugacao a 2300 rpm, durante 10
minutos. O sobrenadante obtido foi analisado em termos da sua capacidade sequestradora do
radical DPPH. Uma aliquota do extrato em metanol (500 pL) foi misturada com 2 mL de
solucdo de DPPH a 0,06 mM em metanol, para tubos de ensaio. Levou-se ao vortex novamente
durante 1 minuto e deixou-se a repousar durante 30 minutos no escuro. As absorvancias foram
medidas a 517 nm usando o espectrofotometro (Thermo scientific, modelo Helios Omega UV-
Vis). Uma mistura de metanol com DPPH a 0,12 mM foi usado como controlo. A atividade

sequestradora do radical DPPH foi calculada como se segue:
Atividade sequestradora do radical (%) = (1-Aamostra/ Acontroto) X100 (6)

Onde: A mostra € @ absorvancia da amostra € Acontroc € @ absorvancia do controlo. Os valores

apresentados sdo a média de trés ensaios.

2.6. Ensaios de libertacao em meio aquoso e em meio de etanol

Procedeu-se a elaboracdo de duas curvas de calibracdo partindo de uma solucdo padrao de
concentracao inicial 0,4 mg/mL e dilui-se para 5 concentracées numa gama de 0,01 mg/mL
até 0,05 mg/mL tanto para o oleo essencial de cravinho, como para o eugenol, no
comprimento de onda de absorcdo dos compostos a 279 nm quando o meio de libertacao é

agua e a 282 nm para o caso do etanol.

Os agentes antimicrobianos foram incorporados na matriz nanocelulose/glicerol nas
proporcoes referidas no ponto 2.4. Procedeu-se ao ensaio de libertacdo adaptando o
protocolo de Lavoine et al. (2014) resumidamente: colocaram-se os filmes num vaso reacional
com 500 mL em agua ou em etanol, com agitacdo mecanica de 100 rpm. Foram recolhidas
aliquotas de 4 mL e medida a absorvancia no tempo inicial e a cada 60 min, até um total de
10h. Nao foi executada reposicao de volume nestes ensaios. A concentracdo no instante de
cada composto libertada foi quantificada no espectrofotometro para o comprimento de onda
adequado em funcao do meio libertacao. De seguida apresentam-se na tabela 2.1 as equacoes

das curvas de calibracao para os diferentes compostos.
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Tabela 2.1: Equacdes obtidas das curvas de calibracao e respetivos R-quadrado em diferentes solventes
para CLO e EU.

Meio/Composto CLo R? EU R?
Meio aquoso (282 nm) ‘ y = 20,254x 0,9986 y = 14,117x 0,9906
Meio etanol (279 nm) ‘ y = 15,88x 0,9995 y = 17,425x 0,9933

A concentracao do composto ao longo do tempo foi quantificada tendo em conta o volume

inicial e a concentracao obtida pela curva de calibracédo para a correspondente absorvancia.

2.7. Avaliacao da atividade antibacteriana

2.7.1. Microorganismos

Neste estudo foram usadas quatro estirpes de microrganismos conservadas a -80°C em meio
Brain Heart Infusion (BHI) com 20% (v/v) glicerol. As estirpes de microrganismos utilizados
foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC 13311, Escherichia
coli ATCC 25922 e Listeria monocytogenes LMG 13305. Foi inicialmente feita uma repicagem
destas estirpes para o meio BHI com 20 g/L de agar, para que estas se pudessem adaptar
devido ao seu estado de criopreservacao. Foram levadas a incubar em estufa a 37°C para
posterior utilizacao e realizacao do ensaio. Adaptadas as culturas de microrganismos o estudo
foi feito de acordo com a norma M2-A8 descritas pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2003).

2.7.2.Teste da difusdao em agar

Este método foi usado quer para validar a acao antibacteriana dos agentes antimicrobianos
per si, quer para os filmes preparados com os estes agentes e para filmes com estes agentes
antimicrobianos com a introducdo de Tween 80, um surfactante, que podera desempenhar a

funcao de abertura da matriz nanocelulésica.
2.7.3. Agentes antimicrobianos

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos agentes antimicrobianos (AG), i.e., o oleo
essencial de cravinho, uma mistura complexa de compostos, o eugenol e o acido p-cumarico,
foi realizada de acordo com a norma M2-A8 descritas pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute 2003). Os discos de celulose, com diametro de 60 mm, foram impregnados
com 15 pL de cada um dos AG tal e qual, com excecdo do acido p-cumarico que teve de ser
preparado com uma concentracdo de 130 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO). Preparou-se o
in6culo fazendo uma suspensao direta, em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% m/v), de

coldnias isoladas selecionadas numa placa de agar. Esta suspensdo foi ajustada para uma
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turbidez de 0,5 McFarland que corresponde a cerca de 1-2x10® unidades formadoras de
colonias (UFC). Para a inoculacao das placas de teste, mergulhou-se uma zaragatoa estéril na
suspensao microbiana. As superficies placas de Petri contendo o meio Mieller-Hinton Agar
(MHA) foi inoculada esfregando a zaragatoa em toda a superficie, girando a placa cerca de
60° promovendo um espalhamento triplo de 60° em 60° de cada vez que se aplica o indculo e
passagem pela parede da caixa de Petri na extremidade. Os discos impregnados com os AG
foram colocados na superficie das placas de agar inoculadas e distribuidos de forma uniforme.
As placas foram invertidas e colocadas numa estufa a 37°C, durante 18 horas. Apds este
tempo, considera-se como inibicdo a area sem crescimento. Os halos foram medidos em
milimetros utilizando um paquimetro e os ensaios foram realizados em triplicados

independentes.
2.7.4.Filmes incorporados com os AG e com Tween 80.

A avaliacao da atividade antibacteriana dos filmes (incorporados com 10 % de massa de
compostos CLO e EU) foi efetuada de forma similar ao referido anteriormente. Os filmes
foram cortados com uma dimensao de 10 mm de diametro com a peca de corte em T, em

condicdes de assepsia. Os ensaios foram realizados em triplicado.

Em funcdo dos resultados obtidos nos filmes incorporados com AG, foram realizados os
mesmos procedimentos, mas variando a concentracao dos AG nos filmes com ainda a adicao
de Tween 80, um agente surfactante. Os filmes foram preparados com duas concentracdes

diferentes, 5 e 10 vezes superiores as utilizadas originalmente.
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Capitulo 3 - Resultados e Discussao
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Antes de analisarmos as carateristicas da nanocelulose e o processo de obtencao foi
importante caraterizarmos as amostras de pasta comercial e as amostras de pasta depois de
tratadas com o reagente TEMPO.

3.1. Processo de oxidacao das pastas por TEMPO

Analisando os resultados apresentados na tabela 3.1 pode observar-se que a pasta comercial
branqueada proveniente de um processo de cozimento acido e de um cozimento alcalino
apresenta propriedades distintas. A presenca de grupos carboxilicos na pasta de celulose tem
sido relatada como um parametro de grande importancia para avaliar a qualidade da celulose
e assume especial relevancia no processo de separacao das nanofibrilas. Por outro lado, a
viscosidade intrinseca de uma pasta esta relacionada com a degradacdo dos polissacaridos e
de forma direta com o seu grau de polimerizacdo. Assim, a pasta ao sulfito comercial (NF) é
uma pasta que apresenta valores muito mais baixos face a pasta ao sulfato comercial (AK).
Ambas as pastas foram sujeitas ao tratamento quimico mediado por TEMPO, contudo, as
pastas ao sulfato foram oxidadas usando hipoclorito de sédio logo depois de aberto o frasco e
depois de algumas semanas. Assim, o facto de se ter esperado em termos de tratamento de
oxidacao, achamos que parte do ido hipoclorito possa ter perdido alguma da sua capacidade
oxidativa, dai neste trabalho termos dois tipos de pastas kraft oxidadas, denominadas AK1 e
Ak2.

Tabela 3.1: Resultados da caraterizacao das pastas antes e depois da oxidacao com o reagente TEMPO

Pasta comercial Pasta oxidada por TEMPO
Teor em Viscosidade Teor em Viscosidade
. grupos o grupos o
Tipos i intrinseca P intrinseca
carboxilicos (cm3 /g) carboxilicos (cm3 /g)
(umol/g) ¢ (umol/g) ¢
NF 41 559 1757 85
AK1 1621 162
131 820
AK2 1282 257

Apds o pré-tratamento quimico usando o sistema TEMPO/NaBr/NaClO obtiveram-se pastas
bastante oxidadas, no caso da pasta sulfito um valor de 1757 pmol/g de grupos carboxilicos.
Ja as pastas sulfato, AK1 e AK2 obtiveram respetivamente 1621 pmol/g e 1282 pmol/g de
grupos carboxilicos. Isogai et al. (2011) no seu trabalho apresenta valores para a CNF em
grupos carboxilicos até 1700 pmol/g. Relativamente a viscosidade intrinseca destas pastas
verifica-se que este parametro diminuiu numa gama que vai desde 69 % para a AK2 a 85 %
para a NF. Estas tendéncias corroboram com o grau de polimerizacao obtido, ou seja, o grau
de polimerizacao calculado demonstra que existe uma clara diminuicdo deste,
particularmente observado entre a pasta inicial e apos o tratamento quimico aplicado,

diminuindo o GP de 981 para 149 para o caso das pastas sulfito. Para o caso das pastas
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sulfato, partiu-se de um GP de 1439 para 258 para a pasta oxidada AK1 e para 451 para a
pasta oxidada AK2. Apos o tratamento mecanico ocorre ainda uma reducao deste parametro
diminuindo para um GP de 122 para a nanocelulose NF, e para 175 e 213 para AK1 e AK2 (ver
Tabela 3.2). Gonzalez et al. (2017) demonstram que existe uma reducdo do GP de 1000 em
pastas iniciais para 170 depois de sujeitas ao tratamento quimico, podendo este valor ser
ainda ligeiramente afetado pelo tratamento mecanico. Estes autores descrevem ainda os
efeitos indiretos do GP no resultado dos filmes, descrevendo que quanto mais baixos os GP,
resultam em filmes mais frageis e por consequéncia com piores propriedades mecanicas
(Gonzalez et al., 2017).

3.2. Propriedades das suspensdes de CNF

Para ilustrar o tipo de géis de nanocelulose que foram produzidos mostra-se a figura 3.1 que

contém as trés amostras.

3.2.1.Efeito do tratamento mecanico - obtencao de géis de nanocelulose

Figura 3.1: Géis de nanocelulose: a) pasta sulfito (NF); b) e c) pasta ao sulfato AK1 e AK2,
respetivamente.

Apds os tratamentos acima citados, que englobam a producdo de nanocelulose, é
fundamental realizar a sua caraterizacao, mediram-se algumas propriedades, tais como, o
rendimento em fibrilacdo, a viscosidade intrinseca, o potencial zeta, que se apresentam na

Tabela 3.2 e as propriedades reoldgicas das suspensoes de CNF.

Tabela 3.2: Resultados obtidos para o rendimento de fibrilagao, viscosidade intrinseca e potencial zeta
(pH= 6) das suspensdes.

S - Rendimento de fibrilacdo (%) Viscosidade intrinseca (cm3/g) Potencial zeta
uspensoes

Média + desvio padrao Média + desvio padrao (mV)
NF 88 £ 0,76 70 £ 5,79 -1721
AK1 96 + 1,80 100 + 8,36 -1638
AK2 90 + 1,87 122 + 11,25 -1271
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Analisando a tabela 3.2 pode ver-se que a pasta com maior percentagem de fibrilacao é a AK1
com 96%, seguida da AK2 com 90% e a NF com 88%. Ainda que os valores parecam similares,
na verdade os filmes resultantes destas nanoceluloses exibem carateristicas diferentes, como
se mostrara mais adiante. Estes valores de percentagem de fibrilacio podem estar
relacionados com a concentracao de NaClO, tal como descrito por Bettaieb et al. (2015),
quanto maior a concentracao usada de NaClO maior a fibrilacao obtida. Estes autores referem
também o efeito da oxidacdo por TEMPO e o consequente impacto nos grupos carboxilicos
presentes, promove uma formacao de ligacdes mais compactas entre as fibrilas € um aumento
na area de superficie através de ligacdes entre fibrilas, resultado observado indiretamente
quanto maior o grau de fibrilacao obtido (Bettaieb et al., 2015). A viscosidade apresentada
nesta tabela reflete o tratamento mecanico que levou a producao de géis de nanocelulose
com inferiores viscosidades e respetivos graus de polimerizacao. Devido ao tratamento
quimico e mecanico, os géis de nanocelulose apresentam uma viscosidade de 70 cm?®/g para
NF, 100 cm®/g para AK1 e 122 cm®/g para AK2, resultando na diminuicdo da viscosidade das
nanoceluloses, visto o tratamento mecanico promover ainda que em menor percentagem,

uma destruicao das microfibrilas presentes tornando-as ainda mais pequenas.

Os valores do potencial zeta das amostras sdao todos negativos devido a presenca de ides
carboxilatos (COO-) na superficie das nanofibrilas geradas durante o tratamento quimico
TEMPO/NaBr/NaClO (Gamelas et al., 2015). Os valores do potencial zeta representados
demonstram um estado de oxidacao elevado das pastas de nanocelulose. Para ser possivel
comparar os resultados, o pH de cada uma das suspensodes foi acertado com HCl a 0,1M até
atingir um pH de 6. Comparando com outros resultados na literatura, torna-se dificil
encontrar outras referéncias, contudo algumas nocdes podem ser retiradas de Beheshti-Tabar
et al. (2017) que consegue relacionar a carga presente nos grupos carboxilicos e o efeito do
pH na influéncia do valor do potencial zeta, estudando a variacdo dos grupos carboxilicos em
funcdo da variacao de pH. Estes autores demonstram a sua relacdo e descrevem potenciais
zeta para nanocelulose cristalina de -65 mV com grupos carboxilicos de 687 pmol/g. Ainda
que as diferencas sejam significativas com potenciais mais positivos, as condicdes de
producao da nanocelulose por este autor foram conduzidas a um pH = 3, influenciando
significativamente o potencial zeta medido, tornando-o muito mais positivo do que o medido
nos ensaios aqui apresentados (Beheshti-Tabar et al., 2017). Assim o potencial zeta pode ser
uma ferramenta capaz de prever e descrever o comportamento coloidal das suspensoes de

nanocelulose, levando a inferir no impacto final no comportamento reologico.
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3.2.2.Reologia das suspensdes de nanocelulose

Os resultados obtidos na analise reologica das nanoceluloses encontram-se representados nas

figuras 3.2 até 3.3 para ensaios continuos e nas figuras 3.4 até 3.6 para ensaios oscilatorios.
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Figura 3.2: Viscosidade dinamica em funcdo da velocidade de cisalhamento para todas as amostras de
nanocelulose.

A figura 3.2 mostra que a AK2 apresenta um maior valor de viscosidade dinamica, que
refletem o mesmo comportamento aquando dos valores para a viscosidade intrinseca. Estes
resultados sdo referentes a viscosidade dinamica, estao de acordo com os apresentados na
literatura. Moberg et al., (2017) para uma suspensao de nanocelulose a 1%, apresenta
resultados semelhantes, ou seja, valores a variar entre 103 a 104 MPa.s para nanoceluloses

produzidas com recurso a oxidacao mediada por TEMPO.

Nechyporchuk et al., (2016) descrevem um comportamento tixotropico das nanoceluloses, ou
seja, uma clara diminuicao da viscosidade em funcao do incremento da velocidade de corte
(shear rate). Encontra-se também descrito na literatura por Sun et al., (2018) a influéncia da
viscosidade no processo de formacao dos filmes, com a presenca de suspensdes muito
viscosas, existe uma maior dificuldade na remocao de bolhas de ar das suspensdes que levam

a inconsisténcias na qualidade do filme e perca de propriedades mecanicas e oticas.
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Figura 3.3: Tensao de corte em funcao da velocidade de cisalhamento para as amostras de
nanocelulose.

Na figura 3.3 pode observar-se o comportamento como fluido das CNF, quando sujeitas a
incrementos das velocidades de corte, podendo observar-se um comportamento nao
Newtoniano para as nanocelulose. As duas nanoceluloses AK1 e AK2 mostram um
comportamento muito idéntico refletindo o fato de ambas terem origem semelhante. Ja a NF
apresentam um comportamento diferente das restantes nanoceluloses, requerendo maiores
velocidades de corte para atingir tensdes de corte superiores. Este comportamento pode ser
atribuido a uma estrutura e enovelamento entre fibras superior, com maiores areas de
contacto, resultados que aparentam ir ao encontro dos demonstrados pelos grupos

carboxilicos elevados que se traduzem em maiores areas de contacto.

3.2.3.Resultados dos ensaios oscilatorios

Os comportamentos dinamicos nas suspensdes de nanocelulose sao estudados nos pontos que
se seguem. De modo geral ndo se observam diferencas significativas entre as nanoceluloses,
contudo existem diferencas entre o mddulo de perda, G’ que representa o modulo elastico
também chamado de rigidez dinamica, representado a reversibilidade energética armazenada
pelo sistema. O outro parametro dindamico importante é o modulo de armazenamento, G’’ da
viscosidade que representa a perda de energia irreversivel (Sun et al., 2018). Uma analise

mais detalhada em cada nanocelulose é apresentada da figura 3.4 a figura 3.6.
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3.2.3.1. Resultados dos ensaios oscilatorio das suspensdes de NF
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Figura 3.4: Mddulo de perda G’ e mddulo de armazenamento G’’ para NF em ensaios oscilatorios.

A figura anterior representa o comportamento da nanocelulose sulfito (NF) em funcao do seu
comportamento oscilatorio. De notar que se observar um modulo G’ superior a G’’ numa fase
inicial indica claramente um comportamento do tipo gel, ainda que inicialmente, tal pode ser
explicado pelo facto de se encontrar diluida numa suspensao aquosa o gel de NF. Contudo a
um determinado ponto existiu uma clara rotura da estrutura interconectada entre as fibras
formada pela sua estrutura elastica de acordo com Moberg et al., (2017). Também ¢é a Unica
CNF que apresenta um valor mais baixo em funcdo de G’ por G’’, podendo inferir que é a que

mais depressa exibe um comportamento aquoso quando sujeita a stress induzido.
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3.2.3.2. Resultados dos ensaios oscilatorio das suspensdes de AK1
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Figura 3.5: Mddulo de perda G’ e modulo de armazenamento G’’ para AK1 em ensaios oscilatorios.

Na figura anterior pode observar-se uma clara distincao entre o mddulo G’ e G’’, resultado
claramente diferente quando comparado com os resultados oscilatorios das suspensdes NF
anteriores, onde estes tendem a ser mais proximos e semelhantes. Pode retirar-se como
conclusdes que existiu uma maior resisténcia na estrutura formada, ainda assim a cerca de 30
T (Pa) ocorreu o ponto critico exibindo uma linearidade responsavel pela quebra da estrutura
e o comportamento da suspensao se altera para um comportamento aquoso de acordo com
Benhamou, et al., (2014) e Moberg et al., (2017). E notavel a viscosidade exibida fruto da

estrutura e comportamento CNF com claro impacto na posterior formacao de filmes.
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3.2.3.3. Resultados dos ensaios oscilatorio das suspensdes de AK2
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Figura 3.6: Mddulo de perda G’ e modulo de armazenamento G’’ para AK2 em ensaios oscilatorios.

A CNF apresenta um comportamento semelhante em funcao dos mddulos G’ e G’’. Devido a
semelhanca com a anterior, o modulo G’ apresenta valores muito superiores, porém no ponto
critico de rotura da estrutura, existe uma clara resisténcia apresentada pela AK2 ocorrendo a
rotura a cerca de 50 t (Pa) ao invés dos 30 Tt (Pa) apresentados pela AK1, contudo também o
comportamento geral das suspensdes é semelhante ao descrito por Benhamou et al., (2014) e
Moberg et al., (2017). Tal comportamento de facto esta representado nos filmes produzidos,
uma vez que filmes formados a partir de AK2 apresentam propriedades distintas dos
anteriores e em particular dos outros filmes formados a partir de pastas Kraft em concreto
comparando com os filmes de AK1. A compreensdo dos comportamentos reologicos das
suspensoes de nanocelulose ainda carece de metodologias capazes de descrever e prever os
comportamentos das suspensdes uma vez que existe uma influéncia clara neste tipo de
analise em funcdo da geometria usada, a rugosidade da superficie de analise no cone do

redmetro entre outras de acordo com (Nechyporchuk et al., 2016).
3.3. Producao de filmes

As amostras de nanoceluloses sao bio-nano-materiais bastantes promissoras para produzir
filmes para possivel aplicacao em embalagens ativas. Assim, usando a técnica de evaporacao
de solvente, e as amostras de nanocelulose tentou-se produzir filmes unicamente de
nanocelulose, contudo estes eram bastante quebradicos e portanto, optou-se por adicionar o
glicerol como agente plastificante. Este constitui para alguns ensaios a nossa referéncia, e

para a obtencao de uma embalagem com propriedades antimicrobiana, adicionaram-se dois
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componentes, o 6leo essencial de cravinho, uma mistura complexa de compostos e o principal
componente deste 6leo, o eugenol.

3.4. Caraterizacao dos filmes de CNF

3.4.1.Analise dos espectros FTIR dos filmes produzidos sem AG

Estao representados os espectros obtidos para cada tipo de filme de nanocelulose sem adicao
de qualquer tipo de composto nos pontos seguintes e identificados grupos carateristicos da
nanocelulose.

3.4.1.1. Filmes sulfito (NF)
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Figura 3.7: Espectro FTIR de filmes de NF.

Tabela 3.3: Grupos identificados nos filmes NF.

Ligacao B-
Grupos O-H Cc=0 C-H c=C ,
glicosidica

Comprimento de

. 3333,80 1601,27 2889,73 1054,30
onda (cm™)

A analise para os espetros FTIR dos filmes NF revelam a presenca de grupos O-H (Abraham et
al., 2011; Spoljaric et al., 2015; Luo & Wang, 2017) a 3333,80 cm™ aparenta confirmar a
presenca de grupos carboxilicos quando acompanhada pelo grupo carbonilo C=0 aqui presente
a 1601,27 cm”. Também a ligacdo C=C carateristica do anel aromatico esta presente a
1054,30 cm™. A ligacdo C-H ligeiramente deslocada a aparecer a 2889,73 cm™ estes
resultados aparentam ir ao encontro do descrito por (Beheshti-Tabar et al., 2017).
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3.4.1.2. Filmes kraft (AK1)
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Figura 3.8: Espectro FTIR de filmes de AK1.

Tabela 3.4: Grupos identificados nos filmes AK1.

Ligacao B-
Grupos O-H Cc=0 C-H c=C S
glicosidica

Comprimento de
y 3331,30 1602,25 2889,87 1030,76 897,26
onda (cm™)

A analise para os espetros FTIR dos filmes AK1 também sugerem seguir a mesma tendéncia,
revelando a presenca de grupos O-H (Abraham et al., 2011; Spoljaric et al., 2015; Luo &
Wang, 2017) a 3331,30 cm™ aparenta também confirmar a presenca de grupos carboxilicos
quando acompanhada pelo grupo carbonilo C=0 aqui presente a 1602,25 cm™. Também a
ligacdo C=C caracteristica do anel aromatico esta presente a 1030,76 cm™. A ligacdo C-H
ligeiramente deslocada a aparecer a 2889,87 cm™ estes resultados parecem estar de acordo
com os apresentados no ponto anterior e apontam para o descrito por Beheshti-Tabar et al.,
(2017). De notar que na analise deste filme aparece claramente distinta a ligacdo B-
glicosidica a 897,26 cm™ estando de acordo com o descrito por Beheshti-Tabar et al., (2017) e
Luo & Wang, (2017).
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3.4.1.3. Filmes kraft (AK2)
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Figura 3.9: Espectro FTIR de filmes de AK2.

Tabela 3.5: Grupos identificados nos filmes AK2.

Ligacao B-
Grupos O-H c=0 C-H c=C .
glicosidica

Comprimento de
3332,10 1603,28 2889,05 1027,72 895,79
onda (cm™)

A analise para os espetros FTIR dos filmes AK2 aparenta ser muito semelhante ao
representado nos filmes AK1, também aqui as semelhancas apontam para resultados
semelhantes e com poucas variacoes, com a presenca de grupos O-H (Abraham et al., 2011;
Spoljaric et al., 2015; Luo & Wang, 2017) a 3332,10 cm’” aparenta também confirmar a
presenca de grupos carboxilicos quando acompanhada pelo grupo carbonilo C=0 aqui presente
a 1603,28 cm™'. A ligacdo C=C caracteristica do anel aromatico esta presente a 1027,72 cm™.
A ligacdo C-H ligeiramente deslocada a aparecer a 2889,05 cm™ estes resultados também
parecem estar de acordo com os apresentados no ponto anterior e seguem ao descrito por
Beheshti-Tabar et al., (2017). A analise deste filme aparece claramente a ligacdo B-
glicosidica a 897,26 cm™ estando de acordo com o descrito por Beheshti-Tabar et al., (2017) e
Luo & Wang, (2017).
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3.4.2. Analise dos espectros FTIR dos filmes com CLO e EU

3.4.2.1. Analise dos espectros FTIR para NF, AK1 e AK2 com CLO
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Figura 3.10: Espectro FTIR dos filmes NF, AK1 e AK2, incorporados com CLO (com o EU como
componente principal).

Tabela 3.6: Grupos carateristicos da molécula de EU identificados nos filmes.

0-H do C-OH (complexos entre EU e o
Grupos C-C c-c Co
Eugenol filme
Comprimento de onda ,
3200 ate 3400 1603,28 1372 1203 1040 -1060

(cm™)

A analise com recurso ao FTIR aos filmes incorporados com CLO representados na figura 3.10
revelam o que aparenta ser uma incorporacao de composto ativo nos filmes. Para tal,
procurou-se identificar os grupos carateristicos da molécula de eugenol, identificando-se os
grupos O-H (Mulla et al., 2017; Piletti et al., 2017), marcados pela inflexao presente no
espectro entre 3200 e 3400 cm™ que apenas é identificavel na presenca da molécula de EU. E
ainda possivel identificar outros grupos indicativos da presenca do EU com a ligacao a 1603
cm™ e 1372 cm™ que aparenta ser representativa das ligacées C-C do anel de fenil e a ligacao
C-0 a 1203 cm™ presente na molécula do EU de acordo com (Mulla et al., 2017). Aparenta
ainda encontrar-se ligacoes entre o EU e o filme de nanocelulose através da formacao de
ligacdes C-OH entre 1040 cm™ a 1060 cm™ (Libretexst, 2013).
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3.4.2.2. Andlise dos espectros FTIR para NF, AK1 e AK2 com EU
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Figura 3.11: Espectro FTIR dos filmes NF, AK1 e AK2, incorporados com EU.

Tabela 3.7: Grupos caracteristicos da molécula de EU identificados nos filmes.

0O-H do C-OH (complexos entre EU e o
Grupos cc ¢Cc co
Eugenol filme)
Comprimento de onda )
3200 até 3400 1603 1315 1200 1030 -1106

(cm™)

A analise com recurso ao FTIR aos filmes incorporados com EU representados na figura
anterior revelam um cenario semelhante ao encontrado nos filmes CLO o que é natural, uma
vez que o composto maioritario nos filmes de CLO e nos filmes representados neste ponto é a
molécula de EU que também foi capaz de ser incorporada nos filmes. Mais uma vez, procurou-
se identificar os grupos caracteristicos da molécula de eugenol, identificando-se os grupos O-
H (Mulla et al., 2017; Piletti et al., 2017), que também revelam possuir a mesma inflexao
presente no espectro de CLO representada entre 3200 e 3400 cm™ caracteristico na presenca
da molécula de EU. E ainda possivel identificar outros grupos com ligeiros desvios do ponto
anterior contudo mais exatos uma vez que se trata da molécula de EU pura com a ligacdo a
1603 cm™ e 1315 cm™ representativa das ligaces C-C do anel de fenil e a ligacdo C-O a 1203
cm™ presente na molécula do EU de acordo com (Mulla et al., 2017). Também se consegue
identificar as ligacdes entre o EU e o filme de nanocelulose através da formacao de ligacoes
C-OH entre 1030 cm™ a 1106 cm™ (Libretexst, 2013)
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3.5. Morfologia dos filmes de NF, AK1 e AK2, com e sem AG

Foi possivel observar por microscopia eletronica a estrutura a superficie e também adquirir
imagens das seccdes transversais dos filmes, tal foi conseguido com recurso a crio-fratura com

nitrogénio liquido.
3.5.1.Imagens SEM dos filmes de CNF sem AG

3.5.1.1. Filmes NF

12.2mm x1.5

Figura 3.13: Imagem de seccao transversal de um filme de NF.

48



Figura 3.14: Imagem de seccao transversal de um filme de NF com medicao da espessura.

3.5.1.2. Filmes AK1

Figura 3.15: Imagem de superficie de um filme de AK1.

Figura 3.16: Imagem de corte transversal de um filme de AK1.
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JBI 20.0kV 6.4mm x1.50k SE 8/8 18’

Figura 3.17: Imagem de corte transversal de um filme de AK1 com medicao da espessura.

3.5.1.3. Filmes AK2

Figura 3.18: Imagem de superficie de um filme de AK2.

Figura 3.19: Imagem de corte transversal de um filme de AK2.
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Figura 3.20: Imagem de corte transversal de um filme de AK2 com medicao da espessura.

Observando as imagens anteriores, pode constatar-se a estrutura compacta apresentada pelos
filmes. Observando as das superficies dos filmes NF, AK1 e AK2 filmes que apenas contém
nanocelulose e se observa uma estrutura lisa ou rugosa com a presenca nalguns casos de
algumas fibrilas, com baixa porosidade ou mesmo inexistente, revelando uma estrutura
fechada fruto do processo de enovelamento das fibras aquando do processo de secagem. Tal
falta de porosidade pode ser constatada nas imagens dos cortes transversais, que revelam
uma estrutura também ela densa e compacta, com o que aparenta ser uma deposicdo de
“folhas” em camada, conferindo as propriedades mecanicas dos filmes, também é de sugerir
que é entre esses espacos que muito possivelmente as moléculas de CLO, EU e glicerol,
possivelmente ficam alojadas, tal parece ficar implicito nas imagens seguintes, estas ja
contendo tanto EU como CLO e ainda o agente plastificante glicerol. Também a espessura dos
filmes é uma constante variavel, podendo esta acontecer por varios fatores, desde o mais
ligeiro desequilibro na estufa de secagem, ao proprio alojamento das moléculas entre os
espacos anteriormente referidos, aparentam justificar esta tendéncia. De notar que estas
diferencas de espessura levam a alteracdo nas capacidades mecanicas dos filmes, podendo
influenciar de facto o seu comportamento, fragilizando-os quando existem zonas mais
resistentes que outras, ou tornando-os mais moldaveis quando reforcados de por exemplo com

glicerol que funciona como plastificante.
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3.5.2.Imagens SEM dos filmes de CNF com CLO e EU

3.5.2.1. Filmes NF

5.2mm x1.00k SE

Figura 3.23: Imagem de corte transversal de um filme de NF com EU.
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Figura 3.24: Imagem de corte transversal de um filme de NF com EU com medicao da espessura.

3.5.2.2. Filmes AK1

Figura 3.25: Imagem de corte transversal de um filme de AK1 com CLO.

Figura 3.26: Imagem de corte transversal de um filme de AK1 com CLO com medicao da espessura.
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Figura 3.27: Imagem de corte transversal de um filme de AK1 com EU.

Figura 3.28: Imagem de corte transversal de um filme de AK1 com EU com medicao da espessura.
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3.5.2.3. Filmes AK2

Figura 3.31:

Imagem de corte transversal de um filme de AK2 com EU.
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Figura 3.32: Imagem de corte transversal de um filme de AK2 com EU com medicao da espessura.

Os filmes de nanocelulose atras representados apresentam todos como denominador comum,
ou seja, a elevada compatibilidade e espessura na estrutura que ainda que nem sempre se
encontre de acordo com as espessuras determinadas atras, de um modo geral sao
representativas e indicativas da organizacao interna dos filmes. Com a adicao de
plastificantes como o glicerol e ainda as moléculas como o CLO e EU que acabam por
preencher qualquer tipo de espaco ainda liberto na estrutura como observado nas imagens
dos filmes no ponto 3.5.1 e 3.5.2 onde os parcos espacos entre as “fatias” de nanocelulose
depositadas capazes de alojar moléculas, aqui se encontram totalmente preenchidos. Pode
supor-se no glicerol como o grande agente ligante na matriz dos filmes e muito possivelmente
com moléculas de CLO e EU espalhadas e encapsuladas no interior, algo que também nao é
possivel confirmar visualmente, mas que aparenta ser o caso quando se realizam os ensaios
de libertacao que provam existir libertacdo de moléculas da matriz dos filmes para o solvente

em questao.

3.5.3.Propriedades estruturais, mecanicas e de barreira dos filmes

Os filmes foram caraterizados ao nivel das suas propriedades estruturais, ou seja, gramagem,
espessura e a massa volimica. A gramagem representa a massa por unidade de area do filme,
a espessura corresponde a distancia perpendicular entre as duas superficies, e a massa

volumica é obtida pela razao entre a gramagem e a espessura.
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Tabela 3.8: Tabela resumo das propriedades estruturais dos filmes com CLO e EU para cada uma das
nanoceluloses em relacao a espessura, gramagem e densidade.

NF AK1 AK2
Controlo CLO EU Controlo CLO EU Controlo CLO EU
Espessura (um)
53,5 + 0,01 60,1+ 2,52 55,5+4,80  47,9:0,003 49,9 +3,38 42,5 £1,51 47,6:0,003 46,5 +3,00 43,4 +2,08
Média + desvio padrao
Gramagem (g/m?)
55,8 + 2,89 46,7:0,93 44,6 +1,54 60,5+1,35  50,5:0,68  51,31,13 63,6 :0,95  48,2+2,75 52,6 + 0,87
Média + desvio padrao
Densidade
1,04 0,78 0,80 1,26 1,01 1,21 1,34 1,04 1,21

aparente (g/cm’)

Segundo os resultados obtidos na tabela 3.8 o valor mais elevado de gramagem é registado
para os filmes de AK2, contudo, as gramagens para ambas as AK encontram-se muito
semelhantes com valores aproximados de 50 g/m? gramagem superior ao calculado
teoricamente mas que pode ser justificada pelas pequenas variacdes de massa

pesadas/perdidas no processo de producao dos filmes.

Relativamente aos valores das espessuras dos filmes com os agentes microbianos estes variam
entre 42,5 + 1,51 pm e 60,1 + 2,52 pym; e para as espessuras dos filmes sem a presenca destes
compostos os valores de espessura sao ligeiramente inferiores (os resultados nao sao aqui
mostrados). A densidade aparente (parametro muito usado na caraterizacao do papel) é assim
denominada por incluir os espacos do papel preenchidos por ar, é considerada uma das mais
importantes propriedades do papel, influenciando as propriedades fisicas e oOticas. Para os
filmes de nanocelulose obtém-se valores de densidade aparente entre 0,78 g/cm® para NF
com CLO e 1,34 g/cm® para o controlo da AK2. Aulin et al., (2009) refere valores de
densidade de filmes de celulose microfibrilada, preparada em condicoes similares entre 1,48
e 1,63 g/cm?, indicando uma porosidade baixa. A porosidade pode ser calculada e estimada a

partir da medicao de densidade usando a equacao 6:
Porosidade (%) = (1-Nfime/ Ncelutose) X 100 (6)

Onde: nsime corresponde a densidade do filme e neeyiose COrresponde a densidade da celulose,

que se assume ser 1,5 g.cm™ (Henriksson, et al., 2008).

Atendendo as densidades apresentadas na Tabela 3.3, as porosidades calculadas variam entre
19 % para os filmes de AK1 e AK2 com o eugenol e 48% para os filmes de NF com CLO
mostrando estruturas com baixa e moderada porosidade tedrica. Os valores obtidos para AK1
e AK2 corroboram com as tendéncias encontradas nos ensaios de libertacao, contudo, no caso
de NF seria de esperar outro tipo de comportamento, atendendo aos valores de porosidade

teorica obtidos.
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Figura 3.33: A) Resisténcia a tracao para os filmes controlo e com CLO e EU.
B) Alongamento para filmes controlo e com CLO e EU.
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Figura 3.34: A) Mddulo da elasticidade para filmes controlo e com CLO e EU.
B) Velocidade de transmissao de vapor de agua em filmes controlo e com CLO e EU.

Os resultados para o modulo de elasticidade revelam existir um pequeno incremento para os
filmes com EU quando comparados com os filmes de CLO. Mais uma vez os filmes de NF
aparentam possuir modulos elasticos inferiores obtendo cerca de 1900 MPa para CLO e cerca
de 2300 MPa para EU. Os filmes de AK1 uma enorme diferenca entre os filmes AK1 com CLO e
EU, com cerca de 4000 MPa e 6600 MPa respetivamente. Os filmes de AK2 ao contrario dos
anteriores demonstram um modulo elastico maior quando incorporados com CLO com cerca
de 5800 MPa e aproximadamente 4100 Mpa para os filmes com EU. Valores no médulo de
Young obtidos nos filmes de nanocelulose aqui produzidos aparentam estar de acordo com
Faradilla et al., (2017) que descreve mddulos de Yong para os seus filmes de nanocelulose de
3,5 GPa o que equivale a 3500 MPa, valor superior quando comparado com os filmes NF e AK1
mas claramente inferior quando comparado com os filmes AK2. Barbash et al., (2016) reporta

valores entre 2100 MPa a 7300 MPa, valores claramente dentro dos encontrados para o
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modulo de Young em filmes de nanocelulose, valores aqui também presentes concretamente
em filmes de AK1 incorporados com EU como limite maximo e os filmes NF com valores muito
semelhantes ao limite minimo por este autor descrito, o mesmo autor realca ainda o claro
efeito do tratamento quimico e mecanico no impacto das propriedades, referindo o maior
empacotamento da macromoléculas de celulose que leva a estes valores elevados de modulos
de Young e inclusive a transparéncia dos filmes, caso observado nos filmes de AK1 aqui
produzidos. Kumar et al., (2014) apresenta valores superiores para o modulo de Young em
todos os seus filmes de nanocelulose, com modulos superiores a 10000 MPa, valores
claramente superiores aos atingidos aqui, ja o0 mesmo autor apresenta valores para filmes de
celulose microfibrilada de cerca de 5000 MPa, valores semelhantes aos aqui encontrados, o
que pode em parte indicar existir uma percentagem de fibrilas a escala micro capazes de
influenciar este tipo de comportamento. Azeredo et al., (2010) descreve valores para os
filmes de nanocelulose para o mddulo de Young distintos, ainda que para este caso, os valores
aparentam ser inferiores com modulos de cerca de 1300 MPa, ainda que neste caso, o autor
tenha produzido filmes de nanocelulose com quitosano, os valores por ele descrito, sao

claramente inferiores aos aqui encontrados.

Os filmes de nanocelulose com incorporacao de CLO apresentam percentagem de
alongamento entre 5,21 % a 3,52%, e para o EU valores ligeiramente inferiores. Analisando
esta propriedade tendo em conta o tipo de nanoceluloses, os filmes de NF conseguem
alongamentos na ordem dos 5% para CLO e 3% para EU. Ja os filmes AK1 e AK2 revelam uma
tendéncia contraria com os filmes de AK1 a conseguirem alongamentos de 3% e os de AK2 com
4% ambos para CLO, acontecendo exatamente o contrario no que respeito diz quando
incorporados com EU, os filmes AK1 conseguem alongamentos de quase 5% e os filmes com
AK2 de apenas 2%.

Para a velocidade de transmissdao de vapor de agua (WVTR), filmes de NF aparentam possuir
pior capacidade na resisténcia a migracao de moléculas de vapor agua, alcancando valores
diarios na ordem das 240 g.d™".m™ para filmes com CLO e 250 g.d"*.m™ para filmes com EU. J&
os resultados para os filmes de AK1 demonstram uma reducdo na migracao de moléculas de
vapor de agua, existindo uma ligeira diferenca entre filmes incorporados com CLO que
aparentam ser menos capazes de impedir a migracdo de moléculas com valores a rondar as
210 g.d".m? e comparando com os seus congéneres filmes com EU que apenas permitem a
migracdo de cerca de 180 g.d'.m™?. Os filmes de AK2 aparentam situar-se numa posicdo
intermédia entre os filmes de NF e AK1, com migracdes de cerca de 200 g.d'.m™ para filmes
com CLO e EU, nao existindo qualquer tipo de diferenca entre ambos. Os filmes com CLO tem
uma capacidade ligeira superior dos de EU no impedimento da passagem das moléculas de
vapor de &gua, excetuando no caso os filmes de AK2. E de supor que estes resultados estiao
afetos a estrutura interna dos filmes, desde a sua estrutura compacta, tortuosidade e baixa

ou mesmo inexistente porosidade, que aliado ao caracter hidrofébico do CLO e do EU
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resultam em filmes com estas caracteristicas. Ferrer et al., (2017) descrevem para filmes de
CNF um valor de 234 g.d'.m?, valor superior aos aqui apresentados, podendo indicar que
compostos com natureza hidrofébica possam contribuir na acdo de permeabilidade as
moléculas de vapor de agua. Kumar et al., (2014) descrevem valores semelhantes aos aqui
encontrados, que variam entre 162 g.d'.m™? a 218 g.d"'.m™ para filmes de nanocelulose. Por
fim, é necessario salientar o impacto que a adicao de glicerol podera ter nos comportamentos
dos filmes, mostrado por Cerqueira, et al., (2012) que aponta este agente plastificante como
potenciador no processo de absorcao de moléculas de vapor de agua. Ora para os filmes aqui
produzidos que contém 37% (m/m) deste plastificante pode haver uma clara influencia no seu
impacto sobre a absorcdo que possivelmente estara camuflado nos resultados aqui

apresentados.
3.6. Atividade sequestradora do radical DPPH

Os resultados referentes atividade sequestradora do radical DPPH dos filmes de nanocelulose

com EU e CLO aparecem resumidos na seguinte figura.
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Figura 3.35: Atividade sequestradora do radical DPPH em filmes controlo e com EU e CLO.

Os filmes de nanocelulose onde o eugenol foi incorporado revelam para ambos os tipos de
nanocelulose os melhores valores de atividade antioxidante. Comparativamente ao controlo,
o EU apresenta incrementos que variam desde 25% para AK2 a 33% para filmes de NF. Uma
tendéncia ligeiramente inferior é mostrada para os filmes com incorporacdo CLO, onde
apresenta incrementos de 10% para AK2 e 18% para NF e AK1. Assim, podemos concluir que a

AK2 é a CNF que apresente a mais baixa atividade antioxidante a nivel percentual.
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3.7. Resultados dos ensaios de libertacao em meio aquoso e em

etanol

3.7.1. Libertacao de CLO e EU em filmes de NF, em meio aquoso e em etanol.
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Figura 3.36: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes NF em meio aquoso.
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Figura 3.37: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes NF em etanol.

61



3.7.2.Libertacao de CLO e EU em filmes de AK1, em meio aquoso e em etanol
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Figura 3.38: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes AK1 em meio aquoso.

3
£ 2,5
8 2
1]
1,5
[1F]
2 1
3 0,5
40
= 0
0 2 4 6 8 10
tempo (h)

Figura 3.39: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes AK1 em etanol.
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3.7.3.Libertacao de CLO e EU em filmes de AK2, em meio aquoso e em etanol.
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Figura 3.40: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes AK2 em meio aquoso.
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Figura 3.41: Representacao da libertacao de CLO e EU em filmes AK2 em etanol.

Os ensaios preliminares da libertacao dos compostos CLO e EU demonstram claras diferencas
entre os meios de libertacdo, o aquoso, e em etanol. E possivel verificar que existe uma
libertacao inicial mais lenta em etanol quando comparado com o meio aquoso. Importa referir
que estes sao ensaios preliminares, com os quais identificamos alguns fatores que podem ter

contribuido para os resultados alcancados ndo serem os expectaveis.

Inicialmente os ensaios realizados em meio aquoso, careceram de agitacdo mecanica capaz
de promover uma dispersao homogénea. Outra limitacdo, menos aparente aqui, mas com a
tendéncia a surgir com uma analise detalhada das figuras anteriores é o claro decrescimento
na massa medida, esta € fruto das variacdes de concentracdo calculadas nos instantes de

cada medicdo, o que nos leva a seguinte limitacdo, o sistema aparenta sofrer influéncia da
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temperatura, levando a crer que possa estar a ocorrer um efeito de adsorcao/desadsorcao
dependente da temperatura. Esta suspeita € fundamente no facto de entre o intervalo
noite/dia a concentracado medida diminuia no inicio de cada manha, aumento
progressivamente ao longo do dia, levando a suspeitar do efeito da temperatura e do ciclo de
calor/frio. Esta suspeita pode em parte estar correta uma vez que Dhoot et al., (2009) e Hill
et al., (2013) demonstram existir uma variacao clara no coeficiente de difusao do EU a
diferentes temperaturas. Outra limitacdao deveu-se ao facto destes ensaios iniciais terem sido
conduzidos com variacao de volume, ou seja, nao ocorreu reposicao de solvente retirado em
cada medicao. Por fim, a limitacao presente na capacidade de difusdao das moléculas entre a

matriz dos filmes e a fase aquosa/organica em funcao do solvente;

Analisando as figuras anteriormente apresentadas, observa-se que existe uma maior
facilidade de libertacdo até as 10h em meio aquoso em todos os filmes, conseguindo-se
massas até 2,4 mg libertadas nos filmes de AK2 com EU. Em etanol a maior quantidade
libertada foi de 2,1 mg em filmes de NF com CLO. Em ambas as situacdes, representa-se
cerca de 10% de massa libertada em funcao da massa adicionada aos filmes. Esta baixa
libertacao deve-se a uma estrutura fechada das nanoceluloses, que contrastam com o
descrito por Lavoine et al., (2014) que descrevem a dificuldade em promover a libertacao das
moléculas de cafeina incorporadas em filmes de celulose microfibrilada, uma matriz muito

mais aberta.

3.8. Resultados dos ensaios antimicrobianos

A atividade antimicrobiana dos filmes foi testada de forma qualitativa contra as estirpes
usando o teste da difusao em disco. O tamanho do halo de inibicao foi medido para testar a
capacidade de inibicao nas estirpes de microrganismos contra os compostos CLO e EU,

resultados apresentados na seguinte tabela 3.10.

Tabela 3.9: Diametros dos halos de inibicao (mm) dos compostos antimicrobianos relativamente aos
microrganismos estudados.

Diametro halo inibigdo (mm) CcLO EU
Listeria monocytogenes LMG 13305
Média + desvio padrao 20,72 £1,27 20,21 £1,94

Staphylococus aureus ATCC 25923
Média + desvio padréao 22,21+ 4,2 21,04 £ 0,75

Escherichia coli ATCC 25922
Média + desvio padrao 21,08 + 1,87 20,95 £1,7

Salmonella Typhimurium ATCC 13311

Média + desvio padrao 16,741 0,16 17,595 £ 0,84
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Figura 3.42: Resultado em placa de agar na inibicao de Listeria monocytogenes LMG 13305 para CLO e
EU.

Figura 3.43: Resultado em placa de agar na inibicao de Staphylococus aureus ATCC 25923 para CLO e
EU.

Figura 3.44: Resultado em placa de agar na inibicao de Escherichia coli ATCC 25922 para CLO e EU.
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Figura 3.45: Resultado em placa de agar na inibicao de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 para CLO e
EU.

Os ensaios preliminares serviram para testar a capacidade de inibicao dos nossos compostos.
Observando os halos de inibicao na tabela 3.10 observamos que os compostos de facto
possuem capacidade de inibir estas estirpes. Os resultados revelam que o CLO e EU
apresentam a mesma eficacia de inibicdo para todas as estirpes usadas neste trabalho.
Resultado concordante visto o CLO ser constituido maioritariamente por EU, que é um
composto hidrofébico capaz de penetrar nas paredes da membrana celular em estirpes de
Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium (Mulla et al., 2017). R esultados
semelhantes nos diametros de inibicdo para L. monocytogenes e E.coli com 15 mm de inibicao
respetivamente para ambas as estirpes foram obtidos por Gul et al., (2018), os resultados
aqui alcancados demonstram diametros ligeiramente superiores. Analisando a inibicao destes
microrganismos dos filmes de CNF com incorporacao CLO ou EU para concentracao de 10% de
cada composto, verificou-se que nao ocorreu qualquer tipo de inibicao. Este tipo de
comportamento pode ser resultado de uma estrutura extremamente fechada e/ou de uma
baixa concentracao destes compostos. Assim, numa segunda etapa procurou-se aumentar a
concentracdao para 50% e 100% em relacdo a concentracao inicialmente usada. Este
comportamento € observavel da figura 3.48 a 3.51.

Figura 3.46: Resultado em placa de agar na inibicao de Staphylococus aureus ATCC 25923 para CLO e EU
em filmes NF, AK1 e AK2.
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Figura 3.47: Resultado em placa de agar na inibicao de Escherichia coli ATCC 25922 para CLO e EU em
filmes NF, AK1 e AK2.

Figura 3.48: Resultado em placa de agar na inibicao de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 para CLO e
EU em filmes NF, AK1 e AK2.

Figura 3.49: Resultado em placa de agar na inibicao de Listeria monocytogenes LMG 13305 para CLO e
EU em filmes NF, AK1 e AK2.

Apos verificacdo da capacidade de inibicdo, optou-se por um incremento na concentracao
utilizada para a formacao dos filmes de 10% para 50% e 100% mas apenas para os filmes de
AK2 para compreender se existia um efeito positivo no aumento da mesma capaz de promover

a libertacao dos compostos no meio.
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Figura 3.50: Resultado em placa de agar na inibicao de Listeria monocytogenes LMG 13305 para CLO e
EU a 50% e 100% respetivamente em filmes de AK2.

Figura 3.51: Resultado em placa de agar na inibicao de Staphylococus aureus ATCC 25923 para CLO e EU
a 50% e 100% respetivamente em filmes de AK2.

Figura 3.52: Resultado em placa de agar na inibicao de Escherichia coli ATCC 25922 para CLO e EU a 50%
e 100% respetivamente em filmes de AK2.
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Figura 3.53: Resultado em placa de agar na inibicao de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 para CLO e
EU a 50% e 100% respetivamente em filmes de AK2.

Os resultados obtidos aquando do aumento da concentracao de CLO e EU demonstram que
ainda que a concentracdao aumente, nao existe capacidade de libertacao dos compostos para
o0 meio quando se passa de 10% para 50% ou 100% da concentracao usada inicialmente testada
em filmes AK2, sera de prever ainda que mesmo nao testado, o resultado seria semelhante
para os outros filmes de nanocelulose, NF e AK1. Assim, pode descartar-se a possibilidade de
uma baixa concentracao inicial ser responsavel por ndo existir inibicao. Surgindo novamente a
possibilidade alternativa de os compostos que ao estarem encapsulados no interior da matriz
dos filmes, sejam incapazes de se difundir pela matriz para o meio exterior, fruto das
caracteristicas hidrofilicas da matriz, e do agar ser um meio sélido ndo facilitando a difusdo
por simples gradiente de concentracao ou outra driving-force capaz de forcar a saida dos
compostos para o meio exterior. Torna assim inviavel por este método a formacao de
embalagens antimicrobianas para este tipo de nanocelulose com CLO ou EU encapsulados na
matriz interna. Torna-se entdo necessario procurar outras alternativas, novos métodos
capazes de vencer as limitacées aqui encontradas. Limitacdes que vencam as restricoes
impostas pela estrutura interna dos filmes e as limitacoes de difusdao. Para tal, outra
estratégia passa pela capacidade de revestir e impregnar os filmes com os compostos ao invés
de os encapsular na estrutura como o descrito por Lavoine et al., (2014) que promove um
revestimento de filmes de celulose microfibrilada com a molécula da cafeina no seu caso em

particular, mas que pode provar ser um conceito funcional nos filmes aqui produzidos.
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Capitulo 4 - Conclusdes e Perspetivas

futuras
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O trabalho realizado ao longo deste ano de dissertacao redundou em resultados que revelam
as potencialidades na aplicabilidade da nanocelulose, mas refletem também todos os desafios
ainda por responder. A producao de nanoceluloses teve como ponto de partida duas pastas de
Eucalyptus globulus branqueadas, mas com processos de cozimento diferentes. Sendo a
nanocelulose um bio-nano-material com um tremendo potencial de aplicacées, o uso desta
nossa matéria-prima podera ser uma mais-valia para a industria de pasta para papel,
conjuntamente com a industria alimentar. O tratamento quimico das pastas mediado pelo
radical TEMPO revelou um excelente resultado de oxidacdo, conseguindo-se muitos mais
grupos carboxilicos revelando uma pasta altamente oxidada. A homogeneizacao de alta
pressiao da pasta oxidada resultou em géis de nanocelulose com propriedades de reologia
interessantes do ponto de vista das suspensoes de nanocelulose, e no seu impacto indireto no
processo de formacao dos filmes. Resultando em filmes consistentes, com propriedades
mecanicas e de barreira nunca inferiores aos descritos por outros autores na literatura.
Contudo, como aqui ficou demonstrado, resultaram em filmes com estruturas muito
compactas, observado nas imagens de microscopia eletronica, onde também o papel de
secagem dos filmes é relevante para explicar as estruturas observadas. A velocidade de
transmissao de vapor de agua demonstra que os filmes tém boas capacidades de barreira,
fruto da incorporacao nos filmes de compostos antioxidantes e antimicrobianos, bem como do
comportamento da matriz, muito densa e compacta. A estrutura dos filmes também é
responsavel diretamente pelas propriedades mecanicas exibidas pelos mesmos, revelando
excelentes capacidades para aplicacado em embalagens alimentares. Estes compostos
bioativos demonstraram comportamentos distintos, ou seja, boa atividade antioxidante e
razoavel desenvolvimento nos ensaios de libertacao, no entanto, os resultados de inibicdo de
microrganismos ficaram aquém das expetativas. A nivel de ensaios de libertacdo os filmes
revelam um comportamento que aparenta ser promissor, ou seja, os filmes de facto
apresentam libertacdo, quer em meio aquoso, quer em etanol. Contudo, fatores como a
temperatura ao longo da recolha das amostras, o proprio método usado nos ensaios de
libertacdo, quantificacdo por espetroscopia UV/visivel, entre outras variaveis influenciaram
este estudo. Por fim, os ensaios qualitativos do teste de difusao em agar para os filmes com
incorporacao quer do dleo essencial de cravinho-da-india, quer do eugenol, demonstram que
nao ocorreu inibicao de qualquer tipo de microrganismos testados. Ainda que se tenham
realizados ensaios de maneira a comprovar a eficiéncia dos compostos na inibicdo das estirpes
de microrganismos aqui testadas, e que de facto comprovou a eficacia dos mesmos. Tentou-se
explorar uma maior concentracao de compostos usados, que tal como dito nos resultados nao
surtiram os efeitos desejados, muito em parte se pode explicar pela estrutura da
nanocelulose ter um caracter muito fechado, que nao possibilitou uma difusao dos compostos
da matriz para o meio envolvente, que tal como dito anteriormente requer ser alvo de um

maior estudo como referido a respeito nas conclusdes de libertacao.
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Como perspetivas de trabalho futuro propde-se realizar um tratamento diferente para obter
nanoceluloses com carateristicas gerais diferentes, que permitam obter uma estrutura mais
aberta aquando da formacdo dos filmes. Caraterizar as propriedades morfoldgicas das
nanoceluloses, por Dynamic light scattering (DLS) e por transmission electron microscopy
(TEM), bem como a permeabilidade ao oxigénio dos filmes. Estudar o efeito da impregnacao
destes compostos antioxidantes e antimicrobianos nestes filmes e em outros que venham a ser
realizados somente com nanoceluloses ou misturando outras moléculas biodegradaveis e
biocompativeis. Otimizar os ensaios de libertacdo, de acordo com as variaveis que este

trabalho permitiu perceber. Por Gltimo, testar estes filmes num modelo alimentar.
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Eugenol and Clove bud essential oil incorporated in
nanocellulose to produce bioactive films: characterization,
antioxidant activity and release studies.
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ABSTRACT

The need to produce new products is increasing nowadays with consumers demand for clean
and biodegradable materials, one of such is nanocellulose. These materials can be produced
from a multitude of sustainable resources making it a choice for the scientific community due
to its interesting properties. In the present study, nanocellulose incorporated with clove
essential oil (CLO) or its main eugenol compound (EU) will be investigated, in order to
evaluate its potential for bioactive packaging application. Nanocellulose was produced using a
chemical treatment (NaClO/NaBr/TEMPO oxidation) with successive high-shear mechanical
treatment, from different pulps. These ones are named as NF for a sulphite pulp and AK1 and
AK2, for kraft pulp with different passes in homogenizer equipment. The effect of TEMPO
oxidation in pulp quality was evaluated by pulp viscosity and carboxylic groups content. The
percentage of fibrillation of nanocelluloses gels was measured and AK1 reveals the highest
value. Blends of nanocellulose and CLO or EU were used to produced films and FTIR analysis,
antioxidant activity and release profiles were studied. FTIR spectra showed the characteristic
bands corresponding to these compounds. For antioxidant activity, the highest value was
obtained for AK1 with EU compound proving its potential to produced bioactive films. Analysis
on release studies were conducted to observe the samples behaviour over time; these essays
were performed in ethanol and the best release profiles were obtained in AK1 sample for
CLO.

Keywords: nanocellulose; essential oils; TEMPO-mediated oxidation;
antioxidant activity; release profiles.
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Production and characterization of nanocellulose-based
bioactive films by incorporation of an essential oil and its main
compound
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Abstract

In the present study, nanocellulose was produced to prepare nanocellulose films incorporating
clove essential oil (CLO) or its main eugenol compound (EU), for potential application as
bioactive packaging. Bleached eucalyptus pulps, one from an acid process (sulphite) and the
other from an alkali process (Kraft), were used to obtain nanocellulose by using a chemical
treatment (NaClO/NaBr/TEMPO oxidation) followed by and a high-shear mechanical
treatment. The pulps were characterized in terms of pulp viscosity and carboxylic groups
content, before and after TEMPO-oxidation treatment. These pulps were submitted to
different conditions in the homogenizer equipment and the resulting samples, nanocelluloses
gels, are named NF for the sulphite pulp, and AK1 and AK2 for the kraft pulp. Nanocelluloses
characterization resulted in a yield of fibrillation of 96% as the highest value in AK1, 90% for
Ak2 and 88% for NF. The zeta potential measurements were done showing that NF was the most
oxidized pulp with a value of -1757 mV with Ak1 with -1271 mV and Ak2 with -1638 mV all at pH =
6. Blends of nanocellulose and CLO or EU were used to produce films by using the casting
method. FTIR spectra of the produced films showed the characteristic bands of the essential
oils corroborating their presence on the samples. SEM analysis in surface and cross section of
the films with and without CLO and EU compounds were done in order to study the
nanostructured morphology. Some mechanical properties and water vapor transmission rate
(WVTR) were also measured in the films. For tensile strength and elastic modulus AK1 with EU
appears to be the best with 3231.31+ 305.87 N/m and 6592.19+510.10 MPa, respectively. For
elongation at break, it was observed that NF with CLO achieves the highest value, i.e.,
5.21+0.59 %. The NF with EU exhibited the highest value of WVTR, while AK1 with EU shows
the lowest value.

Keywords: nanocellulose; essential oils; TEMPO-mediated oxidation; nanocellulose
characterization.

Preference for communication: Oral presentation

92



