PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE

/@Lﬂ UNIVERSIDADE FEDERAL DO ACRE - UFAC
o
310"\0 E BIOTECNOLOGIA - REDE BIONORTE

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE PONTOS QUANTICOS DE
GRAFENO A PARTIR DA CELULOSE E NANOCRISTAIS DE
CELULOSE DE BAMBU (Guadua weberbaueri Pilger)

MARCELO RAMON DA SILVA NUNES

Rio Branco — AC
2023



MARCELO RAMON DA SILVA NUNES

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE PONTOS QUANTICOS DE
GRAFENO A PARTIR DA CELULOSE E NANOCRISTAIS DE
CELULOSE DE BAMBU (Guadua weberbaueri Pilger)

Tese de doutorado apresentada ao Curso
de Doutorado do Programa de Pds-
Graduacdo em  Biodiversidade e
Biotecnologia - Rede BIONORTE, na
Universidade Federal do Acre, como
requisito parcial para a obtencdo do
Titulo de Doutor em Biodiversidade e

Biotecnologia.

Orientador(a): Prof. Dr. Fernando Sérgio
Escocio Drummond Viana de Faria.
Coorientador (a): Prof. Dr. Anselmo
Fortunato Ruiz Rodriguez.

Rio Branco — AC
MAIO/2023



MARCELO RAMON DA SILVA NUNES

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE PONTOS QUANTICOS DE
GRAFENO A PARTIR DA CELULOSE E NANOCRISTAIS DE
CELULOSE DE BAMBU (Guadua weberbaueri Pilger)

Tese de doutorado apresentada ao Curso
de Doutorado do Programa de Pds-
Graduagdo em  Biodiversidade e
Biotecnologia - Rede BIONORTE, na
Universidade Federal do Acre, como
requisito parcial para a obtencdo do
Titulo de Doutor em Biodiversidade e
Biotecnologia.

Aprovadaem 31/ 05/ 2023

Banca examinadora

,7_ <) l/\/
Prof. Dr. Fernando Sérgio Escocio Drummond Viana de Faria
Universidade Federal do Acre

Prof. Dr. Antonio Alves de Melo Filho
Universidade Federal de Roraima

Duilpduardelos

Prof. Dr. Luis Eduardo Maggi
Universidade Federal do Acre

R

Prof. Dr. Moisés Barbosa de Souza
Universidade Federal do Acre

Prof. Dr. Roberto Nicolete
Fundacdo Oswaldo Cruz - Ceara



DEDICATORIA

A minha mée de criacdo, Luzinete Bruno da Silva (in memoriam), pelo

amor, incentivo e apoio incondicional na realizagdo dos meus sonhos;

A minha mée bioldgica, Maria Raquel da Silva, pelo amor, incentivo e

apoio incondicional na realizacdo dos meus sonhos;

A minha irm4, Marcela Patricia da Silva Nunes, pelo apoio espiritual e
por cuidar tdo bem da nossa mée durante o periodo em que precisei estar

ausente.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me guia e me fortalece sempre;
Ao Prof. Dr. Fernando Sérgio Escécio Drummond Viana de Faria, meu orientador, pelas

orientacdes, apoio e confianga;

A minha mée de criag&o (in memorian) Luzinete Bruno da Silva, que ndo mediu esforcos
para me apoiar durante a realizacdo do doutorado e torcia muito para a finalizagdo do meu curso,

mas n&o teve tempo para comemorar o nosso titulo;

A minha mée bioldgica Maria Raquel da Silva, que ndo mediu esforcos para me apoiar

durante a realizacdo do doutorado;

A minha irma Marcela Patricia Nunes Pereira, que ndo mediu esforcos para me apoiar

durante a realizacdo do doutorado;

Ao Prof. Dr. Anselmo Fortunato Ruiz Rodriguez pelas palavras de incentivo quando
pensei em desistir de tudo e pela coorientacdo na pesquisa;

Ao Prof. Dr. César Arruda Meschiari pela paciéncia, apoio e auxilio nos experimentos

celulares;

Aos Professores Dr. Moises Barbosa de Souza, Dr. Anténio Alves de Melo Filho, Dr.
Luis Eduardo Maggi, Dr. Jamal da Silva Chaar e Dr. Marcos Silveira, por deixarem suas
atribuic@es diarias para participar da minha banca de qualificacéo;

A professora Dra. Adriana Santos Ribeiro, por sua amizade e por acreditar em mim;

A professora Dra. Rosanny Christinny da Silva, por sua amizade e por acreditar em
mim;

Aos meus professores do doutorado, pelo comprometimento e trocas de conhecimentos;

Aos colegas deste Programa de Doutorado, por nossas trocas de experiéncias,
conhecimentos e sorrisos, e, em especial, aos amigos que ganhei neste percurso: Dawerson da
Paixdo Ramos, Katiucia Shirota Imada, Anderson Luis Ramos e Guaracy Barbosa dos Santos
Maia que sempre estiveram ao meu lado, me ajudando, e me erguendo a todo momento;

A Universidade Federal do Acre e a0 PPG Bionorte - Acre pela oportunidade de

aprendizado e qualificacdo profissional;

Enfim a todos que contribuiram diretamente e indiretamente para a realizacdo deste

trabalho, meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

Os nanomateriais sdo especialmente interessantes devido as suas propriedades fisicas,
quimicas e eletronicas, ajustaveis. Os pontos quanticos de grafeno ou carbono, por exemplo,
s&o nanoestruturas de carbono com diametro esférico abaixo de 10 nm com propriedades fisico-
quimicas e estruturais ideais para aplicagdo em tecnologia de biosondas para detec¢édo de células
tumorais. Essas nanoparticulas detém excelente fluorescéncia, sintese relativamente simples,
baixa toxicidade, boa biocompatibilidade e baixo custo em comparacdo com as nanoparticulas
inorganicas fluorescentes. Desse modo, este trabalho objetivou preparar e caracterizar pontos
quénticos de grafeno a partir de um abundante recurso amazonico: o bambu da espécie Guadua
weberbaueri Pilger . Para tanto, foi selecionada a rota sintética hidrotermal a partir de um reator
autoclavado e dos solventes agua e dimetilformamida, nos intervalos de tempode 4 h,6 he 8
h. Os materiais precursores e 0s nanomateriais foram submetidos a caracterizages, tais como:
microscopia eletrénica de varredura, microscopia eletrénica de transmisséo, difracéo de raio X,
técnica de espalhamento de luz dindmica, espectroscopia na regido do infravermelho, potencial
zeta size, espectrofotometria de fluorescéncia e espectroscopia UV-Vis. De modo geral, foram
obtidos pontos quéanticos de grafeno com didametro médio em torno de 5 nm. Tanto as amostras
preparadas com dimetilformamida quanto com agua, o rendimento quéntico foi proporcional
ao tempo de reacdo, porém, sem diferenca significativa entre 6 h e 8 h. O rendimento quantico
para amostras preparadas com dimetilformamida foi de 0,71%, 1,1% e 1,2% nos tempos de
reacdo de 4 h, 6 h e 8 h, respectivamente. Em contrapartida, as amostras preparadas com agua
apresentaram rendimento de 0,69%, 1,2% e 1,3% nos tempos de reacdo de 4 h, 6 h e 8 h,
respectivamente. Todas as amostras emitiram luz na regido do espectro de cores que abrange
todos os tons de azul até o esverdeado (411 nm a 538 nm). Entretanto, 0 maior rendimento
quantico se deu quando o nanomaterial foi excitado com comprimento de onda de 320 nm,
emitindo luz entre 418 nm e 439 nm. De modo geral, todas as amostras tiveram rendimento
guéantico semelhantes que variaram de 0,69% a 1,3%. Em suma, foi possivel obter pontos
quénticos de carbono, com rendimento quantico de até 1,3%, a partir de bambu com DMF ou

agua que fluoresceram entre 411 nm e 538 nm quando excitados com energia de 320 nm.

Palavras-Chave: Polpa Celuldsica de Bambu; Nanocristais de Celulose; Reac¢do Hidrotermal;

Fluorescéncia; Pontos Quanticos de Carbono.



ABSTRACT

Nanomaterials are especially interesting due to their tunable physical, chemical and
electronic properties. Graphene or carbon quantum dots, for example, are carbon nanostructures
with a spherical diameter below 10 nm with physical-chemical and structural properties ideal
for application in bioprobe technology for detecting tumor cells. These nanoparticles have
excellent fluorescence, relatively simple synthesis, low toxicity, good biocompatibility and low
cost compared to fluorescent inorganic nanoparticles. Thus, this work aimed to prepare and
characterize graphene quantum dots from an abundant Amazonian resource: the bamboo of the
Guadua weberbaueri Pilger species. For that, the hydrothermal synthetic route was selected
from an autoclaved reactor and the solvents water and dimethylformamide, in the time intervals
of 4 h, 6 h and 8 h. Precursor materials and nanomaterials were subjected to characterizations,
such as: scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, X-ray diffraction,
dynamic light scattering technique, infrared spectroscopy, zeta size potential, fluorescence
spectrophotometry and UV-Vis spectroscopy. In general, graphene quantum dots with an
average diameter of around 5 nm were obtained. Both the samples prepared with
dimethylformamide and with water, the quantum yield was proportional to the reaction time,
however, with no significant difference between 6 h and 8 h. The quantum yield for samples
prepared with dimethylformamide was 0.71%, 1.1% and 1.2% in reaction times of 4 h, 6 h and
8 h, respectively. On the other hand, the samples prepared with water showed a yield of 0.69%,
1.2% and 1.3% in the reaction times of 4 h, 6 h and 8 h, respectively. All samples emitted light
in the region of the color spectrum covering all shades from blue to greenish (411 nm to 538
nm). However, the highest quantum yield occurred when the nanomaterial was excited with a
wavelength of 320 nm, emitting light between 418 nm and 439 nm. In general, all samples had
similar quantum yields ranging from 0.69% to 1.3%. In short, it was possible to obtain carbon
quantum dots, with a quantum vyield of up to 1.3%, from bamboo with DMF or water that
fluoresced between 411 nm and 538 nm when excited with energy of 320 nm.

Keywords: Cellulosic Bamboo Pulp; Cellulose Nanocrystals; Hydrothermal Reaction;

Fluorescence; Carbon Quantum Dots.
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1 INTRODUCAO

Os nanomateriais sdo especialmente interessantes devido as suas propriedades fisicas,
quimicas e eletronicas, ajustaveis. A partir de 1985 algumas nanoestruturas de carbono foram
descobertas. Os nanomateriais baseados em carbono fulereno, os nanotubos de carbono, o
grafeno, os pontos quénticos de grafeno ou carbono (PCs) e os nanodiamantes foram e
continuam sendo estudados extensivamente devido as suas propriedades intrinsecas ajustaveis
(MATHUR e SINGH, 2017; JELINEK, 2017).

Os PCs sO foram descobertos, e de forma acidental, em 2004. Desde entdo, muitas
pesquisas tém sido realizadas a fim de encontrar aplicacdes tecnoldgicas. Esse nanomaterial
tem atraido enorme atencdo para aplicacdes bioanaliticas devido a sua facilidade de
funcionalizacdo para a detecgdo de analitos de interesses (MATHUR e SINGH, 2017;
GONCALVES et al, 2016; JELINEK, 2017).

Vale ressaltar que nos ultimos anos, o nimero de artigos publicados sobre uso e aplicacdo
de PCs em diversas areas tecnoldgicas cresceu de forma exponencial (CHENG, et. al., 2019;
WHANG, 2019), levando a varias areas de conhecimento e diversas utilidades para essas
nanoparticulas, indo desde a medicina (GONCALVES et al., 2016), passando pela engenharia
elétrica (MATHUR e SINGH, 2017) e de materiais, chegando a engenharia ambiental
(SHARON e MEWDA, 2018).

Para obtencdo de PCs por métodos relativamente faceis e econémico sao requeridas fontes
de carbono acessiveis e baratas, por exemplo, proteinas, celuloses e carboidratos, as quais ja
foram extensivamente explorados nos ultimos anos. Outros exemplos séo: seda natural,
albumina de soro bovino, fibra capilar, gelatina, glicerol, quitosana e sacarose (SATTLER,
2016; JALINEK, 2017). Além disso, produtos alimentares (por exemplo, caramelos, mel e
pimentdo) e biomassa (tais como, grama, folhas de plantas e cinzas de papel) também foram
explorados como diversos precursores de reacao para a sintese de PCs (LOSS, 2014).

Os metodos de preparacdo de PCs sdo bem diversificados, entre eles, destacam-se 0s
hidrotermais, devido a possibilidade de aquecimento simultaneo, homogéneo e rapido,
manipulagéo simples, relativo baixo consumo de energia e boa seletividade, resultando em PCs

fotoluminescentes sem a necessidade de mais funcionalizagdo ou passivacdo (JALINEK, 2017).

A versatilidade dos pontos de grafeno oferece enormes possibilidades em uma ampla gama

de aplicacbes de imagem in vitro e in vivo, incluindo rastreamento de células em tempo real,
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imagem vascular multiplexada em alta resolugdo, orientacdo intra-operatéria de imagens e

assim por diante.

Para expandir a funcionalidade dos pontos de grafeno, é muito importante projetar nano
dispositivos multifuncionais baseados em pontos de grafeno que possam integrar a imagem, a
carga de medicamentos e até as capacidades de deteccdo em uma Unica nanoparticula. Apesar
de os PCs apresentarem grande potencial para aplicacdo e desenvolvimento de estratégias na
nanomedicina para teranosticos avangados, as sondas de pontos de grafeno existentes ainda néo
séo ideais o suficiente, deixando muito espaco para 0 avango da nova engenharia para a

superficie funcional dessas nanoparticulas.

Além disso, melhorias recentes no design e na fabricacdo de sondas de pontos de grafeno,
juntamente com a virtude potencial dessa tecnologia, mudaram o foco da preparacéo de sondas
de componente Unico para a fabricacdo de nanoestruturas hibridas compostas por varios
modulos de direcionamento, imagem e terapéuticos. Por exemplo, quando integrados a
medicamentos ou terapéutica de acidos nucleicos, os pontos de grafeno podem atuar como

veiculos de entrega rastreaveis.

Desse modo, este trabalho objetivou preparar e caracterizar, de modo pratico e econémico,
PCs a partir de um abundante recurso amaz6nico: o bambu da espécie Guadua weberbaueri
Pilger. Para tanto, foi selecionada a rota sintética hidrotermal a partir de um reator autoclavado
e dos solventes agua e dimetilformamida (DMF). Resultados de caracterizacdes dos
nanomateriais produzidos, mostraram que a fonte de carbono selecionada, bem como o método
de sintese e os solventes utilizados foram eficientes para obtencdo de PCs com expressivo

rendimento quantico.
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1.1 OBJETIVOS

1.2 Geral

Preparar e caracterizar pontos quantico de grafeno a partir da polpa e nanocristais de
celulose do bambu Guadua weberbaueri Pilger por meio do método de carbonizagdo

hidrotérmica.

1.3 Especificos

e Preparar e caracterizar polpa de celulose e nanocristais de celulose a partir do bambu

Guadua weberbaueri Pilger;

e Preparar e caracterizar PCs a partir da polpa de celulose e nanocristais de celulose do

bambu usando agua e dimetilformamida como solventes;

e Avaliar e comparar o rendimento quantico dos pontos de grafeno obtidos a partir da

utilizacdo de agua e dimetilformamida como solventes;

e Auvaliar e comparar o rendimento quantico dos pontos de grafeno obtidos a partir da

polpa de celulose e nanocristais de celulose;

e Auvaliar o efeito do tempo de reacdo hidrotérmica em funcdo do rendimento quantico

dos pontos de grafeno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIOMASSA

A biomassa € um recurso natural dos ecossistemas, que provém de matéria organica, seja
ela de origem vegetal ou animal (DEMIRBAS e ARIN, 2002). Este é o nome dado a matéria
vegetal que € criada pela fotossintese, em que a energia do sol converte CO> e &gua em matéria
organica. Assim, a biomassa é direta ou indiretamente resultado do crescimento das plantas. E
composta por elementos como carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Em menores
proporcdes, pode-se encontrar enxofre na composi¢do, ou até mesmo porcdes significantes de
substancias inorganicas (GUEDES, 2010). Alguns exemplos de fontes de biomassa sdo 0s
residuos agricolas, industriais, agropecuarios e urbanos ou culturas plantadas exclusivamente
para a obtencdo de biomassa, como as plantacdes de eucalipto cultivadas por algumas industrias
de papel e celulose. Os combustiveis fosseis também podem ser chamados de biomassa, uma
vez que sdo os restos fossilizados de plantas que cresceram alguns milhdes de anos atrds
(DEMIRBAS e ARIN, 2002).

Os principais constituintes moleculares da biomassa s&o hemicelulose, celulose e lignina.
Estruturalmente, as cadeias de celulose (polissacarideo formado por moléculas de glicose
ligadas através de ligagdes [-1,4-glicosidicas) sdo unidas entre si por ligacGes de hidrogénio.
Essas cadeias sdo, por sua vez, recobertas por hemiceluloses (polissacarideos ramificados
formados principalmente por D-xilose, com pequenas quantidades de Larabinose, D-glicose,
D-manose, D-galactose, &cido glucurdnico e &cido manurdnico) e ligninas (redes poliméricas

tridimensionais formadas por unidades fenilpropano interligadas) (OGEDA e PETRI, 2010).

A aplicacdo da biomassa estende-se desde a possibilidade de reutilizacdo para
aproveitamento de seu potencial energético até a preparacdo de materiais tecnolégicos com
aplicacdes especificas. A grande disponibilidade de biomassa oriunda de inimeras fontes,
aliada a disponibilidade de variadas tecnologias, acarreta na possibilidade de adquirirmos
materiais e moléculas Uteis para processos industriais e laboratoriais diversos. Seu
processamento térmico pode, por exemplo, produzir 6leo fendlico, um produto quimico usado
para fazer adesivos para madeira, plastico moldado e espuma de isolamento (DEMIRBAS,
2004).

As ideias e as ferramentas que a nanotecnologia dispde transformam substancias simples
e matérias-primas em novos materiais com propriedades extremamente atraentes. Um exemplo

¢ a producdo de material carbonoso mesoporoso a partir de carboidratos, que fornece material
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para catélise heterogénea, purificacdo de 4gua e desenvolvimento de aplicacGes para geracao e
armazenamento de energia. Isto cria oportunidades excelentes para agregar valor a recursos
naturais de todos os tipos (GALEMBECK, 2009). O progresso no desenvolvimento de
alternativas para a energia de biomassa, além de diminuir a demanda de consumo de recursos
finitos (combustiveis fosseis), pode reduzir os custos de mitigacdo de emissdes de carbono
(GOLDEMBERG, 2009).

As diversas tecnologias para 0s processos de conversdo de biomassa variam desde uma
simples combustdo para a obtengdo da energia térmica, até processos mais elaborados, fisico-
quimicos e bioquimicos, promovendo a producdo de combustiveis solidos, liquidos e/ou
gasosos, como a pirdlise, gaseificacdo, carbonizacdo hidrotérmica, fermentacdo, entre outros
(DEMIRBAS, 1997). A biomassa € uma fonte de energia limpa e renovavel, que pode melhorar
0 nosso ambiente, a economia e a seguranca energética. A energia da biomassa gera menos
emissdes de poluentes no ar comparado aos combustiveis fosseis, reduz a quantidade de
residuos enviados para aterros sanitarios e diminui a dependéncia do petréleo (DEMIRBAS,
2004).

O carvdo produzido a partir de material lignocelul6sico da biomassa é chamado de
biocarvdo ou biochar, composto por carbono estavel (carbono fixo) e uma por¢do que sofre
degradacdo com maior facilidade (DEMIRBAS, 1997). O mesmo vem recebendo muita atengéo
da comunidade cientifica nos ultimos anos, para diversas aplicagbes. A literatura apresenta
estudos em que o biocarvao foi aplicado ao solo de forma intencional, visando obter estoque de
carbono resistente a degradacdo no solo e beneficios agricolas e florestais, como melhoria das
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, melhoria na capacidade de retencao
hidrica e diminuicdo de perdas de nutrientes porlixiviagdo (ALHO, 2012; SOHI, 2010;
LEHMANN, 2009).

No contexto da agricultura brasileira, a biomassa proveniente de residuos agricolas da
producdo de acucar e etanol € um material com grande potencial de aplica¢do. O Brasil é um
importante produtor de cana de agucar e 0 bagaco pode ser aproveitado para gerar energia
atraveés do processamento em caldeiras. Na producédo do alcool combustivel, em média, cada
tonelada de cana-de-aclcar produz 140 kg de bagaco e 140 kg de palha como residuo
(GUEDES, 2010). Além disso, outros residuos também merecem destaque, como a casca de
arroz, cascas de castanhas, c6co da bahia, cbco de babagu e dendé, cascas de laranjas, residuos

florestais e madeira etc.
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Bilba e Ouensanga (1996) estudaram as modificac¢des estruturais do bagaco de cana por
meio de pirolise, entre 200 e 800°C em atmosfera de N2(g), e aplicagdo de diferentes taxas de
aquecimento. O material carbonizado foi caracterizado por analise elementar e espectroscopia
na regido do infravermelho com transformada de Fourier. Os pesquisadores observaram que em
200°C j& e possivel verificar alteragdes estruturais em relacdo ao precursor. As principais
transformacdes ocorreram na faixa entre 300 e 400°C, atraves da degradacdo dos constituintes
do bagaco de cana. O tratamento térmico em temperaturas mais altas promoveu a formacao de
estruturas aromaticas, ruptura de ligagfes C-C e rearranjos na estrutura da lignina e liberacao
de compostos volateis formados (BILBA, 1996).

Fengyi e colaboradores (2014) estudaram a carbonizacao hidrotérmica do bagaco de cana
para obtencdo de pontos quanticos de grafeno ou carbono (PCs). O material foi submetido a
180°C durante trés horas, em autoclave de aco inox, na presenca de solucdo aquosa de hidroxido
de sédio 1 mol.L™. Foi possivel obter nanoparticulas com tamanho variando entre 1,2 e 3 nm,
e rendimento quantico de 9%, em comprimento de onda de excitacdo de 360 nm (FENGY]I,
2014).

2.2 BAMBU

O bambu tem significado cultural e ecolégico em muitos paises da Africa, América e
Asia, onde fornece beneficios ambientais, sociais e econdmicos (GRATANI et al. 2008). A
distribuicdo de diferentes espécies de bambu nas regides tropicais e subtropicais depende
naturalmente de certas condi¢bes, como tipo de solo, precipitacdo, temperatura e altitude. As
gramineas de bambu crescem naturalmente em areas que recebem uma precipitacdo de chuva
anual variando de 1200 a 4000 mm, com temperatura média anual variando de 8 a 36 °C. Eles
também crescem bem em diferentes tipos de solos, variando de aluvido rico a solos lateriticos

duros, solo argiloso e solos arenosos (JANSSEN, 1991).

O uso multifuncional do bambu, levando em consideracdo sua resiliéncia, taxas de
crescimento rapidas e a possibilidade de colheita multipla em poucos anos, sdo vantagens
significativas em relacdo as outras espécies florestais. O uso polivalente do bambu como
substituto da madeira tem muitos beneficios devido aos seus colmos lignificados, crescimento
rapido, sistemas de rizoma complexo e suas caracteristicas sustentaveis e regenerativas. O
bambu tem um valor de conservagdo e pode aliviar fenbmenos que emanam das mudancas
climaticas globais (LONDONO, 1992).
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O bambu é uma planta composta versatil que abrange diferentes espécies, sendo dificeis
de identificar ou classificar. No entanto, dada a sua importancia ecoldgica e econémica, a
identificacdo correta é fundamental para sua conservagdo e desenvolvimento. Isso é possivel
porque essas plantas possuem um robusto sistema de classificacdo filogenética que sustenta sua
identificacdo. Existem aproximadamente 1100 a 1500 espécies diferentes de bambu que foram
identificadas e classificadas em uma variedade de mais de 115 espécies de géneros em todo o
mundo (ZHAOHUA e WEI, 2018). Eles sdo classificados como grama, e ndo como arvores,
com doze grandes subfamilias (Anomochlooideae, Arundinoideae, Aristidoideae,
Danthonioideae, Ehrhartoideae, Micrairoideae, Poaceae, Pharoideae, Puelioideae, Pooideae,
Chloridodeae e Panicoideae). O bambu como grama pertence ao grupo e a ordem angiospermas
e monocotiledbneas, respectivamente. As gramineas de bambu sdo um membro da subfamilia
Poaceae (Gramineae). (LONDONO, 1992; OSEI et I., 2019; ZHAOHUA e WEI, 2018).

O bambu é dividido em duas partes principais, os rizomas e os colmos, conforme
observa-se na figura 1. A parte subterranea do colmo (caule) é conhecida como rizoma. Os
rizomas armazenam 0s nutrientes para o crescimento e protegem a planta no solo para seu
sustento. Os rizomas consistem em botdes que se desenvolvem em brotos que emergem do solo
para formar um grupo de colmos. O colmo, propriamente dito, é a parte superior da grama de
bambu que contém a maior parte do material lenhoso. (SMITH e NELSON, 2011).
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Figura 1 — Morfologia do crescimento de uma planta de bambu

Culmo

Fonte: Drumond e Wiedman (2017, p. 29)

O colmo de um bambu é cilindrico e subdividido em sec¢des por diafragmas ou nos. A
secdo entre dois n6s ao longo do colmo é conhecida como internddio (ALEXOPOULOU,
2018). O colmo por natureza é oco, com um didmetro variando de 0,64 cm a 30,48 cm, mas
possui uma parede espessa, 0 que o torna ideal para a producdo de componentes estruturais, e
uma altura de 0,30m a 36m. No entanto, o bambu nédo possui casca, mas possui uma pele externa

dura e macia devido a presenca de silica (ZHOU et al., 2005).

Os sistemas de galhos, bainha, folhas de folhagem e flores complementam o colmo do
bambu. As espécies de bambu diferem umas das outras em caracteristicas, como o estilo de
crescimento do colmo, que pode ser principalmente ereto ou ereto com pontas caidas, escaladas
ou arqueadas. O bambu possui um material composito natural de fibras de celulose imersas em
uma matriz de lignina com uma resisténcia a tracdo média de cerca de 700 MPa. Possui maior
resisténcia a tracdo, relacdo resisténcia/peso e capacidade especifica de suporte de carga em
comparagdo com 0 ago macico. No entanto, menos energia € necessaria para 0 Seu
processamento (ALEXOPOULOQOU, 2018).
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2.2.1 BAMBU COMPARADO COM ARVORES (MADEIRA)

O bambu é uma das plantas que cresce mais rapidamente no planeta, com taxas de
crescimento mais altas relatadas em regifes climéticas tropicais e subtropicais, se comparado
com arvores de extracdo de madeira. Todo bambu amadurece rapidamente e pode ter de 40 a
50 caules em um grupo, o que adiciona 10 a 20 colmos por ano (SMITH e NELSON, 2011),
em comparacao com a madeira que ndo adiciona uma unica sessdo. O bambu pode atingir sua
altura maxima em quatro a seis meses com incrementos didrios de 15 a 18 cm, enquanto a
madeira leva anos. A caracteristica de rapido crescimento do bambu oferece uma vantagem
adicional para sua utilizacdo, pois é um recurso renovavel de alto rendimento, barato e

abundante em todo o0 mundo para mdltiplas aplica¢6es industriais (SMITH e NELSON, 2011).

Existem varias caracteristicas diferentes entre bambu e madeira (JANSSEN, 1991). As
caracteristicas dimensionais do bambu, como diametro, espessura e comprimento internodal,
sdo estruturalmente macroscopicamente graduadas, enquanto a distribuicdo da fibra tem uma
arquitetura microscopicamente graduada, o que leva a propriedades muito mais desejaveis
(LONDONO, 1992).

Algumas espécies prosperam em climas temperados na Africa, Asia e Américas. Diz-se
que a planta de bambu é um dos mais antigos materiais de construcéo e reforco. Eles crescem
em planicies, colinas e regides montanhosas de alta altitude, e na maioria dos tipos de solos,
exceto em alcalinos, desertos e pantanos. Eles podem crescer do nivel do mar até os 4300 m. O
crescimento do bambu é adequado em solo argiloso, bem drenado, arenoso a argila, ou solo
derivado de rochas subjacentes com um pH de 5,0-6,5 (JANSSEN, 1991).

2.2.2 DIFERENCAS NAS CARACTERISTICAS DOS RIZOMAS E RAIZES DE
BAMBU E ARVORES

As arvores ndo tém rizomas e possuem raizes apenas subterraneas, enquanto 0s colmos
de bambu consistem em rizomas e raizes dentro de sua parte subterrdnea (JANSSEN, 1991,
SMITH e NELSON, 2011). Segue abaixo algumas comparacfes entre arvores (madeira) e

bambu:

e As hastes das arvores sdo principalmente de natureza sélida, enquanto as hastes de

bambu séo ocas e segmentadas.
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O caule da arvore tem como parte mais rigido a parte central, enquanto o bambu tem

como se¢do mais rigida o caule que é a periferia do colmo.

Pode-se dizer que as hastes de bambu n&o tém cobertura de casca em comparagao com
as hastes das arvores.

Os caules das arvores crescem lentamente em altura e didmetro por varias estacoes,
enguanto os colmos de bambu crescem extremamente rapido em altura, variando até 36

m em seis meses, atingindo a altura maxima em uma estacdo de crescimento.

As hastes das arvores crescem como entidades independentes, enquanto as hastes de
bambu crescem em associacgdo a partir de uma rede de rizomas, de modo que cada colmo

depende dos outros em um grupo.

A colheita do caule de uma arvore ndo influencia diretamente as arvores remanescentes
dentro da plantacéo, por outro lado, no caso da colheita de caules de bambu, hd um

efeito direto no restante das hastes da comunidade.

Ha comunicacdo radial (lateral) através das hastes das arvores, enquanto no bambu nao

héa trocas radiais (laterais) nas hastes, exceto nos nos.

ORIGEM DO BAMBU E SEUS HABITATS

A grama de bambu floresce com trés ou mais lodiculos, geralmente com seis estames, e

seus frutos possuem um pequeno embrido e hilo linear. Nos Gltimos anos, algumas das espécies

de bambu conseguiram crescer em habitats abertos, gramineos ou arbustos em altas altitudes
nos trépicos (LONDORNO, 1992). A planta de bambu é distribuida globalmente em todos os

continentes, exceto na Antartica e na Europa (figura 2). No entanto, algumas espécies foram

introduzidas na Europa ha alguns anos.
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Figura 2 — Distribuicdo geografica dos bambus lenhosos no mundo.

Fonte: Adaptado de Zhaohua e Wei (2018).

As principais espécies estdo distribuidas na Asia (China com cerca de 626 espécies,
india com 102 espécies, Japdo com 84, Mianmar 75 e Malasia com 50 espécies). Também na
América do Sul, o Brasil possui 134 espécies, Venezuela 68, Coldmbia 56, enquanto a Africa
possui cerca de cinco espécies. E distribuido da latitude 47°N a 50° 30°N. O bambu ocupa uma
ampla variedade de tipos de habitat de gramineas, especialmente em florestas, desde as zonas
climéticas temperadas até as tropicais, onde geralmente sdo dominantes e sdo elementos
altamente visiveis da vegetagdo (ZHAOHUA,; WEI, 2018).

2.24 O BAMBU NO BRASIL

O Brasil possui a maior diversidade de bambu das Américas, com 89% dos géneros e
65% das espécies conhecidas de bambu representadas. Essas espécies estdo distribuidas na
Mata Atléntica, no Cerrado e na Amazonia (ABREU et al., 2014; BONILLA et al., 2010).
Apesar da representacdo do bambu na estrutura e composi¢do dos biomas brasileiros e em sua
ampla gama de aplicac@es, pouca atencdo académica, ecoldgica ou comercial foi dada a esse
grupo de plantas. Abaixo esta listado trés dos diversos géneros de bambu mais presentes no

Brasil:

e Aulonemia Goudot é um género de bambu lenhoso tropical que compreende pelo menos 40

espécies. O género é distribuido do México ao sul do Brasil, com quase todas as espécies
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encontradas em locais umidos e de alta elevacdo. No Brasil, 15 espécies de Aulonemia
foram formalmente descritas, quase todas ocorrendo na Mata Atlantica, um hotspot de
biodiversidade (JANSSEN, 1991);

e Aulonemia aristulata (Délll) McClure (subtribo Bambuseae) é endémica no Brasil. E
tipicamente encontrado nas florestas atlanticas das regides sudeste e centro-leste como um
componente ndo dominante do sub-bosque. Recentemente, foi demonstrado o potencial
farmacoldgico dessa espécie como antioxidante, devido a presenca de compostos fendlicos
(ROKWELL e KAINER, 2015) e

A Aulonemia aristulata é considerada vulneravel a extincdo, de acordo com a lista
oficial de espécies ameacadas de extingdo em Sdo Paulo. Esta espécie mostra populacGes
descontinuas e de baixa densidade, mas pode atingir altas densidades nas bordas da floresta e
pode dominar o sub-histérico de fragmentos de florestas perturbados pelo dossel (RIBERIO et
al., 2018). Muitas das florestas brasileiras dominadas por bambu foram possivelmente
incentivadas pela ocupacéo indigena histdrica. No entanto, poucos pesquisadores que trabalham
na Ameérica Latina avaliaram o conhecimento ecoldgico local da floresta de bambu e as praticas

de manejo aplicadas pelos pequenos agricultores (DALAGNOL et al., 2018).

Apds longas pesquisas Londofio e Peterson (1991) concluiram que a paisagem da regido
sudoeste da bacia amazo6nica era dominada pela espécie Guadua weberbaueri, que se estendia
desde a porcédo sul da Amaz6nia peruana até o estado do Acre, no Brasil, e também para partes
isoladas do norte da Bolivia (LONDONO e PETERSON, 1991; RIBEIRO, 2018; SIVIERO et
al., 2019; SILVEIRA, 2001) (figura 3). A espécie Guadua desempenha um papel dominante e
frequentemente invasivo na dinamica dos ecossistemas regionais, dificultando a regeneracéo e
o recrutamento de espécies arboreas (SILVEIRA, 2001; SMITH e NELSON, 2011).
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Figura 3 — Densidade da distribui¢do geografica dos bambus no sudoeste da Amazonia (sombra mais escura).

5560m.
SO00my

Fonte: Silveira (2001)

Embora 0 mecanismo de direcionamento para o estabelecimento e persisténcia desse
tipo de floresta ainda seja debatido, Smith e Nelson (2011) postulam que os incéndios florestais
(cada vez mais frequentes no sudoeste da Amazdnia) (BARBOSA, 2019; NUMERO DE
INCENDIOS, 2019; MENDES, 2019; CASTRO, 2019) estfo favorecendo a disseminagéo e o
dominio de Guadua. Esse dominio s6 é abandonado em periodos de 25 a 30 anos quando 0s
bambus adultos florescem sincronicamente, dao frutos e morrem em grandes areas (RIBEIRO,
2018; SIVIERO et al., 2019; SILVEIRA, 2001). As florestas dominadas por Guadua cobrem
uma area contigua de pelo menos 161.000 km? no sudoeste da Amazoénia (RIBEIRO, 2018;
SIVIERO et al., 2019; SILVEIRA, 2001), sugerida por alguns como a maior floresta de bambu
do mundo (LONDONO, 2001).
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2.25 O POTENCIAL ECONOMICO DO BAMBU

As regides tropicais, principalmente a América do Sul e a Africa, estdo enfrentando a
maior perda de floresta do mundo, principalmente devido ao aumento da demanda por recursos
florestais, agricultura e expansdo de assentamentos (ZHOU et al., 2005). Infelizmente, a
degradacédo florestal acelera a perda de biodiversidade e afeta negativamente os meios de
subsisténcia dependentes da floresta (SIVIERO et al., 2019). Por outro lado, projeta-se que a
pressdo sobre as florestas aumente porque a demanda por madeira e outros produtos de base
florestal esté ligada ao rapido crescimento populacional e industrializagcdo (ZHOU et al., 2005).
Portanto, é fundamental uma busca por recursos naturais alternativos que possam melhorar o
meio ambiente e aumentar a renda das comunidades locais (ROCKWELL e KAINER, 2015).

Nas Ultimas décadas, uma onda de interesse em florestas de bambu gerou informacGes
cientificas valiosas sobre a ecologia da floresta neotropical dessa planta, definida como tendo
dez ou mais colmos de bambu por 100 m? de floresta (LONDONO; PETERSON e 1991;
CASAGRANDE JR., 2005; D’OLIVEIRA et al., 2013; DELAGNOL et al., 2018; SMITH e
NELSON 2011).

Nas areas tropicais e subtropicais, 0s bambus representam entre 20% e 25% da biomassa
total, o que contribui para seu status como um dos recursos renovaveis mais importantes.
Portanto, é necessario aprimorar a pesquisa sobre o bambu para criar um vinculo sélido entre o
desenvolvimento econdmico e as estratégias de conservacdo ambiental (CARVALHO et al.,
2013).

O bambu é uma das plantas que tem o potencial de substituir as arvores por iniciativas
de desenvolvimento (OSEI et al. 2019). A grama tem sido usada para controlar a erosdo,
proteger as margens dos rios, conservar a biodiversidade e para inUmeras iniciativas de
adaptacéo e mitigacdo das mudancas climaticas (LONDONO e PETERSON, 1991; SMITH e
NELSON, 2011). Em muitas partes da regido asiatica, o bambu é considerado um importante

recurso socioecondmico devido a sua abundancia e forte uso tradicional.

Na Amazonia brasileira 0 bambu é pouco explorado, sendo tratado ainda por diversos
extrativistas como uma praga a ser combatida. Porém, pela grande extensdo que a floresta de
bambu do tipo Guadua weberbaueri ocupa, suas aplicacdes comerciais e industriais sdo muitas,
principalmente em funcdo da grande quantidade de matéria prima disponivel e pela forma

acelerada com que as florestas de bambu crescem (BONILLA et al., 2010).
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2.3 CELULOSE

Também conhecida por ser o principal constituinte da biomassa, a celulose é um polimero
estrutural natural, abundante, acessivel e biodegradavel. Vegetais e algas sdo capazes de
sintetizar a celulose por meio da fotossintese. No que diz respeito & parede celular da espécie,
a proporgéo entre celulose, hemicelulose e lignina depende do tipo de vegetal, das condi¢bes
de crescimento, da parte do vegetal escolhida, da idade de colheita etc (OGEDA, 2010; DE
MESQUITA, 2012). Além disso, cianobacterias, algas, fungos, amebas e invertebrados

marinhos também podem praticar a biossintese da celulose (MOON, 2011).

A celulose é um polimero estrutural linear, e ndo ocorre de forma isolada. A
polimerizagdo ¢ obtida através de ligagdes glicosidicas -1,4 entre unidades D-glicopiranose.
A unidade de repeti¢do é composta por um dimero chamado celobiose. Os grupos hidroxilas da
estrutura polimérica geram interagfes intermoleculares do tipo ligacbes de hidrogénio
intramoleculares, as quais sdo responsaveis pela rigidez das cadeias unitarias e interacdes

intermoleculares, responsaveis pela formacéo da fibra vegetal (MOON, 2011).

Cadeias de celulose nas paredes celulares de vegetais apresentam diferentes graus de
polimerizacédo, na faixa de 5.000 u a 7.500 u, podendo chegar a 10.000 u na madeira ou 15.000
u no algoddo (DE MESQUITA, 2012). A temperatura ambiente, os anéis de glicose encontram-
se em conformacdo cadeira mais estavel, ndo fazendo transi¢des para outra conformacao
cadeira ou para varias possiveis formas barco-deformado. Com os anéis nesta conformacao, 0s
grupos hidroxilas ligados por ligacGes de hidrogénio e os substituintes hidroximetilas dos anéis
de piranose sdo equatoriais, direcionados a periferia do anel, enquanto os hidrogénios estdo em
posicdes axiais, apontando tanto para cima quanto para baixo, em relagcdo ao plano médio dos
anéis (OGEDA, 2010; DE MESQUITA, 2012).

A parede celular dos vegetais é um tecido semipermeavel, composto de depdsitos em
camadas de celulose fibrilar, em que sdo incorporados mais polimeros amorfos, incluindo
polissacarideos neutros e acidos, glicoproteinas, e substancias cerosas aromaticas. Além da
funcéo estrutural, a parede celular tem um papel fundamental na protecdo dos vegetais frente

ao ataque de microrganismos (RAVEN, 2001).

O papel estrutural da celulose tem sido comparado a fios de nylon, fibra de vidro ou as
hastes de suporte dentro do concreto reforcado. Fibrilas de celulose séo insoluveis, inelasticas

e sua configuracdo molecular faz com que as fibrilas apresentem resisténcia a tracao
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comparavel a do aco. A celulose confere uma combinacdo Unica de resiliéncia quimica,

flexibilidade e suporte mecanico para os tecidos em que reside (ROSS, 1991).

A composicdo estrutural da celulose é organizada em macrofibrilas e microfibrilas. As
macrofibrilas sdo formadas por conjuntos de muitas microfibrilas. Por sua vez, as microfibrilas
sdo constituidas por regides cristalinas, com maior organizacdo (micelas), e regides amorfas
(Figura 4). A producdo das microfibrilas de celulose € um processo de vérias etapas, bastante
especifico do organismo produtor. Variacbes neste processo influenciam a morfologia, a
estrutura cristalina, e as dimensdes das fibrilas resultantes (MOON, 2011).

Figura 4 — Imagem representativa da estrutura de celulose.
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Fonte: http://www.jrs.eu/jrs_en/innovative-funktionen/uebersicht-funktionen-jrs-produkte/index.php

As regides amorfas sdo mais susceptiveis a reacdes e processos de hidrdlise. A geometria
espacial deste arranjo covalente de cadeias polimericas paralelas ndo ramificadas da origem a
estruturas fibrilares estendidas, com grupos hidroxilas disponiveis para estabelecer interagdes
intermoleculares com os filamentos adjacentes. Surge dessa forma um grau de ordenamento

suficientemente elevado para ser detectado por difracdo de raios X (ROSS, 1991).

O grau de cristalinidade da celulose refere-se a quantidade relativa de celulose na regido
ordenada da estrutura fibrilar. A alta organizagcdo da estrutura cristalina da celulose e as

interacOes intermoleculares e intramoleculares conferem as fibras de celulose uma alta
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resisténcia a tracdo, a elongacéo e a solvatacdo (DA SILVA, 2008). As cadeias poliméricas séo
coesas devido ao estabelecimento de uma rede de interagdes intramoleculares, instituidas entre
um oxigénio O (6) ligado ao carbono 6 e a hidroxila O (2)H ligada ao carbono 2 da molécula
de glicose adjacente, e a hidroxila ligada ao carbono 3, O (3)H com o oxigénio no anel da
molécula adjacente (SJOSTROM, 1981).

2.4  MUNDO NANO E PRINCIPAIS DESCOBERTAS

NANOTUBOS DE CARBONO

Por volta de 1990, enquanto se explorava novas formas de fulerenos, Smalley (ANO)
sugeriu a possibilidade de fulereno tubular: um segmento reto de tubo de carbono tampado,
talvez por dois hemisférios de Ceo nas duas extremidades do tubo. Em geral os fulerenos sdo
solidos de cor preta e quando dispersos em determinados solventes formam suspensdes
coloridas. O Ceo, por exemplo, forma uma suspensdo magenta, o C7o uma suspensao vinho e o
C76 amarelo/esverdeado. Existem também o Cags, 0 Cg2 € 0 Cs40. O fulereno Czo apresenta apenas
12 pentagonos ndo possuindo hexagonos. O fulereno C7o, assemelha-se a uma bola de futebol,

com mais hexagonos, porém com o mesmo numero de pentdgonos (JELINEK, 2017).

Embora a ideia de Smalley possa ou ndo estar diretamente relacionada a grande entrada
de nanotubos de carbono (NTCs) no mundo cientifico, certamente quando o pesquisador
japonés Sumio lijima, relatou a primeira observacdo de NTCs de paredes multiplas (JELINEK,
2017) no ano seguinte (1991), o mundo foi trazido para testemunhar mais uma onda de outra
nova forma de carbono (HUI ET al., 2019).

lijima foi capaz de demonstrar claramente a presenca de nanotubos concéntricos
produzidos por evaporacdo de grafite por descarga de arco, cada um composto de 2 a 50
camadas de folhas de carbono. Dois anos depois, em 1993, o nanotubo de carbono de parede
unica (NTPU) (figura 5) foi identificado pela primeira vez em um laboratorio por lijima e
Ichihashi e, independentemente, por Bethune et al. (JELINEK, 2017).
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Figura 5 - Nanotubo de carbono de parede Gnica formado a partir de folha de carbono.
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Fonte: Huietal. (2019, p. 7)

O NTPU é composto de uma Unica camada de atomos de carbono em formato de uma
folha, arranjados numa configuracdo sp?, cilindrica e com didmetro variando de poucos
angstroms a nanémetros, tudo dependendo do método e condicdes particulares de sintese. O
comprimento normalmente varia de centenas de nandmetros a micrometros (CHENG e et. al.,
2019; KLINGELER e SIM, 2011; RAY e JANA, 2017).

As fortes ligacdes carbono-carbono e a rede que eles formam tornam os NTCs (figura
6) 375 vezes mais fortes do que 0 aco e apenas 1/16 mais densos. Como resultado, os NTCs
encontraram seu uso comercial facilmente em aplicacbes leves, como quadros de bicicletas e
tacos de golfe (RAY e JANA, 2017).

Com sua enorme area de superficie especifica > 1600 m?/g, o NTC mostra uma
extraordinaria capacidade de adsorcdo de superficie comparavel ou, em alguns casos, melhor
que o carvao ativado como material de adsorcéo, tudo por causa de sua estrutura altamente
incomum (CHENG et. al., 2019).
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Figura 6 - Nanotubo de carbono apresentado em uma imagem de alta resolug&o.

Fonte: Sattler (2016, p. 342)

GRAFENO

Pelo que sabemos, o grafeno pode estar ao nosso redor ha séculos. No entanto, foi
somente em 2004 que Konstantin Novoselov e Andre Geim isolaram (usando fita adesiva) uma
unica camada e poucas camadas de grafeno “suspenso” de grafite pirolitica altamente orientada
(JELINEK, 2017). O grafeno € caracterizado como folhas empilhadas individuais ou de poucas
camadas de atomos de carbono hibridizado com sp?, onde o nimero de folhas ndo excede 10
(MATHUR e SINGH, 2017). A estrutura do grafeno é referida como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos infinitos, contendo um nimero incontavel de anéis de benzeno fundidos
(MATHUR e SINGH, 2017; ZHANG et al., 2016).

O grafeno € o primeiro nanomaterial bidimensional conhecido por existir em forma
suspensa (figura 7), desafiando o conhecimento convencional anterior de que o material
bidimensional seria termodinamicamente instavel demais para existir. De fato, com forca
intrinseca de 130 GPa, médulo de Young por camada de 350 N/m e forca de ruptura de 42 N/m,
em sua forma tridimensional o grafeno € um dos materiais mais fortes do mundo ja descobertos
e, portanto, garante um titulo como supercarbono (JELINEK, 2017; LOSS, 2014; RAY e
JANA, 2017).
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Figura 7 — Estrutura do grafeno.

Fonte: Zhang et al. (2016, p. 32)

Como uma membrana cristalina 2D, o grafeno possui, coletivamente, um conjunto de
propriedades Unicas, superando qualquer outro material conhecido atualmente. Essas
propriedades incluem uma area superficial especifica extremamente grande (2630 m?/g ), baixa
densidade (<1 g/cm?®), mobilidade de carga ultra alta (> 2 x 10° cm?Vs ), excelente
condutividade elétrica (10* S/ cm) e boa condutividade térmica (> 5000 W/mK) comparado ao
do cobre (400 W/m.K), uma absorcdo Optica de banda larga uniforme que varia de UV
ultravioleta ao infravermelho distante (FIR) e excelente resisténcia mecéanica e flexibilidade
incomum (MATHUR e SINGH, 2017; GONCALVES et al., 2016; JELINEK, 2017).

NANOCRISTAIS DE CELULOSE

Materiais a base de celulose, como madeira, algodao, cAnhamo, linho, dentre outros,
tém sido utilizados ha séculos. Esses materiais de primeira geracdo, no entanto, ndo apresentam
a durabilidade, uniformidade e funcionalidade para suprir as necessidades cada vez crescentes

de materiais tecnologicos de alta performance, e atender as demandas atuais. As nanoestruturas
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rigidas presentes no interior da celulose, os nanocristais de celulose (NCC), também chamados
de nanowhiskers de celulose ou nanocelulose, sdo a base ideal para a industria moderna de
biopolimeros (MOON, 2011).

Com formato de bastdes (figura 8), os NCC apresentam propriedades mecanicas,
térmicas, Oticas, dentre outras, que possibilitam sua utilizacdo para diversas aplicacdes. A
literatura apresenta algumas dessas possibilidades: reforco em material polimérico, filmes
transparentes,  filmes antimicrobianos, displays flexiveis, implantes biomédicos,
supercapacitores, templates de dispositivos eletronicos, elevada fonte de carbono para produgéo

de materiais nanocarbonosos, etc (MOON, 2011).

Figura 8 — Imagem de microscopia eletrdnica de varredura e NCC.

\

Fonte: USDA/FPL

A sua elevada cristalinidade relativa, fortes interagcdes intermoleculares do tipo
ligagdes de hidrogénio e forcas de van der Waals, e sua estrutura de cadeia rigida ddo origem a
propriedades mecanicas que rivalizam com os de fibras sintéticas de aramida tais como Kevlar
(SINKO, 2015).

A superficie das nanoestruturas contém grupos hidroxila que participam de reacfes
quimicas, portanto, existem inumeras possibilidades de modificacdo da superficie deste

material. Os NCC apresentam alta razdo de aspecto e baixa densidade, em torno de 1,6g.cm
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(MOON, 2011). A razdo de aspecto € a razdo entre comprimento e largura (L/D, onde L é 0
comprimento e D o diametro) e depende do precursor celulésico utilizado para extracdo
(SOUZA, 2017).

A literatura apresenta diversas rotas para extracdo e purificacdo dos NCC. O modo
classico de obtencdo é através do processo de hidrolise acida controlada da celulose, em
temperaturas moderadas. A hidrolise acida ocorre inicialmente com a protonacao do oxigénio
glicosidico. Em seguida, observa-se a quebra da ligagio C1-O. O carbocation
gerado é estabilizado pela deslocalizagdo do par de elétrons existente sobre o oxigénio do anel
glicosidico, adjacente a C1. Ocorre um ataque nucleofilico da agua sobre CI1,

promovendo a regeneracao do acido, encerrando a etapa de despolimerizacdo (OGEDA, 2010).

Preferencialmente, as reac@es de hidrdlise acontecem nas regides amorfas, enquanto as
regibes cristalinas permanecem intactas. O empacotamento das cadeias poliméricas nessas
regides € menos compacto, as interagdes intermoleculares s&o0 menos intensas, e por isso essas
regides sdo degradadas mais facilmente (OGEDA, 2010). NCC podem ser extraidos de diversas
fontes, como algoddo (DONG, 1998), rami (HABIBI, 2008), sisal (SIQUEIRA, 2009),
tunicados (LIMA, 2002), celulose bacteriana (HIRAI, 2009), trigo (HELBERT, 1996), linho
(CAOQ, 2008), entre outras.

As condicdes de tempo, velocidade de agitacdo, temperatura e concentracdo do acido
empregado no processo determinam as caracteristicas apresentadas pelas estruturas
nanocristalinas resultantes. A natureza do acido utilizado e a proporcéo entre a quantidade de
acido e fibras celul6sicas também é um parametro essencial. As suspensdes aquosas resultantes
contendo os NCC sdo subsequentemente diluidas e lavadas com ciclos sucessivos de
centrifugacdo. A dialise também pode ser utilizada para remover o excesso de acido das
dispersdes (OGEDA, 2010).

PONTOS QUANTICOS DE CARBONO (PCs)

Também conhecidos como cabon dots ou pontos quanticos de grafeno por possuir
propriedades fisicas, quimicas e estruturas similar aos 0xidos de grafeno, os PCs se diferenciam
do grafeno em termo de tamanho, possuindo forma quase esférica com diametro abaixo de 10
nm (ARNAULT, 2017).

A primeira descoberta relatada dos PCs foi o resultado de um aparecimento acidental

dessas nanoparticulas fluorescentes como subproduto durante a purificacdo de NTCPU por Xu
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e colaboradores no ano de 2004. Esta fragdo fluorescente separada durante a purificagéo foi
identificada como uma mera impureza na fuligem do nanotubo bruto que em analises
posteriores exibiu fluorescéncia na luz UV (Figura 9) (JELINEK, 2017).

Figura 9 — Nanoparticulas de carbono: pontos brancos fluorescentes excitados com luz UV-vis e pontos pretos
ndo excitados com qualquer tipo de luz.

Fonte: Jelinek (2017, p. 6)

A descoberta de PCs, que revelou uma nova forma de nanoestrutura de carbono
fluorescente, atraiu os pesquisadores para explorar essas nanoparticulas recém-encontradas e
entender sua sintese e propriedades (MATHUR e SINGH, 2017; GONCALVES et al., 2016;
HUI et al., 2019). Posteriormente, essas nanoparticulas de carbono foram denominadas Pontos
Quanticos de Carbono devido as suas semelhangas impressionantes com pontos quanticos
semicondutor inorganico, como tamanho, propriedades e fotoatividade (JELINEK, 2017).
Ainda em comparacdo com os semicondutores inorganicos, os PCs mostram propriedades
superiores por ndo possuir toxicidade in vivo (biocompatibilidade), resisténcia ao clareamento
fotogréfico, solubilidade em &gua e protocolo de sintese comparativamente barato (MATHUR
e SINGH, 2017).

Os PCs detém excelente fluorescéncia, sintese simples e baixo custo em comparacgéo a
nanoparticulas inorgénicas fluorescentes. Numerosos estudos avaliaram a sintese em larga
escala, propriedades e aplicagdes de PCs. A partir disso, foram demonstradas aplicagdes
abrangentes desses nanomateriais, incluindo seu uso como biossensores, sondas de bioimagem
e catalisadores (SHARON e MEWADA, 2018).

Além disso, as propriedades de fluorescéncia dos PCs os tornam Uteis para aplicacéo

em quimica analitica, particularmente na deteccdo de poluicdo ambiental e na bioimagem
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(SHARON e MEWADA, 2018). Varios métodos analiticos para a deteccdo de compostos
toxicos baseados em biossensores ou eletroquimica foram propostos (LOSS, 2014); no entanto,
a maioria desses métodos é imprecisa ou demorada em aplicacdes praticas (MATHUR e
SINGH, 2017).

Diversos grupos quimicos, incluindo nitrogenados, oxigenados e sulfonados, compdem
a superficie dos PCs. Juntamente a isso, suas excelentes caracteristicas de fluorescéncia,
levaram esses nanomateriais ao desenvolvimento de sensores bioldgicos, como 0s para a
deteccdo de contaminantes quimicos industriais [p-nitrofenol (p-NP), 4-clorofenol (4-CP),
fenol e 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCP)]. Além disso, a boa fotoestabilidade e as propriedades
Opticas, bem como a falta de fotodegradacao, tornam os PCs adequados para a visualizacao de
organismos in vitro e in vivo, como confirmado por varios pesquisadores (ATCHUDAN et al.,
2019; CHENG et al., 2019; ROY et al., 2019; QIN et al., 2020; QU et al., 2020; ZHANG et al.,

2020). A figura 10 mostra uma representacdo esquematica da estrutura quimica de um PC.

Figura 10 — representacdo esquematica da estrutura quimica de um PC.

Fonte: DEMCHENKO e DEKALIUK (2013).

Yang et al. (2020) estabeleceram a viabilidade de PCs para imagens in vivo em
camundongos, com emissdo detectavel de fluorescéncia brilhante. Zhang et al. (2020)
revelaram que, sob excitagdo a 405 nm, 488 nm e 543 nm, os PCs cultivados em células emitem
forte fluorescéncia azul, verde e vermelha, respectivamente. Portanto, os PCs mostram um

grande potencial para geracdo de imagens de células, imagens de bactérias e rotulagem como
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nanomateriais fluorescentes biocompativeis.

241 BIONANOSSONDAS

Para criar uma representacdo precisa de objetos e/ou processos bioldgicos, uma serie de
tecnologias de imagem de ultima geracdo foi desenvolvida para aprimorar a resolucdo da
imagem Optica, incluindo microscopia de deplecdo de emissdo estimulada, microscopia de
reconstrugdo Optica estocéstica, microscopia de localizagdo fotoativada e microscopia de
fluorescéncia de reflexdo interna total, todas com maior sensibilidade e maior resolugéo
(ZHANG et al., 2016). Essas tecnologias se mostram mais vantajosas quando utilizadas para
observar estruturas celulares e para visualizar eventos dindmicos que ocorrem em uma célula

viva.

As sondas fluorescentes, também chamadas de nanofdsforos, com alto brilho e
fotoestabilidade sdo necessarias a todas as modalidades de imagem. As técnicas de imagem por
fluorescéncia estdo sendo cada vez mais exploradas por cientistas, gracas a seus beneficios
distintos, como a disponibilidade de agentes de imagem biocompativeis, instrumentos
manobraveis e alta resolucdo temporal com boa sensibilidade. Sem davida, a imagem por
fluorescéncia deu um passo altamente significativo na pesquisa basica em ciéncias da vida para
aplicacdes clinicas, uma vez que é ndo invasiva, rapida, altamente sensivel e relativamente
barata (SATTLER, 2016; JALINEK, 2017).

As sondas fluorescentes sdo fundamentais para aplicacGes de bioimagem, como rotular
as moléculas alvo, investigar comportamentos in vitro e in vivo de espécies quimicas e
biolégicas e diagnosticar doencas (Goncalves et al., 2016). Concorda-se que a sonda
fluorescente determine em grande medida a qualidade da imagem por fluorescéncia (JELINEK,
2017). Como resultado, sondas fluorescentes de alta qualidade sdo basicamente essenciais e
devem possuir: expressiva fluorescéncia, dispersibilidade em agua, estabilidade quimica,
fotoestabilidade e biocompatibilidade (MATHUR e SINGH, 2017).

A fim de obter uma saida de sinal favoravel, uma ampla gama de sondas fluorescentes
baseadas em varios tipos de moléculas e nanoparticulas coloidais foram investigadas
(JELINEK, 2017). Especificamente, as pequenas moléculas (por exemplo, proteinas
fluorescentes e corantes organicos) apresentam excelente biocompatibilidade e tamanhos
relativamente pequenos, que sdo mais apropriados para a marcacgéo intracelular de alvos (RAY
e JANA, 2017; MATHUR e SINGH, 2017; SHARON e MEWADA, 2018).
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Durante muito tempo proteinas fluorescentes e corantes organicos, serviram como
biossondas fluorescentes e foram amplamente utilizadas para pesquisas biologicas e
biomédicas. No entanto, seu fotobranqueamento grave limitou severamente suas aplicacdes,
especialmente para bioimagem a longo prazo (RAY e JANA, 2017; ZHANG et al., 2016).

Em contraste com as proteinas fluorescentes e 0s corantes organicos, 0s pontos quanticos
inorganicos possuem excelente fotoestabilidade com espectros de emissdo estreita e
fotoexcitagdo ampla, alta fluorescéncia e comprimentos de onda de emissdo ajustaveis em
tamanho, o que os tornam ideais para imagens multiplexadas por longos periodos (ZHANG et
al., 2016). Sua unica desvantagem é que a maioria dos pontos quanticos inorganicos contém
jons de metais pesados (por exemplo, Cd?*, Te?™ etc.), o que apresenta grande preocupacio de
seguranca, apesar de uma série de estratégias de modificacdo da superficie (por exemplo,
revestimento ZnS/revestimento de silica/polimero) disponiveis que reduzem a toxicidade até
certo ponto (JELINEK, 2017).

E importante notar que os nanofésforos de conversdo ascendente, compostos por
nanocristais dopados com lantanideos, podem converter varios fétons de infravermelho
préximo em um foéton de luz visivel através de processos de transferéncia de energia, que sao
resistentes a fotodegradacdo quando comparados a proteinas fluorescentes e organicos
(ZHANG et al., 2016).

Com as vantagens de auto-fluorescéncia minima (ruido de fundo), baixa toxicidade,
altos rendimentos quénticos, linhas de absor¢do e emissdo nitidas e vida util longa, os
nanofésforos de conversdo ascendente estdo abrindo novas portas para uma proxima geracdo
de possiveis modalidades de bioimagem. (RAY e JANA, 2017; ZHANG et al., 2016).

Recentemente, as nanoparticulas de silicio demonstraram ser biodegradaveis e podem
ser facilmente excretadas do corpo por meio de depuracao renal. Sem toxicidade detectavel in
vivo, essas nanoparticulas fluorescentes sao caracterizadas por biocompatibilidade favoravel e
propriedades Opticas Unicas, como alta fluorescéncia e fotoestabilidade robusta. As
nanoparticulas de silicio fluorescentes também tém sido extensivamente investigadas como um

novo tipo de nanossonda de alta qualidade para aplica¢6es de bioimagem (SATTLER, 2016).

Enquanto isso, ha outra nova geracdo de sondas promissoras que inspiram grande
interesse devido a sua longa vida util de fluorescéncia, emissao prolongada no infravermelho
distante (600-800 nm), excelente fotoestabilidade e facilidade na funcionalizagdo da superficie:

os nanodiamantes fluorescentes contendo centros de vacancia de nitrogénio com carga negativa
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como fluoréforos (SATTLER, 2016).

Semelhante aos nanodiamantes, os PCs estdo atraindo interesses mundiais por si s6. Em
comparagdo com as nanossondas fluorescentes baseadas em pontos quénticos inorganicos, PCs,
que sdo feitos de elemento de carbono biocompativel, sem metais pesados ou toxicos, sdo
considerados uma alternativa fascinante (SUN et al., 2009a; TAO et al., 2011; QU et al., 2011,
ZHU et al., 2012; ZHANG et al.,, 2020; YANG et al., 2020). Esses pontos quanticos
carbonaceos contém varias caracteristicas favordveis dos pontos quénticos tradicionais
baseados em semicondutores, incluindo facilidade de bioconjugacdo, resisténcia a
fotodegradacéo, emissdo de luminescéncia dependente do tamanho e do comprimento de onda
e auséncia de toxicidade intrinseca (RAY e JANA, 2017; MATHUR e SINGH, 2017; SHARON
e MEWADA, 2018).

Portanto, na ultima década, os PCs tém sido intensamente explorados como um novo
tipo de nanossonda fluorescente, aproveitando suas propriedades dpticas exclusivas, sua
biocompatibilidade favoravel e amplitude para aplicacdes de bioimagem in vitro e in vivo (SUN
etal., 2009a; TAOetal., 2011; QU et al., 2011; ZHU et al., 2012; ZHANG et al., 2020; YANG
et al., 2020).

OBTENCAO DE IMAGENS IN VITRO

Sun et al. (2009a; 2009b), foram os pioneiros na utilizacdo de PCs para aplicacdes de
bioimagem. Eles indicaram a possibilidade de pontos de carbono funcionalizados com
poli(propioniletilenoimina-co-etilenoimina) (PPEI-EI) para microscopia de luminescéncia de
dois fotons usando células MCF-7 de cancer de mama humano como modelo celular. Quando
incubadas com PCs por 2 h em temperatura ambiente, as células mostraram luminescéncia
verde brilhante nas regides da membrana celular e citoplasma ap6s serem lavadas para remover
quaisquer PCs extracelulares e observadas por um microscéopio de fluorescéncia com excitacao
de 800 nm (SUN et al., 2009a). Seu trabalho inspirou cientistas de todo o mundo a utilizar PCs

como sondas fluorescentes na bioimagem.

Em 2014, Kong e colaboradores sintetizaram PCs por refluxo em Polietilenoglicol
(PEG), que exibiam excelente biocompatibilidade, forte fotoluminescéncia e propriedades
estaveis de fluorescéncia, mesmo quando expostas a diferentes temperaturas, forgas iénicas e
tempos (figura 11a). Além disso, os PCs foram capazes de marcar o nucleo celular sozinho,

sem manchar outras partes da célula, permitindo a selecdo eficiente de organelas e a localizagéo
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subcelular precisa das sondas fluorescentes, conforme observado na figura 11 (11b, 11c, 11d e
11e). Portanto, é razoavel considerar PCs como um alvo ideal em imagens celulares, em vez de

corantes disponiveis comercialmente.

Figura 11 — Células HeLa coradas com PCs.
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Apesar das vantagens fundamentais dos PCs para aplica¢fes de bioimagem, incluindo
uma ampla possibilidade de funcionalizacdo da superficie, emissdo multicolor e excelente
biocompatibilidade, ha relatos limitados sobre imagens de super-resolucdo com pontos de
carbono (LEMENAGER et al., 2014). Leménager et al. (2014) empregaram com sucesso a
microscopia de deple¢do via emissdo estimulada para observar PCs em células com uma
resolucdo de até 30 nm, alcancando uma melhoria de mais de seis vezes a resolucdo espacial

nas células fixas e vivas em comparacdo com a microscopia confocal convencional.

Nesse caso, eles produziram as nanoparticulas de carbono por ablacéo a laser de uma
fonte de carbono e as passivaram com o oligbmero polietilenoglicol (ConHan+20n+1)
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(PEG1500N) finalizado com diamina. Notavelmente, a aplicacdo bem-sucedida de PCs para
imagens de deplecdo via emissdo estimulada de alta resolucdo abriria uma ampla gama de
aplicacdes e proporcionaria mais possibilidades nas ciéncias da vida (LEMENAGER et al.,
2014).

A bioimagem de PCs se torna mais significativa quando elas sdo Uteis na bioanélise. Por
exemplo, em 2011, Zhu e colaboradores utilizaram sensores ratiométricos para detectar Cu?* in
vitro, integrando PCs revestidos com uma molécula orgénica especifica N- (2-aminoetil) -N,
N, N’tris (piridin-2-metil) etano-1,2-diamina (AE-TPEA) e CdSe / ZnS QDs (ZHU et al., 2012).
Observa-se na figura 12a a sobreposicdo de imagens de campo claro e fluorescéncia de células
HelLa. Em 12b e 12c sdo observadas imagens resultantes da fluorescéncia confocal das células
HeLa antes e ap0s o tratamento exogeno da fonte de Cu?*, respectivamente. Em (d) é mostrado
o gréafico de barras representando a intensidade integrada de 480 nm a 580 nm sobre a
intensidade de fluorescéncia integrada de 600 nm a 680 nm. Frise-se que os valores
apresentados sdo a propor¢do media gerada a partir da intensidade de trés campos selecionados
aleatoriamente em ambos os canais. Em (e, g) observa-se imagens de fluorescéncia confocal
obtidas de 480nm a 580 nm antes e ap0s o tratamento exdgeno da fonte de Cu?*, enquanto (f,
h) sdo de 600nm a 680 nm (ZHU et al., 2011).
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Figura 12 — Ilustracdo esquematica da deteccéo fluorescente de dupla emissdo de Cu?”.
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A sonda fluorescente pdde detectar Cu?* em concentragdes que variam de 5 um a 200
um por mL em pH fisiologico. Apos a absorcgdo, como indicado na Figura 12, as nanoparticulas
residiam em diversos compartimentos intracelulares: quando tratadas por uma fonte exdgena
de Cu?*, a cor da emissdo de fluorescéncia da sonda passou de verde-amarelado para vermelho
(somente CdSe/ZnS QDs emite) que, usando a bioimagem, os sensores hibridos de emissao
dupla baseados em PCs podem oferecer grandes promessas para a investigacdo de processos
bioldgicos fundamentais (ZHU et al., 2012).

IMAGENS IN VIVO

Além de relatorios relativamente abundantes relacionados a biosondas a base de PCs
para bioimagem in vitro, tem havido varios estudos pioneiros sobre a obtencdo de bioimagens
in vivo nos ultimos anos. Em 2009 Yang e outros pesquisadores, pressionaram a gquente uma
mistura de po de grafite e cimento, PCs sintetizados via ablagdo a laser (usando um laser Nd:
YAG com comutacdo Q que emite a 1064 nm, 10Hz) com passivacao da superficie com diamina
e PEG.

Em 2011, Tao et al. prepararam PCs a partir de nanotubos de carbono e grafite por um
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tratamento com &cido misto, com o qual a bioimagem de fluorescéncia in vivo foi realizada
(Figura 13). Os pesquisadores usaram diversos comprimentos de onda de excitacdo (por
exemplo, 455 nm, 523 nm, 595 nm, 605 nm, 635 nm, 661 nm e 704 nm) e diferenciaram a

autofluorescéncia de fundo (verde) por desmistificagdo espectral.

Os pontos injetados subcutaneamente (vermelho) exibiram imagens de fluorescéncia
brilhantes, entre as quais aquelas tomadas sob excitacdo de comprimento de onda maior (595
nm e além) apresentaram uma separacdo muito melhor entre sinal e fundo, a medida que o
fundo de autofluorescéncia tecidual diminuiu em comprimentos de onda mais longos. Além
disso, ndo foi encontrada toxicidade perceptivel dos PCs nos animais tratados, mostrando assim
que os PCs dettm um potencial excepcional na aplicacdo de imagens biomédicas como

nanossondas opticas (TAO et al., 2011).

Figura 13 — Imagens de fluorescéncia in vivo de um rato injetado com PCs.
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Fonte: Tao et al. (2011)

Da mesma forma, os PCs sintetizados a partir da fuligem dos pneus que podem ser
encontrados em todos os lugares - também sdo muito promissores para a bioimagem in vivo.
Ko et al. (2019) utilizaram PCs derivados da fuligem do pneu misturando os materiais coletados
da combustdo de varias pecas de pneus com acido nitrico e, em seguida, demonstraram a

fluorescéncia infravermelho proximo dos PCs usando C6 (uma linhagem de células de glioma
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de rato) celulas para bioimagem in vitro e in vivo.

A anélise microscopica confocal comprovou que PCs eram capazes de entrar facilmente
nas células C6, mesmo na auséncia de qualquer funcionalidade adicional na superficie dos
pontos de carbono. As células C6 com e sem captacdo de PCs foram entdo implantadas

subcutaneamente na coxa direita e na coxa esquerda de camundongos, respectivamente.

Como mostrado na Figura 14, imagens in vivo das células C6 injetadas subcutaneamente
contendo PCs foram adquiridas com uma série de comprimentos de onda de excitacéo (430 nm,
465 nm, 500 nm, 535 nm, 570 nm, 605 nm, 640 nm, 675 nm e 710 nm). Obviamente, a
intensidade da fluorescéncia diminuiu com comprimentos de onda de excitagdo mais longos,
mas um sinal de fluorescéncia relativamente forte pode ser obtido diferenciado do fundo em
comprimentos de onda de emissdo de 660 nm, 700 nm, 740 nm e 800 nm. Devido as suas
propriedades infravermelho proximo, os PCs sdo particularmente vantajosos para obtencdo de

imagens in vivo de alta resolugéo.

Figura 14 — Imagens in vivo obtidas a partir da injecdo de PCs derivados da fuligem de pneus em camundongos.
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Fonte: Ko et al. (2019)

Como prova de conceito em aplicagcbes de bioimagem, Wang et al. (2019)
sintetizaram e utilizaram PCs a partir de leite por métodos assistidos por microondas para

bioimagem in vitro e in vivo. Em seu trabalho, as células HeLa foram coradas com PCs com
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cores azuis, verdes e vermelhas distintas sob excitacéo de 405, 488 e 543 nm, respectivamente,
mostrando que a maioria dos PCs estava distribuida na membrana celular e nas areas
citoplasmaticas, como evidenciado pela forte fluorescéncia existente, que contrasta
acentuadamente com os fracos sinais fluorescentes dos PCs localizados no nucleo da célula,

conforme pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 — Imagens de microscopia confocal de varredura a laser das células HeLa marcadas com PCs.

Fonte: Wang et al. (2019)

Na figura (a) observa-se a resultante da excitacdo a 405 nm; passagem da banda de
emissdo: 420-480 nm; em b) excitacdo a 488 nm; passagem da banda de emissdo: 500-580 nm;
em c) excitacdo a 543 nm; passagem da banda de emissé&o: 580-660 nm e (d) campo claro (barra
de escala a 25 pm). Nas figuras (15e — 15h) sdo imagens de fluorescéncia de um camundongo
com tumor U87 MG apds injecdo intratumoral de PCs, em (f) a autofluorescéncia do
camundongo, (g) fluorescéncia dos PCs (com excitacdo a 455 nm, emissdo a 500-650 nm e
tempo de exposicdo 200 ms) e (h) imagens mescladas.

Em 2020, para a circulagéo do corpo inteiro, Yang et. al. injetou uma suspenséo de PCs
(440 ug em 200 pL) por via intravenosa em camundongos, logo apos, o abddmen foi raspado
para deteccdo de fluorescéncia dos pontos presos nos 6rgéos durante a circulagdo. Conforme
indicado na Figura 16, apenas as emissdes da area da bexiga e dos rins foram observadas e a

fluorescéncia brilhante na urina tornou-se visivel na imagem apds 3 h, a microscopia de
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localizagéo fotoativada permitiu a exibi¢do dos PCs injetados por via intravenosa.

Figura 16 — Injeg&o intravenosa de solu¢do de PCs em camundongos.
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Fonte: Yang et al. (2020)

Além de atil como biomarcador, esta pesquisa detectou expressiva atividade
antibacteriana dos PCs em algumas bactérias, tanto Gram positivas quanto Gram negativas,
comuns no cotidiano. Portanto, abre-se um paréntese aqui para uma pequena introducdo acerca

desses microrganismos, antes da explanacdo dos métodos de obtencdo dos PCs.

2.5 BACTERIAS

Bactérias sdo seres vivos formados por uma unica célula (unicelulares), normalmente de
2 a5 um de comprimento, e podem ou ndo formar col6nias. Esses organismos possuem material
genetico disperso no citoplasma, sendo, portanto, denominados de procariontes. Na grande
maioria das bactérias, além da membrana plasmatica encontrada em todas as células, € possivel
observar externamente uma parede celular constituida, principalmente, por peptideoglicano.
Essa parede celular apresenta como principal fungdo manter a forma das células bacterianas e
garantir protecdo. Além disso, é possivel perceber em algumas espécies uma capsula
polissacaridica envolvendo a parede (BACTERIAS, 2022).


https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/a-importancia-das-bacterias.htm
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As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra. Elas sdo encontradas em
qualquer lugar, revestem a pele, as mucosas e cobrem o trato intestinal dos homens e dos
animais. Elas estdo intrinsecamente ligadas as vidas de organismos e aos amplos ambientes em
que habitam. Muitas bactérias sdo inofensivas. Algumas sdo benéficas para seu hospedeiro
(homem, animal, planta) e provém nutrientes ou prote¢éo contra patégenos e doencas, limitando
a habilidade de colonizacdo de bactérias nocivas (SANTOS, 2004).

A resisténcia aos antibidticos € inevitavel e irreversivel, isso é a consequéncia natural
da adaptacdo da célula bacteriana a exposicao aos antibidticos. O uso intenso de antibioticos na
medicina, na producéo de alimentos para animais e na agricultura tem causado um aumento na
resisténcia aquelas drogas. A resisténcia antimicrobiana tornou-se o principal problema de
salde publica no mundo, afetando todos os paises, desenvolvidos ou ndo. Ela é uma inevitavel
consequéncia do uso indiscriminado de antibioticos em humanos e animais (CASADEVALL,
1996). Segue abaixo uma concisa descricdo de trés das muitas bactérias mais presentes no nosso

cotidiano com historico de resisténcia a antibioticos.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (AS)

Os Staphylococcus sdo cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 um
a 1,5 um de diametro, imoveis, ndo-esporulados e geralmente ndo-encapsulados. Essa bactéria
pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos pares, em cadeias curtas,
ou agrupados irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas), devido a sua
divisdo celular, que ocorre em trés planos perpendiculares (CASSETTARI, 2005; KONEMAN,
2001; TRABULSI, 2005).

A distribuicdo de S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria € significativamente
capaz de resistir a dessecacdo e ao frio, podendo permanecer viavel a reproducdo por longos
periodos em particulas de poeira. Esse microorganismo pode ser encontrado no ambiente de
circulacdo do ser humano, sendo o proprio homem seu principal reservatorio, além de estar
presente em diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele. Desses
sitios anatdbmicos, as narinas possuem o maior indice de colonizacao, cuja prevaléncia é de
cerca de 40% na populacdo adulta, podendo ser ainda maior dentro de hospitais
(BANNERMAN, 2003; CARVALHO, 2005; CAVALCANT]I, 2005).

S. aureus pode causar infeccGes em sitios anatdmicos distantes, como endocardites,
osteomielites, pioartrites e formacdo de abscessos metastaticos, em particular em pele, tecidos

subcutaneos, pulmdes, figado, rins e cérebro. Essa bactéria € a segunda maior causa de
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meningites associadas a derivagbes ventriculoperitoneais, sendo um dos muitos agentes
responsaveis por peritonite em pacientes submetidos a dialise peritoneal continua
(CARVALHO, 2005; CAVALCANTI, 2005; FOSTER, 1998).

O S. aureus €é a bactéria mais comum também em infeccdes dsseas, artrites sépticas e
infeccdes de préteses dsseas. Essas infeccdes se caracterizam pela dificuldade de tratamento,
que pode incluir intervencgdes cirurgicas e longos periodos de antibioticoterapia. A relagdo desse
microrganismo com infec¢des Osseas estd no fato de essa bactéria ser capaz de expressar
numerosas proteinas de superficie, denominadas adesinas, que permitem a adesdo aos
componentes da matriz 6ssea (fibronectina), laminina, colageno, entre outros. Algumas cepas
de S. aureus podem sobreviver intracelularmente em osteoblastos, as vezes metabolicamente
inativas, tornando-se tolerantes a a¢do dos antibioticos. Além disso, o S. aureus pode formar
biofilmes na superficie de materiais estranhos ao organismo, como cateteres endovenosos e
préteses, que funcionam como locais protegidos contra a acdo de antibidticos e do sistema
imunoldgico do hospedeiro (DAVIS, 2005).

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (ST)

A Salmonella é uma bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae e compreendem
bacilos Gram negativos ndo produtores de esporos. E constituido por bastonetes de 0,5 um a
0,7 um por 1 a 3 um. S&do anaerdbios facultativos, produzem géas a partir de glicose (exceto S.
Typhi) e séo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A maioria € mdvel,
através de flagelos peritriquios, exce¢do desta a S. pullorum e a S. gallinarum, que séo imdveis.
A taxonomia do género Salmonella é baseada na composicao de seus antigenos de superficie,

que sdo os antigenos somaticos, os flagelares e os capsulares (FRANCO e LANDGRAF, 2004).

A febre tifoide é uma doenca sistémica, causada pela Salmonella entérica sorotipo
Typhi, caracterizada clinicamente por febre alta, cefaleia, diarreia e dor abdominal, com elevada
prevaléncia em regides de precarias condi¢cdes sanitarias, cuja transmissao ocorre por meio do
consumo de agua e alimentos contaminados (OGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003).

Em todo o mundo estima-se, anualmente, a ocorréncia de 12 a 33 milhdes de casos de
febre tifoide que ocasiona 600 mil mortes, com a maioria das notificagdes ocorrendo em paises
da Asia (60%) e Africa (35%), onde se apresenta de forma endémica, com epidemias

esporadicas. Em paises desenvolvidos, os casos verificados sdo geralmente "importados" por
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meio de individuos que viajam aos paises onde ocorre a doenca (LYNCH, 2006). Segundo os
dados do Ministério da Saude (2010), no Brasil, todas as regides registram casos, com indices
maiores nos estados do Norte e Nordeste brasileiro, com os Estados da Bahia (1.765) e

Amazonas (1.447) apresentando 0s maiores nimeros de casos nos dez ultimos anos.
Escherichia coli ATCC 25922

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, cuja espécie mais
pesquisada mundialmente é a E. coli, devido a sua importancia para a saude publica e a sua
recorréncia em doencas entéricas. E uma bactéria gram-negativa, presente no trato intestinal de
animais homeotérmicos, entre eles, o ser humano. E comensal, ja que habita o intestino sem
causar doencas. Apenas uma pequena parte das estirpes apresenta patogenicidade responsavel
por enfermidades, sendo seis 0s patétipos (grupos que apresentam diferentes mecanismos de
viruléncia) de E. coli diarreiogénica que causam uma variedade de tipos de doencas, como, por

exemplo, a sindrome hemolitico-urémica (KUHNERT et al., 2000).

A E. coli diarreiogénica possui grupos relevantes, pela importancia clinica devido a
producdo de enterotoxinas semelhantes as da Shigella drysenteriare, que em casos mais severos
progride para colites hemorragicas, podendo levar a 6bito. E também considerada como um
patdgeno alimentar emergente com sintomas severos (SCHLENKER & SURAWICZ, 2009).
Esse patdtipo ndo possui limites estabelecidos pela legislacdo brasileira para alimentos e
contato com corpos d’agua e sua utilizagdo. Para Caldorin et al. (2013), mesmo que a ocorréncia
de doengas diarreicas em humanos no Brasil seja discreta, diversos estudos nacionais em

rebanhos bovinos evidenciam a prevaléncia de cepas dessas bactérias no pais.

Para a Organizacdo Mundial da Saude (1998), o crescente aumento dos surtos diarreicos
relacionados com a E. coli no mundo corrobora para demonstrar a importancia da obtencéo de
dados da estirpe, principalmente devido ao fato de o Brasil fazer divisa com a Argentina, onde
essa bactéria é endémica. Além do fato de a caracteristica de contaminacgdo, até entdo
prioritariamente por ingestdo de alimentos de origem animal, ter adquirido novo perfil, sendo
que o dltimo grande surto mundial de E. coli foi por contaminacdo de vegetais por agua de
irrigacio (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011).
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2.6 METODOS DE PREPARAGAO DE PCs

Desde 2004, ap6s a identificacdo dos PCs, uma variedade de métodos fisicos e quimicos
de alta eficacia foram introduzidas para o preparo desses nanomateriais (SATTLER, 2016). Os
métodos de preparacdo podem ser classificados entre bottom up ou top down. Os processos top
down utilizam uma fonte purissima de carbono, como grafite de alta pureza, e promovem a
partir deste precursor macroscopico a obtencdo das nanoparticulas de interesse. Referem-se,
portanto & miniaturizacdo de uma fonte grafitica precursora. Sdo estes: a ablacdo a laser,
descarga por arco voltaico, choque eletroquimico em nanotubos de carbono, esfoliacdo
eletroquimica de grafite, irradiacdo de laser em nanoparticulas maiores do que 50nm dispersas
em solventes orgéanicos, dentre outros (ESTEVES e GONCALVES, 2011). Processos bottom
up baseiam-se nas transformacgdes imputadas aos precursores carbonicos como carboidratos,
acidos organicos ou outras fontes, dependendo das particularidades do método e do precursor.
Sdo estes carbonizacdo térmica, oxidacdo com &cido nitrico ou outros acidos, utilizacdo de

hidréxidos, processos assistidos por ultrassom ou microondas (BAKER, 2010).

A demanda por esses nanomateriais de carbono vem aumentando e varias estratégias
foram desenvolvidas para atender. Tipicamente, em 2006, Sun et al., desenvolveram o método
de ablacdo a laser para a producdo de PCs. Nesse método, um tipo de alvo de carbono, preparado
pela prensagem a quente de uma mistura de p6 de grafite e cimento, foi primeiro atingido por
um laser Nd: YAG com comutacdo Q (1064 nm, 10Hz) em um fluxo de gas argbnio que
transporta vapor de dgua a 900 °C e 75 kPa. Posteriormente, o alvo de carbono tratado foi ainda
aquecido ao refluxo em 2,6 M HNO3 por até 12 h para produzir PCs com expressiva
fluorescéncia (CHENG et. al., 2019).

Nos anos seguintes, a fuligem derivada da combustéo de velas sem cheiro ou queimadores
de gés natural foi explorada como fontes simples e eficientes de PCs. Por exemplo, para
sintetizar PCs, Mao et al., 2007, coletaram fuligem colocando um pedaco de papel aluminio ou
uma placa de vidro em cima de uma vela acesa, misturando a fuligem com solucdo de acido
nitrico (HNO3) a5 M e depois refluxando-a por 12 h para oxidar a particula na superficie e,

eventualmente, produzir PCs com tamanhos inferiores a 2 nm (JELINEK, 2017).

Em 2008, Giannelis et al. empregaram uma decomposi¢do térmica em uma Unica etapa
de precursores moleculares (sal de citrato de amodnio ou 4-aminoantipirina) de fusdo a baixa
temperatura (calcinacdo do precursor a 300 °C por 2 h) para formar PCs, cuja geometria e

propriedades fisicas poderiam ser projetadas e controladas com precisdo (GIANNELIS et al.,
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2008).

Em 2009, o grupo de Yang empregou uma abordagem fécil de pirdlise por micro-ondas
para preparar os PCs, na qual uma solucdo aquosa contendo PEG200 e um sacarideo (por
exemplo, glicose, frutose) foi aquecida em um forno de micro-ondas de 500 W por 2 a 10
minutos para produzir PCs com comprimentos de onda de emissao controlaveis (YANG et al.,
2009). No mesmo ano, Li e colegas utilizaram esferas de silica modificadas com surfactante
(F127) como suporte para localizar o crescimento de PCs durante o tratamento em alta
temperatura (900 °C em argdnio por 2 h) (LI et al., 2009).

Vale ressaltar que, para todos esses métodos mencionados, é necessaria a modificacdo da
superficie para permitir que os PCs exibam propriedades fotoluminescentes superiores,
estabilidade e biocompatibilidade, o que geralmente envolve procedimentos adicionais e
relativamente complexos. Nesse caso, 0s grupos carboxilicos podem ser facilmente
introduzidos na superficie do PCs por refluxo em HNOz 3 M por 24 h, seguido de passivacdo
da superficie com PEG1500.

Em contrapartida, métodos de sintese mais faceis e verdes a partir de fontes de carbono
acessiveis e relativamente baratas foram extensivamente desenvolvidos nos ultimos anos. Os
exemplos incluem, entre outros, seda natural, aloumina de soro bovino, fibra capilar e gelatina,
glicerol, quitosana e sacarose (SATTLER, 2016; JALINEK, 2017). Além disso, produtos
alimentares (por exemplo, caramelos, mel e pimentéo) e biomassa (tais como, grama, folhas de
plantas e cinzas de papel) também foram explorados como diversos precursores de reacdo para
a sintese de PCs (LOSS, 2014).

Para usar todas essas fontes da biodiversidade na preparacdo de PCs, os métodos mais
frequentemente selecionados sdo as estratégias hidrotermais devido a seu aquecimento
simultaneo, homogéneo, rapido, manipulacgéo simples, relativo baixo consumo de energia e boa
seletividade, resultando em PCs sem a necessidade de mais funcionalizacdo ou passivacdo. A
rota de sintese hidrotérmica se mostrou viavel e eficiente ja que exige relativo baixo
investimento (materiais: reator autoclavado de ago inoxidavel, solvente, inclusive 4gua e fonte

de carbono) e apresenta expressivo rendimento quantico (fluorescéncia) (JALINEK, 2017).
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2.5.1 CARBONIZACAO HIDROTERMICA

A carbonizacédo hidrotérmica (CH) é uma técnica termoquimica através da qual podem-
se obter combustiveis e materiais com potencial de guarda para estocagem energética,
biocarvéo, suportes cataliticos e materiais adsorventes (CHILD, 2014). Em geral, processos de
desidratacdo e de eliminacdo e quebra de acUcares resultam em despolimerizacdo e formacao
de biocarvédo, conversdo de polissacarideos ou aglcares em monémeros e polimeros, em
solugéo aquosa ou outros solventes (HOEKMAN et al., 2011). Todavia, uma grande vantagem
da CH ¢ a possibilidade de utilizacdo da agua, que é um excelente meio reacional para uma
diversidade de reacdes (KRUSE, 2013).

O processo ocorre em sistema fechado, sob temperaturas relativamente baixas (160°C-
35°C) e alta pressdo, reproduzindo em laboratério condi¢des naturais de formacao de carvéo
mineral (FUNKE e ZIEGLER, 2013). As propriedades quimicas dos produtos da carbonizacéao
hidrotérmica dependem essencialmente da composicao da biomassa precursora. As quantidades
de proteinas, carboidratos, gorduras e lignina influenciam a formacé&o de diferentes compostos
durante o tratamento térmico (TOOR et al., 2011).

A CH foi relatada na literatura em 1913 por Friedrich Bergius. Este pesquisador tinha
interesse em estudar a influéncia de altas pressdes e temperaturas em processos quimicos. Sua
pesquisa atribui-lhe o Prémio Nobel em 1931, e a seu colaborador Carl Bosch. Em 2007,
Antonietti e colaboradores reintroduziram a técnica na literatura ao preparar material para
estocagem de CO. via CH. Esse trabalho representou o retorno do grande interesse de
preparacdo de materiais carbonosos (TITIRICI et al., 2007). O tratamento hidrotérmico em
escala industrial foi aplicado pela primeira vez na desidratacdo de lenhite e turfa e atualmente
é usado principalmente para a decomposicdo e solvélise de biomassa em diversas industrias
(TOOR et al., 2011).

Uma vantagem Obvia da CH é que uma gama de materiais pode ser explorada como
matéria-prima, como a biomassa e 0s residuos da indudstria alimenticia ou agroindustria, que
tém teor relativamente elevado de agua. Outra vantagem é que 0s materiais de carbono, que tém
sido tradicionalmente derivados do petréleo, podem agora ser derivados a partir de recursos
renovaveis (CHILD, 2014). A manipulacdo cuidadosa dos reagentes, as condi¢des do processo
ou de pos-tratamento podem resultar na producdo de material de carbono altamente
funcionalizado. As avaliagdes recentes sdo otimistas e afirmam que a quimica da CH oferece

um enorme potencial para influenciar as caracteristicas do produto, e produzir materiais de



o1

carbono com designer avancado (HOEKMAN et al., 2011).

O beneficio final que criou um grande interesse nos processos via CH é como os produtos
podem ndo s6 serem vistos como neutro em carbono, mas também podem ser utilizados como
uma forma de reduzir o dioxido de carbono produzido pelas atividades industriais do passado
(NIEDERSBERG, 2012). A literatura aponta uma série de condicGes operacionais desta
técnica. A operacdo deve ser limitada as condi¢Ges subcriticas da dgua. A temperatura deve
estar acima de 100°C, enquanto acima de 180°C a hidrdlise transcorre de forma substancial. O
material precursor deve estar submerso durante todo o processo. O tempo de residéncia em uma
faixa de temperatura ndo pode ser facilmente limitado, pois as taxas de reacdo sdao em grande
parte desconhecidas. Procedimentos publicados mostram uma faixa de 1 a 72h de tempo de
residéncia (FUNKE e ZIEGLER, 2010).

A conversdo de biomassa em materiais de carbono é bastante complexa e segue varias
vias paralelas, das quais apenas algumas sdo totalmente compreendidas em termos de quando
e como ocorrem (FUNKE e ZIEGLER, 2010). InteracGes entre diferentes componentes da
biomassa e seus fragmentos nao podem ser evitadas. Fragmentos de hemicelulose, por exemplo,
podem interagir com a lignina, modificando a solubilidade de compostos aromaticos. Enquanto
muitos destes mecanismos envolvem varias reacdes que podem ocorrer em paralelo, 0 processo
na CH comega principalmente com a hidrdlise dos carboidratos. A hidrdlise de hemicelulose
comecara em aproximadamente 180°C, enquanto a hidrdlise da celulose e da lignina comeca a
ocorrer acima de 200°C. Todavia, 0 processo de conversao por hidréolise ndo é completo
(KRUSE et al., 2013; HE, et al., 2013). Processos longos ou executados em alta temperatura
apresentam menor rendimento em massa de produto, todavia estes produtos tendem a um maior
teor de carbono (FUNKE e ZIEGLER, 2010).

Em caso de conveccao forgada, a hidrélise pode ser completada dentro de alguns minutos
e a sua decorréncia é principalmente determinada pela taxa de fluxo ajustado e ndo pela
temperatura da reagdo (MOK, 1992). Pode concluir-se que a taxa de hidrolise da biomassa é
determinada principalmente pela difusdo e, portanto, limitada por fenbmenos de transporte
dentro da matriz de biomassa. Isto pode conduzir a condensacéo de fragmentos dentro da matriz
da biomassa a altas temperaturas (MOCHIDZUKI et al., 2005; HASHAIKEH, 2007; SHOJI,
2005).

Durante o processo de carbonizagédo, produtos sélidos, liquidos e gasosos séo formados.
Em temperaturas moderadas, na faixa de 220°C, até 80% do carbono pode ser recuperado como

material sélido carbonizado, 5% em material gasoso (CHs, CO, CO), e 15% em material



52

solubilizado (STEMANN et al., 2013). Reacfes hidrotérmicas sdo muito sensiveis a
temperatura aplicada em torno de 220°C. Uma explicacdo para este fendmeno pode ser a
consideravel diminuicdo das ligacdes de hidrogénio intermoleculares em fibras de celulose
nesta temperatura (WATANABE et al., 2006).

Muito dos intermediarios formados da degradacédo da celulose e da lignina sao reativos,
e podem representar produtos quimicos de alto valor agregado. Durante o curso da
polimerizagdo, &cido humico, betume e sélidos insoltveis sdo formados (FUNKE e ZIEGLER,
2010). Grupos carboxila e carbonila séo rapidamente degradados em temperaturas acima de
150°C, formando CO- e CO respectivamente (MURRAY e EVANS, 1972). Todavia, mais CO;
¢ formado do que a guantidade esperada somente pela eliminacdo dos grupos carboxilas,

evidenciando a ocorréncia de outros mecanismos paralelos (FUNKE e ZIEGLER, 2010).

A catélise no processo de carbonizacao da biomassa pode ser feita pela presenca de acido
no meio reacional. A clivagem das ligacGes glicosidicas da celobiose € catalisada pelo ion
hidrénio. A concentragdo de acidos organicos na agua pode aumentar a quantidade de carbono

recolhida no produto final.

O tratamento térmico controlado da celulose € governado por reacdes de desidratacdo e
descarboxilacdo, sendo, portanto, um processo exotérmico (TOOR et al., 2011). Estudos
relatam o aquecimento na faixa de 150°C a 250°C, por até 24 h (WIEDNER et al., 2013,
ELETO, 2007), em meio &cido ou basico, dependendo da aplicacdo requerida para o material.
A carbonizacgdo hidrotérmica da celulose para a obtencdo de microparticulas de carbono foi
relatada pela primeira vez em 2009 (SEVILLA e FUERTES, 2009). Contudo, ainda ndo foi
verificada na literatura a utilizacdo de nanocristais de celulose para a obtencdo de

nanoparticulas de carbono.

A utilizacdo de microondas no processo de obtencdo de material carbonoso hidrotérmico
apresenta algumas vantagens em relacdo a CH convencional, como por exemplo, a redu¢do do
tempo de tratamento térmico, baixa emissao de gases e controle adequado da temperatura do
processo, com energia seletiva. Os métodos diferem um do outro pela forma como o calor é
gerado no sistema. No processo convencional, a energia é transferida para o material através de
correntes de conveccdo e condugdo, na superficie do material. O aquecimento pela radiacéo
microondas € resultado de interacGes das ondas eletromagnéticas com o dipolo elétrico das
moleculas (CHANDRA, 2011). Portanto, o aquecimento é gerado diretamente a partir do
material, por interacdes moleculares com as ondas eletromagnéticas (GUIOTOKU, et al.,
2014).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Hidroxido de sodio P.A (NaOH), perdxido de hidrogénio P.A (H20.), &cido sulfurico P.A
(H2SOs4), dimetilformamida (CsH/;NO/DMF) P.A, todos fornecidos pela Sigma, &gua

deionizada e bambu Guadua weberbaueri Pilger.

3.2 PREPARACAO DO MATERIAL PRECURSOR E AMOSTRAS
3.21 COLETAE IDENTIFICACAO DA ESPECIE DO BAMBU

O bambu foi coletado nas proximidades da Universidade Federal do Acre (local GPS:
09°56°48.6”S e 067°52°10.9”W. Elev. 138m) em 05 de abril de 2019. Foi coletada uma vara
inteira com fragmentos das raizes, que tdo logo foi levada ao laboratério de Botéanica e Ecologia

Vegetal da Universidade Federal do Acre para identificacdo da espécie.

3.2.2 PREPARACAO DE POLPA DE CELULOSE BRANQUEADA

O bambu foi lavado com &gua corrente, cortado em espacos entrends e levado para
desidratacdo em estufa a 39 °C por 36 horas. Em seguida foi triturado em um moinho de rotor
ciclonado modelo TE-651 da Tecnal e peneirado em tamises de malha 70 (212 um). Para
remocao dos compostos amorfos (lignina e hemicelulose), foi seguido o método proposto por
Machado (2014). Dessa forma o p6 obtido foi lavado com solucdo de NaOH a 2% na propor¢édo
de 30 g de bambu para 1200 mL de solugéo por 4 h, sob aquecimento em temperatura constante
de 80 °C e agitacdo branda. Em seguida, a mistura foi lavada com &gua corrente. Esse processo

foi repetido por 3 vezes consecutivos.

Para o branqueamento da polpa foi seguido o método usado por Pereira (2014), para
tanto, 1 g da fibra obtida na etapa anterior a essa, foi adicionada a uma solugéo de H20- a 24%
com outra de NaOH a 4% na proporcédo de 1:1. A mistura permaneceu por 2 h a 50 °C e agitagéo
constante. Em seguida, a mistura foi lavada com agua corrente. O processo foi repetido por 2

vezes consecutivas.
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3.2.3 PREPARO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE

Para o preparo de NCC foi seguido o0 método de hidrdlise acida de Samir (2005) e Rosa
(2010) com adaptacGes. Para tanto, foi adicionado 8,0 mL de uma solugédo de H2SO4 a 64 %
(m/m) para cada 1,0 g de polpa branqueada, obtida na etapa anterior a essa. A mistura foi
condicionada a agitacdo mecanica a 45 °C por 35 minutos. Em seguida, a reacdo foi cessada
com adicdo de agua destilada a 5 °C. Para neutralizacdo do &cido, a suspenséo resultante foi
centrifugada por 10 ciclos em uma centrifuga da Quimis modelo Q222TM com &gua
deionizada, sempre descartando o sobrenadante. Em seguida, a mistura foi sonicada por 5
minutos em ultrassom de ponteira da Bandelin modelo UW 2070 para completa disperséo e em

seguida foi filtrada, congelada e liofilizada.

3.24 PREPARO DOS PONTOS QUANTICOS DE CARBONO

Os PCs foram obtidos a partir de uma Unica etapa de sintese (one-step methods) utilizando o
método de carbonizacgdo hidrotérmica proposto por Wang (2014) com adaptaces. Para tanto,
em dois béqueres distintos foi adicionado 100 mg de NCC, em cada um deles, com 24 mL de
DMF em um e 24 mL de 4gua de osmose reversa em outro. A mistura foi sonicada por 2 minutos
para melhor dispersdo do soluto, a fim de obter maior superficie de contato com o solvente. A
suspensdo foi transferida para um reator autoclavado de aco inoxidavel revestido com
politetrafluoretileno (Teflon) e levado a mufla sob temperatura de 200 °C por 4 h, 6h e 8h. O

mesmo procedimento foi seguido substituindo os NCC por polpa de celulose branqueada.

3.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
3.3.1 ANALISE DO TEOR DE CELULOSE

A analise do teor de celulose das polpas branqueadas e dos NCC foi determinada pelo
método proposto por Van Soeste (1991) (Fibra em Detergente Neutro/Fibra em Detergente
Acido - FDN/FDA) no laboratdrio de bromatologia da EMBRAPA Acre, com &cido sulftrico
a 72%. Todos os resultados foram corrigidos com base na matéria seca a 105 °C.
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3.3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos NCC foram obtidas no
Instituto Federal de Alagoas - IFAL, usando um microscopio eletronico de varredura modelo
LMU, marca Tescan — Vega 3. As amostras foram metalizadas previamente com ouro.

3.3.3 MICROSCOPIA LETRONICA DE TRANSMISSAO

As imagens de microscopio eletronico de transmissdo (MET) dos NCC e dos PCs
foram obtidas no Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ — Pernambuco, a partir de um

microscopio Tecnai Spirit Biotwin G2.

3.3.4 BIRREFRINGENCIA DE FLUXO

No laboratério de nanobiotecnologia da Universidade Federal do Acre, complexo
BINORTE, fFoi montado um suporte com dois polarizadores cruzados, de modo que a
suspensdo de NCC foi posicionada entre os dois. Desse modo, foi registrada imagens do efeito

birrefringente da suspenséo a partir de uma camera CANON Powershot Sx420 Is.

3.3.5 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO  COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos na infraestrutura do
Instituto de Criminalista da Policia Civil do Acre em equipamento Perkim Elmer Spectrum RX
I. Foi utilizado KBr previamente seco na preparacdo das pastilhas, que foram analisadas com

minimo de 16 varreduras, na faixa de 400 a 4000 cm.

3.3.6 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

As andlises térmicas foram realizadas no complexo BIONORTE da UFAC em um
calorimetro Netzsch modelo Jupiter STA449 — F3, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de
20.0 mL.min e taxa de aquecimento de 10.0 °C.min! até a temperatura final de 600.0 °C. As

amostras foram calcinadas em cadinhos de 6xido de aluminio contendo 20.0 mg do material.
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3.3.7 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

A determinacdo da cristalinidade dos materiais precursores foi realizada no
Departamento de Geociéncia - DEGEO da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. O
equipamento utilizado foi o Difratdbmetro de Raios x, Marca Shimadzu, Modelo XRD 6000
Tubo de Raio X com radiagédo Cu Ka em comprimento de onda de 0,15418 nm. A configuragéo
adotada para a analise foi o0 monocromador com fendas (1, 1, 0,3), operado a 40 kV com uma

corrente de 30 mA a uma velocidade de 2,000 deg/min.

3.3.8 POTENCIAL ZETA

A média do didmetro das nanoparticulas, bem como a estabilidade das mesmas em
suspensdo aquosa foram determinadas a partir do Zetasizer modelo Nano — ZS90 da marca
Malvern nas dependéncias do laboratorio de Nanobiotecnologia do complexo BIONORTE —
UFAC.

3.3.9 ABSORCAO NA REGIAO DO UV-VIS

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis das amostras foram obtidos nas
dependéncias do laboratdrio de Nanobiotecnologia do complexo BIONORTE — UFAC, a partir
de um espectrofotdbmetro da PerkinEImer modelo Lambada 950, onde as amostras foram

varridas numa faixa entre 200 nm e 600 nm.

3.3.10 ESPECTROFOTOMETRIA DE FLUORESCENCIA

Os espectros de fluorescéncia das amostras de PCs foram obtidos a partir de um
espectrofotdbmetro da PerkinElmer modelo LS 55 com progressivos comprimentos de onda de
excitagcdo Aexc entre 320 nm a 480 nm com incremento de 20 nm, nas dependéncias do
laboratorio de Nanobiotecnologia do complexo BIONORTE — UFAC.

Para calcular o rendimento quéantico dos C-dots foi utilizado as medidas de absor¢do UV-

vis com os resultados de fluorescéncia. Foram usadas as curvas de intensidade integrada,
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excitadas em 340 nm do padrdo e das amostras e o0s respectivos valores de absorbancia em 340
nm. Para determinar o rendimento quantico foi utilizado os dados de coeficiente angular das

curvas a partir da equacéo 1.

RQ = RQgp x & x &
= RQs LES
@7 mse ” mg Equacédo 1

O sulfato de quinina monohidratado (SQ), foi wusado como padrdo de
fluorescéncia quando aplicadas as condigdes de comprimentos de onda de excitacdo e emissdo
340 nm e 450 nm respectivamente. A solucdo padrdo foi preparada a partir de uma solucéo
aquosa de &cido sulfarico 0,5 mol.L?, enquanto as amostras de PCs foram preparadas em agua

de osmose reversa.

3.3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as cepas de:

1. Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA),

2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (PA),

3. Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (ST), e
4. Escherichia coli ATCC 25922 (EC).

Todas as cepas foram obtidas no Laboratorio de pesquisa contra Tuberculose da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista (UNESP) —
Araraquara. Todas as bactérias foram testadas pelo método de microdiluicdo numa placa de 96
pogos com uma concentracéo inicial dos compostos de 250 pg/mL cultivadas a 37°C durante

24 h em caldo Mueller-Hinton. As microplacas foram lidas a 600nm ap0s este periodo.



58

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 IDENTIFICACAO DA ESPECIE DO BAMBU

O bambu (figura 17) foi identificado como Guadua weberbaueri Pilger pelo taxonomista
Edgar Augusto Lobato Afonso do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. A identificacdo gerou
um voucher, assim denominado: Nunes, M. R. S. 01, disponivel no laboratério de Botéanica e
Ecologia Vegetal da Universidade Federal do Acre.

Figura 17- Imagen do bambu Guadua weberbaueri utilizado como fonte de carbono para producdo de
PCs, nesta p i

4.2 CARACTERIZACAO DA CELULOSE E NANOCRISTAIS DE CELULOSE
421 TEOR DE CELULOSE

Para dimensionar o efeito da solugdo de NaOH na remocéo de lignina e hemicelulose
no bambu, foi medido o teor de celulose da amostra lavada apenas uma vez (PCBL1) e quatro
vezes (PCBL4). O percentual de celulose da PCBL1 foi de 63,26 % enquanto a PCBL4 foi de
78,88 %. A expressiva reducdo de compostos amorfos entre essas duas, levou esta pesquisa a

definir que, apenas as polpas lavadas quatro vezes, passariam pelo processo de branqueamento.
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O teor de celulose da polpa branqueada uma vez (PCBL4Br1), duas vezes (PCBL4Br2)
e trés vezes (PCBL4Br4), foi de 84,83 %, 86,08 % e 88,33 %, respectivamente. Esses resultados
mostram a eficacia do processo de branqueamento das polpas na remocdo de compostos
amorfos, que foi proporcional a quantidade de vezes branqueada. A olho nu, foi possivel
observar a expressiva remogdo dos componentes amorfos da celulose, através do nitido

alvejamento da polpa (figura 18).

Figura 18. Imagens de polpa celulésica de bambu A) lavada quatro vezes com NaOH e B) lavada
quatro vezes com NaOH e branqueada trés vezes.

A hidrdlise &cida de PCBL4Br4 para formar possiveis NCC, resultou em um material
de coloragdo escura e baixa densidade (figura 19) com teor de celulose de 98%. Anélises

especificas desse material serdo descritas mais adiante para revelar a formacéo de NCC.
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Figura 19. Imagens dos NCC.

Em suma, os teores resultantes de compostos amorfos (lignina e hemicelulose)
remanescentes foram mais expressivos nas amostras que ndo passaram por processo de
branqueamento ou hidrolise acida. Por outro lado, as polpas branqueadas e os NCC
apresentaram baixo teor dos componentes amorfos, expressando valores mais baixos para polpa
branqueada trés vezes (4,11 %) e os NCC (1,11%). Barros (2017) evidenciou que o rendimento
de NCC ¢é diretamente proporcional ao percentual de celulose da mostra precursora. Desse
modo, a hidroélise para obtengdo dos NCC foi realizada somente na amostra de PCBL4Br3. A
tabela 1 mostra os teores de celulose de cada amostra, bem como os valores de lignina e

hemicelulose remanescente.
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Tabela 1. Resultado da analise do teor de celulose a partir do método FDN/FDA.

Amostras Composicdo da Parede Celular (%)
Hemicelulose Lignina Celulose

PCBL1 11,60 17,92 63,26
PCBL4 6,26 12,18 78,88
PCBL4Br1 6,13 8,59 84,83
PCBL4Br2 7,33 4,17 86,08
PCBL4Br3 5,60 4,11 88,33
NCC 0,89 11 98,00

4.2.2 BIRREFRINGENCIA DE FLUXO

A figura 20 mostra o fendmeno da anisotropia dos NCC suspensos em agua, que foi
observado através da imagem birrefringente que a suspensdo exibiu quando posta entre os dois
polarizadores cruzados. O aparecimento de birrefringéncia de fluxo é resultado de um
alinhamento induzido das particulas na forma de bastdo sob agitacdo, o que indica a presenca
de NCC isolados na dispersdo. As cargas superficiais negativas, devido a incorporacdo dos
grupos sulfato na superficie dos nanocristais durante o processo de hidrélise, garantem a
formacéo da suspenséo estavel (SOUZA, 2017).
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Figura 20. Imagem birrefringente dos NCC.

423 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A diminuico nos teores de lignina, hemicelulose e extrativos, acarretando o incremento
no teor de alfa—celulose, foi comprovada através do ensaio de FTIR, que mostrou também uma
diminuicdo na absor¢do méaxima de agua da amostra, apds tratamentos realizados (Figura 21).
Essas curvas sdo resultadas das vibracdes correspondentes as bandas de elementos quimicos na
faixa de 4.000 cmt a 400 cm™.

O pico de 1.732 cm™, referente ao grupo acetil e carboxilicos das xilanas (presentes nos
compostos amorfos), quase desaparece do bambu triturado (BT) para as amostras de polpas
(PCBL, PCBL4Brl1, PCL4Br2 PCBL4Br3), confirmando a extragdo parcial de lignina e
extrativos da amostra. A queda dos teores de lignina, hemicelulose e de extrativos €, também,
comprovada através da diminuicdo das bandas de 1602 cm™, que representa vibragdes no
esqueleto aromatico mais estiramento C=0, indicando diminuicdo no teor de polioses.

Em 1.243 cm™, que representa deformagcéo axial assimétrica de =C—O—C—, comum em
meio onde estd presente =C-O—, como em éster e éter (muito comum nas moléculas dos
componentes amorfos), praticamente desaparecem apds os tratamentos. Além disso, as
amostras processadas apresentaram menor absorcdo, em comparacdo ao BT, em 1.372 cm™,
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referente a vibracdo de deformacéo do grupo C—H, devido a remog&o de polissacarideo de baixa
massa molecular (presentes em compostos amorfos). Esse mesmo comportamento foi
observado em 1.513 cm™ e 1.427 cm™, relacionadas a vibragio dos grupos aromaticos de

lignina, especificas dos anéis do tipo guaiacilicos.

Figura 21. Gréaficos de FTIR das amostras de polpa celuldsicas.
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A diminuicdo da banda de 3.330 cm indica o sucesso da reacéo de esterificagdo na
amostra e na diminui¢do de umidade. O alargamento das bandas de 898 cm™ e 1.047 cm™
indica um incremento no valor do teor de alfa—celulose, enquanto o aumento da banda de 1.160
cm™ indica incorporagdo do grupo éster a polpa. A banda de 2.900 cm™, atribuida ao
estiramento vibracional simétrico e assimetrico de CHz e CH3 de grupos alifaticos, tornou-se

menor apds os tratamentos de polpagdo aplicados ao bambu.

Por outro lado, apesar de apresentar uma vasta semelhanca com as polpas de
celulose branqueadas, o FTIR dos NCC mostrou diferenca na absor¢do de determinados
comprimentos de onda. A absor¢do em 1.160 cm™, por exemplo, ndo apareceu nos NCC, de
modo que é possivel afirmar que os grupos ésteres foram eliminados durante a reagdo quimica

de hidrolise acida, como mostrado no grafico da figura 22. Enquanto isso, em 1.513 cm e



64

1.427 cm™, relacionadas a vibragdo dos grupos aromaticos de lignina, especificas dos anéis do
tipo guaiacilicos, reduziu significativamente, endossando o efeito dos tratamentos quimicos na
remocao dos compostos amorfos da celulose. Os demais picos de absorcdo apresentaram-se

muito semelhantes ou idénticos aos da polpa de celulose branqueada.

Figura 22. Gréficos de FTIR para as amostras de NCC.
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424 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A andlise do gréafico de TGA das polpas de celulose branqueadas revelou um
comportamento semelhante para todas as amostras (figura 23). O primeiro evento visualizado
foi a desidratacdo das amostras que ocorrem entre um intervalo médio de 43.8 °C e 108.6 °C,
com uma perda de massa média de 6,18%. A decomposi¢do térmica ocorre em um pico medio
de 356 °C, com temperatura onset em 334.4 °C e endset em 362.2 °C para as quatro amostras
analisadas. A Perda de massa média foi de 80.51%. Na curva de DTG, fica evidente dois picos

dos eventos endotérmicos que ocorreram nas amostras.
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FIGURA 23. Curvas de TGA das amostras de polpa branqueada.
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Enquanto isso, nos NCC, o primeiro evento visualizado foi a desidratacdo das que
ocorreu entre um intervalo médio de 45 °C e 101.9 °C, com uma perda de massa média de
3,25%. Até a temperatura de trabalho do equipamento (600 °C), ndo foi observado
decomposicdo térmica dos NCC. A Perda de massa média foi de 8.2% na temperatura de 600
°C (figura 24).

FIGURA 24. Curva de TGA dos NCC.
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4.2.5 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

Para a determinacdo da cristalinidade das amostras percussoras foi usado o método de
Segal (1959), onde o percentual cristalino foi determinado pela diferenca entre o pico de maior
intensidade (lc+a), correspondente ao pico cristalino e o de menor intensidade (la), do pico
amorfo. A figura 25 mostra o grafico de DRX da amostra de BT. E possivel observar a tipica

absorcéo da celulose completamente amorfa em 26 préximo a 23°.

FIGURA 25. Difratograma de Raios-x do BT.
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As intensidades dos picos cristalinos e do halo amorfo das polpas, foram obtidas atraves
da analise dos gréficos da figura 26. Foi possivel observar através das figuras 25A, 25B, 25C e
25D, que os gréficos da celulose de bambu lavada quatro vezes (sem nenhum processo de
branqueamento) e lavadas quatro vezes seguido de branqueamento um, duas e trés vezes sao
caracteristicos de celulose tipo Il, onde o halo amorfo e o pico cristalino ficam situados entre
0S angulos 12°<20<13° ¢ 22°<26<23°.
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Figura 26. Difratograma de Raios-x da PCBL4 (A); PCBL4Br1 (B); PCBL4Br2 (C) PCBL4Br3 (D).
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A partir da intensidade de absor¢do dos angulos, foi determinado o indice de
cristalinidade para as amostras, onde a amostra PCBL4 mostrou-se 66,66% de teor cristalino.
Enquanto a PCBL4Brl1 apresentou indice superior (71,04%). Esse incremento do teor de
cristalinidade nas amostras se repetiu nas polpas branqueadas duas e trés vezes, 76,19% e
79,47%, respectivamente. Com esse resultado, é possivel endossar que o0 agente branqueador
ataca o bambu de forma a eliminar os grupos amorfos da celulose e que os indices de
cristalinidades estdo préximos aos encontrados nas polpas de Eucaliptos produzidos por
Lengowski (2012).

O difratograma da amostra de NCC revelou um material mais cristalino em comparacao
com as polpas branqueadas (89 %). Na figura 27 é possivel observar picos de difracdo da

estrutura cristalina em 20 = 155° e 23,5° correspondentes aos planos 101 e 002
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respectivamente, além de picos mais suaves em torno de 26 = 35°, atribuido ao plano 040 de
celuloses (PARK, 2010).

Figura 27. Difratograma de Raios-x dos NCC.
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4.2.6 POTENCIAL ZETA SIZE

A suspensdo aquosa de NCC apresentou maior percentual de nanoparticulas em torno
de 120 nm de diametro, entretanto, houve um volume expressivo de nanomaterial abaixo de
100 nm e acima de 500 nm, como mostrado no gréfico da figura 28. Esses valores sdo bem
aceitos para diametros de NCC levando em consideracéo sua razdo de aspectro (relagéo entre

largura e comprimento).

Vale ressaltar que, o didmetro hidrodinamico medido pela técnica DLS néo se resume
ao didmetro apenas das nanoparticulas, como nas medi¢fes por microscopios, mas também
inclui as substancias adsorvidas na superficie das nanoparticulas (inclusive impurezas) e a
espessura da dupla camada elétrica que se move junto com a nanoparticula (TOMASZEWSKA
etal., 2013).

A essa altura do desenvolvimento desta pesquisa, ja se pretendia obter medidas mais

precisas dos NCC, entretanto, a técnica aqui usada (DLS) foi fundamental para agilizar os
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trabalhos, haja visto que, este foi o recurso que estava disponivel em nosso laboratério. Apesar
da imprecisao, a técnica de DLS foi fundamental para detectar particulas na ordem nanométrica.
Entretanto, microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo foram usadas (e serdo

discutidas mais adiante) para confirmar e precisar os resultados ja obtidos.

Figura 28. Distribuicdo de tamanho de NCC obtida por DLS.
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A estabilidade coloidal esta relacionada com o valor do Potencial Zeta, no qual
particulas com valores superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV apresentam altos graus de
estabilidade (TUAN et al., 2015) por apresentar expressiva repulsao entre si. Desse modo, 0s
NCC, produzidos nesse trabalho, apresentaram estabilidade significativa em suspensao aquosa,

por revelar potencial Zeta igual a -50,1 mV.

O indice de polidispersividade (PDI), que mede a amplitude da distribuicdo de tamanho
ou o grau de aglomeragédo do nanomaterial, pode variar de 0 a 1 (KAUR et al., 2018). Amostras
com valores de PDI altos sdo mais polidispersas, enquanto valores baixos caracterizam
amostras monodispersas e, em casos de valores maiores que 1, a amostra é tdo polidispersa que
ndo ¢é adequada para DLS (KAUR et al., 2018). Dessa forma, os NCC produzidos (suspensos
em agua) sdo polidispersos e adequadas para DLS, visto que o valor de PDI encontrado foi de
0,811 + 0,059.

4.2.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E TRANSMISSAO

A polpa de celulose branqueada quatro vezes foi analisada por MEV em escalas de 500

pum, 50 um e 20 pum. As imagens (figura 29) revelaram um emaranhado de microfibras
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lignoceluldsica entrelagadas em formato de cordas com didmetro médio de 220 nm. Segundo
Pietak (2007) e Ren (2008), cada fibra possui uma estrutura de camadas complexas; constituida
por uma parede primaria fina, inicialmente depositada durante o crescimento das células, que

circunda uma parede secundaria.

A parede secundaria é constituida por trés camadas, onde a camada intermediaria
determina as propriedades mecénicas da fibra e consiste em uma série de microfibrilas,
helicoidalmente formadas por longas cadeias de celulose e organizadas no sentido da fibra. Tais
microfibrilas s&o resultantes do empacotamento de 30 a 100 cadeias de celulose estendidas
(PIETTAK, 2007).

Figura 29. Imagens da fibra branqueada de bambu obtidas por MEV em escalas de A) 500 um B) 50 um e C) 20
pm.
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Na literatura é encontrado NCC com dimens@es entre 4 e 16 (nm) de largura e 300 a
500 nm de comprimento (MORAES et al., 2016). As imagens de MET dos NCC (figura 30)
foram obtidas em escalas de 100 nm e 200 nm. Foi possivel observar nanoestruturas em forma
de bastbes com uma média de 12 nm de didmetro e comprimento entre 100 nm e 490 nm. Além
disso, € possivel detectar estruturas fora desses padrdes dimensionais o que leva a crer que a
hidrolise &cida da polpa do bambu ocorreu de modo incompleto ou que gerou produtos

intermediarios.

Figura 30. Imagens dos NCC obtidas por MET em escalas de A) 200 nm e B) 100 nm.
A) B)

43 CARACTERIZACAO DOS PCs
4.3.1 IRRADIACAO POR LUZ ULTRAVIOLETA

Os PCs preparados hidrotermicamente a partir da polpa branqueada de celulose com
agua ou DMF nas temperaturas de 4, 6 e 8 horas de reacdo, foram analisados quanto sua
flourescéncia. A mais simples e eficiente analise para detectar a presenca de PCs € a irradiagédo
da suspensdo com energia ultravioleta em torno de 365 nm. Desse modo, foi possivel detectar
que todas as amostras fluoresceram na regido do visivel (mais precisamente na coloragdo
verde), quando excitadas com luz ultravioleta (figuras 31 e 32).
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Figura 31. Fluorescéncia dos PCs de polpa celulésica em A) 4, B) 6 e C) 8 horas de reacdo com DMF.

A)

A olho na, é possivel perceber que os nanomateriais fluoresceram com mais intensidade
em tempos de reacdo mais elevados (6 e 8 horas), entretanto, sem aparente significativa
diferenga. Com tempo de reacdo de 4 horas a amostra apresentou discreta fluorescénciaem

comparacéo as de mais.
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Figura 32. Fluorescéncia dos PCs de polpa celulésica em A) 4, B) 6 e C) 8 horas de reacdo com agua.

B)

Outro fator muito importante a ser destacado é que os C-dots ndo apresentaram
expressiva diferenca (visual) em suas propriedades fluorescentes quando variou o material
precursor (de polpa celulésica para NCC). As figuras 33 e 34 mostram amostras de PCs
produzidos a partir de NCC com DMF ou agua, respectivamente. Entretanto, a impreciséo de
uma analise visual ndo é suficiente para essa conclusdo. Por causa disso, 0s materiais foram
submetidos a analises Gticas (espectrofotometria de fluorescéncia e UV-Vis) para calcular o

rendimento quéntico real das amostras.



Figura 33. Fluorescéncia dos PCs de NCC em A) 4, B) 6 e C) 8 horas de reacdo com DMF.

A) B)
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Figura 34. Fluorescéncia dos PCs de NCC em A) 4, B) 6 e C) 8 horas de reacdo com DMF.

4.3.2 PROPRIEDADES OTICAS

A forma mais confidvel para a determinacdo do rendimento quéntico de materiais
fluorescentes € o método comparativo de Williams e Winfield (1983), que envolve a utilizagédo
de moléculas padrdes de fluorescéncia bem caracterizadas. Essencialmente, solu¢6es do padrdo

e amostra, em teste com absorbancias equivalentes, em um mesmo comprimento de onda de
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excitacdo, absorvem a mesma quantidade de fotons. Portanto, a relacdo entre a intensidade da
fluorescéncia integrada das duas solucdes permite a mensuracdo do rendimento quantico da
amostra em estudos (WILLIAMS e WINFIELD, 1983).

A figura 35 mostra os graficos, da esquerda para a direita, de UV-vis e
espectrofotometria de fluorescéncia, respectivamente, das amostras de PCs produzidas a partir
da polpa branqueada do bambu com DMF. Para todas as amostras € encontrado um pico de
absorcdo em torno de 265 nm no gréfico de UV-Vis, caracteristico das transigdes n — 7* da

ligacdo C=0 e transi¢do n — n* dos dominios aromaticos contendo ligagdes C=C (ZHAO, 2013).

Os graficos de espectrofotometria de fluorescéncia revelaram materiais fluorescentes
quando excitados em comprimento de onda de 300 nm a 480 nm. Entretanto, os PCs
fluoresceram mais em determinados comprimentos de ondas. De acordo com SAHU (2012) o
mecanismo de fluorescéncia pode ser influenciado tanto pelo tamanho quanto pelos defeitos de

superficie apresentados pelo material.

Encontram-se na literatura justificativas quanto ao comportamento de emissao, por esta
apresentar uma dependéncia do comprimento de onda de excitacdo. Segundo SOUZA (2017)
algumas delas seriam a presenca de estruturas aromaticas conjugadas, armadilhas emissivas ou
armadilhas de energia (emissive traps) e diferentes estados de superficie. Portanto, é possivel
associar essa dependéncia de emissao de luz com os possiveis diferentes grupos quimicos que

compdem a estrutura superficial dos PCs.
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Figura 35. Fluorescéncia dos PCs produzidos com polpa celulésica e DMF em tempo de reacdo de A) 4 horas,
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De modo geral, todas as amostras apresentaram maior rendimento quantico quando
excitadas entre 320 nm e 340 nm. Na imagem anterior (figura 34) é possivel comparar a
fluorescéncia das amostras preparadas com polpa de celulose e DMF quando excitada por luz
UV-vis de uma lanterna, em trés distintos intervalos de tempo. E perceptivel a emissdo de luz
mais intensa na figura 34B e 34C (6 e 8 horas, respectivamente), enquanto a 34A é de baixa
intensidade (4 horas) se comparada com as de mais. O rendimento quantico das amostras foi de

0,71%, 1,1% e 1,2% nos tempos de reacdo de 4, 6 e 8 h, respectivamente.

A figura 36 mostra a fluorescéncia das amostras preparadas com polpa de celulose e
agua, quando excitada por luz UV-vis de uma lanterna. E possivel notar uma certa semelhanca
com as amostras preparadas com DMF, tanto na emissdo de luz, quanto nos graficos de UV-vis
e fluorescéncia. O rendimento quantico dessas amostras foi de 0,69%, 1,2% e 1,3% nas nos
tempos de reacdo de 4, 6 e 8 h, respectivamente.
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Figura 36. Fluorescéncia dos PCs produzidos com polpa de celulose e 4&gua em tempo de reacdo de A) 4 horas,
B) 6 horas e C) 8 horas.
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De modo semelhante as amostras de C-dots produzidas com a polpa celulésica e DMF
e as amostras de C-dots produzidas com NCC e DMF apresentaram menor rendimento quantico
quando produzidas em tempo de reacdo de 4 h (0,73%). Enquanto isso, aquelas produzidas em
tempo de reacdo de 6 h e 8 h apresentaram rendimento quéantico médio superior a 1,1% e 1,3%,

respectivamente (figura 37).
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Figura 37. Fluorescéncia dos PCs produzidos com NCC e DMF em tempo de reacéo de A) 4 horas, B) 6 horas e
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Em comportamento ético similar, como mostrado na figura 37, amostras de C-dots

produzidas com NCC e agua apresentaram rendimento quantico de 0,70%, 1,1% e 1,2%, para

0s tempos de reacao de 4 h, 6h, e 8 h, respectivamente (figura 38).

Figura 38. Fluorescéncia dos PCs produzidos com NCC e dgua em tempo de reagdo de A) 4 horas, B) 6 horas e
C) 8 horas.
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Os graficos acima revelaram que, para todas as amostras de PCs, foi emitida luz na
regido que abrange todos os tons de azul até o verde do espectro de cores (411 nm a 538 nm).
Entretanto, o maior rendimento quéantico se deu quando o nanomaterial foi excitado com
comprimento de onda de 320 nm e 340 nm emitindo luz entre 418 nm e 439 nm. De acordo
com Bourlinos (2018), PCs produzidos em Unica etapa por decomposi¢do térmica apresentam
um rendimento quantico médio de 3%, independente do comprimento de onda de excitagéo.
Mas esse valor pode variar entre 0,8% (LIU, 2007) e 26% (SAHU, 2012).

De modo geral, todas as amostras tiveram rendimento quantico semelhantes que
variaram de 0,89% a 1,3%. O resultado deixa em evidéncia a inviabilidade de produzir C-dots
a partir de NCC, devido a sua complexidade de obtencdo, principalmente pelo exaustivo método
de purificagdo, isso porque, PCs obtidos a partir da polpa celulésica apresentaram rendimento
quéanticos semelhantes. A tabela 2 mostra o rendimento quéntico de todas as amostras C-dots

produzidas.

Tabela 2. Dados de RQ das amostras obtidas.

Amostra RQAI (%)
POLPA4HDMF 0,71
POLPAG6HDMF 11
POLPASHDMF 1,2
POLPA4HAQ 0,89
POLPAGHAQ 1,2
POLPASHAQ 1,3
NCC4HDMF 0,93
NCC6HDMF 11
NCC8HDMF 1,3
NCC4HAQ 0,89
NCC6HAQ 1,1
NCC8HAQ 1,2
SQ 1ppm 54

*RQ = Rendimento quéntico

Em suma, a semelhanga nas propriedades éticas que foram encontradas para todas as
amostras, levou essa pesquisa ao afunilamento das ideias, de modo que, a fim de se obter o
melhor custo-beneficio para producdo de PCs, foi definido que, a partir desse ponto, apenas

amostras preparadas com polpa celulsica seguiria para analises posteriores.
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4.3.3 POTENCIAL ZETA SIZE

De acordo com Wang (2014), PCs sdo pequenas nanoparticulas de carbono que medem
menos de 10 nm de didmetro e emitem luz na regido do visivel quando excitados com luz
ultravioleta. A figura 39 mostra a distribui¢do do tamanho do didmetro dos PCs preparados com
agua ou DMF a partir da polpa celulésica como fonte de carbono. Os valores encontrados estdo
compreendidos dentro do intervalo de tamanho obtido por Wang. Mais precisamente, 0os PCs
obtidos com &gua apresentaram valores entre 4 nm e 7 nm com maior percentual em torno de 5
nm (figura 39A). Enquanto os obtidos com DMF mostraram valores de didmetro entre 3 nm e
7,5 nm sendo o maior percentual em torno de 5 nm (figura 39B).

Figura 39. Distribuicdo de tamanho de PCs obtidos a partir de A) dgua e B) DMF.
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A técnica de DLS revelou PCs estaveis em suspensao aquosa, por apresentar potencial
Zetaigual a -33,6 mV, polidispersos e adequadas para DLS, visto que o valor de PDI encontrado
foi de 0,811 + 0,059.

Até o dado momento, essa pesquisa revelou PCs, produzidos com dgua ou DMF, com
propriedades de fluorescéncia e tamanho de nanoparticulas aceitiveis para aplicagdes
tecnoldgicas. Entretanto o uso de DMF como solvente demanda consideravel tempo para

purificacdo do nanomaterial, se comparado com agua. Portanto, por ndo apresentar qualquer
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vantagem nas propriedades dos PCs, nossa equipe de pesquisa decidiu continuar os trabalhos

preparando PCs a partir de polpa celuldsica e apenas agua como solvente.

4.3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) da amostra fluorescente,
permitiram uma andlise mais detalhada das estruturas dos nanomateriais obtidos. As figuras
40A e 40B mostram aglomerados formados por folhas disformes ou particulas de carbono de
diferentes tamanhos. O comprimento das folhas varia de 50 nm a 2 micrometros, sugerindo que
parte do material sofreu carbonizacdo hidrotérmica incompleta. As analises Opticas das
amostras ja haviam revelado maior intensidade na fluorescéncia quando o material precursor
foi submetido em maior tempo de carbonizacédo hidrotérmica, entretanto, foi decidido trabalhar
com o valor de tempo intermediario (6 h), visando o melhor custo-beneficio, principalmente

devido ao gasto de energia exigido no processo.



Figura 40. Imagens dos PCs obtidas por MET em escalas de A) 200 nm e B) 100 nm.
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Por outro lado, foram detectadas PCs em torno de 5 nm (figura 39C), comprovando,
desse modo, o sucesso parcial da carbonizacdo hidrotérmica para obtencdo de PCs. Entretanto,
particulas esféricas entre 10 nm e 300 nm foram encontradas. Apesar do potencial zeta das
amostras revelar um nanomaterial relativamente estavel, € preciso destacar que as analises no
infravermelho com transformada de Fourier das amostras, revelaram significativa quantidade
de grupos hidroxilas e caboxilas no material o que os tornam deter de alta tendéncia de
aglomeracédo devido as interacdes a partir de pontes de hidrogénio. Além disso, as amostras
ficaram cerca de sessenta dias até a concretizacdo da analise de MET, sob temperatura
ambiente, devido a situagdes burocréaticas de envio e analise, tal como, fila de espera e outros
na FIOCRUZ — BA. Esse tempo pode ter sido fator determinante para estabilizacdo de grupos
eletrostaticos (especialmente os sulfatos) que colaborou para efetivacdo de ligacGes a partir de

pontes de hidrogénio nos PCs.

435 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A figura 41 mostra o espectro de FTIR dos PCs. Em relacdo as amostras precursoras, 0
gréfico revela um material com expressivo e variados grupos funcionais, com a presenca de
muitos grupos oxigenados, tais como carbonilas, carboxilas, hidroxilas, nitrosos, sufoxidos e

outros.

A larga absorgdo em torno de 3324 cm™ é caracteristica de estiramento OH. Diversos
grupos funcionais de C-O e S=O podem ser atribuidos aos estiramentos em 1181 e 1070cm™.
De acordo com Salame (2001), a banda em torno de 1371cm™ ¢ atribuida ao estiramento de
grupos funcionais nitrosos, principalmente -NO.. A absor¢éo caracteristica de C-OH localiza-

se em torno de 1181cm™, e deformagdo C-H em aromaticos em torno de 800cm™,
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Figura 41. Gréfico de FTIR dos PCs.
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4.3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Anadlises antimicrobianas mostraram que os PCs séo eficientes contra bactérias, tanto
gram positiva como negativa, com destaque para ST que chegou mais proximo ao valor do
potencial antibidtico comercial gentamicina (GENT). A reprodutividade da bactéria EC
também cedeu significativamente ao material testado. De modo inferior, SA também foi inibida
pela presenca dos PCs, como mostrado na tabela 3. Os valores dos resultados aqui relatados sdo
superiores a média encontradas na literatura para alguns outros materiais naturais, como 6leos
essenciais, por exemplo (CARVALHO, 2016; BARBOSA, 2015; SARTO, 2014). A tabela 3

apresenta os valores encontrados para PCs com uma comparagdo ao GENT.

Tabela 3. Dados de anélise antimicrobiana frente a PCs.

ST (%) EC (%) SA (%)
PCs 3,0 154 91
GENT 0,7 2,19 0,64

Os resultados obtidos até aqui, empolgaram nosso grupo de pesquisa a ponto de que, para um
futuro préximo, por assim dizer, para um projeto de p6s doutorado ou quaisquer outros objetivos

cientifico, pretendemos testar os PCs, aqui produzidos, como um biomarcador de células, a partir da
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modificacdo da superficie dos PCs, de modo que eles se liguem a células previamente selecionadas em

in vitro e em in vivo.
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5 CONCLUSOES

A polpacdo do bambu identificado como Guadua weberbaueri Pilger revelou indice de
celulose diretamente proporcional a quantidade de processos quimicos que as amostras sofriam.
O diametro dos PCs obtidos tanto a partir da polpa celulésica com dgua ou DMF apresentaram
valores entre 3 nm e 7,5 nm com maior percentual em torno de 5 nm. A técnica de DLS revelou
PCs estaveis em suspensao aquosa, ao apresentar potencial Zeta igual a -33,6 mV, polidispersos

e adequadas para DLS, visto que o valor de PDI encontrado foi de 0,811 + 0,059.

Todas as amostras de PCs fluoresceram na regido do visivel (entre o azul e o verde)
guando excitadas com luz ultravioleta (365 nm). Entretanto, quando excitadas em diferentes
comprimentos de onda, 300 nm a 480 nm, com incremento de 20 nm, houve mudanc¢a no
comprimento de onda de luz emitida. Essa dependéncia de emissdo em funcdo da absorcdo foi
associada a diferentes grupos quimicos que compdem a superficie dos PCs. De modo geral,
todas amostras apresentaram maior rendimento quantico quando excitadas em 320 nm. Em
suma, tanto os PCs produzidos com DMF quanto com agua, como solventes, e 0S percussores
polpa celuldsica ou NCC, apresentaram rendimento quéantico em torno de 1%, sem diferenca

significativa entre si.

Por fim, analises antimicrobianas mostraram que os PCs sao eficientes contra bactérias,
tanto Gram positiva como negativa, com destaque para ST que chegou mais préximo ao valor
do potencial antibidtico comercial gentamicina (GENT), mas também foi possivel inibir as
bactérias EC e SA.
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RESLINIO

A odigho de fibms vegetais em compdsibos podem ctimizar & propriedsdes de muitos matenais. Assim, objetivow-
s preparar ¢ camacterizar polpa de celulose & partir de bambuw. Para tando, foi milizado dois diferemies métodos de
deslignificaglo do bambuw, seguidos por branquesmento. M&odo [: o bamba foi lavadoe com solugbo de NaOH a
5% por 1h, 4 temperabora ambéente e agitagko. Mo IL o bambw foi lavado com NMeOH o 2% por 4h a BIC e
agitegfo. Apds, fod realiomdo o branquesmento da polipa com HaOh a 24% (wiv) @ MeOH a 4% (m/m), na proporgio
e 1g20mL., por 2h a 50°C ¢ agiacio. Posteriommente, & amostras forom sobmetides & andlises: teor de celubose;
especiroscopia FTIR; DRX & termogravimétrica. O teor remanesceme de fignina ¢ hemicelulose ne amostras do
médodo I, foi 11% e 1 %, respectivamende e 6% e 12% (11). O brangueamenio das amosires (1) sumentarsm o teor
e celubose (E&%) e da cristalinidade (79%). A penda de massa média fod de B0 %, em om pico médio de 356°C.
Palavras-chave: Celulose. Deslignificagho. Brangueamento. Reforgo de Composilo.

ABSTRALT

Thee addition of plant fibers in composites can oplimize the properties of many mstenialks. Thus, the ohjective was
to prepare and characterize cellubose pulp from bamiboo. For this. two different methods of delignification bamboo
were used, followed by bleaching. Method 1: the bamboo wis washed with 5% NeOH solution for 2 hours, s room
temperature and protecied. In 11, the bamboo was washed with 2% MaOH for 4h at 20°C and prepared. Afterwarnds,
the pulp was bleached with H202 at 24% (v / v) and NaOH at 4% (m /' m), in the proporteon of 1g © 20ml., for Zh
at S0°C and rest. Subseguently, as they were subjecied to analysis: cellulose comient; FTIR spectrascopy; XRD
and thermogravimetric. The remaiming comtent of kignim and hemicellulose in methed L was 11% and 17%,
respectively and 6% and 12%: (I[). The bleaching of (1) increased the ceflulose contem (88%) and the crysmllinity
{ T9%%5). The average boss of maes was 0% at an average peak of 356°C.

Key words: Cellulose. Delignification. Bleaching. Composite Reinforcement.
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A grande maiornia dos produtos industrializados tinha como matéria prima recursos
naturais, perduramde assim, até o séeulo 19, ¢ desde entdo, até meados da década de T, o

petrdlen ¢ seus derivados se tomaram protagonistas como matéria prima para tais produtos.
Cronologicamente, até o8 dias aluais, 08 esforges tem se concentrado cm substituir o petrdleo ¢
seus derivados por produtos nafurais ¢ sustentdveds [1]-

As fibras vegetais sdo utilizadas com o objetive de melhosar as propriedades de um
determinado compbsito, principalmente as meciinicas [2]. As adighes de fibras em compdsitos
frigeis aumentam seu modulo de ruptura ¢ resisténcia 4 tragio significativamente, diminuindo
a fissuracio da matrz reforgada pelas fibras ¢ otimizando seu uso comoe materiais de construgiio
[3-4].

Antes da aplicacho das fibras celubdsicas como reforge de compdsitos, wm processo
muite importante deve ser realizado, a remocio parcial ou completa da hemicelulose, lignina ¢
extrativos [1,5], tormando assim as fibras cclulbsicas mais acessiveis [6], ¢ diminuindo a
incompatibilidade quimica entre a matriz a ser reforgada ¢ as fibeas vegetais [7.8]. Esse processo
de mdividualizagho das fibras celulbsicas, com a remoclo dos componentes amorfos,
denomina-se polpacio, onde as caracteristicas, tipos de aplicacio ¢ gualidade da polpa depende
dio tipo de processoe de polpacio utilizado [9].

Dentre 08 processos de polpagiio, o mais comum & o Kraft, que cozinha a fonte de filsras
celulfsicas em solugho alcaling de hidedxido de sddio ou sulfeto de sddio, gerando fileas
branguedveis ¢ de boa resisténecia mecinica, possuindo rendimento de produgioe de polpa na
ordem de 50% a 60% do tofal de materal utilizado [9].

Ma primeira ectapa da polpacio, a lignina ¢ parcialmente removida, Como complemento
da primeira etapa, & realizado o brangueamento da polpa, que além de promover a alvura das
filbras [ 1], ji que cm geral a polpa deslignificada possui coloracho castanlo escura, também
reimove a lignina ¢ hemicelulose residuais ndo eliminados na promcira clapa.  Através deste
processo, o8 componentes amorfos da fibea celubbsica sio removidos, aumentando o valor
agregado do produto pela sua abora [11].

Mo branqueamento podem ser utilizados diversos reagentcs como  perdxido de
hidrogénio, dcido acético, hipoclorite de sddio, hidedxido de sidio (também utilizado na
primeira ctapa) ¢ ainda possiveis combinaghes entre 08 mesmos [6].

Alguns tratamentos quimicos auxiliares podem ser realizados objetivando a melhoria de
qualidades da fibea vegetal, como o uso de silanos para redug®o da absoegdo de dgua pelas fibeas
[12-03].
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As fibras vegetais possuem boas propriedades mecinicas como alta resisténeia  tragio,
baixa densidade, baixo cocficiente de expansio térmica ¢ baio modulo de elasticidade, se
configurande como Gtima opclio para reforgo de compbsitos [14-13]. As propricdades de
algumas fibras vegetais e sinificas encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Propricdades fisicas ¢ mecdinicas de algumas fibras vegetais ¢ sintéticas.
Fibras Peso especifice Absorgio de Hesisténcia & b I8 T T 1

{kg/m”) dgua (%)  tracho (MPa)  elasticidade
(GPa)
Sisal’ 1370 110 347-378 15,2
Cibcn’ 1177 918 95-11% 28
Bambu' 1158 145 73-505 1040
Cinhamo' 1500 85-105 900 34
Congo Jute’ 1409 182 300-500 10-40
Banana' 1031 407 364 20-51
Piagava' 1054 34-108 143 5.6
Dendezeira® 1300- 1450 60-84 70-170 354
Polipropilens’ 913 - 250 2.0
PVA? 1300 - 900 23
Agot TR00 - 4100 210
Carbone* 1500 - 1 S00-5500 1 $0-500

Fomites: |ARSENE [ 16]; "KRIKER [ IT]. "PASSUELD 18], M00N |5

Alguns estudos foram realizados com fibeas naturais para reforgo de matrizes
cimenticias, como o bambu [ 19-24], como o sisal [25-27] o curawd [2,.28], o cbeo [29-35], ca
Juia [36] Os resultados mostraram a viabilidade do uso de fibras naturais como reforgo cm
compdsitos cimenticios, aprescntando ganhos significativos de resisidncia mecidnica dos
compdsitos com a adiglio de fibras vegetais.

O barnbu é uma graminea, da familia Pogcess, existindo aproximadamente 50 géneros
e 1300 espéeies pelo mundo toedo, ecormendo nos trdpicos ¢ em regides temperadas, dentro das
latitudes 46" N até 47" 5, em altitudes que variam do nivel do mar até 4300 m [37].

Ma Amazdnia sul-ocidental existem grandes dreas de floresta nativa com predomindneia
diz bambu no sub-bosque (figusa la), principalmente pelo género Guadua, ocupando uma dnea
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de aproximadamente 161.500 kny® (Fig 1b) [38] As espécies de bambu mais frequentes na
Amazinia sio Guadua sarcocarpa ¢ G. weberbaueri Pilg. [39].

Figura 1. a) Interior de uma floresta com o sub-bosque dominado pelo bambu (Guadia spp.)
no Parque Estadual Chandless, Acre. Figura Ib) Localizagdio ¢ distribuigio das florestas com
bambu (manchas escuras) no sudoeste da Amazdnia.

Fonte 1a- BIANCHINI [40]. Foate 1b: FERREIRA [41].

Virios estudos realizados mostraram que o Brasil possui a maior diversidade de espécies
de bambu, com aproximadamente 137 espécies ¢ 17 géneros em todo territdrio nacional [42], ¢
uma das majores reservas do planeta, ocorrendo em sua maiona na Amazdnia sul-ocidental
[43].

No estado do Acre, um levantamento mostrou que existem 10.969.410 hectares de
florestas com predomindncia de bambu no sub-bosque, sendo a drea de bambu 4.563.688 ha,
ou 41,60 % do total dessas florestas. sendo Feijé o municipio com maior quantidade de bambu
(1.122.460 hectares) ¢ Plicido de Castro com a menor quantidade (439 hectares), ¢ a capital
Rio branco tem a 6* maior quantidade de bambu (296.215 hectares) [44).

Por sua abundincia. 6timas qualidades ¢ variadas possibilidades de uso, 0 bambu ¢ uma
matéria-prima com grande potencial econdmico de uso, oportunizando assim a exploracio
econdmica da biodiversidade [45].

O bambu tem se mostrado uma fibra vegetal muito promissora tanto para o uso de sua
polpa como para uso como elemento de reforgo em compdsitos, possuindo o crescimento mais
ripido entre as tipologias lignoceluldsicas, sendo um timo substituto para a madeira, que é a
mais tradicional fonte de celulose, possuindo abundéincia em todo planeta e custo baixo quando
comparado a outras fontes de celulose, podendo ser utilizado em materiais de construgio civil,
como compdsitos 4 base de cimento Portland [46-47].
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Assim, o objetive deste irabalho foi tesiar variados méiodos de polpaciio do bambu
Gieerdivy weberhauri, ¢ através de sua caracterizacio, definir a melhor polpa produzida dentre

0s métodos testados, para aplicagio como reforgo de compdsitos, visando a destinacho
industrial para cssa fonte de fibras vegetais abundante que & o bambu nativo.

L FUNDAMENTACAQ E PERCURSO METODOLOGICD

Produgio da polpa celuldsica

Para a producio da polpa, foram utilizados dois diferentes métodos de deslignificacso,
seguidos do mesmo tipo de branqueamento.

A deslignificacsio do bambu triturado foi feita com solugio de hidrixido de sodio
(MalH) a 5%, na proporgio de 30 g de bambu para 500 mL de solugio, por 2 b 4 temperabura
ambiente ¢ agitagio constante. Em seguida, foi realizado o beangueamnento da polpa com
peroxido de hidrogénio (HaOg) a 24% (wivh e NaOH a 4% (m'm) (1:1), ma proporciio de 1 g de
filsra para 20 mL da solugdo, por 2 b a 530°C e agitacio constante. Foram produzidas polpas com
1, 2 & 3 branqueamenios consecutivos [48].

Mo segundo método a deslignificacio do bambu tritorado foi feita com solugio de
NaOH a 2%, na proporcdo de 30 g de bambu para 1200 mL de solugdo, por 4 h 4 80 °C ¢
agita¢io constante, por 4 vezes consccutivos [49]. Em seguida, foi realizado o branguearmento
da com HxOn a 24% (viv)e NaOH a 4% (m'm) {1:1), na proporcio de | g de fibra para 20 mL
da solugdo, por 2 h a 50°C e agitachio constante branqueamentos [48]. Foram produzidas polpas
com I, 2 ¢ 3 brangueamenbos.

Amdlise do teor de celubose

A andlise do eor de celulose foi determinada no laboratdrio de bromatologia da
EMBRAPA Acre, a partir do método FOMFDA com dcido sulfilncs a 7T2%., proposto por Yan
Soest [50]. Todos os resuliados estfio corrigidos com base na matéria seca (MS) 4 105 °C. Esse
méiodo considera que os constituinies das plantas podem ser divididos em conteddo celular
(lipidios, compostos nitrogenados, gorduras, amido ¢ outros compostos soliveis em dgoa) ¢
parcde celular (proteing insolivel, hemicelulose, celulose ¢ lignina). Basciz-se na andlise de
filbra, a qual é subdividida em: Fibra em Detergente Mewiro (FDM): A& coélula vegeial & revestida

por uma parcde celular rigida composia basicamente por celulose, mas em células adulias esta
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parcde sofrer um espessamento que pode formar uma segunda parede composta por lignina ¢
hemicelulose.

O método de Van Soest consiste, inicialmente, cm separar o contebdo celular da parede
cilular. Isto & feito aquecendo-se parte da amostra em solucio de detergente newtro. O conteddo
celular solubiliza-se no detergente, engquanto a parede celular ndio, podendo ser separada por
filtragem. As fraghes resultantes sfo denominadas de soliveis em detergente newiro, ¢ o
coinpostias pof proteing, pittegénio o protéico {NMP), lipideos, pigmentos, aclcares, dcidos
orghnicos ¢ pecting, ¢ FDM (constinida basicamente por cclulose), M ligado & fibra,
hemicelulbose ¢ lignina.

Fibra em detergente dcido (FDA)R Quando se utiliza solugio de detergente Scido a
celulese ¢ a hemicelulose solubilizam-se ¢ a lignina ligada & celulose (lignocelulose) que &
separada por filragem. As duas fraches sfo denominadas, respectivamente, de soliveis em
detergente dcido ¢ FDMA. A porelo solivel & integralmente aproveitada por maminantcs oo oulnos
herbivoros ¢ parcialmente por msonegdstricos ndoe herbivoros. A FDA & a porgiio menos
digestivel da parede celular das forrageiras pelos microrganismos do rimen, constituida quase
na sua totalidade por lignocelulose, ou seja, lignina ¢ celubose. Logo, a proporcio de
hemicelulose ¢ determinada pela diferenga entre FDN ¢ FDAL A celulose contida na fracio
FDA, gue é parte soldvel em detergente dcido, quands levada a forno mufla, ¢ totalmente
queimada. Com isso, podemos, também por diferenca entre os pesos, obier a fragio de celulose

da amosira.

Determinagio dos grupos funcionais ¢ confirmacio da redogio do teor de lignina e
hemicelulose - FTIR

Os espectros de absorcio na regifio do infravermelbo foram obfidos na infracstrotura
Institute de Criminalista da Policia Civil do Acre, em equipamento Perkim Elmer Spectrum RX
1. Fai wtilizado KBr previamente seco ma preparacio das pastilhas, que foram analisadas com
MO WHO M minitmol & varreduras, na faixa de 400 a 4000cm ™. minimol & varredurss, na faia
die 400 a 000 no minimo 6 varreduras, na faixa de 400 a 4000cm.

Determinagio da cristalinidade - DRX
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A determinacio da cristalinidade da celulose ¢ das polpas produzidas foi realizada no
Drepartamento de Geocidneia - DEGED da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. O
ecquipamento wilizado foi o Difratdmetro de Raios x, Marca Shimadzu, Modelo XRED G000
Tubode Raio X com radiagio Cu Ka com comprimento de onda de 0,134 18 nm. A configuracio
adotada para a andlise foi o monocromador com fendas (1, 1, 0.3), operado a 40 KV com uma
corrente de 30 mA, a uma velocidade de 2,000 deg/min.

Andlise termograviméirica - TGA

Az amdlises themicas foram realizadas no complexo BIOMNORTE da UFAC em um
calorimetro Metzsch modelo JTupiter STA449 — F3 em uma atmosfera de nitrogénio com fluxe
die 2000 ml min™, ¢ taxa de aquecimento de 10,0 °C min ' até a temperatura final de 600.0 °C.

A rnassa da amostra analisada foi de 2000 mg, em cadinhos de oxido de alumina.

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A partir da andlise do teor de celulose pelo método FDRFDA, foi constatado um teor
significativo maior de hemicelulose ¢ lignina remanescente nas amostras, que foram lavadas
apenas uma vez (mdétodo 1), quando comparada aquela lavada quatro vezes (método 11). Os
valores apresentados foram |1 60% ¢ 17,92% de bemicelulose ¢ lignina, respectivamente, para
o mdtodo [ Enguanto que o método [ apresenton 6. 26% ¢ 12 18%, respectivamente de feores

de lignima ¢ hemicelulose, como mostrado na tabela abaixo.

Amostras Composigio da Parede Celular (%)
M= FDM FDA  Hemicelulose Lignina  Celulose
PCBLIx 41 06,77 #5,17 1160 1792 6326
PUBL4x 94,00 0.0 93,45 626 12,18 T3.5R
PCBLAxBrix 9442 .75 93,62 6,13 #,39 5483
PCBL4xBrix 9309 90 RS 92 52 733 4,17 86,08
PCBLAxBrix 93,94 9055 93,9 560 4,25 B33

A reducio nos teores dos compoestos amorfos observados entre 08 dois métedos de
lavagem, resulton em um expressivo rendimentio da polpa de celulose entre os dois métodos de
lavagem, que foi de 63,26 % para o método 1 ¢ 78,88 % para o segundo método. Com isso, foi
definido que o processo de branqueamento seria realizado apenas para essa Qltima, descartando
assim, o método que envolve apenas uma lavagem. A tabela 2 mostra, ainda, que o teor de
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celulose aumenton conforme aumentava-se o plmero de vezes que 4 amostra passoll por

processo de brangqueamento. A amostra PCBL4xBrlx, que foi brangueasda apenas uma vez,
apresentou 84 83% de teor de celulose, enquanto que a PCBL4xBr2w (branqueada duas vezes),
apresentou 3606 Mo e a brangueada inés vezes (PCBLAxBrix) mostron-se com o maior teor de
celubose, B8 33 %

A diminuicio nos icores de lignina, hemicelulose e exirativos, scarretando o incremenio
no teor de alfa—celulose, foi comprovada através do ensaio de FTIR, gue mostrou também uma
diminuigio na absorgho méxima de dgua da amostea, apos tratamentos realizados. A Figura 2
mostra & curvas obfidas para o bambu tritnrado ¢ cada tipo de tratamento realizado. Estas
curvas sdo resultados das vibraghes correspondentes s bandas destes elementos quimicos wa
faixna de 4.000 2 400 cm ™

Figura 2. Graficos de FTIR para as amosiras de polpa celuldsicas obtidas do barmbu.
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O pico de 1.732 em™, referente a0 grupo acetil ¢ carboxilicos das xilanas, desapancos
com 04 tratamentos de polpacio, confirmando a extracio de lignina ¢ extrativos da amosira. A
queda dos teores de lignina, hemicelulose ¢ de extratives também & comprovada através da
diminuigio das bandas de 1602 em™', que representa vibraghes no esqueleto aromédtico mais
estiramenio C=0, indicands diminuicio no teor de polioses; em 1243 em', que represenia
deformacio axial assimétrica de =C—0-C—, comum em meio onde et presente =C—0—, como
em dater ¢ éters em 1,372 coy ', referente & vibeagio de deformactio do grupo C—H, devido a
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remocko de polissacarides de baixa massa molecular ¢ 1.513 ¢ 1427 em™', relacionadas a
vibragdo dos grupos aromdticos de lignina, especificas dos andis do tipo guaiacilicos.

A diminuigio da banda de 3330 co ' indica o sucesso da reaglo de csterificacio na
amostra ¢ também ma diminuicio de umidade. O alargamento das bandas de 898 ¢ 1.047 cm ™’
indica um meremento no valor do teor de alfa—celulose, enguanto o aumento da banda de 1160
e indica incorporacio do grupo éster 4 polpa. A pequena diminuicio na banda de 1.323 cim
I fanel guaiacil-siringilico de lignina) ocorren, principalments, devido ao tratamento de
mercerizache. A banda de 2900 cm ', atribuida ao estiramento vibracional simétrico o
assimérico de CHx ¢ CH: de grupos alifiticos, se tormou menor devido & remogio da
hemicelulbose.

Para a determinagio da cristalinidade das amostras de bambu foram usadas o métodos
de SEGAL [51], onde o perceniual cristalino foi determinado pela diferenca da intensidade
entre o pico de maior mntensidade (leta) correspondente a0 pico cristaling ¢ o de mewor
intensidade (la), caracteristico do pico amorfio.

A partir da figura 3, gque mostra o grifico de DEX de uma amostra de bambu iriturado
seim penhum processo de lavagem ou brangueamento, ¢ possivel observar a tipica absorg o das
celuleses em 27 prdotimo ao 23° de uma amostra completamente amorfa.

FIGURA 3. Difratograma de Raios-x do Bambu triturado.
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Ag inbensidades dos pieos cristalinos ¢ do halo amsorfo das polpas, foram obtidas através
dos grafices a seguir. Pode-se observar através das figuras 4a, 4b, 4¢ ¢ 4d que os graficos da
celulese de bambu lavada 4 vezes (sem nenhum processo de branguearmento) ¢ lavadas 4 vezes
seguido de branqueamento 1, 2 ¢ 3 veaes sio caracteristicos de celulose tipo [ onde o halo
amorfo ¢ o pico cristalino ficam sinados cntre os dngulos | 2°=268=] 3% ¢ 22082237,
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Figura 4. Difratograma de Raios-x da polpa de bambu lavada 4 vezes (a); DRX da polpa lava
4 vezes ¢ brangueada | vez (bl DREX da polpa lavada 4 vezes ¢ branqueada 2 vezes (¢) ¢ DRX
da polpa lavada 4 vezes ¢ branqueada 3 vezes (d).

a) b

9 d}y

A partir da intensidade de absorcio dos dngules, foi determinado o indice cristalinidade
para as amostras. A figura 4a mostra o grifico de DRX da amostra de polpa de bambu Llavada
quatro vezes com hidrixido de sédio, onde foi detectado um percentual de G6,66% de indice de
cristalinidade dessa amostra. Enquanto gue a mesima polpa gue foi brangueada uma vez com
perdxido de hideogiénio (aphs as 4 lavagens), teve sua cristalinidade aumentada para 71,04%
(figura 4b). Esse aumento se repetiv nas polpas branguesdas duas ¢ trds vezes coin o mesmo
reageite, TH,19% ¢ 79.47%, figuras 4c ¢ 4d, respectivamente. Com csse resultado, & possivel
endoszar que o agenic brangueador ataca, de forma a eliminar oz grepes amorfos da celulose ¢
que o indices de cristalinidades estdo priximos aos cncontrados nas polpas de Eucaliptos
produzidos por LENGOWSEI [52].

Devido as indicagbes de sucesso da polpagio descritos acima, as amostras foram
submetidas a andllise termogravimétrica { TGA). O primeiro cvento visualizado na andlise TGA
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¢ a desidratagdo das amostras que ocorrem entre um intervalo médio de 43.8°C ¢ 108.6°C. com
uma perda de massa média de 6,18%.

FIGURA 5. Curvas de TGA (a) ¢ sua derivada DTG (b)

Tempsratura °C

A decomposiciio térmica ocorre em um pico médio de 356°C, com temperatura onset
em 334.4 ¢ endset em 362.2° para as quatro amostras analisadas. A Perda de massa média foi
de 80.51%. Na curva de DTG, fica evidente dois picos dos eventos endotérmicos que ocorreram

na amostra.

CONSIDERACOES FINAIS

As andlises do teor de celulose pelo método FDN/FDA revelaram que o método de
lavagem, quatro vezes, das amostras de bambu triturado, com solugdo de hidrdxido de sddio foi
significativamente mais eficiente para remocio dos compostos amorfos das amostras, se
comparado com o método que usou apenas uma lavagem com hidroxido de s6dio. Na pritica o
teor remanescente de lignina ¢ hemicelulose nas amostras lavadas apenas uma vez foi 11.60%
¢ 17,92%, respectivamente ¢ 6,.26% ¢ 12,18%, respectivamente para a lavada quatro vezes. Essa
diferenca impactou o rendimento final na produgdo da polpa de 63.26% (lavada apenas uma)
para 78.88% (lavada quatro vezes).

O branqueamento das amostras lavadas quatro vezes aumentaram o teor de celulose
quanto mais s¢ aumentava o nimero de vezes gue a amostras foi branqueada. Assim, a amostra
que foi branqueada apenas uma vez, apresentou 84.83% de teor de celulose, enquanto que a
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beangueada duas vezes apresentou 86,06 % ¢ a beangueada trds vepes mostrol-s¢ coim o HEaior

teor de celulose, 88,33 %. Em sintese, quanto maior for o wimero de vezes de lavagem ¢ de
brangueamento das amostras de bambu triturado, maior o teor final de celulose. Essa teorna fod
endossada a partir das andlises dos dados de FTIR que revelaram diminuicio nos teores de
lignima, hemicelulose ¢ extrativos, acarrciando o incremento no teor de alfa—celulose, que
mostron também, uma diminuicio na absorgio mdxima de dgua da amostra, apds tratamentos
realizados.

0= difratogramas de raio-x reforgaram essa tese a0 revelar os Indices de cristalinidade
das amostras cm 66 66%, T1,04%, Te 19% ¢ 79 47% para as amostras lavadas quatro veres
(=ctn branqueamenio) ¢ lavadas quatro vezes ¢ brangueadas wma, duas ¢ trds vezes com
perixido de sddio, respectivamente.

A andlise TGA revelou comportamento semelhante para todas amostras, de modo gue
todas elas se mostraram relativamentc estiveis se comparada com outras de mesma natureza.
A desidratagio das amostras ocorreram em um intervalo méddio de 43.8%C ¢ 108.6°C, com uma
perda de massa média de 6,18%. A decomposiciio térmica ecorren em wm pico médio de 356°C,
com bemperatura onset em 3344 ¢ endset em 362.2%: para as quatro amostras analisadas. A
Perda de massa média foi de 80.51%. Em suma, a polpacio do bambu amazinico se mostrou
um recurse eficiente para produgio de polpa celuldsica, que pode 0til para producie de

compdisito ¢ substifuir outras plantas que causam impactos ambicniais mals severos.
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