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RESUMO

Atualmente, a industria téxtil ¢ um dos setores econémicos mais rentaveis, mas também um
dos responsaveis pela maior geracdo de residuos, sendo que parte significativa destes acaba por ser
incinerado ou depositado em aterros. Assim, devido a sua consideravel contribuicao para a intensificacdo
da poluicdo ambiental, juntamente com a ja reconhecida escassez de recursos petroliferos, torna-se
essencial encontrar novas formas de reutilizacao destes residuos téxteis. Uma metodologia recente para
0 seu reaproveitamento € a extracao de materiais celuldsicos, nomeadamente celulose nanocristalina
(CNC) e nanofibrilada (CNF). A CNC e a CNF, devido as suas propriedades excecionais de capacidade
de retencdo de agua, biocompatibilidade, biodegradabilidade, excelentes propriedades mecanicas e
grande area de superficie tém demonstrado grande aplicabilidade, nomeadamente na area biomédica.

Desta forma, o presente projeto de dissertacao visa desenvolver e otimizar diferentes métodos
de extracdo de nanocelulose (NC) a partir de residuos fornecidos por uma industria téxtil, utilizando as
metodologias ja existentes e também processos alternativos com menor impacto ambiental. Com o
conceito de economia circular em mente e com a necessidade crescente de novos produtos téxteis de
alto valor acrescentado, pretende-se nao sé extrair NC, mas utiliza-la em nanocompositos poliméricos
com propriedades benéficas para a utilizacdo na prevencéo e tratamento de diversas patologias da pele.
Assim, diferentes estratégias de extracao foram utilizadas incluindo extracdo mecanica e hidrolise acida
(utilizando &cido sulfurico, maleico e citrico). Um processo de hidrolise otimizado foi alcancado com a
reducdo da concentracdo de acido sulfurico de 64 %(m/m) para 55 %(m/m). A NC extraida foi
devidamente caracterizada por microscopia o6tica, STEM, ATR-FTIR, XRD e TGA. Posteriormente, tendo
em vista a aplicacdo da NC extraida, varias percentagens foram incorporadas em filmes de quitosano e
estes caracterizados por ATR-FTIR, TGA e ensaios de tracdo uniaxial. A adicdo de NC nos filmes de
quitosano permitiu uma ligeira melhoria das suas propriedades térmicas e mecanicas. Por ultimo,
realizou-se a incorporacao do extrato natural de folhas de Ziziphus, conhecido pelas suas propriedades
antimicrobianas. O seu perfil de libertacao foi tracado através de espectroscopia UV-vis e a sua atividade
antibacteriana analisada. Uma libertacdo continua do extrato foi verificada pelo menos por 5 h e a sua
capacidade bactericida comprovada. Desta forma, o desenvolvimento deste trabalho demonstrou que é
possivel extrair NC a partir de residuos téxteis, utilizando processos um pouco mais sustentaveis, e que

podera ser possivel a sua aplicacdo como reforco em nanocompositos facilmente funcionalizaveis.

Palavras-chave: Extratos naturais, Hidrélise acida, Nanocelulose, Nanocompositos, Residuos téxteis.
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ABSTRACT

Nowadays, the textile industry is one of the most important economic sectors, but also one of
those responsible for the largest generation of waste, being that a significant part ends up being
incinerated or landfilled. Therefore, due to its significant contribution to the intensification of
environmental problems, along with the already recognized scarcity of petroleum resources, the use of
this type of waste has been appointed as an urgent need. A recent methodology for their reutilization is
the extraction of nanocellulosic materials, such as nanocrystalline cellulose (NCC) and nanofibrillated
cellulose (NFC). NCC and NFC, due to their exceptional properties of water retention capacity,
biocompatibility, biodegradability, excellent mechanical properties, and large surface area, have shown
great applicability in different areas, including in the biomedical field.

Therefore, the present dissertation project aims to develop and optimize different methods for
extracting nanocellulose (NC) from waste provided by the textile industry, using existing methodologies,
but also alternative processes with less environmental impact. With the concept of circular economy in
mind and with the growing need for new textile products with high value-added, it is intended not only to
extract NC but to apply it in polymeric nanocomposite films with beneficial properties to be used in the
prevention and treatment of several skin pathologies. Therefore, different extraction strategies were used,
including mechanical extraction and acid hydrolysis (using sulfuric acid, maleic acid, and citric acid). An
optimized hydrolysis process was achieved by reducing sulfuric acid concentration from 64 wv% to 55
wv%. The extracted NC was properly characterized by optical microscopy, STEM, ATR-FTIR, XRD, and
TGA. Subsequently, various percentages of the extracted NC were incorporated into chitosan-based films
and these films were characterized by ATR-FTIR, TGA, and uniaxial tensile tests. The incorporation of NC
in chitosan films allowed a slight improvement in their thermal and mechanical properties. Finally, the
incorporation of the natural extract of Ziziphus leaves, known for its antimicrobial properties, was
performed. Its release profile was traced by UV-vis spectroscopy and its antibacterial activity was analysed.
A continuous release of the natural extract was verified for at least 5 h and its bactericidal capacity was
proved. In this way, the development of this work demonstrated that it is possible to extract NC from
textile waste, using slightly more sustainable processes and that it may be possible to apply it as

reinforcement in nanocomposites.

Keywords: Natural extracts, Acid hydrolysis, Nanocellulose, Nanocomposite films, Textile wastes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Moetivacao

Atualmente, com a crescente consciencializacdo ambiental, hd um maior interesse pelo
desenvolvimento de materiais verdes e sustentaveis, bem como pelo estudo de formas eficientes de
reutilizar e recuperar varios residuos para a producao de novos produtos de alto valor acrescentado, com
baixo impacto ambiental [1].

A industria téxtil € apontada, globalmente, como sendo um dos setores mais poluentes, nao so
devido a grande quantidade de residuos produzidos e a sua eliminacdo em aterros e incineradores, mas
também devido ao cultivo e fabrico de fibras e tecidos, que envolve o consumo de excessivas quantidades
de agua, pesticidas, fertilizantes e energia [2]. Estima-se que, por ano, se produzam 13 milhdes de
toneladas de residuos téxteis em todo mundo. Estes incluem nédo s6 excedentes de fabrica, provenientes
de processos industriais como o corte e a fiacdo, mas também vestuario e téxteis domésticos que
acabam por ser descartados [3]. De acordo com os dados apresentados num relatorio oficial da
Comissdo Europeia em 2021, das 5,8 milhdes de toneladas de téxteis que os consumidores da Unido
Europeia descartam todos os anos, apenas um quarto é reciclado [4]. Segundo a associacado Friends of
the Earth Europe, as restantes 4,3 milhdes de toneladas sdo totalmente descartadas em aterros [5]. A
nivel mundial, a realidade é analoga com 75% dos residuos téxteis a serem depositados em aterros,
enquanto apenas 25% sao reciclados ou reutilizados [6,7]. Com a crescente preocupacdo com o
consumo excessivo de agua e energia, e a alarmante escassez de recursos naturais, & essencial
encontrar um caminho mais sustentavel para estes residuos téxteis [2]. A degradacdo anaerdbica de
algodao nos aterros e as grandes quantidades de dioxido de carbono produzidas durante o processo de
incineracao, tornam a reciclagem destes residuos ainda mais urgente. Adicionalmente, os corantes e as
tintas presentes nos téxteis sdo reconhecidamente dificeis de se decompor biologicamente. Estes séao
libertados no solo aquando da deposicao dos téxteis em aterros, contaminando-o, e contribuindo ainda
mais para a amplificacao de problemas graves de foro ambiental [8,9].

Uma grande maioria dos residuos téxteis sao constituidos por algodao, uma vez que cerca de
24% do mercado téxtil se dedica a esta fibra [10]. No entanto, para o reaproveitamento destes residuos
de algodao, a reciclagem por trituracao e a sua reutilizacao possuem limitacoes, sendo aplicadas apenas
quando possivel [11]. Novas estratégias de reciclagem téxtil, pds-consumo, tém surgido quer em ambito

académico como industrial, mas ha ainda grandes desafios a ultrapassar que dificultam muito esta



reciclagem. Estes desafios incluem, principalmente, a presenca de misturas de fibras, pigmentos e de
contaminantes [10,12]. Relativamente a reciclagem de residuos téxteis provenientes das varias fases de
producdo, sdo ainda escassos o0s estudos publicados [13-15]. Todavia, estes residuos, provenientes
quer das diferentes fases de producao, quer pés-consumo, possuem um enorme potencial que se deve
ao seu elevado conteudo em celulose (superior a 90%) [3]. Alias, apos os tratamentos exigidos no ciclo
de producao téxtil, como lavagens especificas com bases e detergentes (o chamado scouring e
branqueamentos, este teor de celulose pode, geralmente, atingir os 99% [8].

Portanto, uma forma de ultrapassar os desafios da atual gestdo de residuos, passa por encontrar
outras alternativas viaveis para a reutilizacéo e exploracdo dos residuos téxteis ricos em celulose. A
extracdo de materiais nanoceluldsicos, tais como a celulose nanocristalina (CNC) e celulose nanofibrilada
(CNF) a partir destes residuos, apresenta-se como uma alternativa efetiva e bastante promissora,
promovendo a circularidade economica, uma vez que, acrescenta muito valor a este tipo de residuos
[15,16]. A nanocelulose, sendo um biopolimero com extracdo relativamente simples e caracteristicas
extraordinarias tem captado uma grande atencédo para aplicacées biomédicas, nomeadamente em
formulacdes passiveis de serem aplicadas no tratamento de patologias de pele [17]. As propriedades
excecionas da nanocelulose provém da combinacdo de importantes propriedades da celulose:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, hidrofilicidade, estabilidade térmica, excelentes propriedades
mecanicas e baixa densidade, com as caracteristicas especificas conferidas pelo nanoescala como a
maior area de superficie [9,18]. A sua excecional capacidade de retencdo de agua e grande area
superficial tém sido associadas a uma maior adesdo e proliferacdo celular, aumentando a sua
aplicabilidade no campo biomédico [19,20]. Nos ultimos anos, a nanocelulose tem, também, recebido
muita atencdo pelo seu potencial de aumentar a performance dos materiais, nomeadamente na
capacidade de reforco de filmes poliméricos ao melhorar a sua performance mecanica [7].

Adicionalmente, o uso de extratos naturais bioativos pode adicionar novas propriedades bioativas
aos filmes poliméricos reforcados com nanocelulose, ultrapassando algumas desvantagens reconhecidas
do uso excessivo de antibidticos e nanoparticulas, como a resisténcia bacteriana e a citotoxicidade.
Assim, é possivel originar sistemas capazes de entregar localmente agentes antimicrobianos e anti-
inflamatorios, excelentes para proteger a pele de ataques microbianos externos, prevenir o aparecimento
de infecoes e tratar patologias da pele [21].

Neste sentido, a extracao de nanocelulose a partir de residuos téxteis torna-se essencial para um

futuro mais sustentavel e com menor impacto ambiental. A sua utilizacdo em aplicacdes de alto valor



acrescentado, contribui para a circularidade econémica e para a sustentabilidade economica e

ambiental.

1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é reaproveitar e reciclar residuos téxteis industriais, recolhidos
de uma empresa no fim do processo produtivo, sem utilidade final especifica. Desta forma, o foco central
desta dissertacdo é a extracdo de nanocelulose, CNC, CNF ou ambas, a partir desses residuos e
incorpora-la em filmes nanocompositos, posteriormente, funcionalizados com um agente bioativo, o
extrato natural de folhas de Ziziphus. Os filmes poliméricos, ao incorporarem este extrato natural tém
como objetivo tornarem-se mais eficazes na prevencdo ou tratamento de patologias da pele, permitindo
dar uma nova vida ao residuo celulésico, contribuindo, assim, para a economia circular e para a reducao
do impacto ambiental da industria téxtil.

Para atingir o objetivo delineado, tornou-se necessario adotar estratégias de trabalho, que

passaram pelo/a:

1) Estudo da possivel necessidade de se aplicar pré-tratamentos na amostra de residuos téxteis
industriais adquiridos, de forma a aumentar o rendimento de extracdo de nanocelulose.

2) Exploracdo de metodologias ambientalmente mais sustentaveis no processo de extracado da
nanocelulose, nomeadamente o uso de acidos solidos, de possivel recuperacao, ou pela aplicacao
de métodos combinados de forma a aumentar a eficacia dos &cidos.

3) Otimizacado do método convencional de extracao (64 %(m/m) de acido sulfurico a cerca de 55 <C)
com o objetivo de diminuir a concentracao de acido, temperatura ou tempo de reacdo, a fim de
tornar o método mais sustentavel, tendo sempre em consideracao os rendimentos de extracao.

4) Caracterizacdo das nanoceluloses extraidas recorrendo a varias técnicas, tais como, Microscopia
Otica, Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM), Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier acoplada a um acessério de Reflexao Total Atenuada (ATR-FTIR), Analise
Termogravimétrica (TGA) e Difracdo de Raios-X (XRD).

5) Incorporacdo das nanoceluloses obtidas em filmes nanocompositos poliméricos, neste caso
numa matriz de quitosano, em diferentes percentagens (5, 10 e 25 %(m/m)).

6) Avaliacdo das propriedades dos filmes de quitosano com as diferentes concentracdes de
nanocelulose extraida através de ATR-FTIR, TGA e ensaios mecanicos, a fim de se analisar qual

destas quantidades responderia melhor as exigéncias requeridas pela aplicacao final.



7) Modificacdo dos filmes nanocompositos produzidos com extrato natural de folhas de Zizjphus e
posterior caracterizacao por ATR-FTIR e Espectroscopia do Estado Fundamental por Refletancia
Difusa (GSDR) para avaliar a sua presenca na matriz de quitosano, analise da capacidade

antibacteriana do extrato e avaliacdo do seu perfil de libertacdo a partir do filme polimérico.

Desta forma, o objetivo final pode ser atingido, obtendo um nanocompésito de base natural,
reforcado com nanocelulose extraida a partir de residuos téxteis celuldsicos, com propriedades

adequadas para prevencao e tratamento local de patologias da pele.

1.3 Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo foi estruturada em 5 seccdes: a seccdo 1 engloba uma breve introducao
ao tema em estudo, onde se explica 0os motivos e o objetivo que levaram a sua escolha; a seccdo 2
abrange o estado da arte, incluindo uma revisao da literatura relativa aos conceitos, métodos de extracao
da nanocelulose, bem como uma analise da literatura sobre filmes nanocompositos reforcados com
nanocelulose para possivel aplicacdo na prevencao e tratamento de patologias da pele; a seccéo 3 inclui
todos os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento desta dissertacao; a seccdo 4 apresenta o
conjunto de resultados obtidos, bem como a discussao dos mesmos; e a seccao 5 inclui as conclusdes
gerais da investigacao desenvolvida, apresentando também algumas propostas de trabalhos futuros para
se alcancar um conhecimento mais completo sobre o nanocomposito desenvolvido.

Na seccdo 1, foi realizado um enquadramento do tema e sdo apresentadas as principais e mais
relevantes motivacdes que estiveram na origem da escolha do topico, assim como os principais objetivos
do trabalho proposto e as estratégias adotadas para alcancar os mesmos. Este capitulo apresenta ainda
a organizacao estrutural da dissertacdo, com uma breve descricao dos conteudos de cada uma das
seccoes.

A seccdo 2 contempla uma revisao bibliografica aprofundada tendo em conta: 1) a definicao
minuciosa de cada uma das nanoceluloses; 2) os métodos de extracao de nanocelulose explorados até
ao momento, enfatizando os estudos que relatam a extracdo de nanocelulose a partir de residuos téxteis
pré e pos-consumo; 3) filmes nanocompdsitos reforcados com nanocelulose ja desenvolvidos,
modificados com extratos naturais com potencial para prevencao e tratamento de problemas da pele.

Na seccao 3, encontram-se apresentados os materiais e métodos que estao na base da execucao
experimental desta dissertacao. Neste capitulo sao também descritas as diversas técnicas utilizadas para

a caracterizacdo da nanocelulose extraida, bem como dos filmes poliméricos desenvolvidos.



Na seccdo 4, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas diferentes etapas da
atividade experimental. As diferentes etapas de otimizacédo da extracdo de nanocelulose e formacao de
filmes nanocompdsitos estdo descritas, bem como os resultados das analises de caracterizacao
efetuadas na nanocelulose extraida, nos filmes poliméricos reforcados com essa nanocelulose e nos
filmes incorporando quer a nanocelulose quer o extrato natural.

Por fim, na seccdo 5, encontram-se resumidas as conclusdes mais relevantes do trabalho e sao
propostas algumas perspetivas de trabalho futuras tendo em conta a aplicacéo final de atuar como

implante de entrega localizada de agentes bioativos na pele.



2. ESTADO DA ARTE

Como foi referido anteriormente, nesta seccdo sera apresentado os diferentes tipos de
nanocelulose (NC), serdo descritas as suas diferencas, principais caracteristicas e as suas possiveis
aplicacdes. Uma revisdo bibliogréfica relativamente aos métodos de extracdo de NC a partir de fontes
celuldsicas sera também apresentada. Esta revisdo incluira as varias abordagens de extracdo da NC,
enfatizara os métodos de extracdo mais comumente aplicados nos téxteis e serdo, também, descritas as
principais limitacbes de cada método. Possiveis alternativas a estes métodos convencionais serédo
também abordadas. Por ultimo, serdo apresentados e explorados alguns filmes nanocompositos ja
desenvolvidos, que integram NC como material de reforco e extratos naturais, com o objetivo de conferir

ao filme propriedades relevantes para prevenir e mesmo tratar localmente diferentes patologias da pele.

2.1 Celulose e Nanocelulose

A celulose é considerada o polimero organico mais abundante na Terra, estando amplamente
distribuida por uma variedade de fontes. A principal fonte natural de celulose ¢ a biomassa
lignoceluldsica, particularmente a madeira (40 - 50%). Esta também pode ser isolada de fibras vegetais
como o algodao (87 - 90%), linho (70 - 80%) e rami (70 - 75%) e ser produzida a partir de bactérias, algas,
fungos e alguns animais (os tunicados) [22-24]. Além disso, novas fontes como residuos agricolas e
industriais tém vindo a ser exploradas para extrair celulose com propriedades semelhantes a extraida a
partir da polpa de madeira (atualmente a fonte convencional), mas com menor impacto ambiental [25].

A celulose ¢ um polissacarideo linear de alto peso molecular composto por unidades de glucose
organizadas sob a forma de anéis com 6 atomos de carbono, designados por piranoses. Estes anéis
encontram-se ligados por ligacoes glicosidicas, dando-se ao conjunto de duas unidades estruturais
adjacentes a designacao de celobiose [26]. Considera-se um biopolimero semicristalino por apresentar
segmentos altamente organizados, as zonas cristalinas, e regides com arranjo irregular, as zonas amorfas
[27]. A regido cristalina, com elevada organizacao molecular, promove uma elevada rigidez e resisténcia
a celulose. Por outro lado, a parte amorfa proporciona flexibilidade ao material [28].

Nos ultimos anos, o0 aumento de interesse pela nanotecnologia elevou a nanocelulose (NC) a um
dos materiais renovaveis mais atrativos para aplicacdes biomédicas. A NC é um importante derivado da
celulose, com pelo menos uma dimensdo na escala nanométrica (< 100 nm) [1]. E um material

biodegradavel, biocompativel, com baixa densidade, elevada area superficial e boas propriedades



mecanicas e de barreira. Além disso, a sua transparéncia e facil funcionalizacdo, devido aos grupos
hidroxilos na sua superficie, tornam a NC um excelente material para ser utilizado em aplicacdes
biomédicas, como por exemplo, membranas para hemodialise, enxertos vasculares, sistemas de
administracdo de medicamentos e pensos para feridas [19,29,30].

Com base nos métodos de preparacao, os materiais nanoceluldsicos podem ser categorizados
em trés tipos principais: (1) celulose nanocristalina (CNC), também designada por nanocristais de
celulose (NCC) ou nanowhiskers de celulose (NWC); (2) nanofibras de celulose (NFC), também conhecida
por celulose nanofibrilada (CNF); e (3) celulose bacteriana (CB) ou, também designada, nanocelulose
bacteriana (NCB), com mostra a Figura 1 [31,32]. Embora estes trés tipos de NC tenham composicdes
guimicas analogas, exibem caracteristicas fisicas diferentes, como tamanho das particulas, morfologia e
cristalinidade. Por conseguinte, o método de extracdo, as condicdes de processamento e a fonte de

celulose determinam a sua estrutura, dimensodes e propriedades [33,34].

Figura 1: A) Imagem TEM de celulose nanofibrilada (CNF), B) imagem SEM de celulose nanocristalina (CNC) e C)
imagem SEM de nanocelulose bacteriana (NCB). Imagem retirada da referéncia [27].

A principal distincao entre a CNC e a CNF reside na sua dimensdo e estrutura cristalina.
Enquanto a CNC tem o comprimento e o didmetro na nanoescala, a CNF tem comprimentos na
microescala e diametros na nanoescala. A CNC tem uma morfologia em nanocristal, com um formato
fino e alongado, similar a agulhas, com comprimentos entre 100 e 500 nm e didametros de poucos
nandmetros, indicados como inferiores a 10 nm por uns autores [35,36] e inferiores a 30 nm por outros
[37,38]. Por outro lado, a CNF consiste em nanofibras de celulose longas e emaranhadas com
comprimentos de alguns micrémetros e com diametros que podem variar entre os 3 e os 50 nm [37,39].
Quanto a cristalinidade, a CNC é composta, predominantemente, por celulose cristalina pura,
apresentando uma cristalinidade entre 60 e 90% [40]. Quando utilizada como reforco em filmes

nanocompositos, a alta cristalinidade da CNC melhora as propriedades mecéanicas e térmicas dos filmes



[41]. J4 a CNF contém regides cristalinas e regides amorfas, com cristalinidade entre 40 e 70%, em que
os dominios amorfos proporcionam um certo grau de flexibilidade [40].

Os métodos utilizados para a sua extracdo e o material de origem tém um impacto na estrutura
cristalina da CNC e da CNF. A CNC tem sido produzida, principalmente, por tratamentos quimicos,
geralmente por hidrolise acida, em que as zonas cristalinas da celulose sao isoladas e preservadas,
enquanto as amorfas sdo removidas. Esta possui propriedades desejaveis, como grande area de
superficie, alta resisténcia a tracdo, rigidez e excelente estabilidade coloidal [42]. Por outro lado, a
producdo de CNF ocorre geralmente através de desintegracdo mecanica. Estes métodos mecéanicos
promovem a rutura da parede celular e a subsequente exposicao das fibrilas e microfibrilas, que estavam
anteriormente localizadas no interior das fibras celuldsicas, resultando em particulas com regides
cristalinas e amorfas [43].

Em comparacdo com os outros tipos de nanocelulose, a NCB tem caracteristicas unicas
nomeadamente propriedades de excelente pureza (adquirida pela auséncia de outros componentes
amorfos como a lignina, hemicelulose ou pectina) e alta capacidade de retencao de agua. Normalmente,
0 seu comprimento encontra-se de 100 a 1000 nm e o seu diametro entre 20 e 100 nm, com uma
cristalinidade de 50 a 60% [44]. Enquanto a CNC e a CNF sdo preparadas por um processo fop-down,
baseado na desintegracdo das fibras de celulose, a NCB ¢ produzida por um processo bottom-up em
que nanofibras sado produzidas por bactérias, a partir de acucares de baixo peso molecular [23].

A NCB é um polimero linear e altamente cristalino de glucose, sintetizado principalmente por
espécies Gram-negativas dos géneros Aomagataeibacter, Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium,
Pseudomonas, Salmonella, Alcaligenes, e apenas um género bacteriano Gram-positivo, Sarcina [45,46].
As diferencas na morfologia, estrutura, propriedades e rendimentos estdo associadas as diferentes
bactérias utilizadas na sua producao [47]. Contudo, a sua producdo em grande escala esta ainda em
desenvolvimento devido ao elevado custo de manutencao do crescimento das bactérias [48]. Além disso,
ha necessidade de utilizar reatores avancados, sistemas de monitorizacéo rigorosos e meios de cultura
complexos para aprimorar a producdo de NCB [49]. Outra dificuldade reside no baixo rendimento da
producao de NCB. Para superar esta dificuldade, sao necessarias melhores estirpes, isoladas da natureza
ou moadificadas por técnicas de engenharia genética [50]. Assim, a atual producéo de NCB esta ainda
confinada a unidades de producao de pequena escala [45].

Todos os materiais nanocelulosicos apresentam inumeras potencialidades para aplicacdes

biomédicas devido as excelentes propriedades que lhe sao caracteristicas, principalmente, a sua



dimensdo nanométrica e biocompatibilidade, no entanto, apenas a CNC e a CNF serdo o foco deste

estudo por serem as possiveis de extrair a partir de residuos téxteis.

2.2 Importancia do uso de residuos téxteis como fonte de NC

Os téxteis fazem parte da nossa vida quotidiana, podendo ser categorizados como téxteis
industriais, téxteis médicos, agro-téxteis, geotéxteis, téxteis decorativos, vestuario, vestuario de protecao,
entre outros [51]. Contudo, como ja mencionado, graves problemas ambientais estdo associados a sua
producéo e eliminacao [6,52]. Este setor industrial é responsavel por mais de 10% do total de emissdes
de carbono, tendo sido identificado como um dos maiores contribuidores para as emissdes de carbono
e gases com efeito de estufa [53]. A quantidade de energia e agua consumida é colossal devido aos
processos de pré-tratamento, branqueamento, tingimento, lavagem e processos de acabamento
necessarios na sua producdo em grande escala [54]. Além disso, os corantes, quimicos e detergentes
utilizados durante estes procedimentos sdo responsaveis por cerca de 20% da poluicdo da agua potavel
a escala mundial [52].

Nas ultimas décadas, o consumo global de téxteis aumentou consideravelmente com a criacao
do vestuario barato e acessivel, conhecido como "fast fashion" e, consequentemente, a producdo em
massa de materiais téxteis aumentou de forma abrupta [55]. Nos ultimos 20 anos, a producao global de
fibras téxteis quase duplicou, passando de 58 milhdes de toneladas, em 2000, para 109 milhdes de
toneladas, em 2020, estimando-se ainda que aumente mais de 30% nos préximos 10 anos [7]. Como
consequéncia desta tendéncia, a quantidade de residuos de roupas tem aumentado. Numeros de 2020
apontam que cerca de 75% destes residuos acaba em aterros, apenas 25% € reciclado ou reutilizado e
menos de 1% é reciclado novamente em vestuario [6,53].

A reutilizacdo e reciclagem dos téxteis poderia reduzir o impacto ambiental da industria. A
reciclagem mecanica e a reciclagem quimica tém se apresentado como as duas estratégias de
reciclagem téxtil mais comumente usadas [11]. A reciclagem mecanica é ainda a mais utilizada. Esta
degrada os materiais téxteis através do corte e trituracao, puxando o tecido em fios e fibras, para depois
reconstituir em fio reciclado para voltar a ser utilizado em aplicacdes téxteis [11]. Por outro lado, a
reciclagem quimica envolve processos como a despolimerizacdo (no caso do poliéster, fibra téxtil mais
usada) e a dissolucdo (no caso do algoddo e viscose) para se obter novas fibras virgens [53,56].
Atualmente, existem ja bons exemplos de algumas empresas e iniciativas focadas na reciclagem téxtil.

Sao exemplos disso, a empresa sueca Renewcell, que produz, a partir de roupas de algodao em fim de



uso, uma nova matéria biodegradavel chamada circulose; a Circc que transforma téxteis de misturas de
poliéster e algodao nos blocos de construcdo da matéria-prima; a Recover™ que produz fibras recicladas
sustentaveis a partir de residuos téxteis pés e pré-consumo; e a sul-africana Rewoven, que utiliza
métodos de reciclagem mecanica para produzir tecidos a partir de 60% dos residuos téxteis pré-consumo
(excedentes de fabrica, por exemplo) e 40% de residuos plasticos [10,57]. No entanto, as tecnologias de
reciclagem ainda enfrentam alguns desafios. Por exemplo, a reciclagem mecéanica pode deformar e
deteriorar as fibras causando perda de qualidade e é, também, ineficiente quando se trata de misturas
de tecidos [11,56]. A presenca de produtos quimicos persistentes nos tecidos é outro desafio associado
a reciclagem que dificulta, significativamente, este processo [12]. Para superar estes desafios, o
desenvolvimento de estratégias e tecnologias eficientes de reciclagem de residuos téxteis € uma procura
emergente e necessaria. Esta procura tem sido impulsionada pela cada vez mais exigida
responsabilidade pela sustentabilidade ambiental, contrariando a pratica atual de eliminacao e deposicao
de residuos téxteis em aterros e incineradores [52].

As fibras de algod&o sdo apontadas como tendo a maior taxa de consumo, apds o poliéster, com
uma producao global a rondar os 24% [7,58]. Estes téxteis a base de algodao contém um teor celuldsico
superior a 90%, podendo atingir os 99% no final do ciclo produtivo, sendo que a extracdo de NC pode ser
uma solucdo promissora de reciclagem. Assim, torna possivel superar os atuais desafios de gestdo de
residuos, reduzir a carga de residuos depositada em aterros, minimizar a poluicao ambiental e utilizar
0s recursos residuais de forma sustentavel [8]. Estes téxteis mostram-se também como uma alternativa
promissora as fontes tradicionais de celulose, como a polpa de madeira branqueada e outras biomassas
lignoceluldsicas. Estas fontes tradicionais, além de conterem um menor teor de celulose e possuirem
componentes amorfos como hemicelulose e lignina com necessidade de remocdo, tém sido cada vez
mais associadas a desflorestacdo e a ocorréncia de catastrofes naturais devido ao seu uso excessivo [3].
Desta forma, a extracdo de NC a partir dos residuos téxteis apresenta-se como uma alternativa altamente

promissora.

2.3 Processos de extracao de NC a partir de residuos téxteis

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, em resposta as exigéncias de novos e melhores
produtos de base natural, a extracao e exploracao de NC tem se tornado uma area de investigacdo muito
atrativa e em expansao [59]. Até a data, como referido, materiais de fibras de alta qualidade como a

madeira (especialmente da pasta de madeira kraft branqueada) tém sido a principal fonte de NC, no
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entanto, na ultima década, com a desflorestacdo e os problemas de gestdo de residuos, novas fontes
alternativas tém sido exploradas, nomeadamente subprodutos e residuos celulosicos agricolas, florestais
e industriais [1,8]. A gestdo sustentavel destes residuos tornou-se uma das principais preocupacoes
deste século. Com o objetivo de reduzir a poluicdo ambiental e promover a circularidade econdémica, 0s
residuos téxteis, altamente disponiveis a um custo reduzido, tém se mostrado como matérias-primas
viaveis para a extracdo de NC [60,61].

De todas as fibras téxteis, as fibras de algoddo contém a maior percentagem de celulose. O teor
de celulose em fibras de algodao cru representa cerca de 94%, o que com 0s processos de rotina a que
sao submetidas na industria téxtil, pode chegar aos 99%, transformando o algodao na forma mais pura
de celulose na natureza [10]. Pelo contrario, a madeira, fonte tradicional, contém apenas entre 40 e 50%
de celulose [3].

Véarios estudos sobre o isolamento de CNC e CNF de diferentes residuos téxteis tém sido
realizados [8,9,62,63]. Os residuos téxteis pré-consumo (fibras, lascas de fios, restos de tecidos de cortes
de fabrica e pecas de vestuario novas), dependendo da fase de que resultaram, podem conter
hemicelulose, lignina, gorduras, po e outros componentes ndo conhecidos [15,63]. Também os tecidos
de algoddo pods-consumo (roupa usada e descartada) contém multiplos produtos quimicos néo
mencionados nas suas etiquetas. Além disso, durante o seu ciclo de vida foram expostos a uma variedade
de produtos quimicos e tensdes mecanicas e, normalmente, sdo produtos de misturas com outras fibras
[12]. Estes fatores podem afetar as propriedades e dificultar o processo de extracdo da NC. Em muitos
estudos, a coloracao tem sido reconhecida como outra desvantagem e, portanto, a presenca de corantes
quimico e pigmentos na roupa pode exigir processos de branqueamento como uma etapa de pré-
tratamento para purificar as fibras [64,65]. Além disso, a roupa e os tecidos em fim de cadeia tém muitos
mais aditivos do que apenas o corante, sendo que um Unico procedimento pode ndo ser suficiente para
a remocao de todos estes aditivos [66,67].

Dado que a qualidade e a pureza dos produtos afetam fortemente o seu valor comercial e o seu
campo de aplicacao, diferentes pré-tratamentos tém sido utilizados antes do procedimento de extracao,
a semelhanca do que acontece com a biomassa lignocelulosica. Portanto, a producdo de NC é
geralmente um processo de duas etapas. Primeiramente, os componentes nao celuldsicos da matéria-
prima sao removidos pelo pré-tratamento para o isolamento das fibras de celulose e, depois disso, a NC
¢ extraida das fibrilas de celulose por varios métodos de extracdo. Ambas as etapas afetam a morfologia,
a cristalinidade e a estabilidade térmica da NC obtida, propriedades que sdo relevantes para a sua

posterior aplicacdo em produtos de alto valor acrescentado [42].
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2.3.1 Pré-tratamentos

Tradicionalmente, os pré-tratamentos sdo realizados com o objetivo principal de remover
hemicelulose, lignina e outros contetidos amorfos que envolvem a celulose, promover a acessibilidade,
aumentar a superficie interna, alterar a cristalinidade e romper as ligacdes de hidrogénio da celulose e,
consequentemente, aumentar a reatividade das fibras. Por conseguinte, diminuem a necessidade
energética e facilitam o processo de producdo de NC, aumentando os rendimentos de extracdo [68].

Abordagens fisicas, bioldgicas e quimicas tém sido empregues sendo que a escolha depende da
fonte e das caracteristicas desejadas para proceder a etapa posterior [69]. As abordagens fisicas visam
fragmentar a biomassa, aumentando a superficie de contacto, com a reducéo do tamanho do material,
através de trituracao e moagem. Embora nao tenham a capacidade de remover lignina ou hemicelulose,
guebram as longas cadeias moleculares facilitando os tratamentos seguintes [69,70]. Os pré-tratamentos
bioldgicos utilizam microrganismos (fungos e enzimas) para transformar a biomassa em compostos mais
reativos, geralmente, a hidrdlise subsequente [69]. Este tipo de pré-tratamento ndo utiliza altas
temperaturas e € menos prejudicial para 0 ambiente, uma vez que, nao necessita da adicao de produtos
quimicos. No entanto, os longos tempos de tratamento, os baixos rendimentos e o custo sao ainda
desafios a superar [71]. Finalmente, os pré-tratamentos quimicos utilizam reagentes em condicdes
controladas e tém a capacidade de remover os componentes amorfos da celulose. Destaca-se a
carboximetilacdo, o tratamento alcalino e processos de branqueamento como os mais citados na
literatura [69].

Embora os pré-tratamentos quimicos exijam a utilizacdo de alguns agentes quimicos toxicos,
continuam a ser a abordagem mais eficiente e menos dispendiosa e, por conseguinte, a mais utilizada
para tratar ndo sé a biomassa lignoceluldsica, mas também as fibras téxteis. O tratamento alcalino e o
branqueamento sdo os dois métodos mais utilizados no pré-tratamento de residuos téxteis, como
sumariado na Tabela 1. O tratamento alcalino consiste em utilizar uma solucéao alcalina, geralmente de
hidroxido de sddio (NaOH), que vai solubilizar a hemicelulose e despolimerizar, parcialmente, a lignina.
A par desta funcao, o NaOH é também, frequentemente, utilizado como agente de inchamento de fibras
(swelling agenf), que promove um maior rendimento destes processos [72]. Por sua vez, o
branqueamento implica o uso de agentes oxidantes para solubilizar e remover os derivados de lignina e
hemicelulose remanescentes, tornando a fibra mais suscetivel aos tratamentos posteriores. Clorito de
sodio (NaClQ,), hipoclorito de calcio (CaClO,), ou uma mistura de hidroxido de sédio (NaOH) e peroxido
de hidrogénio (H.,O,) podem ser utilizados para realizar este branqueamento. Nos téxteis o

branqueamento & normalmente aplicado como tratamento descolorante [72]. Normalmente estes dois
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métodos quimicos aparecem combinados e processam-se de forma semelhante. Fatores como a
concentracdo da solucdo, proporcao fibra/solucao, tempo de exposicdo e temperatura tém elevada
influéncia no produto final obtido [15,73].

Contudo, a necessidade de pré-tratamentos é perspetivada como uma desvantagem, uma vez
que estes representam mais de 40% do custo total de processamento e podem afetar negativamente o
processo de extracdo através da geracdo de residuos toxicos perigosos [74]. De forma a ultrapassar estes
aspetos menos positivos, ha ja alguns estudos na literatura que nao aplicam qualquer pré-tratamento
aos residuos téxteis, antes da extracdo da NC, o que é visto como uma vantagem sobre a biomassa
lignoceluldsica. Como exemplo, T. Zhong et a/. isolaram CNC de tecidos de ganga tingidos de indigo e
demonstraram que a presenca desse corante, que persistia no produto final, ndo tinha qualquer efeito
sobre o rendimento, morfologia, tamanho, carga superficial, cristalinidade e propriedades térmicas da
CNC obtida [8]. Também Ruiz-Caldas ef a/, utilizaram tecidos tingidos com diferentes corantes e
diferentes composicoes, tais como algodao, algodao/poliéster e algodao/acrilico, para extrair CNC. Estes
realizaram a hidrélise com acido sulfurico, sem qualquer pré-tratamento prévio, mostrando que nem as
misturas de fibras, nem o tipo de corante aplicado influenciaram o rendimento, as propriedades térmicas,
oticas e coloidais da CNC obtida [10].

Apesar destas novas estratégias mais sustentaveis nao aplicarem quaisquer pré-tratamentos, ha
ainda varios estudos na literatura que os aplicam. Na tabela 1 encontra-se sumariado alguns desses

estudos.
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Tabela 1: Pré-tratamentos de fibras e tecidos téxteis.

Produtos
Fonte Pré-tratamento quimicos/ Condicoes de tratamento Resultado Ref
Equipamento
Percentagem de remocao lignina: 80,04%
(1) Tratamento alcalino: 5% (m/v) NaOH durante 1~ Percentagem remocao hemicelulose:
Residuos industriais ~ Tratamento alcalino + NaOH ha 70 °C; (2) Branqueamento: solucdo de 1:1 de  89,8% [15]
de algodéo branqueamento H.,0, 24% (v/v) H,0,e 4% (m/v) NaOH durante 1 ha 50  Superficie irregular
°C. Quebra das fibras
Descoloracao
Roupa de algodao Tratamento alcalino + NaOH (1) Tratamento alcalino: 10% (m/m) NaOH por 2 h ?;ﬁﬁ;icéz I;:ﬁ:ﬂig :Xss(l;;[aadsa ¢ inchada 3]
descartada branqueamento H.,0, a 70 °C; (2) Branqueamento: 1,5% (m/m) H.,0O,. ) P
Cor removida
Roupa de algodao Cor e lignina removidas
descartada Tratamento alcalino + NaOH (1) Tratamento alcalino: 10% (m/m) NaOH a 80 -C ’g. . .
. 0 Superficie inchada e irregular [75]
(recolhida de um Branqueamento H.,0, por 3h; (2) Branqueamento: 6% (m/m) H,0, L
Fibrilas de celulose expostas
aterro)
NaOH (1) Tratamento mecéanico: moagem (2) Tratamento
Tecido de aleodzo Moagem + HO alcalino: 5% (m/v) de NaOH a 80 C; (2)
g tratamento alcalino+ o Branqueamento: 3 mL/L de H,0,, 2 mL/L de Polpa descolorada [76]
descartado Estabilizador .
branqueamento NaOH, 1mL/L de estabilizador e 1mL/L de
Detergente
detergente.
Liquidificador (JYL- (1) Lavagem; (2) Trituracdo (22000 rpm); (3)
Lencois de algodao Trituracdo+ tratamento C91T, Joyoung) Tratamento alcalino: 15% (m/m) NaOH a 70 <C por  Polpa descolorada [16]
estampados alcalino+ branqueamento NaOH 2h; (4) Branqueamento: 1,5% (m/m) H,0,a 70 <C
H.0, por 1h.
branqueseo s teado Moinho roato
q o Moagem Contra-Selector Reducao do tamanho das fibras [8]
de ganga tingido de (Pallman)

indigo

Abreviaturas - NaOH: Hidroxido de sodio; H,0,: Perdxido de hidrogénio.
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2.3.2 Métodos de extracao

Varias tecnologias tém sido relatadas na literatura para extracdo de NC a partir de diversos
materiais celulésicos. Dependendo do tipo de NC desejada, a fonte e a aplicacéo final, rotas mecéanicas,
biologicas e quimicas podem ser aplicadas. Também uma quarta metodologia tem vindo a ser explorada,
um método combinado entre os anteriores, por forma a colmatar os defeitos das abordagens anteriores
quando realizadas isoladamente [1]. Estes processos de extracdo encontram-se esquematizados na

Figura 2.

_{. ’\, Homogeneizagdo de
7N alta pressdo, etc.
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Combinada /“ ‘\
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Figura 2: Representacdo esquematica do processo de extracdo de NC de diferentes biomassas. Imagens TEM da NC
extraida por abordagem quimica (a), biolégica (b), mecanica (c) e combinada (d). Imagem adaptada da referéncia [1].

Consoante o processo utilizado, a NC extraida possuira diferentes caracteristicas,
nomeadamente cristalinidade, morfologia e dimensdes [1]. Como referido anteriormente, a CNC é
usualmente produzida por tratamentos quimicos com acidos inorganicos concentrados, principalmente
acido sulfurico (H,SO.). Para além da hidrdlise quimica, outros métodos tém sido relatados como a
hidrdlise enzimatica, tratamentos com liquidos idnicos e processos de oxidacao. Por outro lado, a
producdo de CNF ocorre geralmente por desintegracdo mecanica, resultando em particulas com regides
cristalinas e amorfas. Além dos métodos mecanicos, tratamentos quimicos, particularmente a oxidacao
mediada por TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl radical), e a hidrdlise enzimatica tém sido
aplicadas [77,78].

E de se salientar que, além do tipo de NC obtida, também em termos de rendimento, custos,

necessidade energética e impacto ambiental se diferenciam estes métodos de extracéo [1].

15



Métodos mecanicos

Os métodos mecanicos tém como principal funcdo a quebra de ligacdes de hidrogénio entre
fibras de celulose, através de uma forca de cisalhamento. As abordagens mecanicas mais citadas na
literatura para diminuir as fibras celulésicas incluem homogeneizacao de alta pressao (HPH), moagem
e ultrassom de alta intensidade [68].

A exigéncia de alto consumo de energia é o principal inconveniente para a producdo de
nanofibras de celulose através dos processos mecanicos [33,79]. Além disso, os materiais e
equipamentos usados nos métodos mecanicos sao caros, tém menor eficacia e consomem mais energia
que os meétodos quimicos [80]. Deste modo, a pureza dos materiais obtidos sera menor e a sua
implementacao a escala industrial sera mais dispendiosa. Normalmente, estas abordagens nao sao
empregues isoladamente, sendo combinadas com pré-tratamentos, quimicos ou enzimaticos, ou como
auxilio a outro método de extracao, reduzindo-se o consumo energético e tornando o processo mais
eficiente [68,80].

Contudo, ha ja estudos que demostraram a possibilidade de se extrair NC aplicando
exclusivamente estes métodos mecanicos, como o estudo desenvolvido por Wu ef a/. que isolaram, com
sucesso, NC a partir de okara, residuo resultante da producédo de soja, utilizando apenas métodos
mecanicos como a ultra-sonicacdo e HPH. De todos os tratamentos, a producédo de NC usando sonicacao
a 600 W por 15 min levou ao menor didametro de particula, cerca de 0,22 um [81]. Também, Ferreira
et al. utilizaram um método combinado entre a moagem de bolas e a ultra-sonicacao de alta intensidade
para isolar NC a partir de biomassa de eucalipto. Desta forma conseguiram ultrapassar os desafios
apontados & moagem mecanica, sem o uso de reagentes quimicos. Pelas dimensdes da NC obtida,
concluiram que obtiveram CNF, cujas nanofibras possuiam um diametro médio de 25 nm e um

comprimento de 3 um [82].

Métodos bioldgicos

A hidrolise enzimatica é um tipo de tratamento bioldgico que inclui enzimas para digestao ou
modificacdo da fibra de celulose para se obter NC. O mecanismo é complexo, no entanto, a acdo da
enzima baseia-se na catalise das pontes de hidrogénio entre microfibras de celulose [83]. A eficacia da
hidrélise enzimatica depende de varios parametros como a concentracao enzimatica, concentracao de
substrato, o tempo de reacao e a adicao ou nao de surfactantes. Este processo tem como vantagens a

seguranca, baixa poluicado, alta eficiéncia e baixo consumo de energia [84]. Além disso, 0s acucares
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presentes nos efluentes resultantes da extracdo de CNC podem ser reciclados e utilizados como matéria-
prima para produzir bioetanol, por exemplo [85,86]. Contudo, ndo sé de aspetos positivos esta repleta
esta abordagem, as principais desvantagens residem no alto custo das enzimas bem como na
necessidade de um tempo de operacdo muito superior ao dos restantes métodos. Enquanto, a hidrolise
acida tem uma duracao na ordem dos minutos, o processo enzimatico leva dias a realizar-se, perdendo

a sua conveniéncia para ser aplicada a escala industrial [87].

Métodos quimicos

Entre os varios métodos utilizados para a extracdo de NC, o método quimico de hidrdlise acida,
aplicando acidos liquidos fortes inorganicos, é o mais acessivel e eficaz. Atualmente, a hidrolise acida é
0 método mais aplicado industrialmente, devido a sua eficacia, baixo custo e permitir que a reacao ocorra
a temperaturas moderadas num curto periodo de tempo [26,83]. Varias varidveis estdo envolvidas na
eficiéncia deste processo. A matéria-prima celuldsica influencia o tipo e a concentracdo do reagente
escolhido. Além disso, também a temperatura e o tempo de hidrélise sao aspetos a ter em consideracao.
Estes fatores podem determinar o tamanho dos nanocristais e o rendimento da CNC obtida [83].

Durante o processo de hidrolise, o acido causa hidrdlise das ligacdes glicosidicas das seccdes
amorfas da celulose, enquanto as regides cristalinas permanecem intactas devido a sua resisténcia
superior ao ataque acido [88,89]. As regides amorfas sdo as primeiras a sofrerem o ataque do acido
pois sdo zonas de acesso mais facilitado, além de possuirem menor densidade e maior area de contato,
em relacdo as regides cristalinas [33]. Elevadas concentracdes de acido podem aumentar o grau de
hidrélise da amostra tanto nas regides amorfas quanto nas cristalinas. Deste modo, um rigoroso controlo
entre a concentracao de acido utilizado e a duracao do processo é necessario, no sentido de se evitar
uma reducdo gradual do grau de cristalinidade e do tamanho dos cristalitos obtidos, afetando o
rendimento da reacdo e a estabilidade térmica da NC obtida [18]. Assim, um procedimento tipico para
a producao de NC através de hidrolise acida pressupde as seguintes etapas: hidrolise acida do material
sob condicdes estritamente controladas de temperatura, tempo, agitacdo e com controle de outras
condicdes, como natureza e concentracao do acido e a proporcao acido/celulose; diluicao da solucdo
hidrolisada com agua destilada para interromper a reacao; lavagens sucessivas, recorrendo, por
exemplo, a centrifugacdes sucessivas para se atingir um pH neutro; dialise com agua destilada para se
remover moléculas de acido livre e eliminar os possiveis ides sulfato; tratamento mecéanico, geralmente

sonicacao, com o objetivo de dispersar 0s nanocristais e obter uma suspensao estavel e uniforme e, por
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fim, secagem da suspensao para se obter a NC em p6 [15,90]. Este procedimento deve ser adaptado a

matéria-prima em uso. Na Figura 3 encontra-se esquematizado o processo anteriormente descrito.

Matéria- Pre- Hidrdlise

orima tratamento 4cida Lavagens Dialise Secagem NC

Figura 3: Procedimento convencional para a extracdo de NC usando a abordagem de hidrdlise acida.

Varios acidos inorganicos fortes, tais como acido sulfurico (H.SQ,), acido cloridrico (HCI) e acido
fosférico (H,PO.), ttm sido reconhecidos como eficazes para este fim, ao produzir nanoceluloses com
diferentes morfologias e polimorfismos [78]. Deste grupo, o acido sulfurico tem sido o mais utilizado para
extrair NC de varias fontes. A escolha do acido sulfurico deve-se essencialmente a sua eficacia e baixo
custo. Este acido forte permite que a reacdo ocorra a uma temperatura relativamente baixa e durante
um curto periodo, conferindo as nanoestruturas resultantes uma alta estabilidade, em meio aquoso,
devido a elevada carga superficial negativa gerada pelos ides sulfatos presentes nas superficies dos
cristalitos [26].

Todavia, na producao a escala industrial, algumas desvantagens tém sido atribuidas a utilizacao
destes acidos inorganicos fortes, incluindo a corrosdo de reatores e equipamentos, a necessidade de
grandes quantidades de acido e, consequentemente, de agua necessaria para eliminar a presenca de
moléculas acidas residuais, levando a producdo de grandes volumes de sais durante a neutralizac&o.
Também os grupos sulfato introduzidos na NC durante a hidrélise, aceleram a degradacao da celulose,
podendo resultar numa estabilidade térmica limitada. Isto tem implicacdes negativas no papel da NC em
varias aplicacoes, como no reforco de nanocompdsitos. Além disso, estes acidos inorganicos fortes séo
reconhecidos como insustentaveis do ponto de vista ambiental devido aos desafios associados a sua
eliminacao, recuperacao, reciclagem e reutilizacdo [75,88].

Por conseguinte, numa visdo de sustentabilidade ambiental & necessario explorar novos
métodos, com menos inconvenientes em termos de seguranca e poluicao. Alternativas a estes acidos
fortes tém vindo a ser exploradas. Acidos sélidos organicos, como os acidos maleico, oxalico e citrico,
sdo uma aposta ambientalmente mais limpa e sustentavel [88,91]. Além de serem mais seguros de
armazenar e manipular, terem baixo custo de transporte e serem menos corrosivos para 0S
equipamentos, também podem ser facilmente recuperados e, possivelmente, reutilizados. Gracas a baixa

solubilidade em agua, estes acidos podem ser recuperados apos a reacao de hidrolise através de uma
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simples recristalizacdo a temperaturas mais baixas. Além disso, também possuem um pKa mais baixo
0 que previne a despolimerizacao descontrolada da NC, mais comum aquando da utilizacdo de acidos
minerais fortes [88,92,93].

Por exemplo, Liu Y ef a/. utilizaram a hidrélise acida com acido fosfotungstico (acido sélido)
concentrado para a preparacdo de CNC a partir de pasta de madeira branqueada. Com uma
concentracdo de 75% de acido, a 90 °C durante 30 h, obtiveram nanocristais com diametros de 15 a 40
nm. Apesar deste extenso tempo de reacao, o acido fosfotingstico pdde ser prontamente recuperado e
apresentou um desempenho consistente nas varias repeticées da reacdo [83].

Contudo, a necessidade de altas temperaturas, um tempo de hidrolise superior, e concentracoes
de acido mais elevadas e o baixo rendimento, uma vez que se trata de acidos mais fracos, sao algumas
desvantagens [92]. A fim de superar estes inconvenientes, tem sido explorado um método combinado
de hidrolise e outro método, normalmente mecanico, por ser uma opcdo mais verde e mais eficiente.
Seta et al,, relatam um exemplo bem-sucedido da utilizacdo de um pré-tratamento mecanico, seguido de
hidrélise com acido maleico. O método do moinho de bolas foi realizado nas fibras de polpa de bambu
para aumentar o rendimento, obtendo um rendimento de 10,55% a 24,50% consoante o aumento do
tempo de moagem. Este rendimento foi superior ao obtido apenas utilizando a hidrolise de acido maleico
(2,80%) [88].

Deste modo, tem-se que a extracdo de NC a partir de variadas fontes celuldsicas tem vindo a
sofrer alteracées com o objetivo de a tornar mais sustentavel e, assim, responder as diretrizes cada vez
mais exigidas pela sociedade atual. Os acidos solidos e métodos mecanicos mostram-se como uma
proposta promissora para a extracao de NC, tendo ja sido utilizados na biomassa lignocelulésica. Todavia,
a utilizacdo de acido sulfurico para realizacdo da hidrélise ainda ¢ o método mais eficaz e, por isso, o

mais aplicado.

2.3.3 Métodos de extracao de NC a partir de residuos téxteis

Alguns estudos ja relataram com sucesso a extracdo de NC a partir de residuos téxteis, como
sumariado na Tabela 2. A semelhanca do que acontece com a biomassa lignoceluldsica, o método mais
aplicado para extrair NC a partir de residuos téxteis, seja pré ou pds-consumo, tem sido a hidrolise acida,
utilizando acido sulfurico, em elevadas concentracdes. As condicdes de hidrolise padrao relatadas na
literatura séo 64 %(m/m) de H,SO, com temperaturas proximas de 55 C por tempos variaveis na ordem
dos 45 a 60 min [92,94]. Contudo, estes parametros devem ser estudados e adaptados consoante a

matéria-prima em uso. Este ¢ o método mais conveniente e eficaz, aliads, como ja explorado, considera-

19



se 0 método mais viavel economicamente e em termos de rendimento, permitindo que a reacao ocorra
a temperaturas moderadas num curto periodo.
Como representado na Figura 4, o acido sulfurico é eficaz para extrair CNC tanto de téxteis 100%

algodao, como de residuos téxteis com misturas de fibras, cuja parte sintética pode ser recuperada

durante o processo de hidrolise acida [10].
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Figura 4: Esquema do processo de extracio de CNC a partir de residuos téxteis. Imagem adaptada da referéncia [10].

Nos ultimos anos, devido aos problemas associados ao uso deste acido forte, como ja descritos
no tépico anterior, um esforco crescente tem sido feito para usar outros acidos de modo a reduzir a
concentracdo ou substituir o acido sulfurico no processo de hidrdlise. Desta forma, propostas como
solucdes de misturas de acidos (H.SO, e HCI, por exemplo) e acido fosférico, que é um acido mineral
mais fraco, tém sido exploradas nos residuos téxteis como alternativas [3,95]. Outros métodos como a
oxidacdo, métodos combinados e hidrélise enzimatica tém sido reportados pela comunidade cientifica
como métodos ambientalmente mais sustentaveis [8,13,96].

A Tabela 2 descreve os métodos de extracdo que tém vindo a ser utilizados para a extracao de
NC a partir de fibras téxteis e tecidos, as condicdes de processamento, incluindo as condicdes ideais de
temperatura, concentracdes de reagentes e tempo de processamento, os rendimentos de extracéo
obtidos e, por ultimo, as caracteristicas dos nanomateriais obtidos.

Todavia, ha ainda necessidade de explorar métodos mais ecolégicos para a extracdo de NC a
partir de residuos téxteis com o objetivo de valorizar estes residuos e produzir novos produtos
sustentaveis. Algumas solucdes ja mencionadas, como acidos solidos organicos, métodos mecanicos e
biologicos, sao alternativas mais verdes ja aplicadas na biomassa lignocelulésica e passiveis de ser
exploradas nos téxteis. Por exemplo, Ling C et a/ reciclaram residuos téxteis constituidos por

poliéster/algodao através de um processo verde onde utilizaram o acido fosfotungstico, um
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heteropoliacido sélido, para realizar a hidrolise. Com um tempo de reacdo de 6 h e uma temperatura de
140 -C obtiveram um rendimento de 85,12% de celulose microcristalina [97]. De facto, este ¢ um
exemplo da possibilidade de utilizar acidos solidos para reciclar residuos téxteis, no entanto, existe ainda
um défice de estudos na literatura que inclua a extracdo de NC a partir de téxteis utilizando estes acidos
solidos mais sustentaveis, evidenciando assim, uma oportunidade altamente promissora que carece de

desenvolvimento.
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Tabela 2: Métodos de extracao de NC a partir de fibras e tecidos téxteis.

Condicoes

Tipo Fonte Método de extracao Condicdes de extracao Stimas Rendimento Caracteristicas da NC Ref
- 50, 55, 60 e 65 %(m/m) de H,SO, + 60% H,SO, . Comprimento: 133 nm
3 E(')dn:‘;“;izgg:;so” homogeneizacao (9000, 10500 e 12000 9000 rpm por 5 0~/ 2% Largura: 10 nm [14]
._E Linter de algodao rpm) durante 3, 5 e 7 min min Cristalinidade: 82%
g Moagem + hidrolise com (1) moagem num moinho Wiley (2) 60 Comprimento: 177 nm
© H,SO %(m/m) H,S0.a 45 °C durante 60 min Largura: 12 nm [13]
= o Cristalinidade: 90,45%
o
'%,n ~ Hidrdlise enzimatica Solucao de celulase (20 py/ml) a 50 -C Comprer]ento. 250-900 nm
% Polpa de algodao utilizando celulase durante 5a 11 h Largura: 30-45 nm 28]
@ Cristalinidade: 81,23%
. ) - 50, 60 e 64 %(m/m) H,SO, com . Comprimento: 256-263 nm
Zegi)'j:gs industriais de idrslise com H.S0, proporgzo de 1:20 (g/mL) durante 60 ou Zgémﬁ';sfg%ofc 52,9883,03%  Largura: 16-19 nm [15]
75 min a 50 -C Cristalinidade: 75-81%
. 98 %(m/m) H,SO, e 37 %(m/m) HCI Comprimento: 28-470 nm
Roupa de algodao - x 9 .
descartada Hidrdélise com HCL/ H,SO,  numa proporc¢édo 3:1:11 a 65 <C durante 5 55,76% Largura: 3-35 nm [3]
h num banho de ultrassons (50 W) Cristalinidade: 55,76%
Tecidos 100% algodao, . B ) Comprimento: 140-153 nm
acrilico/algodao e Hidrélise com H,S0, 64 %(m/m) H.S0. com proporczo de 1:10 20-61% Largura: 11-13 nm [10]
poliéster/algodao (g/ml), 2 50-C Cristalinidade: 87-88%
_§ Comprimento: 152,7 nm
E Hidrélise com H,SO, 64 %(m/m) H,SO, a 45 -C por 1h 37,8% Largura: 12,5 nm
8- Tecido de ganga tingido Cristalinidade: 85,6% 8
com indigo Oxidacéo mediada por (1) fibras inchadas em H,0 (2) TEMPO Comprimento: 162,3 nm 8]
TEMPO (0,064 g), NaBr (0,4 g) e NaCIO (23 g) 78,9% Largura: 9,90 nm
por 6,5 h (3) Etanol para parar a reacéo Cristalinidade: 66%
, : . 1,5 M APS Comprimento: 76,14 nm
:::sauos industriais de 5 i 4acao com APS ; 15e2MdeAPSa 60 Cdurante 515 - ie15ha  27,14% Largura: 18,10 nm [96]
60 °C Cristalinidade: 83%
Hidrslise com H.PO H.PO., (85 %(v/v)) adicionado até a 16 M H,PO, a Comprimento: 215,4 nm
Fibras de rami i concentracao de 14, 15, 16 e 17 M, a 150 C durante Largura: 21,4 nm [95]
150 C por 60, 90 e 120 min 90 min Cristalinidade: 89,28%

Abreviaturas - H,SO,: acido sulfurico; TEMPO: 2,2,6,6-tetramethylpiperidineoxyl; HCI: acido cloridrico; APS: persulfato de amédnio; H,PO,: acido fosférico; NaBr: brometo de sodio.
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2.4 Utilizacao da NC na producao de filmes nanocompésitos para o

tratamento local de patologias da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano. Este 6rgao é responsavel pela protecao fisica dos
nossos érgaos internos, ajuda na regulacdo da temperatura corporal, proibe a desidratacdo e oferece
apoio aos nervos e vasos sanguineos, desempenhando um importante papel na sensibilidade aos
estimulos exteriores. Esta pode, também, exibir funcdes metabdlicas e imunitarias [99]. A pele forma
uma barreira externa que impede a entrada de corpos estranhos, como organismos patogénicos e
quimicos, e a perda extensa de fluidos corporais, devido a agressdes ambientais [100]. Quando esta é
danificada, as partes internas do corpo sado expostas a infecdes por microrganismos que causam
inflamacao, atrasando, significativamente, o processo de cicatrizacdo da pele [101].

Nos ultimos anos, varios estudos tém-se centrado no desenvolvimento e otimizacao de
tratamentos para a regeneracdo da pele, através da sintese e modificacdo de materiais biocompativeis e
bioativos para acelerar a sua cicatrizacdo [102]. O primeiro penso ativo para feridas foi caracterizado
pela sua capacidade de manter um ambiente hiimido, absorver fluidos, minimizar infecées e promover
a cicatrizacdo da pele [103]. Desde entdo, a tecnologia de pensos para a pele tem evoluido
consideravelmente, explorando novos materiais, ndo toxicos, biocompativeis, biodegradaveis e de base
natural, capazes de gerar um ambiente propicio a cicatrizacao cutanea. Para isso estes devem: garantir
a respirabilidade, permitindo trocas de oxigénio; assegurar um ambiente humido equilibrado de modo a
evitar a desidratacdo e morte celular; remover o excesso de exsudato; proteger contra a invasdo de
microrganismos; e adaptarse a forma do traumatismo, sem aderir. Devem também possuir boas
propriedades mecanicas como flexibilidade e boa resisténcia [31,104].

Assim, estes pensos ativos podem substituir os pensos convencionais que apenas funcionam
como barreira fisica, cobrindo e protegendo a pele traumatizada do ambiente externo, mas sem promover
0 seu processo de cicatrizacao. Além disso, os pensos tradicionais tém a desvantagem de aderirem
diretamente a pele, podendo causar nova lesao aquando da sua remocao, retardando a cicatrizacao ou
até agravando a lesdo pré-existente [38,105]. Consequentemente, o desenvolvimento de novos materiais
com propriedades bioativas que promovam o processo de cicatrizacao da pele, e ndo apenas a sua
protecdo, sao essenciais.

Os pensos de protecao ativa tém assumido uma variedade de formas, incluindo filmes, hidrogéis,
membranas, espumas, e podem agir localmente, fornecendo agentes terapéuticos no local traumatizado,

seja por ferimentos, queimaduras, feridas crénicas, ulceras ou outras doencas de pele [102,103,1086].
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2.4.1 Filmes nanocompaositos

Os nanocompdsitos poliméricos fazem parte do grupo emergente de materiais compostos por
uma matriz continua de base polimérica e um material de reforco, designado por filler, que contém pelo
menos uma dimensao na escala nanomeétrica, ou seja, até 100 nm [107].

Devido ao facto do filler possuir um tamanho nanométrico, 0 nanocomposito detém excelentes
propriedades que ndo seriam alcancadas pelos compdsitos a escala micro ou macro. O reforco a escala
nano dos materiais poliméricos permite alcancar propriedades mecanicas e fisicas melhoradas em
comparacao aos seus homologos microscopicos, que requerem maior quantidade de filler para reforcar
eficazmente a matriz polimérica [107,108]. Por conseguinte, algumas das propriedades do polimero da
matriz, por exemplo, a densidade, permanecem inalteradas quando fillers a escala nanométrica sdo
incorporados nos filmes. As propriedades dos nanocompositos dependem de trés fatores principais, tais
como as caracteristicas da matriz polimérica e do filler, a interacao interfacial entre os mesmos e a
dispersao do nanomaterial na matriz polimérica [108].

Varios métodos de producdo de nanocompdsitos poliméricos tém sido aplicados. Destes,
destacam-se os métodos fisicos de solvent casting, melt mixing, spin coatinge eletrospinninge o método
quimico de polimerizacao /n sifu [108-110]. Entre as varias técnicas de producao de filmes, o método
solvent casting destaca-se pela sua elevada simplicidade, versatilidade e possibilidade de ser utilizada a
uma escala industrial, sendo uma técnica que tem sido amplamente utilizada [111]. Varias vantagens,
tais como melhores propriedades fisicas, processamento facil e de baixo custo, excelente uniformidade
de espessura e ndo haver limitacdes de materiais a utilizar, permitindo a utilizacdo de diferentes
polimeros naturais e sintéticos e a incorporacédo de substancia ativas como extratos naturais [112], torna
esta técnica a mais interessante para este projeto. O método so/vent casting ou evaporacdo do solvente
trata-se, entao, de uma técnica em que o solvente de uma suspensao polimérica evapora sob condicoes
definidas de humidade, temperatura e pressao, para se obter filmes finos poliméricos [113]. As
propriedades reoldgicas da mistura polimérica devem ser tidas em conta, uma vez que afetam a taxa de
secagem, a espessura e a uniformidade do filme. Apds a secagem completa do filme, este pode ser
cortado na forma e tamanho pretendidos, uma vez que para além do tipo de material utilizado, o design
¢ um fator igualmente importante no mercado de dispositivos médicos para o tratamento de feridas e
lesdes na pele [111]. Deste modo, através desta técnica varias matrizes e agentes de reforco podem ser
utilizados para formar filmes nanocompositos com propriedades fisico-quimicas interessantes para

serem utilizados como pensos para 0s mais diversos problemas na pele.
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2.4.2 Matrizes poliméricas

Os filmes nanocompositos tém sido preparados utilizando matrizes de polimeros nado
biodegradaveis, como polietileno (PE), polipropileno (PP) ou poliéster e de polimeros biodegradaveis,
como o alcool polivinilico (PVA), amido, policaprolactona (PCL), acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA),
polietileno glicol (PEG), acido polilatico (PLA) e quitosano [108]. Contudo, tendo em conta quer a
aplicacao final, quer a exigéncia que se coloca nos tempos atuais sobre a utilizacdo de recursos
sustentaveis, & de extrema importancia que a matriz dos filmes nanocompdsitos desenvolvidos sejam
polimeros biodegradaveis, biocompativeis e, preferencialmente, de origem natural [114].

Com a crescente consciencializacdo ambiental, o uso de materiais sustentaveis e o
desenvolvimento de sistemas mais ecoldgicos tem sido cada vez mais exigido [115]. Nesse sentido, os
polimeros biodegradaveis, cuja degradacdo resulta da acdo de microrganismos, nomeadamente
bactérias e fungos, sdo uma excelente opcao para substituir os polimeros nao biodegradaveis, e desta
forma, reduzir o impacto ambiental [116].

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados de acordo com a sua origem em naturais
ou sintéticos. Os polimeros biodegradaveis sintéticos sao sintetizados através da polimerizacdo quimica
e apesar das suas excelentes propriedades mecanicas, estabilidade térmica e producéo de relativo baixo
custo, sé comecaram a ser explorados para aplicacdes biomédicas mais recentemente, devido a falta de
biocompatibilidade, capacidade de mimetizar partes do corpo e a sua absorcdo e permeabilidade baixas
[117]. Por outro lado, os polimeros biodegradaveis naturais, originados a partir de fontes naturais como
plantas, animais ou microorganismos, apresentam varias vantagens como elevada abundancia,
versatilidade, elevada biocompatibilidade e baixa toxicidade, que os tornam materiais com elevadas
potencialidades para aplicacdes biomédicas [116,118]. De facto, estes polimeros biodegradaveis, de
origem natural com excelentes propriedades bioldgicas, tém sido empregues em diversos sistemas de
tratamento de feridas e regeneracao da pele [119-121].

Nos ultimos anos, o quitosano tem surgido como um material extremamente atrativo para
diversas aplicacdes devido as suas excelentes caracteristicas [122]. Este advém da quitina, geralmente,
por desacetilacdo em meio alcalino. A quitina ¢ o segundo biopolimero mais abundante na natureza, e
pode ser encontrada na carapaca de crustaceos, no exosqueleto dos insetos e na parede celular de
fungos [123,124]. A quitina € uma matéria-prima de facil extracdo e com elevadas potencialidades,
contudo tem uma aplicacédo ainda reduzida, principalmente devido ao seu dificil tratamento e baixa
solubilidade, resultantes da existéncia de fortes ligacdes por pontes de hidrogénio entre as cadeias

poliméricas. Desta forma a sua conversao em quitosano representa uma mais-valia [125]. O quitosano,
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além da sua origem natural, apresenta diversas propriedades interessantes, como biodegradabilidade,
nao toxicidade, biocompatibilidade, baixo custo e excelente capacidade de formacéo de filmes [126,127].
Este biomaterial caracteriza-se também como hemostatico e possui propriedades bioldgicas
interessantes como atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e propriedades de aceleracao do processo
de cicatrizacao, tendo-se provado que é capaz de aumentar a permeabilidade paracelular para criar um
ambiente humido no leito de feridas, melhorando, assim, a penetracdo de compostos bioativos
[124,126]. Existem também estudos que apontam a capacidade do quitosano para controlar a taxa de
libertacao de farmacos e compostos bioativos em sistemas de administracdo transdérmicos [102,128].
Adicionalmente, este polimero é muito abundante na natureza, com uma producéo de baixo custo e
ecologicamente interessante, sendo possivel a sua obtencao a partir de residuos marinhos [129], o que

vai de encontro com o conceito de economia circular presente neste trabalho.

2.4.3 Filmes de quitosano reforcados com NC

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido efetuados para avaliar a possibilidade de incorporar
agentes de reforco, a escala nanométrica, em sistemas poliméricos com o objetivo de compensar as
fracas propriedades mecanicas intrinsecas de alguns polimeros [125]. A NC, tal como referido
anteriormente, tem sido muito explorada como reforco de nanocompositos devido as suas caracteristicas
como alta resisténcia mecanica, biodegradabilidade, biocompatibilidade e alta reatividade superficial,
inerente da presenca dos grupos hidroxilos livres que facilitam a funcionalizacdo da sua superficie
[16,109]. Por outro lado, o quitosano, sendo um polimero com uma enorme importancia para a aplicacdo
pretendida, apresenta algumas limitacdes como propriedades mecanicas e de barreira deficientes, baixa
resisténcia a agua e pouca capacidade de absorver fluidos corporais. De forma a ultrapassar estes
inconvenientes, varios estudos relatam a incorporacdo de NC nos filmes a base de quitosano tem se
mostrado como uma solucao efetiva [130-136].

A titulo de exemplo, Costa et a/. incorporaram CNC em diferentes concentracdes (5, 10, 25 e
50 %(m/m)) em filmes de quitosano, o que resultou numa melhoria das propriedades térmicas, de
barreira e mecanicas dos filmes, aliada ao efeito bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e a atividade fungicida contra Candida albicans proveniente do quitosano. Deste modo, destaca
o grande potencial dos filmes de base natural com propriedades aprimoradas para serem aplicados
como alternativas sustentaveis para embalagens ativas de conservacao de alimentos [122]. Também,
Dehnad et al. desenvolveram nanocompositos quitosano/NC por solvent casting que resultaram numa

melhoria das propriedades térmicas dos filmes de quitosano, continuando a oferecer um excelente efeito
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inibitério sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [137]. Por fim, Wu et al prepararam
nanocompositos de quitosano reforcados com CNF, por solvent casting, e estudaram o seu efeito em
ambiente seco e huimido [138]. Destes testes resultou que a adicdo de CNF melhorou, significativamente,
as propriedades mecanicas, especialmente em condicées humidas. Os valores de resisténcia maxima a
tracdo e de mddulo de Young do quitosano aumentaram em 12 e 30 vezes, respetivamente, para o
nanocomposito com 32 %(m/m) de CNF. Assim, as suas propriedades mecéanicas, que coincidiram com
as da pele humana, levaram os autores a concluirem que estes nanocompositos demonstram potencial
para aplicacdes como pele artificial ou pensos para feridas [138].

Desta forma, a incorporacdo de CNC ou CNF em matrizes biopoliméricas permite a producado de
materiais de alto desempenho, sem prejudicar a sua biodegradabilidade, enquanto aumenta a sua

resisténcia mecanica e propriedades térmicas e de barreira [122].

244 Incorporacao de extratos naturais em filmes nanocompdsitos

A introducdo de agentes bioativos em nanocompdsitos poliméricos é altamente benéfica para
diversificar o seu uso em diversas aplicacdes, como sistemas de tratamento para feridas da pele,
confecao de embalagens bioativas ou, até mesmo, na industria téxtil médica para roupas antimicrobianas
[122,139]. Desta forma, para aumentar a viabilidade dos filmes poliméricos reforcados com NC para
aplicacdes biomédicas, nomeadamente para o desenvolvimento de sistemas de tratamento de pele
inovadores em que a esterilidade é altamente obrigatoria, ¢ fundamental introduzir propriedades
antimicrobianas [140].

As propriedades antimicrobianas podem ser incorporadas de diversas formas. Em estudos ja
existentes, os filmes poliméricos com NC tém sido modificados pela incorporacdo de nanoparticulas, tais
como nanoparticulas de prata [47,141-143], pela adicdo de biopolimeros com propriedades
antimicrobianas como quitosano [144-146] ou por produtos quimicos, incluindo sais inorganicos, grupos
anionicos e aminas, e, por fim, antibioticos [147-150].

No entanto, existem alguns efeitos adversos decorrentes do uso excessivo de nanoparticulas e
antibidticos. Em concentracdes elevadas, as nanoparticulas metalicas podem ser toxicas para as células
humanas ao inibir o recrutamento de células imunitarias e o crescimento de células epidérmicas,
dificultando, assim, o processo de cicatrizacdo. Além disso, tal como os antibioticos, o tratamento
prolongado com ides metalicos, presentes nas nanoparticulas, pode resultar no aparecimento de estirpes
bacterianas resistentes [31]. Alias, a multirresisténcia adquirida pelas bactérias, devido ao uso alargado

e indevido de antibidticos, é atualmente um sério desafio para a saude publica [151]. Como forma de
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superar estes inconvenientes, a procura de agentes antimicrobianos derivados de fontes naturais, como
extratos naturais, tem recebido especial atencdo devido ao seu tratamento efetivo e sem efeitos
colaterais. De facto, os extratos derivados de plantas sdo de facil obtencdo, possuem citotoxicidade
negligenciavel e degradam-se rapidamente no ambiente, tornando-se uma excelente alternativa aos
antibiéticos, que podem causar efeitos secundarios no ambiente e no sistema biologico [139]. As
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias intrinsecas aos extratos naturais tornam-nos Uteis para
tratar infecdes [139,152].

Estes extratos naturais sdo extraidos de diferentes plantas utilizando diferentes solventes e
métodos de extracdo [153]. Recentemente, diferentes extratos provenientes de plantas tém sido
utilizados como agentes antimicrobianos, sendo 0s mais conhecidos a aloé vera [154], manjericdo [155],
prépolis [156,157], acacia [123], cha verde [158], entre outros. Estudos sobre extratos naturais retirados
do género Ziziphus Mill. (familia Rhamnaceae) exaltam as suas propriedades antioxidantes,
antibacterianas e anti-inflamatorias, mostrando-se com excelentes potencialidades para a utilizacdo no
segmento biomédico [159-161]. O género Ziziphus compreende cerca de 100 espécies, distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo, que consistem em arvores, arbustos, trepadeiras
e ervas [162,163]. Varios compostos funcionais sdo reportados no género Ziziphus tais como vitamina
C, aminoacidos, polissacarideos, polifendis, flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides e acidos gordos,
que Ihe fornecem variadas propriedades bioativas [159,161]. De facto, os flavonoides, taninos, polifenois
e alcaloides, sdo apontados, em varios estudos, como responsaveis pelas propriedades antimicrobianas
das plantas [160,164,165]. Deste modo, embora a atividade antibacteriana de extratos naturais deste
género ja tenha sido comprovada, ainda existe um défice de informacao na literatura quanto aos extratos
naturais retirados das folhas de Ziziphus e o seu efeito quando incorporados em filmes poliméricos, pelo
que seria cientificamente relevante desenvolver a funcionalizacdo dos nanocompositos celuldsicos com
o extrato referido.

Assim, a incorporacao de extratos naturais em filmes nanocompdsitos a base de quitosano pode-
lhes conferir novas propriedades, que aliadas as propriedades antibacterianas intrinsecas a este polimero
natural, podem melhorar o seu desempenho bioldgico, reforcando a atividade antibacteriana, essencial
para prevenir ou tratar infecoes frequentes em traumatismos da pele [166-168].

Por exemplo, Xu Y. ef a/. incorporaram um extrato natural de uva (GPE- grape pomace extract),
antioxidante e antibacteriano natural, num nanocompdsito de quitosano/CNC [169]. Os filmes,
preparados por solvent casting, com 2 %(m/v) de quitosano, 5 %(m/m) de CNC e 5 %(v/v) de GPE,

mostraram-se uma alternativa promissora aos filmes sintéticos utilizados nas embalagens de alimentos
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[169]. Também, Aanatt et al. incorporaram uma mistura de extratos naturais de menta e casca de roma
em filmes a base de quitosano e estudaram o seu efeito nas propriedades fisicas, mecanicas,
antimicrobianas e antioxidantes dos filmes. Foi observada uma maior protecéo contra a luz UV nos filmes
com os extratos, bem como uma melhoria na sua resisténcia a tracao (41,07 + 0,88 MPa). Além disso,
0s extratos conferiram propriedades antioxidantes aos filmes, que também exibiram atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus [170]. Por fim, Altiok et a/. incorporaram
extrato de tomilho em filmes de quitosano, preparados por solvent casting, para potencial uso em feridas
cutaneas. A incorporacdo do extrato de tomilho aumentou ligeiramente a permeabilidade ao vapor de
agua e oxigénio dos filmes. A concentracdo minima inibitéria do extrato foi encontrada a 1,2 %(v/v),
mostrando atividade antimicrobiana contra E£scherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosaand e Staphylococcus aureus e atividade antioxidante. Assim, os resultados mostraram-se
promissores para a obtencdo de filmes antibacterianos e permeaveis para possivel aplicacdo em feridas

da pele [171].

Como conclusao preliminar do estado da arte acima descrito nas diversas seccdes, comprova-
se que existe ainda uma crescente necessidade de desenvolver e otimizar novos métodos mais
sustentaveis para a extracdo de NC a partir de residuos téxteis. Para além disso, e tendo em conta todos
0s artigos mencionados, existem poucos na literatura que relatem o uso desta NC extraida como reforco
de filmes de quitosano dopados com extratos naturais de plantas para tratamento de pele. Deste modo,
torna-se o foco desta tese, tentar contribuir para a resolucdo destes dois topicos relevantes para a

comunidade cientifica.

29



3. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foi extraida NC a partir de residuos téxteis industriais, cujo destino comum seria
um aterro ou incinerador. Esta NC extraida foi incorporada, em trés diferentes concentracdes, em filmes
de quitosano e, posteriormente, a combinacdo que obteve as melhores propriedades para a aplicacao
final foi modificada com extrato natural de folhas de Ziziphus. Nesta secao experimental sdo apresentados
0s materiais utilizados, juntamente com as técnicas aplicadas para o processo de extracao da NC a partir
da amostra de residuo téxtil, bem como para a sua otimizacao ao nivel dos parametros de acido utilizado,
concentracdo de acido, temperatura e tempo de reacdo. Também o processo de formacao de filmes de
quitosano reforcados com a NC obtida sera relatado, assim como, da incorporacéo de extrato. Todos os
métodos de caracterizacao aplicados quer na NC extraida, quer nos filmes de quitosano, quitosano/NC

e quitosano/NC modificados com o extrato natural estdo detalhadamente explicados.

3.1 Materiais

A amostra de residuo téxtil utilizada neste estudo para extrair NC, apresentada na Figura 5, foi
gentilmente cedida pela empresa Tintex SA. A amostra, composta por algodao, foi recolhida no fim do
processo produtivo e, portanto, ja submetida a varias lavagens e ao processo de branqueamento. Esta
foi utilizada de duas formas, cortada manualmente (Figura 5B) e submetida a um tratamento mecéanico
de moagem (Figura 5C). Esta tltima amostra moida foi utilizada no estudo de uma estratégia mais verde,
aguando da aplicacao de acidos solidos, possibilitando o estudo de uma abordagem que combina um

método mecanico e quimico, como sera explicado devidamente nos topicos seguintes.

Figura 5: Amostra téxtil utilizada para extrair a NC A) no seu estado original, B) cortada e C) moida.
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O hidroxido de sdédio (NaOH), perdxido de hidrogénio (H.0,), dimetilsulféxido (DMSO) (anidro =
99.9), acido maleico (C.H.0.), acido citrico (CsHsO-) e éacido sulfurico (H.SO.) foram adquiridos a
SigmaAldrich. Estes reagentes foram utilizados como recebidos sem qualquer modificacao e apenas
diluidos até a concentracao pretendida. O quitosano em p6 com um peso molecular de 100.000-300.000
g/mol foi obtido da ACROS Organics. Acido acético glacial 99-100% e glicerol 99% foram obtidos &
NORMAX e Scharlau, respetivamente. Por ultimo, o extrato natural de 6lhas de Ziziphus foi extraido pela

equipa do Centro de Investigacao de Montanha (CIMQ), do Instituto Politécnico de Braganca.

3.2 Métodos

3.2.1 Pré-tratamentos

Para se analisar a influéncia quer do tratamento alcalino, quer do branqueamento na modificacao
quimica da amostra de residuo téxtil fornecida, parte desta foi submetida a pré-tratamentos quimicos.
Desta forma, dois testes de pré-tratamento foram realizados. Num primeiro teste, uma pequena porcao
da amostra téxtil original, foi submetida a um processo alcalino. Por outro lado, num segundo teste, uma
segunda porcdo da amostra téxtil original foi submetida a um tratamento alcalino seguido de
branqueamento.

O tratamento alcalino, para ambos os testes, foi realizado mergulhando 1 g da amostra téxtil
original numa solucao de 1 M de NaOH a temperatura ambiente sob agitacdo constante, utilizando um
agitador orbital durante 60 min. Apos o tratamento, a amostra foi retirada da solucao e lavada varias
vezes para remover os residuos de NaOH.

O processo de branqueamento foi realizado apds o tratamento alcalino, apenas no segundo teste.
Para tal, 1 g de amostra téxtil original foi submetida a uma solucao de H,0,5 %(v/v) e NaOH 3,8 %(m/v),
sob agitacao constante durante 60 min a temperatura ambiente e lavada, posteriormente, com agua.

No final, as amostras resultantes de ambos os testes de pré-tratamento foram secas na estufa a
50 «C para, posteriormente, serem estudadas no ATR-FTIR e se analisar a necessidade ou nao deste tipo

de tratamentos por comparacao com o espectro da amostra téxtil original, sem pré-tratamento.
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3.2.2 Hidrolise com acidos sélidos

Como explorado até entao, ha necessidade de estudar métodos mais sustentaveis para extrair
NC a partir de residuos téxteis. Para o efeito, 0 método de hidrdlise acida, utilizando acidos sélidos, como
0 acido maleico e o acido citrico, foi realizada.

Numa primeira fase, uma solucdo de C,H.0O, (80 %(m/v)) foi preparada em 20 mL. De seguida,
0,1 g da amostra téxtil cortada (Figura 5B) foram imersas na solucéo, sob agitacdo constante (150 rpm),
a 50 °C e a reacao monitorizada por 24 h.

Numa segunda fase, duas solucdes adicionais de C,H.0, (90 e 100 %(m/v)) foram preparadas.
Duas amostras de 0,1 g da amostra téxtil foram submetidas as solucdes, sob as mesmas condicdes de
agitacao e temperatura do teste anterior. As reacdes foram, mais uma vez, atentamente monitorizadas
por 24 h.

Por fim, uma outra estratégia foi aplicada, envolvendo o aumento de pressdo durante a reacao.
Para tal, recorreu-se a montagem da Figura 6 para mimetizar uma camara de azoto fechada. De seguida,
uma pequena quantidade da amostra téxtil cortada foi colocada no baldo esmerilado contendo uma
solucao de 90 %(m/v) de C,H,0,a 65 -C.

0 acido citrico foi também testado. Para realizacdo da hidrolise, 0,1 g de amostra téxtil foi imersa
numa solucdo aquosa concentrada de C,H:0, (80 %(m/v)), a 90 C. A reacao foi novamente monitorizada

por 24h.

Luva para manter
atmosfera fechada

Entrada de azoto gasoso

Banho de glicerol para
estabilizar a temperatura

Figura 6: Montagem utilizada para o estudo da hidrolise utilizando acido maleico.

3.2.3 Método combinado

Este método consistiu ha combinacédo da moagem mecanica com o processo de hidrolise acida.
A amostra téxtil original foi submetida a um processo mecanico de moagem para facilitar a hidrélise da

mesma, sendo, posteriormente, aplicado o método quimico de hidrolise acida utilizando o acido maleico.
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Para realizacdo deste ensaio, 0,2 g da amostra téxtil moida (Figura 5C) foi submetida a 20 mL de uma
solucdo aquosa concentrada de C,H.O, (80 %(m/m)), a uma temperatura de 50 -C e agitacdo mecénica

vigorosa. A reacao foi atentamente monitorizada e o tempo de reacao registado.

3.2.4 Hidrolise com acido sulfurico

A amostra téxtil foi submetida a um processo de hidrdlise utilizando acido sulfurico, variando as
condicdes de reacao de forma a encontrar as condicdes mais verdes, ou seja, com menor utilizacao de
acido, temperatura e tempo de reacao. Para o efeito, foram preparadas varias solucdes de H,SO,com
diferentes concentracdes (35, 45, 50, 55 e 64 %(m/m)), sujeitas a diferentes temperaturas (40 -C e 50
°C), para se avaliar o papel de cada um dos parametros no processo de hidrdlise. Estas temperaturas
foram minuciosamente controladas com um termometro e utilizou-se um banho de parafina para que as
solucdes permanecessem na temperatura pretendida durante todo o processo. O tempo da reacdo de
hidrélise, como foi variavel para cada uma das solucdes, foi também cuidadosamente monitorizado a
partir do momento em que as diferentes quantidades de amostra téxtil cortada entraram em contato com
a solucdo acida, e sera apresentado nos resultados (Tabela 5). Quando a hidrolise da amostra téxtil foi
atingida, a reacdo foi interrompida com adicao de um volume de agua destilada fria 2x superior ao volume
da solucao de hidrolise.

A Figura 7 apresenta a montagem que foi realizada para se proceder ao processo de hidrolise
acida em seguranca. Apos este processo de hidrolise acida, foram efetuados varios passos explicados

abaixo de forma sequencial.

Figura 7: Montagem utilizada para a execucgéo da hidrolise acida.
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Centrifugacao

Apds o processo de hidrélise, submeteu-se a solucdo hidrolisada a lavagem, recorrendo a
centrifugacdo, com o objetivo de se remover o acido livre, ajustar o pH e concentrar a suspensao. A
solucao hidrolisada diluida em &gua destilada foi, entdo, colocada em 7a/cons para se efetuar as lavagens.

Centrifugacdes a 4200 rpm durante 10 min foram feitas, o sobrenadante resultante foi
descartado e o pellet lavado com agua destilada. Este processo, representado na Figura 8, foi repetido

até se obter um pH do sobrenadante proximo de 5.

Figura 8: Processo de lavagem da solucéo hidrolisada: A) centrifugacdo a 4200 rpm por 10 min, B) descarte do
sobrenadante e C) lavagem do pellet com agua destilada.

Ultrassonicacao

O material concentrado durante a centrifugacao foi submetido ao banho de ultrassons com o
objetivo de se obter uma dispersao uniforme. Este procedimento foi realizado por 30 min, antes e apds

a dialise.

Dialise

Apds o banho de ultrassons, a suspensdo foi inserida numa membrana semipermeavel de
celulose (33 mm x 21 mm MW06245) e colocada num recipiente com agua destilada, como mostrado
na Figura 9A. A agua foi trocada frequentemente ao longo do dia e o pH da solucéo hidrolisada no interior
das membranas foi medido com o papel indicador. Assim que o pH da solucado em dialise alcancou um
valor neutro, Figura 9B, a dialise foi interrompida. Este processo teve como objetivo neutralizar e eliminar
ides sulfato livres resultantes do processo de hidrélise com acido sulfurico e teve duracado de cerca de 4

dias.
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Figura 9: A) Membranas de dialise em agua destilada e B) pH medido com papel indicador no interior das membranas de
dialise.

Secagem

Apds a didlise, a suspensao obtida foi novamente colocada no banho de ultrassons por 20 min,
seguido por centrifugacdo, novamente a 4200 rpm por 10 min. Como nem em todas as amostras se
obteve pellet, recorreu-se ao microscopio 6tico para se analisar o sobrenadante. Observou-se que algum
material celulésico compunha o sobrenadante, como mostrado na Figura 10. Desta forma, quer o
sobrenadante, quer o pellet foram submetidos a secagem na estufa a 30 <C durante a noite para

evaporacao do solvente e posterior trituracdo para se obter a amostra na forma de pé.

Figura 10: Imagens obtidas por microscopia 6tica do sobrenadante pos-didlise. Da esquerda para a direita: 20x (100 um),
10x (200 pm).

3.2.5  Incorporacao da NC em filmes de quitosano

A metodologia de producao de filmes seguiu o protocolo ja desenvolvido por S.M. Costa ef al,
apenas com algumas alteracoes [122].

Em primeiro lugar, uma solucao de 2 %(m/v) de quitosano foi preparada. Para tal, dissolveu-se
0 quitosano numa solucao aquosa de 1 %(v/v) de acido acético sob agitacao vigorosa durante 1 h. Apds

a dissolucao completa do quitosano, a solucao foi submetida a um banho de ultrassons por 45 min.
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Seguidamente, varias concentracdes de NC extraida foram incorporadas na solucao de quitosano
(0, 5, 10 e 25 %(m/m) em relacdo ao peso do quitosano). A adicdo de NC foi realizada lentamente de
modo a evitar a formacdo de agregados. Estas solucdes foram deixadas sob agitacdo constante durante
24 h e, posteriormente, homogeneizadas a 10 300 rpm usando o homogeneizador CAT Unidrive X
1000D. Posteriormente, foi adicionado 1 %(m/v) de glicerol em cada solucao e submeteu-se a agitacéo
mecanica por 5 min. Finalmente, as solucdes foram colocadas em placas de Petri e secas na estufa a

35 °C durante 24 h para ser possivel obter os filmes poliméricos por evaporacao do solvente.

3.2.6 Incorporacdo do extrato natural nos filmes nanocompasitos

Apesar do quitosano por si so ja ter propriedades antibacterianas, a adicdo de um extrato natural
podera tornar a formulacdo mais eficiente no combate a infecdes, assim como, fornecer outras
propriedades, como antifungica e anti-inflamatoria, aos filmes.

Primeiramente, o extrato natural escolhido, extraido das folhas de Ziziphus, foi dissolvido numa
quantidade residual de DMSO (Figura 11) e introduzido numa solucdo de quitosano em diferentes
concentracdes: 1, 3 e 5 mg/mL. Apos confirmacao da boa dissolucédo e integracao no filme, o extrato
natural foi adicionado aos filmes de quitosano e quitosano/NC extraida (25 %(m/m)) numa concentracao

de 5 mg/mL para se proceder ao estudo do seu perfil de libertacéo.

Figura 11: Extrato natural de folhas de Zizjphus dissolvido em DMSO.

36



3.3 Métodos de Caracterizacao

3.3.1 Microscopio dtico

O microscépio dtico foi utilizado com o objetivo de se analisar as amostras obtidas apos a
hidrolise, examinando a sua forma e dimensodes, no sentido de se avaliar a eficiéncia da hidrdlise.
Este microscopio utiliza a luz visivel e um sistema de lentes oculares que formam uma imagem ampliada
da amostra em estudo, permitindo observar estruturas dificilmente visiveis a olho nu [172]. Neste
estudo, a andlise de todas as amostras obtidas no processo de hidrélise acida foi realizada num
Microscopio Leica DM750 M (bright-field), constituido por um sistema de duas oculares e quatro objetivas
(5x, 10x, 20x e 40x). Para analise das amostras ao microscépio, procedeu-se ao espalhamento de uma

gota do hidrolisado, pos lavagem, sob uma lamina, sobrepondo uma lamela sobre a mesma.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao por Varrimento — STEM

A Microscopia Eletronica de Transmissado por Varrimento (do inglés Scanning Transmission
Electron Microscopy- STEM) foi utilizada de modo a estudar a morfologia e o tamanho resultante das
fibras téxteis hidrolisadas. Esta analise permitiu descobrir o tipo de material celulésico obtido pds
hidrolise acida, se constituida por CNC ou CNF ou ambos os tipos de NC.

Este tipo de microscopia combina os principios da Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)
e Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM). No modo de operacdo STEM, o feixe de eletrdes incidente
¢ altamente focalizado de forma convergente e varre a amostra ponto a ponto sem variacéo de inclinacéo.
Os feixes emitidos, produto da interacdo com a amostra, sdo coletados por detetores especiais, 0s quais
processam a informac&o para formar a imagem. Interacdes entre a amostra e o feixe de eletrdes ocorrem
durante o varrimento da mesma, resultando em diferentes tipos de sinais de eletrdes emitidos na
superficie da amostra. Estes sinais sdo recolhidos e processados de modo a formar uma imagem
tridimensional, representativa da topografia da superficie [173].

A analise morfoldgica das amostras hidrolisadas foi, entdo, realizada num Microscopio Eletrénico
de Varrimento por Emissao de Campo de alta resolucao (NOVA 200 Nano SEM, FEI Company) com um
acessorio de transmissao (STEM) a uma aceleracao de 10 kV. As amostras foram previamente revestidas
com um filme muito fino (10 nm) de Au-Pd (80-20 %(m/v)), utilizando um aparelho de revestimento por
pulverizacdo, 208 HR Cressigton Company (Watford, Reino Unido), acoplado a um controlador de

espessura do revestimento de alta resolucao MTM-20 Cressington.
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A distribuicao dos tamanhos dos materiais obtidos pos-hidrélise foi determinada pela analise das

imagens STEM utilizando o software ImageJ® (versao 1.44, National Institutes of Health, EUA).

3.3.3 Reflexdo Total Atenuada - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier —

ATR-FTIR

De modo a estudar a estrutura quimica das amostras, utilizou-se a técnica de ATR-FTIR (do inglés
Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared Spectroscoppy — ATR-FTIR). Além disso, esta
técnica foi também utilizada para estudar os filmes e avaliar a interacao estrutural entre o quitosano, a
NC e, posteriormente, o extrato natural.

Esta & uma técnica de espectroscopia vibracional que utiliza radiacdo infravermelha para fazer
vibrar as ligacdes moleculares da amostra que as absorve. Através desta técnica & possivel obter
informac&o quimica das amostras analisadas, uma vez que, cada amostra possui ligacdes moleculares
ou grupos quimicos caracteristicos [174]. Os espectros de ATR-FTIR foram adquiridos em modo de
transmitancia num espectrofotdmetro IRAffinity-1S, SHIMADZU (Kyoto, Japan), equipado com um
acessorio de ATR. Cada espectro foi adquirido numa célula ATR de diamante por acumulacdo de 45
ciclos de varrimento e com uma resolucdo de 4 cm?. O equipamento foi programado para ler a

transmitancia das amostras numa faixa espectral de 400 a 4000 cm-.

3.34 Difracao de Raios-X — XRD

A técnica de difracdo de raios-X (do inglés X-Ray Diffraction — XRD) foi utilizada para obter
informacéo acerca da cristalinidade do p6 da NC extraida. A difracdo de raios-X ¢ uma técnica ndo
destrutiva que fornece informacao relativamente a estrutura, fase, textura, cristalinidade, entre outras
informacdes estruturais. Os picos de difracdo de raios-X sdo originados pela interferéncia construtiva de
um feixe monocromatico de raios-X, disperso a angulos especificos de cada conjunto de planos de uma
amostra. A intensidade de cada pico € determinada pela posicao atdomica dentro destes planos [175].

Este ensaio foi realizado utilizando um difractometro Bruker D8 Discover, com uma tensao de
40 kV e uma corrente de 40 mA, com radiacdo Cu-KB. Os dados foram recolhidos para valores de 26
variando de 5° a 45°. O indice de cristalinidade (lc) foi calculado de acordo com o método de Segal
[176], recorrendo a Equacdo 1, onde I, € a intensidade do pico do plano cristalino principal (2 0 0) e I,

¢ aintensidade de pico associada a parte amorfa da celulose (l..):
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I, (%) = ’IJ x 100% (1)

3.3.5  Analise Termogavimétrica - TGA

A analise termogravimétrica (do inglés 7hermogravimetric analysis - TGA) foi realizada de modo
a verificar a estabilidade térmica da NC extraida e dos filmes poliméricos produzidos. Esta técnica
consiste na monitorizacéo das perdas de massa de uma amostra em funcéo do aumento da temperatura,
na presenca de uma atmosfera controlada [177]. O estudo foi realizado num equipamento STA 700
SCANSCI. As amostras foram aquecidas de 30 <C a 600 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,
sob atmosfera de azoto. Para efetuar a analise, as amostras com massa média de 8 mg foram colocadas
num cadinho ligado a uma microbalanca, o qual foi posteriormente aquecido de maneira controlada e

as perdas de massa monitorizadas.

3.3.6 Espectroscopia do Estado Fundamental por Refletancia Difusa — GSDR

De forma a estudar a boa incorporacao do extrato natural de folhas de Zizizphus nos filmes de
quitosano, os filmes com diferentes proporcdes de extrato (1, 3 e 5 mg/mL) foram analisados por
espectroscopia do estado fundamental por refletancia difusa (do inglés Ground-state Diffuse Reflectance
- GSDR). Esta técnica permite a determinacao da refletdncia de amostras opacas soélidas em funcéo do
comprimento de onda. Uma vez que os filmes tém uma certa transparéncia, uma folha branca foi
utilizada por tras dos filmes para refletir totalmente todos os feixes de luz emitidos.

Os espectros de GSDR dos diferentes filmes foram obtidos utilizando um espectrofotémetro
Shimadzu UV 2600, equipado com uma esfera integradora (ISR-2600Plus). Todas as amostras foram
registadas na gama de comprimento de onda 200 a 600 nm (resolucdo de 1 nm). Com a aplicacéo da
teoria de Kubelka-Munk é possivel obter o espectro da funcao de remissado F(R) e, assim, analisar os

valores de absorvancia dos filmes através da aplicacdo da equacéo: F(R) = (1-R)2 /2R [178].

3.4 Avaliacao das propriedades dos filmes nanocompadsitos

3.4.1 Ensaios mecanicos - Testes de tracao uniaxial

De forma a avaliar o efeito da incorporacdo da NC nos filmes de quitosano e estudar a melhor

concentracdo de NC para reforco mecanico dos filmes, foram realizados ensaios de tracdo uniaxial. O
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ensaio de tracao uniaxial € um processo destrutivo, durante o qual € medida a forca necessaria e o grau
de alongamento da amostra até ao ponto de rotura [179]. Estes ensaios foram realizados utilizando o
equipamento Hounsfield Tinius Olsen, modelo HIOOKPS com uma célula de carga de 250 N. As
amostras foram cortadas em tiras com 10 mm de largura e 80 mm de comprimento. A separacéo inicial
das maxilas foi definida a 30 mm e a velocidade de estiramento a 30 mm/min. A tencdo maxima,
deformacao a rotura e 0 mddulo de Young foram calculados a partir das curvas de tensao-deformacéao.

Cinco réplicas de cada filme de quitosano com 0, 5, 10 e 25 %(m/m) de NC extraida foram testadas.

3.4.2 Atividade antibacteriana

Os testes relativos a determinacao da concentracdo minima inibitéria (do inglés — Minimum
inhibitory concentration (MIC)) e da concentracao bactericida minima (do inglés — Minimum bactericidal
concentration (MBC)) do extrato natural de folhas de Ziziphus, foram realizados através do método de
microdiluicdo descrita por Wiegand et a/. [180].

Os indculos bacterianos foram preparados a partir de uma Unica colénia de S. aureus (ATCC
6538) e incubados durante a noite a 37 °C e 150 rpm, em condicdes aerobias, no meio Tryptic Soy Broth
(TSB). As suspensdes de bactérias foram preparadas com uma concentracao inicial de 5,0 x10° UFC/mL,
em Mueller Hinton Broth (MHB). Diferentes solucdes do extrato (40,960; 36,864; 32,768 e 24,576
mg/mL) foram preparadas, em agua destilada, e adicionadas a primeira coluna de placas de 96 pocos,
num volume de 100 pL. Diluicdes em série (1:2) foram feitas com MHB nos pocos consecutivos, para
um volume final de 50 pL. Em seguida, a cada um dos pogos, foram adicionados 50 pL das suspensoes
bacterianas. Suspensdes bacterianas sem extrato e o meio de cultura (MHB) foram utilizados como
controlo negativo e positivo, respetivamente.

As leituras de absorvancia o a 600 nm (EZ READ 2000 Microplate Reader, Biochrom, UK) foram
feitas antes e depois da incubacdo da placa por 24 h, a 37 °C e a 150 rpm. Para se proceder a
determinacdo do MIC do extrato analisou-se as diferencas nas leituras de absorvancia a 600 nm (entre
0 e 24 h) e tentou-se encontrar a concentracao onde houve inibicao do crescimento de bactérias. Uma
vez que a determinacao do MIC foi dificultada pela alteracao da cor do extrato durante as 24h de teste,
a MBC foi encontrada ao plaguear as suspensdes presentes na placa de incubacdo que ndo se
encontravam turvas (efeito que evidencia a auséncia de crescimento de bactérias). Desta forma,
encontrou-se a menor concentracao de extrato aplicada que nao ostentou qualquer formacao de coldnias.
Este procedimento de plaquear consistiu em fazer diluicées dos pocos que estavam limpidos e pipetar

aliquotas de 10 pL de cada uma destas suspensoes, em TSA durante 24 h a 37 °C. A auséncia de 99,9%
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de coldénias nas placas de Petri que foram incubadas com a menor concentracdo de extrato, foi

estabelecida como sendo o valor de MBC.

3.4.3 Ensaios de libertacao do principio ativo

Para estudar o perfil de libertacao do extrato natural incorporado nos filmes desenvolvidos uma
amostra dos filmes quitosano + extrato e quitosano/25% NC + extrato foi colocada numa solucéo de
PBS, com pH de (8+ 0,5).

Aliquotas do meio em contacto com os filmes foram monitorizadas por espectroscopia UV-Vis
durante 24 horas. Cada filme foi cortado em retangulos pequenos iguais de 1 x 1 cm e colocado numa
placa de 12 pocos, previamente preenchidos com 3 mL da solucao PBS. De seguida, a placa foi colocada
num agitador orbital Shaker lvymen a uma velocidade de 30 rpm e a uma temperatura de 37 <C. Em
tempos pré-determinados (0, 5 minutos, 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5
horas e 24 horas) retirou-se uma aliquota para ser analisada por espectroscopia UV-Vis para se

monitorizar a libertacdo do extrato natural para a solucéao.

Espectroscopia UV-Visivel

Um espectrofotémetro UV-Vis (do inglés Ultraviolet-Visible Spectrophotometer) foi utilizado de
forma a estudar o perfil de libertacdo do extrato natural incorporado nos filmes nanocompdsitos. Num
espectrofotometro UV-Vis, um feixe de luz faz um varrimento de comprimentos de onda na gama do
ultravioleta e do visivel. Este feixe, atravessa a amostra e é parcialmente absorvido. A radiacdo néo
absorvida, é detetada construindo-se, assim, os espectros de absorvancia. As bandas de absorvancia
que aparecem nos espectros obtidos permitem identificar niveis energéticos de determinados estados
caracteristicos do material analisado [181].

Os espectros de absorcado UV-Vis dos diferentes tempos de ensaio foram obtidos utilizando um
espectrofotometro Shimadzu UV-1800, equipado com cuvettes de quartzo com 1 cm de caminho ético.
Cada espectro foi adquirido num comprimento de onda entre os 200 e os 600 nm. O espectro UV-Vis do
extrato foi previamente obtido para avaliacdo da libertacao do principio ativo. Os filmes encontravam-se
imersos na solucao PBS e foram recolhidas aliquotas em diferentes periodos ao longo de 24 horas. As

diferentes aliquotas foram diluidas (1:60) para evitar o desvio da linearidade da Lei de Beer-Lambert.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta seccdo contempla as principais analises e interpretacdes obtidas apos a fundamentacéo

tedrica e a realizacdo da caracterizacao das amostras.

4.1 Caracterizacao da amostra original e estudo de pré-tratamentos

De modo a caracterizar a amostra téxtil original, a partir da qual se pretende extrair NC, e estudar
a possivel necessidade de se aplicar pré-tratamentos @ mesma, o espectro de ATR-FTIR da amostra
original, bem como os espectros das amostras pré-tratadas com tratamento alcalino e tratamento alcalino

seguido de brangueamento, encontram-se apresentados na Figura 12.

1647 cm™!
2893 cm™! 1424 e p

£ 1360 cm’'
2 1 P
Q 3330 cm 1310cm
&
=
£
w
c
(1]
1~
'—

— Amostra original ’

——Tratamento alcalino + Brangqueamento 1050 cm

) 1027 cm
Tratamento alcalino
T T . : . :

4000 3000 2000 1000

Ndmero de onda [l:m_jj

Figura 12: Espectros de ATR-FTIR, da amostra original, da amostra submetida ao tratamento de branqueamento e alcalino
e da amostra submetida apenas ao tratamento alcalino.

Como se pode verificar na Figura 12, pela analise do espectro de cada uma das amostras, as
bandas caracteristicas da celulose (componente principal na amostra téxtil de algod&o) estdo presentes
em todos. As bandas por volta dos 3330 cme dos 2893 cm devem-se ao estiramento dos grupos O-H
e C-H da celulose, respetivamente [182]. O pico de absorcdo a 1647 cm corresponde a vibracao do
grupo O-H da agua absorvida pela amostra. A torcdo simétrica de CH, e a vibracdo de deformacéo do

CH estdo denunciados pelas bandas presentes a 1424 cm e 1369 cm-, respetivamente. A banda a
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1310 cm- esta relacionada com as vibracdes C-H e C-O, contidas nos anéis do polissacarideo [183]. Por
fim, a vibracdo C-O-C no anel de piranose é indicada pelo pico de absorcdo a 1027 cm [182,184].
Portanto, desta analise detalhada, observa-se a auséncia de bandas caracteristicas da lignina e
da hemicelulose, tais como em 1252, 1511 e 1738 cm?, relacionados com a vibracao de estiramento
C-0 do grupo arilo da lignina, estiramento C=C do anel aromatico na lignina e estiramento C=0 dos
grupos carboxilicos de hemicelulose, respetivamente [185]. A auséncia destas bandas especificas,
mesmo na amostra téxtil original sem qualquer tipo de tratamento, comprova que a amostra cedida pela
empresa Tintex SA nao continha qualquer tipo de material amorfo, lignina e hemicelulose, comprovando
que esta amostra tinha ja sido submetida a processos de lavagem e branqueamento no seu processo
produtivo. Assim sendo, desta analise assume-se que os tratamentos ndo contribuiram para qualquer
diferenca na amostra, evidenciando que a amostra téxtil, com elevado teor em celulose, ndo necessita
de ser submetida a qualquer processo de pré-tratamento antes da extracao, podendo ser utilizada como

fornecida no processo de extracdo de NC.

4.2 Hidrolise utilizando acidos solidos

Como este trabalho se pautou pela sustentabilidade ambiental e circularidade econdmica, o
estudo contemplou a utilizacao de acidos sélidos passiveis de serem recuperados, tais como o acido
maleico (C,H,0,) e acido citrico (CH:0,) para se proceder a hidrdlise, e assim contribuir para a reducéo
do impacto ambiental, como fundamentado na Seccao 2.

Para a avaliacdo da capacidade hidrolitica dos acidos solidos utilizados sob a amostra em

analise, os parametros apresentados na Tabela 3 foram testados.

Tabela 3: Parametros utilizados na realizacao da hidrélise com acidos solidos.

.- Massa da Volume da Temperatura de Concentracao de
Acido ~ . L. Resultado
amostra (g) solucao (mL) reacgdo (-C) acido (%)
80 X
0,1 20 50 90 X
C.H.0, 100 X
60-70 com camara de
0,1 20 90 X
azoto
CH.0, 0,1 20 90 80 X

X — Nao efetivo
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Primeiramente, submeteu-se a amostra téxtil cortada (Figura 5B) a uma solucéo de acido maleico
(80 %(m/v)) durante 24h, a 50 °C sob agitacdo, ndo provocando qualquer mudanca estrutural na
amostra, demonstrando que a concentracdo de acido seria demasiado fraca para a hidrolisar.
Posteriormente, submeteu-se a amostra a concentracdes superiores de acido (90 e 100 %(m/v)), como
mostrado na Tabela 3. Uma vez mais, estas concentracdes mostraram-se ineficazes, ocorrendo mesmo
a precipitacao do acido maleico nestas condicdes, como mostrado na Figura 13A.

Outras abordagens, como a aplicacao de outros acidos soélidos foi também estudada. O acido
citrico ¢ um &acido solido cristalino, inodoro e amplamente encontrado em frutas e legumes,
especialmente em citrinos, mas também nos ossos e musculos dos animais, tendo apenas um ligeiro
impacto na saude humana e no ambiente [186]. A amostra foi entdo sujeita a uma solucéo concentrada
de 4acido citrico (80 %(v/v)), a uma temperatura ainda mais elevada (90 °C) que culminou num resultado

semelhante: a amostra manteve-se intacta durante as 24h, como se pode ver pela Figura 13B.

Figura 13: Resultados do processo de hidrolise da amostra utilizando A) 90 %(m/v) de C,H.0., a 50 <C e B) 80 %(m/v) de
C.H:0,, 2 90 °C, apds 24h.

Devido a ineficiéncia dos processos aplicados com estes acidos sélidos, outra alternativa foi
estudada. Fez-se aumentar a presséo no interior do balao esmerilado durante a reacao de hidrolise, com
azoto gasoso injetado em circuito fechado (Figura 6), aplicando 90 %(m/v) de C,H.O. na faixa de
temperatura de 60 - 70 °C. Desta forma, além da temperatura de reacéo e da concentracdo de acido,
também a pressdo seria uma condicdo a ter em conta nesta reacao. Contudo, mesmo estas condicoes
neste Ultimo processo ndo provocaram qualquer alteracdo na amostra, permanecendo estruturalmente
intacta. Conclui-se que o acido mesmo nestas condicdes nao é suficiente forte para degradar a amostra

sendo necessario adotar outra estratégia.

44



4.3 Método combinado

Como explorado na revisdo da literatura, um procedimento mecéanico, antes do processo de
hidrdlise, geralmente facilita este ultimo processo. Por exemplo, Ji ef a/. descobriram que com o auxilio
de ultrassonicacao, poderiam superar as dificuldades do acido citrico, causadas pela sua fraca acidez
[186]. No entanto, este estudo decorreu utilizando polpa de cana-de-acticar como matéria-prima, estudos
com téxteis ndo foram encontrados. Entao, na tentativa de se alcancar um processo de hidrélise efetivo,
procedeu-se a aplicacdo de uma solucédo concentrada de acido maleico na amostra téxtil moida (Figura

5C). As condicdes de hidrolise aplicadas encontram-se apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Parametros utilizados na realizacdo do método combinado.

Massa da Temperatura de -
- i Volume da - Concentracao de
Acido amostra moida . reacao .. Resultado
solucdo (mL) acido (%)
(g) (-C)
C.H.0, 0,1 20 50 80 X

X - Nao efetivo

Como mostrado na Figura 14, mesmo este processo combinado nao surtiu qualquer efeito na

amostra téxtil.

Figura 14: Resultado da aplicacédo do método combinado, apos 24h.

Portanto, como esta dissertacao teve como objetivos encontrar estratégias mais verdes para o
tratamento de residuos téxteis, a fim de se extrair NC, paralelamente as estratégias acima descritas,
decidiu-se focar também na otimizacdo do método convencional. Assim, por reducao da concentracéo

de acido sulfurico geralmente aplicada (64 %(m/m)) e da temperatura de reacéo (por volta dos 55 C)
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pretende-se tornar a extracdo de NC a partir destes residuos téxteis mais sustentavel, como o tépico

seguinte demonstra.

4.4 Extracao de NC através de hidrolise com H,S0,e caracterizacao

4.4.1 Processo de otimizacéo da hidrolise com H,SO,

Para se proceder a otimizacdo da hidrolise com H,SO, estudou-se um conjunto de parametros,
tais como, concentracao de acido sulfurico, quantidade de amostra, tempo de hidrélise, temperatura de
reacdo e volume de solucao. Os parametros utilizados, bem como o respetivo resultado, encontram-se

descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros utilizados na realizacao da hidrélise com acido sulfurico.

Denominacio Massa Volume Racio H,SO, Temperatura Tempo de Resultado
¢ (@ (mL) (g/mL) (%) (-C) hidrélise (h)
A, 5 100 1:20 64 40 1 h 30 min v
A, 15 150 2:20 64 40 2 h 20 min v
B, 0,3 20 0,3:20 55 40 1 h 20 min v
B, 0,3 20 0,3:20 50 40 2 h 20 min X
B, 0,3 20 0,3:20 45 40 Hidrdlise X
incompleta
B, 0,3 20 0,3:20 35 40 Hidrdlise X
incompleta
C. 0,3 20 0,3:20 55 40 2h v
C. 0,6 20 0,6:20 55 40 2h v
C. 0,9 20 0,9:20 55 40 2 h 30 min v
Amostra 3 100 0,6:20 55 40 2 h 30 min v
otimizada
NC 45 150 0,6:20 55 50 +3h v

X - Nao efetivo; \ - Efetivo

De modo a facilitar a interpretacao dos resultados, dividiu-se os experimentos em conjuntos. Os
testes com a denominacao A referem-se aos primeiros testes realizados na amostra téxtil em condicoes

standard (64 %(m/m) de éacido, 55 °C por 45-60 min) mas ja com reducdo da temperatura para 40 C
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[92]. Os testes B tiveram como objetivo a analise de uma menor quantidade de acido eficaz na hidrolise
da amostra e, portanto, focou-se na variacao da concentracédo de acido aplicada. Relativamente ao grupo
C, integra o conjunto de testes que tém como objetivo avaliar a quantidade maxima de amostra suscetivel
a hidrélise e que, por sua vez, levara a um maior rendimento de extracdo de NC.

Inicialmente uma reproducédo do método convencional foi feita (experiéncias A, e A,), mas com
uma reducdo de temperatura em 15 <C. A reacao foi interrompida assim que nédo se verificaram, a olho
nu, mais residuos da amostra original. No entanto, uma mudanca de cor da mesma ocorreu no decorrer
do tempo de reacao que se verificou superior ao convencional, descrito na literatura. Este aumento do
tempo de reacado deveu-se a diminuicao da temperatura de reacao e a todos os envolventes que o podem
influenciar, como a natureza da amostra inicial. Resultados avaliados por microscopia ¢tica, aliados a
mudanca de cor da solucdo, revelaram que a concentracdo do acido foi excessiva, como se pode

comprovar pela Figura 15.

Figura 15: A) Mudanca de cor da solucao resultante do teste A apos hidrolise. B) Imagem obtida por microscopia otica da
mesma amostra com ampliacdo de 20x (100 pm).

Procedeu-se, entado, a uma otimizacdo da concentracao de acido sulfurico de modo a diminui-la
0 maximo possivel para a realizacdo da hidrolise da amostra téxtil (experimentos B). Destas experiéncias,
apenas a B,, cuja concentracado de acido usada foi de 55 %(m/m) a 40 °C alcancou bons niveis de
hidrolisacdo, mostrando-se ineficientes para o efeito as restantes concentracdes aplicadas. E de se
salientar que uma reducao de apenas 5% na concentracao de acido, de 55% para 50%, resultou num
aumento do tempo de hidrolise e que, para as mesmas condicdes de massa de amostra e temperatura,
menores concentracdes de acido nao surtiram qualquer efeito, como apresentado na Tabela b.

Posteriormente, a quantidade de amostra téxtil a hidrolisar também foi avaliada, de modo a
descobrir qual a quantidade maxima de massa de amostra para um bom rendimento de hidrdlise

(experiéncias €). Para a mesma concentracao de acido (55 %(m/m)), as diferentes massas (0,3, 0,6 e

47



0,9 g) foram passiveis de serem hidrolisadas, como se pode observar pela avaliacdo das amostras quer
pelo microscépio dtico quer por STEM (Figura 16). Contudo, foi no teste onde se aplicou uma quantidade

de 0,6 g, que se obtiveram os melhores resultados e a melhor reprodutibilidade.

o = ] B s ! : ) 3
A < = o %

Figura 16: Imagens obtidas por microscopia otica das amostras A) C, B) C, C) C, e obtidas por STEM das amostras D) C,
E) C, F) C,. Utilizando ampliacées de 40x (50 um), 20x (100 pym), 100 000x (1 um) e 50 000x (2 um).

Pela observacdo ao microscopio otico todas as amostras apresentaram morfologias
semelhantes, mas pela observacao ao STEM os materiais com uma forma mais definida (fina e alongada)
sao observados nas amostras C, e C,, tendo-se mesmo conseguido obter materiais com comprimentos
proximos de 200 nm e diametros a rondar os 40 nm, o que vai de encontro a definicao de NC [1,33].
Desta forma, selecionou-se a amostra C,, onde se utilizou 0,6 g de amostra téxtil, tanto pelos resultados
de microscopia, quer pela reprodutibilidade que permitira hidrolisar a maior quantidade de amostra num
tempo mais eficiente.

Conclui-se, assim, que os parametros do processo de extracdo otimizado incluem uma
concentracdo 55 %(m/m) de H,SO, e um racio de 0,6:20 (g/mL), a 40 -C. Conseguiu-se uma reducéo
em 9% da concentracdo de acido sulfurico e em 15 <C da temperatura de reacdo em comparacao com

0 método convencional mais citado na literatura.
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Figura 17: Imagens obtidas por STEM da amostra otimizada com ampliacoes de A) 50 000x (2 um) e B) 25 000x (4 um)
e os respetivos histogramas da distribuicdo de tamanhos das NC obtidas, com a respetiva média (M) e moda (MD).

Na Figura 17, através da analise das imagens, pode-se constatar que o material obtido através
deste processo otimizado (denominado como amestra otimizada na Tabela 5), apresenta uma
morfologia fina e alongada, com didametros e comprimentos na escala nanométrica. Através da analise
dos histogramas, o nanomaterial apresenta uma alargada distribuicdo de tamanhos com um diametro
médio de cerca de 41 nm e um comprimento médio de 428 nm. Estas variacdes de dimensdes sugerem
que tanto CNC como CNF foram obtidas. Uma vez que, na literatura, um didametro até 10 nm e
comprimentos até 500 nm ¢ usualmente descrito como CNC e diametros até 50 nm e comprimentos
até poucos micrémetros é descrito como CNF, e estes limites ndo se encontram bem uniformizados
podendo variar consoante o autor, podemos afirmar que se obteve uma mistura dos dois tipos de NC
[36,40,48].

Por fim, como apresentado na ultima linha da Tabela 5, varias repeticdes em maior escala da
hidrolise com os parametros otimizados foram realizadas, conseguindo-se prever um tempo médio de
hidrolise para este tipo de amostra téxtil de 3 h. As NC obtidas, resultantes dos processos anteriores,

foram pesadas apds secagem para se calcular o rendimento da reacdo através da massa inicial e da
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massa obtida pds hidrolise, tendo-se obtido um rendimento médio de extracdo de 66,5%. Em seguida,
procedeu-se a caracterizacao por ATR-FTIR, XRD e TGA da NC extraida, para se obter mais informacao

sobre este material, e, posteriormente, se introduzir em filmes a base de quitosano e estudar a sua
influéncia nas propriedades dos mesmos.
442 ATR-FTIR

A Figura 18 apresenta a comparacao entre o espectro da NC extraida e o espectro da amostra
téxtil original.
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Figura 18: Espectro de ATR-FTIR da amostra téxtil original e da NC extraida.

As duas amostras exibem o espectro tipico da celulose, evidenciando os seus principais picos a
3330, 2893, 1647, 1424, 1369 e 1020 cm* [182,184]. Comprova-se, assim, que o processo de
hidrdlise acida realizado nao introduziu qualquer modificacdo na estrutura quimica do material de base,
sendo que o aumento de intensidade no espectro da NC extraida esta relacionado com o aumento da
cristalinidade nesta amostra relativamente a amostra original, devido aos processos de purificacao

quimica sofridos em ambito industrial e a hidrolise com acido sulfurico a que foi submetida [187].

443 XRD

As propriedades mecanicas e térmicas da NC sdo dependentes das caracteristicas cristalinas do

material. Particularmente, a sua capacidade de reforco e resisténcia mecanica sao fatores decisivos para
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0 seu uso como reforco em filmes poliméricos [188]. O padrdo de difracdo de XRD da NC extraida

encontra-se na Figura 19.
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Figura 19: Padrao de difracdo de XRD do p6 da NC extraida.

Os padroes de difracao de XRD foram registados a 26 = 14,9, 16,4, 22,5, e um pico fraco a
34,5°, que sao picos caracteristicos para a celulose tipo | correspondentes aos planos cristalograficos
(110),(110),(200)e (00 4),deacordo com diferentes estudos [15,16,189]. O pico correspondente
a 20 =12,3° pode indicar a transformacéo da celulose nativa da fase a para a 3, que sao as duas fases
distintas da celulose tipo | [3]. O maior pico cristalino foi observado a 22,5° com uma intensidade
proxima de 100%, o que confirma a presenca de celulose cristalina, corroborando os resultados
provenientes das analises de ATR- FTIR [188].

O indice de cristalinidade foi também calculado utilizando o método de Segal (Equacao 1)
obtendo-se um valor de 83,4 + 0,86 %. O pico do plano cristalino principal (2 0 0) (l.) foi localizado a
22.5°. A intensidade de pico associada a parte amorfa da celulose (l..) foi observada a 18.0° [3]. Este
€ um valor de cristalinidade tipico da CNC, como relatado em varios artigos [10,14,36]. Este valor alto
de cristalinidade deve-se, entao, a hidrélise causada pela solucao acida que penetrou na regiao amorfa
da celulose da amostra, causando a clivagem das ligacdes glicosidicas e libertando as zonas mais

cristalinas de celulose, obtendo-se assim as nanoceluloses [3].
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444  TGA

O TGA foi realizado para avaliar a estabilidade térmica dos materiais extraidos por hidrélise da
amostra téxtil. Deste modo, as curvas obtidas de TG e da sua derivada de primeira ordem (DTG) estao

representadas na Figura 20.
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Figura 20: Curvas de A) TGA e B) derivada de primeira ordem das curvas de TGA (DTG) da NC extraida.

Dois estagios de degradacao térmica principais, na forma de perda de massa, foram observados.
Um decréscimo de massa inicial de 30 - 96 <C pode ser explicado pela evaporacdo das moléculas de
agua e de compostos de baixa massa molecular [188]. A perda de massa mais abrupta, no segundo
estagio, de 205 - 420 <C, deve-se a despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicdo das unidades
glicosidicas da celulose [8]. Aproximadamente 65% do peso foi perdido dos 205 aos 420 <C, sendo que
uma regido linear de perda de peso surgiu a partir de 230 a 320 °C o que vai de encontro a temperatura
maxima degradacdo, a 240,5 °C, registada no grafico DTG. Todavia, ndo foram observados picos
correspondentes a hemicelulose (150 <C) e lignina (380 - 500 °C), comprovando assim, mais uma vez, a
sua auséncia [78,183]. Assim, os resultados de TGA confirmam a pureza e boa estabilidade térmica da

NC isolada da amostra téxtil.
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4.5 Utilizacao da NC extraida para producao de filmes e caracterizacao

4.5.1 Producéo e otimizacado de filmes de quitosano reforcados com a NC extraida

Por forma a se obter filmes de quitosano/NC estaveis, uniformes e flexiveis, seguiu-se o protocolo
descrito na seccdo dos materiais e métodos. As solucdes ja preparadas de quitosano, juntou-se a NC
extraida em diferentes quantidades (5, 10 e 25 %(m/m) em relacédo ao peso do quitosano).

Neste processo, a utilizacdo de ultrassons durante 45 min e do homogeneizador apos adicao da
NC extraida obteve melhores dispersdes de NC na matriz de quitosano, resultando num filme mais
homogéneo, como se pode verificar pela comparacao entre a Figura 21A e a Figura 21B. Por outro lado,
também a adicao de glicerol tornou os filmes mais flexiveis e menos quebradicos, contrariamente ao

verificado no filme sem glicerol adicionado (Figura 21C).

Figura 21: Filmes de quitosano/10% NC A) otimizado, B) sem homogeneizacéo e C) sem adicdo de glicerol.

452  ATR-FTIR

A espectroscopia ATR-FTIR foi realizada para caracterizar os filmes de quitosano reforcados com
as diferentes quantidades de NC extraida (5, 10 e 25 %(m/m)) e avaliar a interacao estrutural entre os
polimeros. A Figura 22A mostra o espectro da NC extraida em po, do filme de quitosano e dos filmes de
quitosano contento as diferentes concentracdes de NC extraida. Na Figura 22B encontram-se
sobrepostos 0s mesmos espectros, mas numa gama de numero de onda mais limitada entre os 1600 -
600 cm, de modo a facilitar a visualizacdo das diferencas entre os espectros na regido considerada a
impressao digital dos compostos [190]. Algumas das bandas mais importantes dos polimeros em causa

encontram-se discriminadas.
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Figura 22: Espectros de ATR-FTIR: A) po de NC extraida e filmes de quitosano/NC (0, 5, 10 e 25%) e B) espectros
sobrepostos dos mesmos filmes.

0 espectro do filme de quitosano exibe as principais bandas caracteristicas deste biopolimero,
incluindo a banda ampla na regido de 3200 - 3400 cm* que corresponde a vibracao de estiramento das
ligacdes N-H e O-H [182,183]. As bandas a 1645 cm e 1560 cm* que resultam do estiramento de C=0
(amida 1) e a torcao da ligacdo NH (amida Il), respetivamente [183,191]. As bandas correspondentes a
regido sacaridea do quitosano também se verificam, nomeadamente a 1140, 1064, 1023 e 916 cm?,
onde a banda mais intensa a 1023 cm* indica a vibracao de estiramento da ligacdo C-O [183,192].

Quanto ao espectro da NC extraida, apresenta a banda de absorcéo tipica a 3200 - 3400 cm* e
0 pico a 2893 cm?, que correspondem a vibracdes de estiramento dos grupos O-H e C-H da celulose,
respetivamente [154]. As bandas a 1647 e 1424 cm* devem-se ao estiramento da ligacdo O-C-O e a
torcdo simétrica de -CH,, respetivamente. Além disso, as bandas em 1369 e 1310 cm- surgem da
vibracdo de OH e dos grupos C-H e C-O contidos nos anéis dos polissacarideos, respetivamente. O pico
a 1020 cm corresponde a vibracdo de estiramento da ligacdo C-O do anel de piranose. E, por fim, o
pico a 881 cm* deve-se as ligacdes [B-glicosidicas na estrutura da celulose [30,182].

Relativamente aos espectros de ATR-FTIR dos filmes de quitosano/NC é possivel observar o
aparecimento de novas bandas relacionadas com a NC, nomeadamente a 1315, 1203 e 997 cm. Além
disso, a banda na regido de 3200 - 3400 cm* sofreu um ligeiro aumento de intensidade nos filmes
quitosano/NC, tornando-se mais pronunciado com o aumento do teor de NC, o que pode ser explicada
pela ocorréncia de ligacdes de hidrogénio entre a NC e o quitosano, como relatado por varios autores
[193,194]. Além destas observacdes, registaram-se também alguns desvios de bandas. O pico em 1023,

615 e 559 cmno filme de quitosano sofreu uma mudanca para 1028, 609 e 557 cm nos espectros de
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quitosano/NC. Assim, o aparecimento de novas bandas relacionadas com a NC, bem como as mudancas
de intensidade e os desvios de outras bandas confirmam o sucesso de incorporacao da NC na matriz de

quitosano.

453 TGA

A estabilidade térmica dos filmes de quitosano e quitosano/NC foi avaliada através de analise
TGA. O perfil de degradacado de cada amostra, bem como a sua derivada de primeira ordem (DTG),

encontram-se representados na Figura 23.

Quitosano
Quitosano + 5% NC
Quitosano + 10% NC
Quitosano + 25% NC

Quitosano 285 °C
Quitosano + 5% NC

Quitosano + 10% NC
Quitosano + 25% NC

0,60

80

0,45 -

60 4

0,30 H

Derivada (%/cel)

40 4

Perda de massa (%)

20 4

0,00

T T T T T T T T T T . T T T T T r T T T r

100 200 300 400 500 600 100 200 300 o 400 500 600
Temperatura [°C) Temperatura ( C)

Figura 23: Curvas A) TGA e B) derivada de primeira ordem das curvas de TGA (DTG) dos filmes de quitosano/NC (0, 5,
10 e 25%).

Nos filmes de quitosano, podem ser observadas trés grandes fases de degradacao. A primeira
foi registada entre os 30 e os 103 °C, a qual é atribuida a evaporacao da agua e do acido acético residual.
A segunda fase de 103 a 230 °C esta relacionada com a degradacao do glicerol incorporado nos filmes.
Finalmente, a degradacao principal ocorreu no intervalo 230 - 370 <C, que corresponde a decomposicao
e despolimerizacdo do quitosano, com o seu pico maximo de degradacdo registado a 285 -C
[122,195,196].

A incorporacao da NC, em diferentes percentagens, nos filmes de quitosano, levou ao
aparecimento de um ombro na regido entre 310 - 370 C, que pode estar associado a segunda fase de
perda de massa da NC, tornando-se mais pronunciada com o aumento de contetido de NC, confirmando
a presenca deste nanofiller na matriz polimérica [197]. Como visto na Figura 20, o pico principal
relacionado com a degradacdo da NC extraida encontra-se por volta dos 240,5 °C, sendo que se sobrepde

a degradacao principal do quitosano. Por conseguinte, apenas um pico foi observado na regiao de 230
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a 320 C, sendo atribuido tanto & degradacéo do quitosano quanto & degradacdo da NC extraida. E de
se salientar, também, que no filme com maior concentracdo de NC extraida (25 %(m/m)), o principal
pico de degradacdo na regiao de 230 a 320 -C é menor que o dos restantes filmes com concentracdes
inferiores, o que pode ser explicado pela ligacdo entre a NC e o quitosano, que vai evitar uma maior
degradacao da estrutura [122].

As curvas de TGA, bem como a analise da derivada de primeira ordem, indicam que a perda de
massa das amostras de quitosano/NC foi mais baixa que os filmes de quitosano, exceto para o filme
cuja concentracao de NC é de 5 %(m/m) [195]. Também, no primeiro pico de degradacdo, a perda de
massa dos filmes quitosano/NC é inferior a dos filmes apenas de quitosano, o que pode indicar que as
ligacdes entre a NC e o quitosano, através de pontes de hidrogénio, evitam a absorcdo de agua ao
reduzirem a disponibilidade dos grupos -OH [198]. De facto, até aos 370 <C (temperatura até a qual se
regista a maior perda de massa das amostras) os filmes de quitosano exibiram uma perda de peso total
de 71%. Por outro lado, o filme de quitosano com a maior concentracdo de NC (25 %(m/m)) demonstrou
uma perda de peso inferior (67%), na mesma gama de temperaturas. Deste modo, estes resultados
sugerem que os filmes de quitosano/NC apresentaram uma estabilidade térmica, globalmente, superior

em relacdo aos filmes de controlo apenas de quitosano.

45.4 Ensaios mecanicos

Uma das funcdes dos filmes para aplicacdo cutanea é proteger a pele das agressdes externas.
Desta forma, estas estruturas devem manter a sua integridade fisica ao longo do tempo e exibir boas
propriedades mecénicas. No entanto, o quitosano é reconhecido por exibir propriedades mecanicas
pobres. Assim, a adicdo de um nanofiller, como a NC, na matriz polimérica, podera funcionar como
reforco mecanico e representar uma abordagem promissora para melhorar essas propriedades
[169,199,200].

A fim de avaliar o efeito da incorporacao da NC nas propriedades mecanicas dos filmes de
quitosano, foram realizados ensaios de tracdo uniaxial. A tensao maxima (MPa), deformacao a rotura (%)
e 0 modulo de Young (MPa), apresentados na Figura 24, foram obtidos a partir das curvas tensao-

deformacao de cada filme.
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Figura 24: Tensao Maxima (MPa), Deformacao a Rotura (%) e Modulo de Young (MPa), obtidos para os filmes de
quitosano incorporando diferentes concentracdes de NC extraida (0, 5, 10 e 25%).

Os filmes de quitosano sem NC apresentam uma resisténcia a tracao de 5,43 MPa, uma
deformacao a rotura de 27,8% e um modulo de Young de 34,20 MPa. Com a incorporacao da NC no
filme, um aumento gradual da tensdo maxima para 5,74 e 7,04 MPa foi observado, para as
concentracdes de NC mais elevadas, 10 e 25 %(m/m), respetivamente. Esta constatacao confirmou que
com a adicao de NC, os filmes de quitosano tornaram-se mais fortes e resistentes, o que pode resultar
da forte interacao por ligacdes de hidrogénio entre os nanofillers e a matriz de quitosano. Isto deve-se ao
facto de quando os nanofillers sao incorporados nos filmes, tenderem a preencher os espacos livres
entre as cadeias do polimero da matriz, aumentando a forca de atracéo intermolecular [169,199]. Estes
aumentos proporcionais da resisténcia a tracdo com a adicao de maiores quantidades de NC nos filmes
de quitosano ja foi relatado por varios autores [122,198,201-203].

Relativamente a deformacao a rotura, notou-se uma reducao desta propriedade com a adicao de
NC. Este efeito indica que a adicdo de NC, apesar de ter preenchido espacos entre as cadeias e aumentar
a resisténcia dos filmes, pode contribuir também para a interrupcao das cadeias de quitosano, levando
a reducdo da capacidade de deformacao dos filmes produzidos [138,204].

O médulo de Young, ou médulo de elasticidade como é também designado, é um dos parametros
mais importantes a avaliar. Este avalia a capacidade elastica do material, ou seja, a capacidade de um
material voltar a sua dimensao inicial, apds ser submetido a uma tensao. Uma melhoria do modulo de
Young foi observado com a incorporacao da NC. Os filmes de quitosano mostraram o madulo de Young
de 34,14 MPa, que aumentou para 45,74, 49,66 e 69,02 MPa na presenca de 5, 10, e 25 %(m/m) de

NC, respetivamente. Este aumento pode ser atribuido a elasticidade do filme, melhorada pela
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incorporacao da NC, que pode ser relacionado com a sua estrutura cristalina. Resultados semelhantes
foram descritos por estudos anteriores [122,195,201,205].

Globalmente, estes resultados mostram que a NC extraida atua como um agente de reforco nos
filmes de quitosano, em semelhanca ao ja verificado na literatura, melhorando as suas propriedades
mecanicas. Por fim, a concentracdo de 25 %(m/m) de NC extraida incorporada nos filmes foi a que

obteve as melhores propriedades mecanicas globais.

4.6 Incorporacao do extrato natural nos filmes nanocompésitos

A incorporacao de agentes bioativos em filmes nanocompésitos pode conceder-lhes novas
propriedades e, dessa forma, melhorar o seu desempenho biolégico ao nivel das atividades
antimicrobianas e anti-inflamatoérias. Estas propriedades sdo essenciais para prevenir e tratar infecdes
habitualmente presentes em problemas de pele. Além disso, a incorporacdo destes agentes em filmes
permite uma entrega localizada e continua dos mesmos, oferecendo uma eficiente via de administracao
[166,206]. Por sua vez, o extrato de folhas de Ziziphus ainda foi pouco estudado pela comunidade
cientifica, mas existem ja evidéncias de que possui propriedades antimicrobianas, muito interessantes
para aplicacdes biomédicas [159-161].

Deste modo, estudou-se o extrato natural utilizado neste estudo, quanto a sua capacidade
antibacteriana contra S. aureus, de modo a obter mais informacdes, como a MIC e/ou a MBC.
Simultaneamente, com o objetivo de aprimorar as propriedades antibacterianas dos filmes, procedeu-se
a incorporacao do extrato natural de folhas de Zizjphus em diferentes concentracdes (1, 3 e 5 mg/mL)
nos filmes de quitosano para se avaliar a sua interacdo com este polimero. Posteriormente, o estudo da
sua incorporacado nos filmes de quitosano/NC foi iniciada. Utilizou-se para este estudo, o filme de
quitosano com maior concentracdo de NC extraida (25 %), uma vez que demonstrou ter melhores
propriedades térmicas e mecanicas e, por isso, ser o mais adequado para a aplicacao final. Por fim,
tracou-se o perfil de libertacdo do extrato, incorporado nos filmes desenvolvidos, quando em contacto

com uma solucéo de PBS.

46.1  ATRFTIR

Apods se obter filmes estaveis de quitosano e extrato natural de folhas de Ziziphus, incorporado
com a finalidade de melhorar as propriedades bioativas dos filmes, foi estudada a sua estrutura quimica

por ATR-FTIR. Utilizando o ATR-FTIR, foram identificados e registados os grupos funcionais do extrato de
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folhas de Ziziphus, assim como as modificacdes na estrutura quimica dos filmes aquando da sua

incorporacao, Figura 25.
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Figura 25: Espectros de ATR-FTIR: A) do extrato natural de folhas de Ziziphus e dos filmes quitosano com extrato (0, 1, 3
e 5 mg/mL) e B) espectros sobrepostos dos mesmos.

0 espectro do filme de quitosano mostrou os picos caracteristicos da regido sacaridea de 1140
a 916 cm, onde a banda mais intensa a 1023 cm* indica a vibracdo de estiramento da ligacdo C-O
[183,192]. As principais bandas caracteristicas deste biopolimero, a 1645 cm* e 1560 cm* devem-se
ao estiramento de C=0 (amida 1) e a torcao da ligacdo NH (amida Il), respetivamente [183,191].

Relativamente ao espectro do extrato natural em estudo, retirado de folhas de Zizjphus, foi
possivel observar-se um pico intenso a 3288 cm?, tipico de compostos fendlicos, que é atribuido as
vibracdes de estiramento do grupo OH. O pico a 2927 cm* deve-se ao estiramento da ligacdo C-H,
normalmente presente em grupos aromaticos de alguns extratos de plantas, podendo indicar também a
presenca de alcanos ou acidos carboxilicos [207-209]. Os picos a 1694 e 1601 cm* estao relacionados
com o estiramento do anel aromatico, sendo o primeiro pico atribuido aos grupos carboxilo do mesmo,
e 0 pico 1435 cm* deve-se a vibracao da ligacao N-H das aminas secundarias [207,208]. Por ultimo, os
picos a 1259 e 1025 cm- estdo relacionados com as vibracdes de estiramento C-O dos ésters, éters ou
hidroxilos fendlicos [210].

Com a incorporacao do extrato natural no filme de quitosano, o pico relativo ao estiramento de
C=0 (amida I) a 1631 cm- sofreu um deslocamento para 1643 cm*, como assinalado na Figura 25B, o
que podera estar relacionado com ligacdes estabelecidas entre o extrato e a matriz polimérica. O
aparecimento de novos picos especificos do extrato nos filmes, a 1435, 898 e 705 cm-, assim como a

atenuacao da banda a 614 cm?, comprovam a eficiente incorporacao do extrato de Ziziphus. Além disso,
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a intensidade da banda em torno dos 3300 - 3200 cm- foi mais pronunciada nos filmes com extrato, o
que pode indicar o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo do extrato e
aminas do quitosano (comprimento de onda menor) ou grupos hidroxilos livres (comprimento de onda
superior), consequentes da incorporacao do extrato rico em fendis no filme [211]. Estas alteracdes nos
espectros, induzidas pela presenca do extrato natural nos filmes, comprovam a boa incorporacédo do

extrato de Zizjphus nos mesmos.

46.2 GSDR

Através da aplicacdo da teoria de Kubelka-Munk ¢é possivel obter o espectro da funcdo de
remissao, podendo analisar os valores de absorvancia dos filmes de quitosano e quitosano funcionalizado

com extrato natural em diferentes concentracdes (1, 3 e 5 mg/mL).
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Figura 26: Espectro GSDR do filme de quitosano ndo funcionalizado e dos filmes funcionalizados com extrato natural de
folhas de Ziziphus em diferentes concentragdes (1, 3 e 5 mg/mL).

Ao analisar para os espectros GSDR dos filmes de quitosano (Figura 26), é possivel verificar que
com a adicao de extrato natural a absorvancia aumentou, quando comparado com a do filme de
quitosano nao funcionalizado. Este fenomeno esta relacionado com o facto de o extrato natural fornecer
uma coloracao mais escura aos filmes, possivel de se visualizar a olho nu, como se pode constatar pela
observacao da Figura 27. De facto, com o0 aumento de concentracao de extrato, a amostra fica com uma

coloracao progressivamente mais escura, havendo uma maior absorcdo da radiacao e,
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consequentemente, uma menor refletancia. Assim, apesar de nao se observar nenhuma banda de
absorcdo caracteristica do extrato incorporado nos filmes, o aumento da intensidade de absorcao dos
mesmos, aliado a caracterizacdo por ATR-FTIR, pode comprovar a boa funcionalizacdo dos filmes com o

extrato das folhas de Ziziphus.

Figura 27: Filmes de quitosano sem extrato (esquerda) e funcionalizado com extrato (direita).

46.3 Atividade antibacteriana do extrato natural

Os filmes utilizados para aplicacdo cutanea devem exibir um excelente efeito antibacteriano de
forma a prevenir e tratar infecoes recorrentes em patologias da pele e, deste modo, acelerar o processo
de cicatrizacao da mesma. Desta forma, para a avaliar a potencialidade antibacteriana do extrato natural
das folhas de Zizjphus, primeiramente, procedeu-se a obtencao da concentracao minima inibitéria (MIC).

Para este estudo utilizou-se a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (S. aureus), uma vez
que esta é responsavel pela grande maioria das infecoes de pele, nao so infecdes superficiais, como
impetigo, mas também infecdes mais invasivas como foliculite, abcessos subcutaneos, ulceras e feridas
infetadas [212,213]. Todavia, a determinacao da MIC foi dificultada pela alteracéo da cor do extrato
durante as 24 h de teste, como se mostra na Figura 28, onde se verifica a intensificacdo das coloracoes

das solucdes nos pocos, que impediu, assim, a fiabilidade da medicao no espectrofotometro.

Figura 28: Placa de pocos para determinacéo da MIC, apos 24 h.
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A determinacdo da concentracao bactericida minima (MBC) do extrato natural de Ziziphus foi
determinada a 1,25 mg/mL contra a S. aureus. Como se pode verificar na Figura 29, das quatro
concentracdes plaqueadas (0,625; 0,75; 1,25 e 1,5 mg/mL), ocorreu formacao de coldnias de bactérias
nas placas cuja concentracdo de extrato era de 0,65 e 0,75 mg/mL, enquanto as placas correspondentes
a concentracao de extrato de 1,25 e 1,5 mg/mL nao registaram qualquer crescimento de S.aeurus,

ficando assim estabelecida a menor concentracdo como a MBC.

Figura 29: Placas plaquedas com as diferentes concentracdes de extrato de folhas de Ziziphus A) 0,625 mg/mL, B) 0,75
mg/mL, C) 1,25 mg/mL e D) 1,5 mg/mL.

Assim, este efeito bactericida do extrato proveniente das folhas de Zizjphus vai de encontro ao ja
comprovado no estudo de Yahia et a/,, onde os testes antimicrobianos com 10 mg/mL de extrato de
folhas de duas plantas do género Zizjphus exibiram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas (S. aureus e L. monocytogenes) e bactérias Gram-negativas (S. fyphimurium e E.coll). Deste

estudo resultou ainda que as inibicdes maximas observadas foram contra as bactérias S.aureus[159].

46.4 Ensaios de libertacao do principio ativo

A monitorizacao por espectroscopia de UV-Vis foi util para a detecéo da libertacao do extrato dos
filmes para o meio utilizado. Inicialmente, de modo a identificar as bandas de absorcéao caracteristicas
do extrato das folhas de Zizjphus, procedeu-se a analise de uma solucao de extrato dissolvida em meio

PBS (Figura 30). Posteriormente, com o objetivo de verificar a libertacdo do extrato natural de folhas de
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Ziziphus dos filmes para a solucao, os filmes quitosano + extrato e quitosano/25% NC + extrato foram
imersos na solucao de PBS, sob agitacdo continua a 37 °C, com o intuito de mimetizar as condicdes da
pele. O perfil de libertacao dos filmes foi monitorizado por espectroscopia UV-Vis ao longo de 24 horas,

tal como demonstrado na Figura 31.
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Figura 30: Espectro UV-Vis das bandas de absor¢éo caracteristicas do extrato natural de folhas de Ziziphus.

Os extratos naturais sdo habitualmente constituidos por alcaloides, taninos, saponinas,
flavonoides, glicosideos, 6leos volateis, entre outros [214]. Extratos do género Ziziphus sdo compostos
por uma variedade de compostos funcionais, no entanto ressalta-se os compostos fendlicos como 0s
polifendis, alcaloides, flavonoides e taninos por estarem associados as suas propriedades
antimicrobianas [159,161]. Segundo a literatura, a banda de absorcao dos taninos localiza-se aos 280
nm, enquanto os flavonoides apresentam duas bandas caracteristicas aos 240 - 285 nm e 300 - 385
nm [215,216]. Tendo por base a Figura 30, é possivel verificar que o espectro de absorcao de Ziziphus
apresenta duas bandas a 345 e 277 nm, que podem corresponder aos seus constituintes flavonoides e

taninos, respetivamente.
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Figura 31: Espectros UV-vis do perfil de libertacdo do extrato Ziziphus presente nos filmes de A) quitosano e B)
quitosano/25% NC.

Relativamente aos perfis de libertacdo do extrato de Ziziphus dos filmes para o meio de PBS
(Figura 31), é possivel observar o aparecimento imediato de bandas nos comprimentos de onda 343 e
278 nm. Ao longo do tempo, e até as 5 h de imerséo de filme no meio, existe uma libertacao gradual do
extrato para o meio. A medida que o tempo avanca, a intensidade das bandas de absorcdo monitorizadas
aumenta, o que indica que a concentracdo do extrato em solucdo € superior e, consequentemente,
comprova uma libertacao gradual do mesmo. O espectro correspondente as 24 h apenas apresenta uma
banda de absorcao por volta dos 278 nm. Possivelmente, pode ter ocorrido alguma degradacao do
extrato natural que levou ao desaparecimento da banda a cerca de 341 nm e ao aparecimento de uma
banda a menores comprimentos de onda correspondente a produtos de degradacéo. E de notar que ao
longo das 24 horas estudadas, o filme nao perdeu a sua integridade pois ndo se encontra nos espectros
obtidos nenhuma banda correspondente ao quitosano. Deste modo, com estes ensaios de libertacdo
preliminares, consegue-se comprovar a existéncia de uma libertacdo gradual do extrato ao longo do
tempo, pelo menos até 5 h em contacto com o meio, nao existindo diferencas significativas em relacéo

a capacidade de entrega do principio ativo entre os dois filmes.
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5. CONCLUSAO

Questdes como a poluicdo ambiental e o desperdicio de recursos podem ser minimizadas com
a descoberta de formas eficientes de reciclar e reutilizar os residuos provenientes da industria téxtil. Estes
residuos, maioritariamente a base de algoddo, possuem alto teor de celulose, cuja extracdo na sua forma
nanomeétrica é fundamental para acrescentar valor a estes residuos.

Neste trabalho, foram desenvolvidos filmes nanocompésitos a base de quitosano, reforcados
com a NC extraida de residuos téxteis industriais e funcionalizados com um extrato natural retirado das
folhas de Ziziphus. A extracao de NC a partir dos residuos téxteis industriais foi conseguida através da
otimizacdo do método convencional de hidrolise, utilizando acido sulfurico, para concentracdes de acido
mais compativeis com o objetivo da sustentabilidade. Assim, parametros como o tipo de acido, a
concentracao de acido, temperatura de reacao, tempo de reacdo e proporcdo quantidade de
amostra/volume de solucdo, foram estudados, avaliados e otimizados. Métodos de extracdo de NC
alternativos foram estudados, nomeadamente a utilizacdo de acidos solidos, como o acido maleico e o
acido citrico, de facil recuperacéo e possivel reutilizacdo, para a realizacdo da hidrélise, bem como a
aplicacdo de um método combinado. Como nenhum avanco adveio destes métodos de extracao mais
verdes, paralelamente, foi estudada a utilizacdo de acido sulfurico para realizacdo da hidrdlise. Através
da reducdo da concentracado de acido sulfurico de 64 %(m/m) para 55 %(m/m), da temperatura de
reacao para 40 °C e da utilizacdo de uma proporcado de 0,6:20 (g/mL), obteve-se NC com um rendimento
médio de extracdo de 66,5%. Todos os materiais obtidos foram devidamente caracterizados por
diferentes técnicas. A observacado por microscopia otica e STEM revelou uma morfologia alongada e fina
e diametros variaveis correspondentes tanto a CNC como a CNF, o que evidencia a obtencdo de uma
mistura de nanoceluloses. A caracterizacdo por ATR-FTIR da NC extraida, em pd, demonstrou os picos
caracteristicos da celulose, nao apresentando qualquer alteracdo na sua composicao quimica apos o
processo de hidrolise, mas aumentando a sua cristalinidade em relacdo a amostra téxtil original. Os
padroes de difracdo de XRD corroboraram os resultados de ATR-FTIR, obtendo-se um indice de
cristalinidade de 83,4 + 0,86 %, indicando a presenca de uma significativa quantidade de CNC. Tanto os
resultados obtidos por ATR-FTIR como por XRD, indicam que efetivamente o processo resultou. Por fim,
os resultados de TGA confirmaram a pureza e boa estabilidade térmica da NC isolada da amostra téxtil.

Seguidamente, a incorporacao da NC extraida em filmes a base de quitosano foi bem-sucedida,
sendo que estes filmes foram estudados quanto a sua estabilidade térmica e propriedades mecanicas.

O aparecimento de novas bandas relacionadas com a NC nos espectros de ATR-FTIR dos filmes, bem
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como as mudancas de intensidade de outras bandas, confirmaram o sucesso da incorporacdo da NC na
matriz de quitosano. Os resultados de TGA sugeriram que os filmes de quitosano/NC apresentam uma
estabilidade térmica globalmente melhorada em relacao aos filmes apenas de quitosano, sendo que o
filme com 25% de NC registou a menor perda de massa de todas as amostras. Por fim, os ensaios de
tracdo uniaxial mostraram que a NC extraida atua como um agente de reforco nos filmes de quitosano,
melhorando ligeiramente as suas propriedades mecanicas, nomeadamente, aumentando o seu modulo
de Young de 34,20 MPa para 69,02 MPa e a tensdo maxima de 5,43 para 7,03 MPa na presenca de
25% de NC. Exaltando, assim, que o maior reforco mecéanico adveio da maior concentracdo de NC
incorporada (25 %(m/m)) na matriz de quitosano.

Por ultimo, o extrato natural de folhas de Ziziphus, foi incorporado nos filmes nanocompositos
para potenciar as propriedades antibacterianas do quitosano, demonstrando o seu poder bactericida a
partir da concentracdo de 1,25 mg/mL. O estudo do perfil de libertacdo do extrato a partir dos filmes,
comprovou uma libertacdo continua e gradual por pelo menos 5 h e uma estabilidade dos filmes
nanocompdsitos imersos em meio basico por pelo menos 24 h.

Em jeito de conclusao, os resultados mostram-se promissores para atingir os objetivos propostos,
comprovando-se que a NC pode, efetivamente, ser extraida de residuos téxteis industriais e incorporada
em nanocompositos a base de quitosano, melhorando as suas propriedades térmicas e mecanicas.
Assim, uma nova vida util foi dada a residuos téxteis cuja finalidade seria um aterro, obtendo-se filmes
estaveis, flexiveis, com propriedades mecanicas e térmicas ligeiramente aprimoradas e facilmente
funcionalizaveis para poderem serem aplicados em varios problemas de pele e combater possiveis

infecdes bacterianas.
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6. TRABALHOS FUTUROS

Com o fim deste projeto de investigacdo compreende-se que existem, ainda, procedimentos a
efetuar para que se encontrem reunidas todas as condicdes necessarias para a obtencdo de um filme
capaz de atuar como um penso ativo para prevencao e tratamento de patologias da pele. Tendo em
conta que um dos requisitos essenciais de um penso sdo as propriedades de barreira, seria importante
efetuar ensaios de permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua. Adicionalmente, seria necessario o
estudo aprofundado das propriedades do extrato de Ziziphus, além do seu efeito bactericida comprovado
neste trabalho, também os seus possiveis efeitos antifingico ou anti-inflamatorio poderiam ser avaliados,
bem como as propriedades bioativas dos filmes funcionalizados com o mesmo. Estes ultimos ensaios
foram iniciados, mas os resultados ndo foram replicaveis, sendo necessaria a sua repeticdo. Também
0s ensaios de libertacdo efetuados, foram muito preliminares, sendo necessario perceber como o filme
e 0 extrato se comportariam num maior tempo de exposicdo a meios que mimetizem diferentes
problemas de pele. Além disso, o estudo da citocompatibilidade e citotoxicidade dos filmes sdo de
extrema importancia, uma vez que avaliam a biocompatibilidade do material. Estudar o seu
comportamento em contacto com a pele € vital para a aplicacao pretendida.

No prisma da sustentabilidade, apesar dos esforcos feitos para explorar formas alternativas de
extrair NC dos residuos téxteis, ¢ ainda necessario desenvolver uma extracdo com menor impacto
ambiental. Em relacdo a este topico, temos evidéncias que conseguiremos diminuir significativamente a
concentracao de acido utilizada, o tempo de reacdo e a temperatura se utilizarmos previamente um
processo mecanico de moagem da amostra. Para além disso, através de alguns estudos preliminares,
sera possivel obter melhores resultados com os acidos solidos se utilizarmos reatores apropriados para

o efeito.
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