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Resumo

Os biomateriais utilizados em engenharia de tecidos sao, normalmente, poli-
méricos. Dada a procura, cada vez maior, de materiais biodegradaveis, sobretudo de
origem natural, os biopolimeros produzidos pelas bactérias sao, de acordo com a li-
teratura, adequados para aplicagoes biomédicas. Para além de propriedades como a
biocompatibilidade, os scaffolds requerem um desempenho termomecanico superior
aos polimeros biodegradaveis. Em resposta a este desafio, sao produzidos composi-

tos de matriz polimérica reforcados com fibras naturais.

Neste estudo foi avaliado o biopolimero produzido pela bactéria Phyllobac-
terium myrsinacearum, nunca referido na literatura cientifica ou em patentes. A
caracterizagao revelou que a celulose bacteriana (CB) é, contrariamente a toda a ce-
lulose produzida por bactérias referida na literatura, hidr6foba. O biopolimero é
constituido por fibrilas de comprimento micrométrico e com didmetro nanométrico
que apresenta uma estrutura semicristalina. Apresenta também propriedades me-
canicas superiores as reportadas na literatura, nomeadamente no que diz respeito

ao seu modulo de elasticidade e dureza.

Os nanocompdsitos de poli(e-caprolactona) refor¢ados com CB foram produ-
zidos por modificacao ex situ e impressos tridimensionalmente por processo aditivo
(3D). Tanto os homopolimeros de PCL (PCL 6800 e PCL 8502A) como os compositos
(PCL 6800/CB e PCL 8502A/CB) foram caracterizados quanto a sua cristalinidade,
estrutura quimica, comportamento térmico e molhabilidade. As propriedades me-
canicas foram avaliadas por ensaios de tragao e flexao. A partir das caracterizagoes
efetuadas foi concluido que as fibras de CB se comportam, eficazmente, como re-

forco mecanico.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Phyllobacterium myrsinacearum,

poli(e-caprolactona), scaffolds por impressao 3D

X1






Abstract

Usually biomaterials used in tissue engineering are polymers. Given the
demand for biodegradable materiais, mainly those of natural source, biopolymers
produced by bacteria are, according to the literature, suitable for biomedical ap-
plications. Besides biocompatibility, scaffolds require a superior thermomechanical
performance when compared to biodegradable polymers. As an answer to this chal-
lenge, composite materials of polymeric matrix reinforced with natural fibers are

produced.

In the present study, the biopolymer produced by the bacteria Phyllobacte-
rium myrsinacearum, which was never reported in cientific literature or patents, was
evaluated. The characterization revelead that bacterial cellulose (BC) is, instead
of all cellulose produced by bacteria in literature, hydrophobic. The biopolymer
consists on fibrils of micrometric length and nanometric diameter, and presents se-
micrystaline structure. It also presents superior mechanical properties compared to
those reported in the literature, namely those which concern elastic modulus and

hardeness.

The CB-reinforced poly(e-caprolactone) nanocomposites were produced by
ex situ modification and printed by additive manufacturing (3D printing). The
hompolymers (PCL 6800/CB e PCL 8502A/CB) and composites (PCL 6800/CB e
PCL 8502A/CB) were characterized by their crystallinity, chemical structure, ther-
mal behaviour and wettability. The mechanical properties were evaluated by tensile
and flexural tests. After characterization it was concluded that BC fibers acted, ef-

fectively, as a mechanical reinforcement.

Keywords: Bacterial cellulose, Phyllobacterium myrsinacearum,

poly(e-caprolactone), 3D printed scaffolds

xiii






indice

Lista de Figuras xvii
Lista de Tabelas xxi
Simbologia xxiii
Algumas siglas XXV
Introducao 1
1 Estado da Arte 3
1.1 Engenhariadetecidos . . . . . ... ... ... ... ... ... 3
1.2 Biomateriais . . . . . . . . .. ... 4
1.2.1 Materiais poliméricos . . . . ... ... ... ... . ... 4

1.2.2  As bactérias como fornecedoras de matéria-prima . . . . . . . . 5

a) Celulose bacteriana . . . . . ... ... ......... 6

1.2.3 A poli(e-caprolactona) . . ... ... ... ... ... ..... 9

1.2.4 Celulose bacteriana em compositos . . . . . ... ... .. ... 11

a) Modificagao por dissolugao . . . . ... ... ... .. 12

b) Modificacdoimsitu . . . . . . ... 13

) Modificacdoex situ . . . . . . .. ... 14

2 Materiais e Métodos Experimentais 17
2.1 Producaoda CBedos Compositos . . . . . . ... ... .. ... .... 17
2.1.1 Meios e condi¢des de cultivo . . . . .. ... ... ... ... .. 17

2.1.2 Metodologia de ExtracaodaCB . . ... ... ... ... .... 18

2.1.3 Preparagao de Compoésitoscom CB . . . ... ... ... ... .. 19

2.2 Técnicas de Caracterizagao . . . . . . . . . . . v 20
2.2.1 Microscopia Eletronica de Varrimento . . . .. ... ... ... 20

2.2.2 Microscopia de For¢a Atomica . . . .. ... ... ........ 21

2.2.3 Microscopia de Foco Infinito . . . . . ... ... ... ... ... 21

2.2.4 Difracaoderaios X . . . .. . .. ... 22

XV



indice

2.2.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier 22
2.2.6 Espectroscopia do Foloeletrao X . . . .. ... ... ... .... 23
2.2.7 Ressonancia Magnética Nuclear . . . .. ... ... ... .... 24

2.2.8 Calorimetria Diferencial de Varrimento e Analise Termogravi-

MELICA . . . . v v e e e e e 24

2.2.9 Analise Termo Mecanica Dindmica . ... .. ... ... .... 25

2.2.10 Molhabilidade . . . . ... ... ... 25

2.2.11 Propriedades mecanicas . ... ... ... ... ... ...... 26

a) Ensaio de Tra¢ao Uniaxial . ... ... ... ... ... 26

b) EnsaiodeFlexao . ... ... ... ........... 27

) Nanoindentacao . . . . . . . . . ... ... .. ..... 28

2.3 Testesinmvitro . . . . . . . . Lo e e e e e e 29

3 Resultados e Discussao 31

3.1 Caracterizacaoda CB . . . .. .. .. .. ... 31

3.1.1 Morfologia/Topografia . . ... ... ... ............ 31

3.1.2 Analiseestrutural . . . ... ... ... ... ... . 33

3.1.3 Analisequimica . ... ... ... ... . ... . 34

3.1.4 Propriedades mecanicas . . ... ... ... .. ... ..., 40

3.2 Caracterizagao dos compositos . . . . . . .. ... 41

3.2.1 Topografia . . ... ... ... ... 42

3.2.2 Analiseestrutural . . . ... ... .. ... ... ... .. ... 42

3.2.3 Analisequimica . . ... ... .. ... ... L. 44

3.2.4 Analisetérmica . ... ... ... ... 47

3.2.5 Molhabilidade . . .. ... ... ... ... .. ... .. 52

3.2.6 Propriedades mecanicas . . ... ............ ..., . 53

a) Ensaio de Tracao Uniaxial . . ... ... ... ..... 53

b) EnsaiodeFlexao . ... ... ... .. ......... 63

3.2.7 Testesinvitro. . . . . . . . ... 65
Conclusoes

Referéncias bibliograficas

Apéndice A - SEM Al
Apéndice B - DMTA B1
Anexo A - Ficha ICDD Al

xvi



Lista de Figuras

1.1 Estrutura moleculardacelulose. . . . . . .. ... ... ... .....
1.2 Representacao esquematica da célula unitaria (A) triclinica e (B) mo-
noclinica, cujo y € um anguloobtuso. . . . . ... ... ... ... ...
1.3 Estrutura moleculardaPCL. . . . . . . ... ... ... .........
1.4 Estrutura molecularda PCLdiol. . .. ... ... ... .. .......
1.5 Modificagoes da CB: (A) dissolugao, (B) in situ, (C) ex situ. . . . . . ..

2.1 Esquema da impressao longitudinal (A) e transversal (B) dos provetes
continuos e dos provetes porosos (C). . . . . .. ... ... .......
2.2 Resumo das propriedades mecanicas, a partir de uma curva tensao-

deformacao. . . . . . . . . . ... e

3.1 Morfologia da superficie da CB numa zona de fratura. . ... ... ..
3.2 Morfologia da superficie da CB (superficie de secagem). . . .. .. ..
3.3 Espectrode EDSdaCB. . ... ... ... ... ... . . ...,
3.4 Imagens topograficas AFM da CB (A e B) e exemplo do perfil 2D (C). .
3.5 DifratogramadaCB . . . . . .. ... ... ...
3.6 RegidodeinteressedoCls. . . . . .. ... ... ... ...
3.7 RegiaodeinteressedoOls. . . . . . .. ... ... ... ... ...
3.8 RegiaodeinteressedoNlIs. . . . . .. ... ... ... ...
3.9 Estrutura moleculardacelulose. . . . . . . ... ... ... ... ... .
3.10 Espectro completode 'THRMNdaCB. . .................
3.11 Espectrode 'HRMNdoaneldaCB.. . ... ...............
3.12 Espectro geralde 3CRMNdaCB.. . . ... ...............
3.13 Espectrode 3CRMNdaCB. . . . ... .... .. ... ...
3.14 Curva da carga e descarga do ensaio de nanoindentagao da CB. . . . .
3.15 Imagens oticas dos provetes porosos de PCL 6800 (A) e respetivo per-
fil (C) e de PCL 8502A (B) e respetivo perfil (D). . . . . . .. ... ...
3.16 Difratograma da PCL 6800 a preto e do PCL6800/CB a vermelho.

20

41

xvii



Lista de Figuras

3.17 Difratograma da PCL 8502A a preto e do PCL8502A/CB a vermelho. 43
3.18 Espectrode FTIRdaCB. . . ... ... ... .. ... .......... 45
3.19 Espectro de FTIR da PCL 6800 (escuro) e respetivo compodsito (claro). 45
3.20 Espectro de FTIR da PCL 8502A (escuro) e do seu compdsito (claro). . 45

3.21 Termograma de DSCe TGAdaCB. ... ... ... ... ... ..... 47
3.22 Curva de DSC da PCL 6800 e respetivo composito. . . . . . ... ... 48
3.23 Curva de DSC da PCL 8502A e respetivo composito. . . . . . ... .. 48

3.24 Curva de DMTA da PCL 6800 e respetivo composito (Frequéncia=1Hz). 49
3.25 Curva de DMTA da PCL 8502A e respetivo composito a uma frequén-

ciadelHz(A)el0Hz (B). . . ... ... . .. ... .. ... .... 50
3.26 Ensaio de tracao dos provetes impressos longitudinalmente. . . . . . . 54
3.27 Ensaio de tracao dos provetes impressos transversalmente. . . . . . . . 54
3.28 Curvas tensao-deformacao da PCL 6800 L e PCL 6800/CBL. . . . .. 55
3.29 Curvas tensao-deformacao da PCL 6800 T e PCL 6800/CBT. . .. .. 55
3.30 Curvas tensao-deformacao da PCL 8502A L e PCL 8502A/CBL. ... 55
3.31 Curvas tensao-deformacao da PCL 8502A T e PCL 8502A/CBT. ... 55
3.32 Grafico de colunas das propriedades mecénicas obtidas de cada pro-

Vete. .o e 57
3.33 Provetes porosos de PCL 6800 (A) e PCL 6800/CB (B), antes e apos

ensaiode tracao. . . . . . . .. ... e e 59
3.34 Provete poroso de PCL 8502A (A) e PCL 8502A/CB (B), antes e apos

ensaiode tracdo. . . . . . . ... L. e 59

3.35 Curvas tensao-deformagao dos provetes porosos PCL 6800, sem e com

aCB.. ... 60
3.36 Curvas tensao-deformacgao dos provetes porosos PCL 8502A, sem e
comaCB. ... ... 60

3.37 Grafico de colunas das propriedades mecanicas de cada provete poroso. 61

3.38 Morfologia do compoésito PCL 6800/CB no local de rotura, apos tragao. 62

3.39 Morfologia do composito PCL 6800/CB tracionado. . . . . . . ... .. 62

3.40 Morfologia do composito PCL 6800/CB tracionado. . . . . . . ... .. 62

3.41 Curvas forca-deslocamento dos provetes porosos PCL 6800, sem e
comaCB. . . ... e 63

3.42 Curvas for¢a-deslocamento dos provetes porosos PCL 8502A e do seu
composito. . . ... 63
3.43 Grafico de colunas das propriedades mecanicas retiradas a partir do

ensaiode flexao. . . . . . . . ... 64

xviii



Lista de Figuras

3.44 Deformacao dos provetes PCL 6800 (A), PCL 6800/CB (B), PCL 8502A

(C) e PCL 8502A/CB (D) apés ensaio de flexao. . . . . ... ... ... 65
3.45 Absorcao de SBF nos quatro tipos de provetes. . . . . . ... ... ... 66
3.46 Cinética da degradacao dos quatro tipos de provetes ao longo de qua-

tro Semanas. . . . . . . . . e e e e e e e e e e e e e e e e e e 66

XiX






Lista de Tabelas

1.1 Algumas propriedadesda CB. . . . ... ... ... ...........
1.2 Algumas propriedadesda PCL. . . ... ... ... ...........

2.1 ComposigaoionicadasolugaoSBF. . . . ... ... ... ... . ....

3.1 Composi¢ao quimicadaCB. . .. ... ... ... ... .........
3.2 Desvios quimicos do espectrode > CRMNdaCB.. . .. ... .....
3.3 Bandas doespectro FTIRdaCB. . . . . ... ... ... .........
3.4 Bandas doespectro FTIRdaPCL. . ... ... ... ... ........
3.5 Temperaturas de fusao (Tf) dos homopolimeros e compositos. . . . . .
3.6 Temperaturas de transigao vitrea (T,) dos provetes. . . . .. ... ...
3.7 Medicao dos angulos de contacto estaticos da CB, PCL 6800, PCL
8502A e respetivos compoésitos. . . . ... oo L.
3.8 Propriedades mecanicas dos provetes sujeitos ao ensaio de tracao uni-
axial. ..o
3.9 Propriedades mecanicas dos provetes porosos sujeitos ao ensaio de
tracaouniaxial. . . . . ... oL L

3.10 Propriedades mecanicas dos provetes porosos sujeitos ao ensaio de

3.11 Degradacao percentual dos provetes porosos, ao longo de quatro se-

1810 2 0 =

po.el






DO A = =

tand
E
£
Viv
Vsv
Vsl

AL

Simbologia

temperatura de fusao
temperatura de transicao vitrea
concentracao micelar critica
numero inteiro

comprimento de onda da radiacgao incidente
distancia interplanar

angulo de incidéncia dos raios X
energia caracteristica do eletrao da amostra
constante de Planck

frequéncia do fotao

energia cinética

funcao trabalho

amortecimento

modulo de armazenamento
modulo de perda

tensao interfacial liquido-vapor
tensao interfacial sélido-vapor
tensao interfacial s6lido-liquido
angulo de contacto

variagao do comprimento
tensao de tracao ou flexao

carga aplicada

area transversal

xx1ii



Simbologia

XX1V

amax

Orot

AP
Au

deformacao

comprimento inicial

modulo de elasticidade

resisténcia a tracao

tensao de rotura

carga maxima

comprimento de span

largura do provete

espessura do provete

intervalo da carga aplicada

variacao do deslocamente de flexao a meio do span
momento de inércia da sec¢ao transversal

dureza Vickers



AFM
BNC
CB
CNC
CNF
DMF
DMSO
DMTA
DSC
ECM
EDS
ET
FDA
FTIR
IFM
PCL
RMN
SBF
SEM
TGA
THF
XPS
XRD

Algumas siglas

microscopia de forga atomica
nanocelulose bacteriana

celulose bacteriana

nanocristais de celulose

nanofibras de celulose
dimetilformamida

dimetilsulféxido

analise termo mecanica dinamica
calorimetria diferencial de varrimento
matriz extracelular

espectroscopia por dispersao de energia
engenharia de tecidos

Food and Drug Administration
espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier
microscopia de foco infinito
poli(e-caprolactona)

ressonancia magnética nuclear

fluido corporal simulado

microscopia eletronica de varrimento
analise termogravimétrica
tetrahidrofurano

espectroscopia do fotoeletrao X

difracao de raios X

XXV






Introducao

Nas ultimas décadas a crescente preocupacao pelo meio ambiente tem con-
duzido a substitui¢ao de materiais derivados do petréleo por outros biodegradaveis
de origem natural. Em aplicagoes médicas ou relacionadas, para além da degrada-
cao hidrolitica ou enzimatica, outro requisito essencial é a biocompatibilidade. As
duas propriedades sao conseguidas quando um implante é capaz de gerar uma res-
posta adequada no hospedeiro para uma determinada aplicacao sendo designado,
desse modo, biomaterial. Dada a enorme versatilidade das propriedades mecanicas
e de degradabilidade dos materiais poliméricos, estes tém vindo a substituir outras
classes de materiais como os metais, ligas metalicas e ceramicos, em aplicacoes bio-
médicas, como a engenharia de tecidos. Os biomateriais utilizados na engenharia de
tecidos consistem em scaffolds tridimensionais que permitem o crescimento celular,
de modo a criar novos tecidos com estrutura e fungao apropriadas. Para além de mi-
metizarem a fun¢ao bioldgica e fisica da matriz extracelular nativa do tecido/6rgao
e, portanto, potenciar a formagao do novo tecido, os biomateriais devem servir de

suporte sem que sejam induzidos processos inflamatoérios severos.

A formagao de compositos tem por base o desempenho termomecanico in-
ferior dos polimeros naturais comparativamente com os polimeros derivados do
petroleo. Esta abordagem visa obter desempenhos semelhantes ou superiores aos
dos materiais poliméricos, por exemplo, através de reforcos de fibras naturais que
apresentam como vantagens o baixo custo, baixa densidade e biodegradagao. Neste
contexto, a celulose é um dos tipos de fibra que é abundantemente utilizado como
reforco em compositos de matriz polimérica. A celulose é um polimero natural
produzido por plantas, a mais conhecida e utilizada, mas também por bactérias.
A grande vantagem da celulose produzida por micro-organismos € a sua pureza
em relacao ao polimero extraido de plantas que vem contaminado com varios ou-
tros constituintes como, por exemplo, a lignina. Dada a sua semelhanga estrutural
com alguns componentes de matriz extracelular, a sua natureza polissacarida, que

a torna pouco ou nada imunogénica, e a manipulagao durante secrecao, a celulose
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bacteriana (CB) é um biomaterial cujas aplicacoes biomédicas incluem pele artifi-
cial, tratamento de feridas, sistemas de libertacao de farmacos, implantes cardio-

vasculares entre outros.

No presente estudo, o objetivo é avaliar compdsitos de matriz polimérica re-
forcados com CB para aplicacoes biomédicas. O biopolimero foi produzido pela
espécie bacteriana Phyllobacterium myrsinacearum, extraido e caracterizado. Depois
de incorporada num polimero sintético poli(e-caprolactona) (PCL), os compdsitos
foram impressos tridimensionalmente, por processo aditivo, e depois caracteriza-

dos, incluindo a avaliacao das propriedades mecanicas e a degradabilidade in vitro.

A dissertacao esta organizada em trés capitulos: no Capitulo 1 é apresentado
o estado da arte sobre os compositos de matriz polimérica reforcados com a CB;
no Capitulo 2 sao indicados os materiais e métodos experimentais, nomeadamente
a metodologia de producao e extracao da CB, a obtencao dos provetes através da
impressao 3D e a avaliagao, tanto da celulose como dos compdsitos, por diferentes
técnicas de caracterizacgao; por fim, no Capitulo 3 sao apresentados e discutidos os

resultados.

No término da dissertagao sao enunciadas as principais conclusoes retiradas
do presente estudo, sendo igualmente formuladas algumas sugestoes que conside-

ramos uteis para uma eventual continuidade do trabalho realizado.



1

Estado da Arte

1.1 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos (ET) é um campo multidisciplinar que inclui areas
como o desenvolvimento de tecidos e a manipula¢ao quimica, fisica, farmacologica e
genética de células e biomateriais. A ET oferece estratégias para o desenvolvimento
de substitutos biolégicos que restaurem, mantenham ou melhorem a fun¢ao normal
do tecido e, portanto, solucionem problemas médicos criticos, nomeadamente perda

de tecidos e faléncia de 6rgaos [1].

Os scaffolds, ou andaimes, em ET sao definidos como estruturas porosas, ge-
ralmente poliméricas, que funcionam como suporte e guia para regeneragao de teci-
dos [2]. A sua estrutura tridimensional promove a adesao, proliferacao e diferencia-
cao celulares e a formacao de uma matriz extracelular (ECM - do inglés extracellular
matrix), pelo que devem fornecer um ambiente apropriado a formagao de novo te-
cido [3]. Os scaffolds biomiméticos devem (1) mimetizar a ECM do 6rgao ou tecido
que vao substituir, (2) ser capazes de acomodar um elevado namero de células de
um lado e, se necessario, servir de barreira do outro (estrutura assimétrica) e (3)
suportar as solicitagoes mecanicas durante a neogénese do tecido [4]. Existem duas
abordagens em ET: inoculacao de células sobre os scaffolds que depois comunicam
diretamente com as células do tecido hospedeiro, ou sao incorporados fatores de
crescimento que atraem as células do tecido hospedeiro e o novo tecido é formado
ao longo dessa matriz [5]. Por estas razdes, a porosidade é uma propriedade crucial
que confere uma elevada permeabilidade e promove o fluxo de fluido intersticial,
ambos essenciais na resposta de cicatrizacao [4]. No entanto, é sempre necessario
ter em consideracao a especificidade do tecido hospedeiro pois ha células, por exem-
plo, as epiteliais, que apenas proliferam sobre superficies nao porosas [4, 6]. Desse
modo, os scaffolds devem ser uma combinacao de uma superficie impermeavel com

uma estrutura fibrosa porosa do lado seroso. Nesse sentido podem, por um lado,
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servir de barreira a saida do fluido intersticial e, por outro, promover a adesao e
proliferacao celulares [4]. Um scaffold ideal deve possuir biocompatibilidade, bi-
odegradabilidade com cinética de degradacao controlada, propriedades mecanicas

suficientes e quimica de superficie apropriada [3].

1.2 Biomateriais

Um biomaterial pode ser definido como um material destinado a interagir
com sistemas biologicos de modo a avaliar, tratar ou substituir qualquer tecido, or-
gao ou funcao do corpo [2]. O pré-requisito essencial para qualificar um material
como biomaterial é a biocompatibilidade, isto é, a capacidade de um material de-
senvolver uma resposta adequada no hospedeiro para uma aplicagao especifica. A
resposta do hospedeiro depende de inimeros fatores incluindo as propriedades qui-

micas, fisicas e bioldgicas dos materiais e também a estrutura do implante [7].

1.2.1 Materiais poliméricos

Os materiais poliméricos tém sido amplamente utilizados no fabrico de dis-
positivos médicos, onde se incluem os scaffolds de ET. Os polimeros sao macromo-
léculas constituidas por unidades de repeticao (mondémeros) unidas por ligacoes
covalentes. A cadeia polimérica pode ser composta por um unico tipo de mero ou
por dois ou mais tipos, sendo denominado de homopolimero ou copolimero, res-
petivamente. Quanto a estrutura molecular os homopolimeros classificam-se como
lineares, ramificados ou reticulados e os copolimeros como aleatdrios, alternados,
em bloco ou ramificados [8]. Tanto os polimeros lineares como ramificados sao con-
siderados termoplasticos. Por outro lado, os reticulados tridimensionalmente ou em
rede sao designados como termoendureciveis (geralmente média a elevada percen-
tagem de reticulacao) ou elastomeros (geralmente baixa percentagem de reticula-
¢ao) [9]. Os polimeros podem ser constituidos por regides ordenadas (cristalinas) e
desordenadas (amorfas) em que a percentagem relativa destas regides pode ir desde
0 100% amorfo ao maioritariamente cristalino (maximo de 95% de cristalinidade).
Se, por um lado, a cristalinidade confere resisténcia mecanica e esta associada a
temperatura de fusao (T¢), por outro, as regides amorfas contribuem para a flexibi-
lidade que € tanto maior quanto menor for a temperatura de transicao vitrea (Ty).
Abaixo da T, a flexibilidade diminui substancialmente e as propriedades sao mais

semelhantes as de um ceramico amorfo - o vidro [9]. Os polimeros podem ser clas-
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sificados quanto a sua origem em naturais ou sintéticos e ainda em degradaveis ou

nao degradaveis [10].

De entre as diferentes formas que um polimero pode assumir, sao de par-
ticular relevancia para o presente trabalho as fibras. Normalmente, estas possuem
elevada resisténcia mecanica devido a simetria molecular e coesao entre cadeias que
requerem um grau elevado de cristalinidade. Sao normalmente lineares e alinhadas
numa dada direcao e, consequentemente, apresentam propriedades mecanicas su-

periores quando solicitadas nessa direcao [9].

As propriedades/caracteristicas intrinsecas aos biomateriais poliméricos tais
como a quimica do material, o peso molecular, a hidrofobicidade/hidrofilicidade, a
absor¢ao da agua e a degradagao afetam a sua biocompatibilidade. Dada a complexa
e vasta gama de aplicacoes biomédicas, nao existe disponivel um sistema polimé-
rico que possa ser considerado como um biomaterial ideal [7]. Por essa razao, ainda
sao alvo de estudo as técnicas de sintese de polimeros com propriedades tnicas e
especificas para determinada aplicacao [7]. Algumas das atuais aplica¢oes biomédi-
cas de materiais poliméricos biodegradaveis incluem substitutos de enxertos dsseos,
sistemas de libertacao de farmacos, materiais de suturas reabsorviveis e estruturas

porosas ou multifilamentosas para ET [7, 11].

1.2.2 As bactérias como fornecedoras de matéria-prima

Nos ultimos anos o interesse por polimeros naturais cresceu substancial-
mente, sendo as bactérias um dos exemplos de produtores de inimeros biopoli-

meros.

As bactérias produzem um biofilme que consiste num agregado de células
microbianas numa matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS - do in-
glés Extracellular Polymeric Substances) [12]. Estes materiais sdo uma consequéncia
do metabolismo bacteriano que sao capazes de converter diferentes fontes de car-
bono numa larga gama de polimeros, maioritariamente extracelulares, com diversas
propriedades mecanicas e quimicas [13]. Os polimeros produzidos pelas bactérias
servem tanto de reserva como protecao estrutural e podem incluir, entre outros,
polissacarideos, poliésteres, poliamidas ou poli(anidridos) inorganicos [13]. Os po-
lissacarideos podem ainda ser divididos em exopolissacarideos (celulose, dextrano
e alginato), intracelulares (glicogénio) e capsulares (antigene K30) [13]. Os exopo-
lissacarideos sdao considerados as principais componentes estruturais da EPS [12].

Os biopolimeros sao constituidos por componentes naturais nao toxicos e sao, desse
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modo, biocompativeis e biodegradaveis [13].

a) Celulose bacteriana

A celulose é o recurso renovavel mais abundante na Terra e produzido por
diversos organismos como plantas, bactérias, algas e mesmo algumas espécies ani-
mais [14]. A descoberta da celulose bacteriana (CB) ocorreu em 1886 por Brown,
o qual observou que o micro-organismo Bacterium aceti produzia uma membrana
gelatinosa durante a fermentagao acética. A membrana que sustinha as células do
fermento correspondia, depois de seca, a um filme semitransparente e gelatinoso -
a celulose bacteriana. Brown concluiu também que o manitol, quando adicionado
ao meio de cultura, potenciava a producao da CB [15]. Os estudos mais intensi-
vos sobre a sintese da CB foram iniciados em 1947 por Hestrin e colaboradores, e
a CB foi aprovada pela FDA (do inglés Food ad Drug Administration) em 1996, para

aplicacoes biomédicas incluindo curativos de feridas [16].

Na industria alimentar a CB é utilizada na producao de nata de coco, a partir
da fermentacao em agua de coco, e em materiais de embalagem como protecao e
preservacao dos alimentos. A escolha de materiais bio derivados em detrimento de

materiais derivados de petroleo deve-se ao menor impacto ambiental [17].

A celulose é um homopolissacarideo linear constituido por moléculas de D-
glicose unidas por ligagoes glicosidicas f — 1,4 (Figura 1.1). O seu precursor é a
UDP-D-glicose e a celulose sintetase é a enzima responsavel pela sua polimeriza-
¢ao [18]. As bactérias Gram-negativas sao as produtoras de CB mais eficientes e, a
unica espécie, reportada até hoje, capaz de produzir em quantidades comerciais é a
Acetabacter xylium [15, 18, 19].

Para além do género Acetobacter, outros produzem o mesmo biopolimero, no-
meadamente Achromobacter, Aerobacter e Rhizobium [18]. O género Phyllobacterium
foi o utilizado neste estudo e nunca é referenciado na literatura, tanto em artigos

cientificos como em patentes, como produtor de celulose.
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Figura 1.1: Estrutura molecular da celulose, adaptado de [20].

Ao contrario da celulose derivada de plantas, a bacteriana é quimicamente
pura, ou seja, nao esta associada a hemicelulose ou lignina [16, 18, 21]. Apresenta
elevada area de superficie, devido ao reduzido diametro de fibra, excelente resis-
téncia mecanica e biocompatibilidade [14, 19, 22, 23]. Apesar das propriedades
quimicas serem semelhantes as da celulose vegetal, as suas propriedades fisicas su-
periores tornam a CB um candidato promissor em diversas areas, entre as quais
a biomédica [22]. Comparando ainda com outros polimeros biodegradaveis como
o colagénio, quitina e gelatina, a CB apresenta propriedades mecanicas superiores
[24]. Algumas das propriedades térmicas e mecanicas da celulose estao na Tabela
1.1.

Tabela 1.1: Algumas propriedades da CB.

Propriedades Referéncias
Temperatura de transigao vitrea (°C) 220 - 250 [25]
Resisténcia a tracao (MPa) 200 -300 [26]
Modulo de elasticidade (GPa) 15-35 [26]

A elevada ordem estrutural da celulose cristalina, a elevada densidade de
ligacOes covalentes e de pontes de hidrogénio, a nivel intra e intermoleculares, estao

na origem do elevado valor de resisténcia a tragao [27].

Durante a sintese da CB, as cadeias de glicose sao extrudidas através de pe-
quenos poros presentes no envelope celular das bactérias. As cadeias individuais
ligam-se por pontes de hidrogénio, forcas van der Walls e complementaridade es-
térica, e formam nanofibras que, por sua vez, se agregam em microfibras (ribbons).

Estas organizam-se de modo a formar uma estrutura em rede com espagos vazios
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entre elas [22, 28]. A nanocelulose pode ser designada, segundo a sua morfolo-
gia, estrutura e dimensdes, em nanocristais de celulose (CNC do inglés Crystalline
nanocellulose), nanofibras de celulose (CNF do inglés Cellulose nanofibers) ou nano-

celulose bacteriana (CB ou BNC do inglés Bacterial nanocellulose) [29, 30].

A producao deste biopolimero tanto pode ocorrer em culturas estacionarias
como agitadas. Nas primeiras, a CB é produzida na interface do ar e do meio de
cultura, na forma de filme permeavel, para que as bactérias recebam o oxigénio
necessario a atividade metabdlica [26, 31]. A membrana gelatinosa torna-se trans-
versalmente isotropica, dado que possui uma maior densidade e emaranhamento
paralelamente a interface ar/meio do que na direcao do crescimento [4, 31]. Apesar
de em culturas agitadas a producao de CB ser mais rapida, e com maior rendimento
devido ao contacto permanente com o oxigénio, o grau de polimerizagao e conse-
quentes cristalinidade e resisténcia mecanica sao inferiores [22]. A CB aglomera-se
sob a forma de granulos irregulares e cadeias estelares e fibrosas que reticulam num

padrao com orientacdes tanto paralelas como perpendiculares [18].

Quando se considera a forma como as cadeias de celulose se organizam es-
pacialmente ha, essencialmente, dois tipos, a celulose I e a celulose II. Enquanto
que na primeira as cadeias de glucose se organizam paralelamente, na segunda as
cadeias sao dispostas aleatoriamente. A celulose II consiste, portanto, em cadeias
antiparalelas ligadas por um elevado namero de pontes de hidrogénio, o que a torna
termodinamicamente mais estavel [18]. Ainda é possivel distinguir a celulose I, do-
minante na celulose produzida por algas e bactérias, e Ig, predominante na celulose
da madeira. A celulose I, é estruturalmente caracterizada por uma célula unita-
ria triclinica apenas com uma cadeia (Figura 1.2 A), enquanto a Iz tem como célula
unitaria uma estrutura monoclinica com duas cadeias paralelas (B) [32]. Quando
produzida em culturas estaticas, a CB apresenta uma maior fragao massica de celu-

lose I,,, que esta intimamente relacionado com o tamanho da cristalite [18].
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Figura 1.2: Representacao esquematica da célula unitaria (A) triclinica e (B)
monoclinica, cujo y é um angulo obtuso. Adaptado de [33].

Nao obstante as suas vantagens em ET, a CB nao apresenta propriedades an-
timicrobianas, transparéncia e condutividades térmica e elétrica [22, 34, 35]. A sua
natureza hidroéfila e preenchimento do volume livre existente por moléculas de agua
podem causar uma reducao das propriedades de barreira em comparagao com ou-

tros polimeros [36].

1.2.3 A poli(e-caprolactona)

O polimero sintético poli(e-caprolactona) (PCL) foi sintetizado pela primeira
vez em 1934 e a sua primeira aplicagao médica foi em fios de sutura (Maxon®)
[37, 38]. A sua estrutura molecular esta representada na Figura 1.3. A PCL é um
poliéster alifatico semicristalino, biocompativel e biodegradavel [39]. A sua degra-
dagao é lenta devido a presenca dos grupos etil (-CH,) que aumentam a hidrofobi-
cidade e diminuem a velocidade de hidrélise [40]. A sua biodegradacao ocorre em
bactérias e fungos e em humanos apenas quando apresenta reduzido peso molecu-
lar [38]. Dependendo do peso molecular, a degradacao da PCL pode variar entre 2 e
4 anos e inclui dois estagios. No primeiro ocorre uma hidroélise nao enzimatica dos
grupos éster; no segundo, quando o polimero é mais cristalino e de baixo peso mole-
cular médio ponderal (inferior a 3000 g/mol), ocorre degradacao intracelular, sendo
completamente reabsorvivel e degradado [38]. As moléculas de agua que difundem
para o interior do polimero potenciam a clivagem aleatéria das ligagoes éster da PCL
que, por sua vez, origina a formagao de grupos carboxilicos (-COOH) e hidroxilicos

(-OH). Enquanto que os oligdmeros e mondémeros presentes na superficie difundem
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facilmente, os produtos da autocatalise podem ser acumulados no polimero. Conse-
quentemente, este acidifica e a degradagao interna é acelerada quando comparada
com a degradacao superficial. Com o decorrer da degradacao, o pH é neutralizado,
os oligdmeros difundem e o peso molecular do polimero diminui. Do namero re-
duzido de polimeros sintéticos reabsorviveis aprovados pela FDA, a degradacao da
PCL é mais lenta que a do poli(acido lactico) (PLA), do poli(acido glicélico) (PGA)
e dos respetivos copolimeros. Por essa razao é adequado para aplicagoes a longo
prazo como entrega de moléculas encapsuladas por um periodo superior a um ano
[38].

O
I
C— (CH)5s —O——

= 4 n

Figura 1.3: Estrutura molecular da PCL, adaptado de [41].

A temperatura ambiente a PCL é solavel em cloroférmio e diclorometano e
apresenta baixa solubilidade em acetona, dimetilformamida, tetrahidrofurano, 1-
metil-2-pirrolidona e é insolavel em dimetilsulféxido [42]. Comparando com ou-
tros polimeros sintéticos biodegradaveis, a PCL apresenta propriedades mecanicas
superiores, nomeadamente o mddulo de elasticidade e resisténcia mecanica, que
sao dependentes do seu peso molecular [3]. Também a excecional compatibilidade
como elemento de mistura em materiais compositos e com tecidos moles e duros
tornam-no um otimo polimero para aplicagoes biomédicas, nomeadamente em en-
xertos vasculares e 0sseos, suturas reabsorviveis e sistemas de libertacao de farmacos
[3, 11, 42]. Algumas das propriedades térmicas e mecanicas da PCL estao enumera-
das na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Algumas propriedades da PCL.

Propriedades Referéncias
Temperatura de fusao (°C) 59-64 [3]
Temperatura de transi¢ao vitrea (°C) -60 [3]
Resisténcia a tracao (MPa) 1,6 -2,1 [43]
Modulo de elasticidade (MPa) 4,98 [44]

No mercado existem algumas variantes de PCL, que incluem diferentes pesos
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moleculares e modifica¢oes quimicas. Um dos exemplos é a poli(e-caprolactona)

diol que tem dois grupos hidroxilicos por molécula (Figura 1.4).

0 0
1] !
H—O(CIL,); C}— O CH,CH,0CH,CH,0 —C (CH,);0—-7H

Figura 1.4: Estrutura molecular da PCL diol, adaptado de [45].

1.2.4 Celulose bacteriana em compdsitos

Na maior parte das vezes os polimeros biodegradaveis, por si s6, nao rettnem
as propriedades adequadas para determinada aplicagao. Surge, por esse motivo, a

necessidade de preparar materiais compoésitos com desempenhos superiores.

Os compositos sao geralmente constituidos por uma matriz, ou fase conti-
nua, que circunda uma fase descontinua ou dispersa [8, 9]. Normalmente a fase
dispersa é um refor¢o, na medida em que melhora as propriedades fisico-quimicas
e biologicas da matriz [22]. Os compoésitos podem ser divididos em orgéanicos, no
caso da matriz ser de materiais poliméricos, e inorganicos se a matriz for metalica
ou ceramica [22]. As fibras de celulose sao utilizadas em muitos compdsitos como

reforco devido a elevada rigidez e resisténcia mecanica deste material [27].

Tendo como objetivo obter as propriedades adequadas para determinada apli-
cacao, é possivel realizar trés modifica¢des (Figura 1.5): a dissolucao da CB (A) re-
sulta em distribui¢des homogéneas mas, devido a sua natureza polar, a solubilidade
é limitada [22]; modificacao in situ (B), segundo a qual moléculas exdégenas sao adi-
cionadas ao meio de cultura da CB no inicio da incuba¢ao microbiana e, portanto,
as propriedades biofisicas da CB sao modificadas [26]; por fim, a modificagao ex situ
(C) consiste na adi¢ao de moléculas exdgenas apds a producao e purificacao da CB,
cuja estrutura nativa nao é alterada [26]. Ao longo dos ultimos anos tém sido re-
portados estudos sobre compositos poliméricos reforcados com CB. Alguns desses

estudos sao sumariados de seguida.

11
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Figura 1.5: Modifica¢oes da CB: (A) dissolucao, (B) in situ, (C) ex situ, adaptado de
[22].

a) Modificacao por dissolucao

A celulose é uma molécula polar constituida por grupos -OH, o que a torna
insoltvel em solventes organicos nao polares. A insolubilidade em agua deve-se as
fortes ligacoes de hidrogénio intra e intermoleculares, pelo que é solivel apenas em

liquidos idnicos e outros solventes capazes de clivar essas pontes de hidrogénio [46].

Wu e colaboradores colocaram pedagos de uma membrana hidratada de CB
em N,N-dimetilacetamida (DMAc)/cloreto de litio (LiCl). Depois de dissolvida, fo-
ram preparados microfilamentos de CB regenerada (RBC/CB) por wet spinning. Os
microfilamentos de RBC/CB apresentaram um desempenho mecanico e area super-
ficial superiores e cristalinidade inferior que a CB original. Apesar de nao terem
apresentado citotoxicidade e a degradabilidade enzimatica ter sido mais rapida, re-

siduos de ides de litio (Li*) e de solvente permaneceram apods tratamento [47].

Devido a reduzida dissolucao da CB e dificuldade em remover vestigios dos

solventes mais utilizados, as técnicas mais comuns sao as modificacoes in situ e ex
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situ.

b) Modificacao in situ

Segundo a técnica in situ (1) um monémero é impregnado na rede da CB
e polimerizado in situ, (2) um polimero soltvel é adicionado ao meio de cultura
no inicio da biossintese ou (3) nanoparticulas sao introduzidas durante a sintese
bacteriana onde a CB serve de matriz [48]. Esta via de modificacao tem sido cada
vez mais comum devido a interacao entre a CB e o segundo material, o que resulta

em dispersoes melhoradas e em compositos mais homogéneos.

Compositos de CB com diferentes mondmeros acrilicos foram preparados
através da acidificacao da sua superficie. Os monémeros utilizados foram 2-hidroxi-
etilmetacrilato (HEMA), acido itacénico (IA), acido sulfénico 2-acrilamida-2-metil-
propano (AMPSA) e as misturas de HEMA-IA e HEMA-AMPSA. Em todos eles nao
foi observada citotoxicidade in vitro significativa [19]. Noutro estudo foi realizada
a polimerizagao radicalar in situ de HEMA com o agente reticulante poli(etileno
glicol) diacrilato (PEGDA), que deu origem a formacao de um nanocompoésito CB/
PHEMA homogéneo, mais hidrofilico e biocompativel. No entanto, comparando
com a CB pura, o compoésito apresentou uma reducao da estabilidade térmica e
da rigidez [49]. Segundo o mesmo tipo de polimeriza¢cdo, Gadim e colaboradores
produziram membranas de CB com poli(4-estireno acido sulfénico) (PSSA), na pre-
senga do agente reticulante PEGDA. As membranas modificadas apresentaram uma
boa capacidade de troca idnica e estabilidades térmica e mecanica [50]. Por poli-
merizagao radicalar por transferéncia de atomo (ATRP) in situ, membranas de CB
foram funcionalizadas e depois reticuladas com mondémeros de metacrilato de me-
tilo (MMA) (BC-g-PMMA), acrilato de n-butilo (BA) (BG-g-PBA) e ambos (BC-g-
PMMA-co-PBA). Os compdsitos porosos pretendiam ser aplicaveis em sistemas de
libertagao controlada de farmacos ou de outras substancias bioativas [51]. Para além
dos mondmeros, ja enunciados, para a polimerizagao in situ na presencga da CB, tam-
bém foram utilizados oligdmeros de acido lactico (OLLA) através do mesmo tipo de
modificacao [52], bem como mondmeros de estireno [53], monémeros de acrilamida
(AM) para sintese de nanoparticulas de prata [54] e oligdmeros de acido glucordnico
(SSGO) [21].

A adigao de polimeros ao meio de cultura da CB é uma das metodologias mais
reportada na literatura. Um dos polimeros utilizados foi o poli(6xido de etileno)

(PEO) que originou a formagao de nanocompdsitos de superficie suave e termica-
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mente mais estaveis [55]. Figueiredo e colaboradores prepararam filmes homogé-
neos de CB/PCL (Mn=50000g/mol), através da prensagem de CB/PCL, a seco, em
placas quentes, com propriedades mecénicas superiores ao PCL puro [40]. Outro
exemplo é o do poli(alcool vinilico) (PVA) que, quando adicionado ao meio de cul-
tura, comportou-se como um plastificante e, comparativamente a membrana pura
de CB, o nanocomposito possuiu um menor valor de médulo de elasticidade e su-
perior dureza [56]. Diferentes aditivos como carboximetil celulose (CMC), pectina,
gelatina, amido de milho e licor de milho foram incluidos no meio de cultura de
modo a alterar as propriedades da CB. Enquanto que a capacidade de retengao de
agua foi superior aquando da adicao de gelatina, CMC e pectina, as propriedades
mecanicas a compressao foram superiores apenas com a adigao de pectina, enquanto
que a melhoria da resisténcia a tracao foi conseguida com a adi¢ao de gelatina [14].
Também o amido da batata foi adicionado ao meio de cultura da CB tendo em vista
a producao de scaffolds incubados com células para regeneracao de defeitos uretrais
[4]. Entre outros exemplos de biopolimeros estudados como matriz, o colagénio

alterou tanto as propriedades morfoldgicas da CB como a cristalinidade [57].

c¢) Modificagao ex situ

Por modificacao ex situ entende-se a sua modificacao apods ser produzida e
retirada do meio de cultura, tais como os exemplos de uma membrana de CB ser im-
pregnada em solugdes poliméricas ou em dispersoes de nanoparticulas. Um exem-
plo da preparacao de membranas transparentes de nanocompositos poliméricos é
por pos impregnacao. Barud e colaboradores embeberam uma membrana de CB
numa solucao de PCL (Mn=2000g/mol) em acetona, que atuou como um plasti-
ficante, na medida em que aumentou a mobilidade das cadeias de celulose [39].
Num outro estudo, quando colocada numa solugao de poli(3-hidroxibutirato) (PHB)
em cloroférmio, a membrana resultante apresentou uma melhoria nas proprieda-
des térmicas e mecanicas [58]. Por evaporacao de solvente, Urbina e colaboradores
imergiram membranas de CB hidratadas em cloroférmio contendo poli(acido lac-
tico) (PLA). O poli(etileno glicol) (PEG) foi também adicionado a solugao com o
objetivo de melhorar a compatibilidade entre a CB hidréfila e o PLA hidréfobo.
As propriedades mecanicas da celulose foram mantidas e a degradacao do com-
posito ocorreu mais rapidamente que a do PLA puro [36]. Ainda por modifica-
¢ao ex situ, membranas de CB foram imersas em solu¢oes do copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) em cloroférmio, de modo a formar

compositos de CB/PHBV biocompativeis [19]. Chang e colaboradores produziram,
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a seco, biofilmes constituidos por quitosano e alginato em trés tipos de CB (CB pura
(BC/Chi/Alg), CB oxidada por hidrogénio peroxidase (HOBC/Chi/Alg) e CB oxi-
dada por acido periddico (POBC/Chi/Alg). As propriedades mecanicas e a bio-
compatibilidade do filme HOCB/Chi/Alg tornaram-no o material mais apropriado,
dentro dos preparados, para revestimento de feridas bem como para sistemas de li-
bertacao controlada de farmacos [59]. Depois de imersa numa solu¢ao de quitosano
(Chi), uma membrana de CB/Chi foi liofilizada. O compésito formado apresentou
uma menor cristalinidade que a CB pura mas uma estabilidade térmica e biocom-
patibilidade mais elevadas [35]. Outro exemplo sao hidrogéis de CB refor¢cados com
PCL, PLA, PMMA e acetato de celulose (CA) que foram submetidos a precipitagao
e extracao simultanea do anti-solvente por fluidos supercriticos usando diéxido de
carbono (ssCO;). O tnico aerogel que colapsou foi o de CB/PCL e a utilizagao da CB
como scaffolds temporarios para obtencao de aerogéis porosos de PMMA torna esta
metodologia promissora, na medida em que apresentaram uma morfologia seme-
lhante a do tecido hospedeiro [31]. Silva e colaboradores procederam a copolimeri-
zagao de PEG em nanocelulose bacteriana. De modo a facilitar a copolimerizagao,
a nanocelulose foi mercerizada, isto ¢é, foi submetida a um tratamento alcalino que
aumentou a sua area de superficie. Deste modo, os nanofilmes apresentaram uma

maior hidrofilicidade e biocompatibilidade [28].

A celulose bacteriana referida na literatura, tanto como refor¢o ou matriz de
compdsitos ou como material homotético, é hidroéfila, o que nem sempre é ideal para
certas aplicagoes. Tendo como objetivo ultrapassar a sensibilidade a humidade da
CB e, portanto, aumentar a resisténcia a agua e diminuir a permeabilidade do vapor
de agua, a CB pode ser modificada quimicamente. Um dos exemplos é a acilagao
da celulose microfibrilada, derivada da madeira, em N,N-dimetilformamida (DMF)
com cloreto de hexanoilo (HC) em moinho de bolas. Para além das propriedades
mecanicas superiores, o filme modificado apresentou hidrofobicidade e compacta-
cao [60].

Neste trabalho foram produzidos compositos de base PCL, reforcados com o
biopolimero sintetizado pelo Phyllobacterium myrsinacearum (P. myrsinacearum), por
modificacao ex situ.
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Materiais e Méetodos Experimentais

2.1 Producao da CB e dos Compositos

2.1.1 Meios e condicoes de cultivo

Neste estudo foi utilizada a bactéria Gram-negativa Phyllobacterium myrsi-
nacearum 20M4 (P. myrsinacearum). Os meios de cultura utilizados foram Luria-
Bertani (LB) e Hestrin-Schramm (HS) suplementado com manitol. A composigao do
meio solido de LB é (g/L): triptona (10 g), extrato de levedura (5 g), cloreto de sédio
(5 g) e agar (15 g). O meio liquido HS suplementado tem a seguinte composicao
(g/L): glucose (20 g), extrato de levedura (5 g), triptona (5 g), acido citrico (2,7 g),
fosfato hidrogenado dissédico (1,17 g) e, por fim, manitol (10 g). O pH do meio
HS foi neutralizado com hidréxido de sédio (NaOH) e a sua densidade 6tica foi de
DOgponm = 0,353 (espectrofotometro modelo Evolution 260 BIO, ThermoScientific).
O processo de autoclavagem teve uma duragao de 20 minutos, a 121 °C e a uma
pressao de 100 kPa (1 bar).

A bactéria foi inicialmente cultivada em meio sélido LB, através da técnica
streak plate, tendo a incubacao ocorrido durante 48 horas, a 30 °C e 130 rotagdes
por minuto (rpm). Foi preparado um pré-inéculo em 100 mL de meio liquido LB
(sem agar), transferindo a partir do meio s6lido LB uma ansa de material bioldgico.
A incubagao decorreu durante 48 horas, a 30 °C e 130 rpm. As bactérias foram
depois inoculadas em 1 L de meio liquido HS. A incubacao teve uma duracao de
uma semana, a 30 °C e 150 rpm. Numa etapa seguinte, e de modo a aumentar a

quantidade de CB produzida, o volume do meio HS foi aumentado para 3L.
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2.1.2 Metodologia de Extracao da CB

Apos o cultivo das bactérias, o polimero contido na matriz extracelular foi
extraido por centrifugacao do meio inoculado, de forma a sedimentar as células e a
matriz polimérica. Foi depois realizado um tratamento alcalino da amostra (meto-
dologia adaptada de [61]).

A primeira centrifuga¢ao do meio inoculado (de volume total 3,09 L) foi rea-
lizada durante 10 minutos a 10000 rpm em tubos de vidro com capacidade maxima
de 175 mL (centrifuga marca Beckam modelo J2-HS, rotor modelo JA-14), de forma
a recolher células e matriz polimérica. Depois do sobrenadante ter sido descartado,
ressuspendeu-se o material biologico sedimentado em 30 mL de NaOH (0,1 M), e
transferiu-se a suspensao para novos tubos (com capacidade de 50 mL). As amostras
foram incubadas em banho-maria a 80 °C, durante 30 minutos, de forma a promo-
ver a lise celular das bactérias e a hidroélise de proteinas, DNA e lipidos. Apds esse
passo, a suspensao apresentava um sobrenadante de cor branca e aspeto viscoso.
Seguiu-se uma centrifugacao de 30 minutos a 4000 rpm (centrifuga marca Eppen-
dorf modelo Centrifuge 5810R) de modo a sedimentar os polimeros de hidratos de
carbono. Este processo foi repetido trés vezes, sendo que entre as centrifugagoes
e entre cada lavagem, o sobrenadante era aspirado com o auxilio de uma pipeta.
Depois do processo de lavagem com NaOH ter sido concluido, procedeu-se a uma
lavagem com agua destilada, de modo a remover os vestigios de NaOH. Apos nova
centrifugacao e remocao do sobrenadante, foi transferido 1 mL de 4gua desionizada
para ressuspender o precipitado. O material foi distribuido por moldes de silicone
que ficaram a temperatura ambiente para evaporar a agua. Em seguida foram colo-
cados na estufa a 50 °C durante algumas horas, sem deixar que o material secasse

completamente.

Apesar da lavagem com NaOH ser o procedimento mais descrito na literatura
pode, por vezes, alterar algumas das propriedades da CB produzida. Por este mo-
tivo, num dos ensaios foi tentada a abordagem com o detergente Triton X-100. Este
detergente, quando em contacto com as células, destabiliza a membrana celular ao
introduzir-se na bicamada lipidica, o que provoca a lise celular. Com o objetivo de
estudar esta abordagem, foi utilizado Triton X-100 1 g/L (5000 ppm, com C,,.=0,2
g/L). Depois de se terem realizado duas centrifugacoes, seguidas de lavagens com o
detergente em banho-maria a 80 °C durante 30 minutos, uma pequena amostra foi
observada ao microscopio 6tico, tendo sido possivel observar que nao tinha ocorrido

lise bacteriana. Por este motivo, todas as etapas de lavagem realizadas durante este
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estudo foram efetuadas com recurso a NaOH.

Com o intuito de averiguar a possivel solubilidade da CB foram utilizados
cinco solventes: dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), tetrahidrofu-
rano (THF), cloroférmio (CHCl3) e agua. Estes testes foram efetuados a temperatura
ambiente e a cerca de 60 °C, nao tendo sido observada a solubilizacao da CB em ne-

nhum dos solventes testados.

2.1.3 Preparacao de Compositos com CB

Para a preparagao dos compositos escolheu-se para a matriz a poli(ecaprolactona)
(PCL) com o reforco de CB 1,5% (p/p). Neste trabalho foram utilizados dois tipos
distintos de PCL fornecidos pela empresa Perstorp: PCL Capa™ 6800 (M, =80000
g/mol) e PCL Capa™ 8502A (M,, =50000 g/mol). Para além do peso molecular, a
PCL Capa™ 8502A difere da PCL Capa™ 6800 (Figura 1.3) pois é um co-poliéster
de poli(e-caprolactona) diol (Figura 1.4). Estes polimeros sao termoplasticos semi-
cristalinos e quando colocados em agua a cerca de 40 °C tornam-se moldaveis. Deste

modo foi possivel efetuar uma pré-mistura dos polimeros com a CB.

Num primeiro conjunto de experiéncias foram impressos, em duplicado, qua-
tro tipos de materiais no equipamento Bioextruder associado ao Matlab: PCL Capa™
6800 (PCL 6800), PCL Capa™ 8502A (PCL 8502A), e os compésitos PCL Capa™
6800 e CB (PCL 6800/CB) e, por fim, PCL Capa™ 8502A e CB (PCL 8502A/CB).
Os provetes (dimensoes de 40 x 15 x 3 mm) foram impressos longitudinal e trans-
versalmente (Figura 2.1 A e B) aplicando uma voltagem de 13 V, uma velocidade de
impressao de 18 mm/s e temperaturas de 70 °C e 80 °C para os materiais que con-
tinham PCL 8502A e PCL 6800, respetivamente. Posteriormente foram impressos
provetes com porosidade quadrada (lado do poro=0,35 mm) e com as dimensoes de
40 x 15 x 2 mm. A velocidade de impressao foi de 20 mm/s, com voltagem de 13 V
no caso dos homopolimeros e de 15 V nos compdsitos e as temperaturas de 70 °C e
de 85 °C, nos provetes com PCL 8502A e PCL 6800, respetivamente. Enquanto que
a impressao dos provetes longitudinais e transversais foi continua, a dos porosos foi

realizada por sobreposicao de camadas (Figura 2.1 C).
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A)

B)

Figura 2.1: Esquema da impressao longitudinal (A) e transversal (B) dos provetes
continuos e dos provetes porosos (C).

2.2 Técnicas de Caracterizagao

2.2.1 Microscopia Eletronica de Varrimento

A Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM - do inglés Scanning Electron
Microscopy) € uma técnica utilizada para se estudar a morfologia da superficie de um
material. A superficie é percorrida por um feixe de eletrdoes acelerados, produzido
por um filamento, e focado por um sistema de lentes eletromagnéticas. Da interagao
entre o feixe de eletrdoes e a matéria resulta a emissdo, entre outros, de eletrdes
secundarios e retrodifundidos, sinais de interesse em SEM. A emissao de eletroes
secundarios tem origem de uma profundidade de cerca de 30 a 40 nm da superficie,
pelo que as imagens obtidas sao de interesse para a caracterizagcao morfologica do
material em analise [62]. Se o material nao for condutor é necessario revesti-lo com
uma camada de um material condutor, por exemplo ouro e, nesse caso, perde-se a
informagao dos eletroes retrodifundidos, sendo recolhido apenas o sinal dos eletrdes

secundarios.

O microscopio de SEM utilizado para a caracterizagao da celulose foi o da
marca Phylips, modelo XL30, com filamento de tungsténio, cujo tamanho aparente
de fonte é aproximadamente 100 A. Quanto a caracterizagao dos compésito foi uti-
lizado o equipamento FEG-SEM (do inglés - Field Emission Gun) Merlin-61-50 da
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marca Zeiss, com uma corrente de sonda de 90 pA. Antes da sua observagao as su-
perficies dos materiais foram revestidas com uma camada de 20 nm de ouro, através

da técnica pulverizagao catodica.

A Espectroscopia por Dispersao de Energia (EDS - do inglés Energy-Dispersive
X-ray Spectrometry) esta, geralmente, associada ao SEM e permite uma analise semi-
quantitativa dos elementos quimicos presentes na superficie do material. Os raios
X resultantes da interagao entre o feixe de uma fonte externa (neste caso uma fonte
de eletroes) e a amostra, sao detetados por contadores ou detetores de estado solido.
Por detras da medigao da carga dos fotdes esta o principio de que os raios X emi-
tidos pela amostra ioniza os atomos presentes no detetor e, a quantidade de carga

produzida é diretamente proporcional a energia do fotao que entrou no detetor [62].

O equipamento que permitiu a obtencao dos espectros foi o da marca EDAX,
modelo Genesis X4M, o varrimento da superficie teve uma duragao de 59 segundos

e o feixe eletrénico uma energia de 15 keV.

2.2.2 Microscopia de Forca Atomica

A Microscopia de For¢a Atémica (AFM - do inglés Atomic Force Microscopy)
permite caracterizar a topografia das superficies a escala nanométrica. O microsco-
pio é constituido por uma ponta fina que varre a superficie e, as forgas interatomi-
cas, que variam entre 107 e 10~ N, sdo registadas por um fotosensor de posicio.
Este registo tanto pode ser obtido pela deflexao do braco em balanco (cantilever)
como pela variagao do valor da resisténcia piezoelétrica. Existem trés modos de
operacgao: modo contacto, modo contacto intermitente (tapping) e o modo nao con-
tacto [63].

O equipamento dilnnova, da marca Veeco, foi utilizado em modo contacto
intermitente. A sua ponta é de silicio (Bruker) com uma frequéncia de ressonancia
(fy) de 150 kHz e uma constante de mola (k) de 10 Nm™!.

2.2.3 Microscopia de Foco Infinito

Através da técnica de Microscopia de Foco Infinito (IFM - do inglés Infinite
Focus Microscopy) é possivel estudar a rugosidade de superficies com grandes pro-
fundidade de campo e de campo de visao. A resolugao vertical é de cerca 10 nme a
lateral de 400 nm.
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O microscopio utilizado é da marca Alicona Imaging GmbH, modelo Infini-

teFocus Teslastrafe 8.

2.2.4 Difracao de raios X

A Difragao de raios X (XRD - do inglés X-ray Diffraction) é uma técnica de
caracterizacgao estrutural. Um feixe colimado de raios X incide sobre o material e, se
certas condic¢oes forem satisfeitas, sofre difracao. Com efeito, se a interferéncia entre
os feixes difratados por dois planos atémicos, adjacentes e paralelos, for construtiva,

verifica-se a Lei de Bragg (eq. 2.1)

nA = 2dsen6 (2.1)

onde n é a ordem de reflexao (nimero inteiro), A é o comprimento de onda
da radiacao incidente, d a distancia interplanar e 0 o angulo de incidéncia dos raios
X [8].

Neste estudo foi utilizado, para caracterizagao da CB, o equipamento de mi-
crodifracao X’Pert, da Panalytical, com alvo de Cobre (1K,=0,15418nm), com uma
tensao de 45 kV, uma corrente de 40 mA, uma gama de varrimento de 10 a 60°, com
um passo de 0,03° e um tempo de 1 s/passo. Para a caracterizagao dos compédsitos foi
utilizado o equipamento X’Pert, Phyllips, com alvo de Cobalto (1K,;=0,178901nm),
com uma tensao de 40 kV, uma corrente de 35 mA, uma gama de 10 a 50 °, com um

passo de 0,025° e um tempo de 1 s/passo.

2.2.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fou-

rier

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR - do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) € uma espectroscopia do tipo vibraci-
onal, que permite estudar nao sé a estrutura molecular do material como também
o ambiente molecular [64]. O material é irradiado por uma fonte de radiacao na
regiao do infravermelho e, se houver uma alteracao no momento dipolar da molé-
cula durante a sua vibracao, o modo normal de vibracao é ativo no infravermelho.
Cada tipo especifico de ligacao covalente absorve energia para valores bem definidos
de ntimero de onda (cm™!), correspondentes a vibrag¢des fundamentais dos grupos

funcionais. Na regido de infravermelho médio (4000 - 400 cm™!) observam-se dois
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tipos principais de vibragoes: aquelas que ocorrem ao longo das ligagoes quimi-
cas, resultando numa alteracao do comprimento da ligagao - vibracoes de elongacao
(stretching) que podem ser simétricas ou assimétricas - e as vibragoes que envolvem
alteragao nos angulos da ligacao, denominadas por vibragdes de flexao (bending). As
ultimas podem ser subdivididas em vibragoes no plano () - do tipo tesoura (scisso-
ring) ou balanco (rocking) - ou fora do plano (y) - do tipo torcao (twisting) ou oscila-
¢ao (wagging). Cada grupo funcional tem, assim, bandas de frequéncia vibracional
especificas que dependem da natureza das ligagdoes quimicas, das interagdes com o

ambiente e das massas relativas dos atomos envolvidos na vibrac¢ao [65].

Foi utilizado e espectrometro da marca Perkin Elmer, modelo Frontier (FT-
NIR/MIR) equipado com um detetor FR-DTGS e um divisor de feixe de KBr. O

1

registo dos espetros foi efetuado com resolucao 4.0 cm™ com 16 acumulagoes e

recorrendo a técnica de amostragem nao destrutiva de refletancia total atenuada
(ATR).

2.2.6 Espectroscopia do Foloeletrao X

A Espectroscopia do Foteletrao X (XPS - do inglés X-rays Photoelectron Spec-
troscopy) permite nao s6 identificar os elementos quimicos presentes numa amostra,
bem como o seu estado quimico. Uma fonte de raios X ao incidir sobre a super-
ficie excita os seus eletroes, segundo o efeito fotoelétrico, sendo estes emitidos e
avaliados pela sua energia cinética (Ey) num analisador eletrostatico. Quando se co-
nhecem a fungao trabalho (¢), correspondente a um valor especifico regulado pelo
equipamento, a energia do fotao do feixe de raios X incidente (v) e a energia ciné-
tica do fotoeletao ejetado, é possivel determinar a energia de ligagao caracteristica

do eletrao da amostra (E;) através da eq. 2.2:

E, :hV—Ek+(P (22)

onde h é a constante de Planck. Desta forma, a técnica permite uma analise
quantitativa da composi¢ao quimica de um material, uma vez que as energias dos
eletroes dos atomos sao caracteristicas para cada elemento e refletem o ambiente

eletronico envolvente [66].

Neste estudo foi utilizado o equipamento da marca Kratos, modelo Axis Ultra
HSA, cuja fonte de raios X é de aluminio (A =8 A)euma poténcia de 15kV (90 W). O

modelo de calculo para a composi¢ao pressupoe que a amostra € plana e homogénea
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em superficie e espessura na regido analisada e utiliza os fatores de sensibilidade -
RSF - disponiveis para o AXIS Ultra HSA. A carga da correlacao foi de 2,77 eV e foi

referenciado o Cls, de energia 285 eV.

2.2.7 Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN ou NMR - do inglés Nuclear Magne-
tic Resonance) torna possivel a obtencao de espectros de alta resolu¢ao das ressonan-
cias associadas a varios elementos, nomeadamente 'H e 13C. Esta técnica tem por
base as propriedades magnéticas dos nucleos atomicos. A interacao do momento
magnético nuclear com um campo magnético externo, By, resulta num diagrama de
nivel de energia nuclear, de acordo com as regras de mecanica quantica, uma vez
que a energia magnética do nucleo é restrita a certos valores discretos, os eigenva-
lues. Estes estao, por sua vez, associados a eigenstates ou estados estacionarios cor-
respondentes aos Unicos estados nos quais um elemento pode existir. Quando uma
amostra é submetida a um pulso de radiofrequéncia (RF), se os seus nuicleos mag-
néticos estiverem em ressonancia, um detetor de RF registara a intensidade do sinal
eletromagnético emitido em funcao da frequéncia, ou seja, um espectro de RMN.
Estes espectros podem entao ser realizados apenas para moléculas cujos momentos
magnéticos atdmicos sdo diferentes de zero, como é o caso do 'H e '?F. Atémos que
tém numero atémico igual a massa, caso do 12C nio tém momento magnético. Por
essa razdo os estudos de RNN do carbono sao limitados ao isétopo estavel 13C, cuja

abundancia natural é de apenas 1,1 % [67].

Para a caracteriza¢dao do RMN 'H da celulose bacteriana, esta foi dissolvida
em DMSO e depois analisada segundo o espectrometro Bruker Avance III, com
campo magnético de 400 MHz e uma sonda de detecao de ressonancia tripla TIX
de 5 mm. Para a caracterizagio do RMN 13C foi utilizado o equipamento Bruker
Avance III (9.4 T), com um campo magnético de 12 kHz e uma sonda de detecao de

4 mm.

2.2.8 Calorimetria Diferencial de Varrimento e Analise Termogra-

vimeética

A Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC - do inglés Differential Scan-
ning Calorimetry) mede a diferenca de temperatura de um material em relacao a

um material de referéncia, com o aumento da temperatura. Essa variagao esta in-
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timamente relacionada com uma diferenca de fluxo de calor pelo que é possivel
determinar as transicdes que ocorrem na amostra e as temperaturas a elas associa-
das, nomeadamente a temperatura de fusao (T¢) e a temperatura de transicao vitrea
(Tg) [68, 69].

Neste estudo foi utilizado um equipamento da marca TA Instruments, mo-
delo SDT Q600. A analise foi efetuada em atmosfera de azoto, a 10°C/min desde 25
°Ca 200°C, e a quatro frequéncias de 1, 2, 5 e 10 Hz. O equipamento regista, simul-
taneamente, as diferengas de fluxo de calor, bem como as variagoes de massa, o que

permite a analise termogravimétrica (TGA - do inglés Thermogravimetric Analysis).

2.2.9 Analise Termo Mecanica Dinamica

A técnica Analise Termo Mecanica Dinamica (DMTA - do inglés Dynamic Me-
chanical Thermal Analysis) consiste na aplicagao de uma forca e na medigao do des-
locamento originado. Ao efetuar o ensaio com variacao de temperatura é possivel
estudar o comportamento viscoelastico do material: o0 médulo de armazenamento
(E’ - storage modulus) fornece informacodes relativamente a resposta elastica e 0 moé-
dulo de perda (E” - losss modulus) a resposta viscosa. O fator de amortecimento tano
é obtido através da eq. 2.3 [69]:

/)

tanod = F (23)
Para além das transi¢Oes térmicas associadas a temperatura de fusao (Ty) e a
temperatura de transigao vitrea (T,), também denominada de alfa (T,), € possivel

identificar outro tipo de transigoes como a beta (Tg) ou gama (T,) [70].

A analise termomecanica foi realizada no equipamento DMA 242D da marca
Netzch (Germany). As amostras foram analisadas em tensao, no modo multifrequén-

cia (1, 2, 5,10 Hz), num intervalo de temperatura entre -150 °C e 50 °C, a 2 °C/min.

2.2.10 Molhabilidade

Quando uma gota de agua é deixada cair sobre uma superficie sélida, forma-
se uma interface tripla entre o sélido, liquido e vapor. O angulo de contacto corres-
ponde ao angulo formado entre a superficie sélida e a tangente da superficie da gota.
A equagao que descreve o comportamento das tensoes responsaveis pelo equilibrio

numa superficie ideal é a equagao de Young (eq. 2.4):

25



2. Materiais e Métodos Experimentais

Viv€0osO =Ygy = s (2.4)

onde ¥, ¥sy € Vs representam as tensoes interfaciais liquido-vapor, sélido-
vapor e solido-liquido, respetivamente e 6 o angulo de contacto estatico [71]. Este
parametro permite aferir o grau de molhabilidade de uma superficie sendo que,
para valores de 0 inferiores a 65 °C a superficie é dita hidroéfila, superiores a 65 °C
hidréfoba e, superiores a 150 °C superhidréfoba, nao havendo praticamente con-

tacto entre a gota e a superficie ("efeito de 16tus") [72].

O equipamento modelo OCA20 da marca DataPhysics Instruments GmbH
foi o utilizado para a medicao do contacto sélido estatico, com uma gota de agua
desionizada e destilada de 5 yL. Foram efetuadas seis medi¢des nas membranas dos

dois tipos de PCL e compdsitos, e apenas duas medi¢cdes na membrana da CB.

2.2.11 Propriedades mecanicas

a) Ensaio de Trac¢ao Uniaxial

Num Ensaio de Tragao Uniaxial um provete é submetido a uma forga de tra-
¢ao uniaxial crescente, registando-se a variagao do comprimento (AL) em funcao da
carga aplicada (F). Para se obter resultados apenas dependentes do material e nao
das dimensoes do corpo de prova, traca-se uma curva tensao (o, com 0=F/A ) em
funcao da deformacao (e=AL/L,). Para uma melhor compreensao, as propriedades
mecanicas, avaliadas no ensaio de tragao, estao ilustradas na Figura 2.2. Na regiao
de deformagao elastica (zona linear do grafico) é possivel determinar o moédulo de
elasticidade ou de Young (E) através da lei de Hooke (eq. 2.5), intimamente relacio-

nado com a rigidez do material [8].

=2 (2.5)
€
A deformacao (€) traduz a capacidade de um material se deformar plastica-

mente, até a sua rotura, e pode ser calculado através do alongamento percentual (eq.
2.6).

AL
€rot = L_o x 100% (2.6)
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A resisténcia a tragao (0,,,,) € o valor maximo de tensao que pode ser, ou nao,

a tensao de rotura do material (0,,;)-

O max

Orot

Erot

Figura 2.2: Resumo das propriedades mecanicas, a partir de uma curva
tensao-deformacao.

O equipamento Autograph AG-X da marca SHIMADZU foi o utilizado. Este
permite aplicar uma forca maxima de 5 kN. O software utilizado na sele¢ao dos
parametros e recolha dos dados foi o Trapezium X, a uma taxa de deslocamento de

10 mm/min. As propriedades flexurais foram calculadas segundo a norma ASTM-
D638.

b) Ensaio de Flexao

O Ensaio de Flexao em 3 pontos consiste em efetuar uma deformacgao na dire-
cao perpendicular a da forga atuante, sendo registada a forga aplicada (F) em funcao
do deslocamento (A L). As propriedades flexurais foram calculadas de acordo com
a norma ASTM-D-790-02, correspondentes a tensao de flexao (o) (eq. 2.7) e ao mo6-

dulo de rigidez a flexao (ou médulo de Young, E) (eq. 2.8), na zona elastica [73].

3PL
o=
2bh?

(2.7)

onde P ¢ a carga maxima, L o comprimento de span, b a largura do provete e

h a sua espessura.
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_ APL3
~ 48Aul

(2.8)

em que AP é o intervalo de carga aplicada, Au a variacao do deslocamento
de flexao a meio do span e I o momento de inércia da seccgao transversal, correspon-

dente a

_bk?

I=—> (2.9)

O equipamento de ensaio foi o universal Autograph AG-X da marca SHI-
MADZU, cuja for¢ca maxima aplicada é de 5 kN. O software utilizado foi o Trape-
zium X. Segundo a norma, a velocidade de avango seria de 1 mm/min mas, por se
tratar de um material polimérico de maleabilidade elevada, a taxa de deslocamento

foi aumentada para 5 mm/min e o deslocamento maximo permitido de 10 mm.

c¢) Nanoindentagao

De modo a avaliar as propriedades mecéanicas apenas da CB foram efetuados
ensaios de nanoindentagao. Este é um teste em que se mede a profundidade a que
um indentador penetra no material aquando da aplicagao de uma carga. Os ensaios
sao efetuados em ciclos de carga-manutencao-descarga e avaliam a capacidade do
material resistir através da medicao da profundidade da indentagao. A partir do
valor da profundidade é possivel determinar o valor da dureza (H,) e do mddulo de
elasticidade (E).

Neste estudo foi utilizado um equipamento da marca MicroMaterials, mo-
delo NanoTest Plataform. As avaliagoes foram efetuadas com carga de 1 mN e as
velocidades de carga e descarga foram de 0.17 mN/s. O tempo de manutengao a
carga maxima foi de 30 segundos e também de 30 segundos para correcao dp ther-

mal drift que corresponde a 10% da carga maxima na descarga.
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2.3 Testes in vitro

A capacidade de absorgao e de degradacao dos quatro tipos de provetes po-
rosos foi avaliada através dos testes in vitro. Cada amostra foi imersa em 4 mL de
fluido corporal simulado (SBF - do inglés Simulated Body Fluid). Os tubos de Fal-
con foram colocados num termoagitador a uma temperatura constante de 37 °C, a
uma velocidade de rotagao de 100 rpm. No final de cada semana os materiais foram

retirados e pesados, de modo a ser avaliado o grau de inchaco (eq. 2.10)

mf,molhado —-—m

L x100% (2.10)
m;

% absorgdao =

onde m; corresponde ao peso inicial do provete e my ;011440 aquele depois de

retirado do tubo e, por isso, molhado.

Depois de secos os provetes foram novamente pesados, para se avaliar a sua

degradacao (eq. 2.11).

Mf seco =M

% degradagao = £ % 100% (2.11)

i
em que m; corresponde ao peso inicial do provete e my .., aquele depois de

ter secado. Cada ensaio foi efetuado em duplicado.

A solucao de SBF simula apenas a parte inorganica do plasma humano san-
guineo e, portanto, nao contém células, proteinas, glucose, vitaminas, hormonas,
etc (Tabela 2.1) [74].
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Tabela 2.1: Composicao idnica da solugao SBF.

Iao  Concentrag¢ao (mmol/L)

Na* 142,0
K* 6,5
Mg?* 1,5
Ca?* 2,5
Cl- 148,0
HCO;3 4,2
HPO3~ 1,0
SO; 0
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Resultados e Discussao

Em primeiro lugar serao apresentados alguns resultados da caracterizagao da
CB. Os restantes resultados sao apresentados conjuntamente com os compdsitos de

modo a tornar a discussao mais clara.

3.1 Caracterizacao da CB

3.1.1 Morfologia/Topografia

A morfologia da superficie da CB foi avaliada por SEM. Nas Figuras 3.1 e
3.2 nao sao observadas bactérias, indicando que o método de lavagem foi eficaz.
As fibras estao bem definidas e dispersas homogeneamente de forma paralela. No
entanto, nas superficies de evaporagao, a superficie apresenta uma morfologia nao

fibrosa em que as fibras da celulose sao visiveis de uma forma mais desordenada.

Figura 3.1: Morfologia da superficie da CB numa zona de fratura.
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Figura 3.2: Morfologia da superficie da CB (superficie de secagem).

Os elementos quimicos presentes na superficie da matriz extracelular poli-

mérica foram identificados por EDS (Figura 3.3).

C

M
g Ps

0.85 1.70 2.55
Energy - keV

Figura 3.3: Espectro de EDS da CB.

O pico de maior intensidade é o do elemento de carbono (C), seguindo-se
o de oxigénio (O), tal como era expectavel. A presenca de sédio (Na), magnésio
(Mg), azoto (N), potassio (P) e enxofre (S) sugere a troca de grupos da CB por outros
presentes na matriz extracelular. O pico de s6dio pode ainda estar relacionado com
a metodologia de extracao da CB. Nao obstante ter sido realizado um passo final de

lavagem com agua, vestigios de NaOH podem ter permanecido no material.

A analise da topografia da CB foi realizada por AFM. Na Figura 3.4 (A) é
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observada uma elevada densidade de nanofibras dispersas pela superficie e em (B)
o seu emaranhamento. As fibrilas apresentam comprimento micrométrico e o seu
didmetro médio (C) corresponde a 33.3 + 13.3 nm, o que permite afirmar que a
estrutura fibrilar tridimensional consiste em nanofibras de celulose denominadas

por "nanocelulose"”, de acordo com a literatura [26, 30, 39, 75, 76].

/

~

y [nm]
IIIIlIIII|1IIIIIIII|III|IIIII
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Figura 3.4: Imagens topograficas AFM da CB (A e B) e exemplo do perfil 2D (C).

3.1.2 Analise estrutural

A analise estrutural da CB foi avaliada por XRD. O difratograma apresenta
picos de difracao a 20 = 14,9°, 20 = 31,2°, 20 = 38,6° e 20 = 44,4°, atribuidos,
de acordo com a ficha ICDD n° 03-0289 da celulose nativa, aos planos de difra-
cdo (101), (131), (232) e (302), respetivamente (Figura 3.5). Segundo a literatura, a

celulose nativa I, apresenta trés picos bem definidos em 260 = 14,5°, 20 = 16,9° e

33



3. Resultados e Discussao

20 = 22,6°, correspondentes aos planos cristalograficos (100), (010) e (110), respeti-
vamente, quando utilizado um alvo de Cobre (1K,=0,15406 nm) [47].

—  (232)

| 'W :‘ M”Jl. |

M I \
J |
W’u w’[t

Jlu i, 4
Y W W

Figura 3.5: Difratograma da CB

De acordo com a ficha ICDD da celulose nativa, a CB é maioritariamente
constituida pela celulose I,. Para além dos picos existe uma "bossa” que remete para
uma parte amorfa. Isto acontece porque a CB é semicristalina, ou seja, € constituida

tanto por dominios cristalinos como amorfos [21].

3.1.3 Analise quimica

A analise quimica da CB foi realizada por XPS, RMN e FTIR. Nesta sec¢ao
serao tratados os resultados obtidos pelas duas primeiras técnicas e, os resultados

de FTIR sao avaliados em conjunto com os dos compositos.

A analise de XPS permitiu nao so6 identificar os elementos quimicos presentes
na superficie da CB como também o seu estado quimico. As regioes de interesse dos
elementos maioritariamente presentes na CB estao representadas nas Figuras 3.6,
3.7 e 3.8. A andlise ponderal com base nas regioes de interesse e normalizada para
100% esta na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Composicao quimica da CB.

Elemento Percentagem atomica (% at.)

C 80,7
@) 15,9
N 3,4

Os espectros de alta resolugao destes elementos, apos desconvolugao, permi-
tem avaliar as ligagoes quimicas em que cada elemento esta envolvido. No caso do
carbono (Figura 3.6), as ligagdes predominantes sao C-C e C-H, bem como varios
tipos de ligacao ao oxigénio. Por sua vez, este elemento (Figura 3.7) apresenta mai-
oritariamente as ligacdes do tipo C-OH. O azoto (Figura 3.8), que representa apenas
cerca de 3,4% at. da composi¢ao quimica da CB, encontra-se maioritariamente em

ligagcdes N-H e, em menor % at., em ligacoes C-N.
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Relembrando a estrutura da celulose (Figura 3.9) as ligacoes quimicas iden-
tificadas por XPS sao as que seriam expectaveis exceto as ligacoes do azoto, cuja

presenca sera, mais a frente, discutida.

-n

Figura 3.9: Estrutura molecular da celulose, adaptado de [20].

Quanto a técnica de RMN foram estudados, em primeiro lugar, os desvios
quimicos associados ao protao de hidrogénio (\H) e, em segundo lugar, ao carbono
13C

O espectro de 'H RMN esté representado na Figura 3.10, onde é observado
o pico do solvente utilizado (DMSO) e a regiao que compreende os 3 ppm e 6 ppm
é atribuida ao anel da CB, de acordo com os espectros de celulose reportados na
literatura [77, 78] (Figura 3.11).

—.25
—3.60
=251
—1.75
—1.23

DMSO

A

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Desvio quimico

Figura 3.10: Espectro completo de !H RMN da CB.
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Figura 3.11: Espectro de 'H RMN do anel da CB.

Por comparagio do espectro de 'H RMN da CB com o da celulose reportado
na literatura [77, 78], apenas sao observadas algumas semelhancas. A diferenca na
intensidade dos picos podera estar relacionada com a alteragao de grupos como,
por exemplo, substituicao dos grupos -OH por outros grupos quimicos. Quando
produzida pelas bactérias, a CB ao ser extrudida pode ficar ancorada em alguns
grupos -NH, das proteinas transmembranares, o que pode explicar a presenca dos

picos associados ao -NH, (pico a 7,25 ppm) [79].

O espectro de 13C RMN foi efetuado de modo a esclarecer algumas das davi-
das levantadas pela analise RMN do protao. O espectro geral encontra-se na Figura
3.12, e os desvios quimicos associados aos atomos de carbono destacados na Figura
3.13 estao referenciados na Tabela 3.2. Os nucleos de C4 e C6 apresentam duas
linhas de ressonancia, uma de campo baixo e outra de campo alto, referidas como
C4D/C4U e C6D/U (D do inglés downfield e U do inglés upfield), respetivamente.
Enquanto que C4D e C6D sao atribuidas as componentes cristalinas, C4U e C6U

estao relacionadas com as componentes desordenadas [80, 81].

38



3. Resultados e Discussao

o
=
o
@
&~
|

—173.15
—128.22
— 55.49
—30.28

290

—101.41

250 210 170 130 90 60 30 0
Desvio quimico (ppm)

Figura 3.12: Espectro geral de '3C RMN da CB.
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Figura 3.13: Espectro de >*C RMN da CB.
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Tabela 3.2: Desvios quimicos do espectro de '3C RMN da CB.

Carbono ¢ (ppm) Referéncia

Cl 101 [28]
C4D 84 [82]
C4U 75 [83]

C2,3,5 55/53 -
C6D 39 -
C6U 39 -

O pico de C1 ¢ atribuido a linha de ressondncia de 101 ppm, os atomos de
carbono C2, C3 e C5 estao sobrepostos no conjunto de ressonancias 50-55 ppm, os
dois picos de C4 estao num intervalo entre 75-84 ppm e os de C6 entre 38-39 ppm
(Figura 3.13). Os desvios quimicos dos atomos de carbono 2, 3, 5 e 6 do anel da CB
sao relativamente diferentes dos reportados na literatura. Apesar do espectro ser
semelhante, os seis atomos de carbono estao na regiao entre 40 e 105 ppm quando,
de acordo com a literatura [80, 82, 83, 84|, deveriam estar na regido entre 60 e 110
ppm. O pico do C4D da regido cristalina é, neste caso, de menor intensidade que
o de C4U da regiao amorfa, ao contrario do encontrado na literatura [80, 82]. No
entanto, deve, mais uma vez, ser referido que as caracterizacoes da CB reportadas

na literatura nado se referem nunca a CB produzida por P. myrsinacearum.

3.1.4 Propriedades mecanicas

A dureza (H,) e médulo de elasticidade (E) da CB foram determinadas atra-

vés do ensaio de nanoindentacao (Figura 3.14).

40



3. Resultados e Discussao
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Figura 3.14: Curva da carga e descarga do ensaio de nanoindentacao da CB.

A analise da curva carga-profundidade mostra que a profundidade maxima
foi, aproximadamente, de 260 nm. Os valores da H, e do E foram de (486 + 96) MPa
e (7,1 £ 1,1) GPa, respetivamente. O valor de H,, é superior ao intervalo de valores
reportado na literatura (entre 19 e 39 MPa, para uma carga de 0,4 mN), o que indica
que a CB é resistente ao indentador [85]. O valor de E depende do material, ou seja,
das condi¢Oes de tratamento e da microestrutura [30, 85]. Segundo a literatura, o
valor de E da CB varia entre 198 e 659 MPa, da nanocelulose derivada de plantas
varia entre 11,95 e 18,22 GPa e a dos nanocristais de celulose entre 18 e 50 GPa
[85, 30, 75].

A caracterizagao por nanoindentacao demonstra que as propriedades meca-
nicas da CB produzida por P. myrsinacearum sao superiores as reportadas na litera-

tura para a CB produzida por outras estirpes de bactérias.

3.2 Caracteriza¢ao dos compositos

Num primeiro conjunto de experiéncias foram impressos provetes longitudi-
nais (L) e transversais (T) de PCL 6800, PCL 8502A e respetivos compositos (PCL
6800/CB e PCL 8502A/CB). Posteriormente foram impressos provetes do mesmo

material mas com porosidade quadrada.
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3.2.1 Topografia

A topografia dos provetes porosos foi avaliada por IFM (Figura 3.15). Apesar
da impressao ter sido realizada de modo a que o poro quadrado tivesse 1,,,, =0,35
mm, as dimensoes do poro de PCL 6800 sao de 0,52 x 0,09 mm (A) e de PCL 8502A
de 0,20 x 0,16 mm (B).

Figura 3.15: Imagens oticas dos provetes porosos de PCL 6800 (A) e respetivo
perfil (C) e de PCL 8502A (B) e respetivo perfil (D).

3.2.2 Analise estrutural

A analise de XRD foi também realizada em cada tipo de PCL e compdsitos
(Figuras 3.16 e 3.17), de modo a avaliar o efeito da incorporacao da CB. Os difrato-
gramas da PCL 6800 e PCL 8502A puros sao caracteristicos de um material semi-
cristalino, com trés picos de difracao bem definidos a 6 =25°, 20 =26,3° e 20 =27,5°.
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Figura 3.16: Difratograma da PCL 6800 a preto e do PCL6800/CB a vermelho.
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Figura 3.17: Difratograma da PCL 8502A a preto e do PCL8502A/CB a vermelho.
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Os difratogramas dos compoésitos mostram, essencialmente, o padrao de di-
fracao da PCL, nao sendo notoria a incorporacao da CB. Tal deve-se ao teor bastante
reduzido do refor¢o que nao ocupa uma fracao de volume analisada capaz de ser
detetado pelo equipamento que, ao contrario do que foi utilizado na caracterizagao

da CB, ndo é um microdifratémetro.

3.2.3 Analise quimica

A identificacao dos grupos funcionais da CB, da PCL 6800, da PCL 8502A e

dos compdsitos foi realizada por FTIR.

O espectro da CB esta na Figura 3.18 e as bandas estao referenciadas na Ta-
bela 3.3. Na Figura 3.19 estao os espectros da PCL 6800 e respetivo compdsito
(PCL6800/CB) a azul escuro e claro, respetivamente. Na Figura 3.20 estao represen-
tados os espectros da PCL 8502A a laranja e do compédsito PCL8502A/CB a amarelo.
Na Tabela 3.4 estao identificadas as bandas do espectro da PCL e respetivas ligacoes

quimicas.

44



3. Resultados e Discussao

v w00 n AN ANT DD
R EDEE L) N M 0o o MWW
110 N DD R © <M oo O
o NN o i i) et xrl v
100
90

Transmitéancia (%)

i: ” o
:: N

40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 3.18: Espectro de FTIR da CB.
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Figura 3.19: Espectro de FTIR da PCL 6800 (escuro) e respetivo compdsito (claro).
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Figura 3.20: Espectro de FTIR da PCL 8502A (escuro) e do seu compdsito (claro).
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Tabela 3.3: Bandas do espectro FTIR da CB.

Bandas (cm™) Grupos Referéncias
3275 OH vibragao de elongacao [32]
2955 CH, vibragao de elongacao [86]
2918 CH, vibragao de elongacao [87]
2851 CH, vibragao de elongacao [86]
1625 Absorcao de H,0 [88]
1539 C-C em anel, vibracao de elongacao [89]
1452 C-H vibracao de flexao [86]
1397 C-H deformacgao [90]
1312 CH, vibragao de ponta [88]
1234 OH deformacgao no plano [86]
1159 C-O-C vibragao de elongacao antissimétrica [19]
1059 C-O vibragao de elongagao nas (4]

ligacoes glicosidicas

Tabela 3.4: Bandas do espectro FTIR da PCL.

Bandas (cm™!) Grupos Referéncias
2943 CH, vibragao de elongacao assimétrica [40, 91]
2861 CH, vibracao de elongacao simétrica [91]
1723 C=0 vibragao de elongacao [19]
1470 C-H vibragao de flexao e [42]

deformacao simétrica
1364 C-H vibragao de flexao e [42]
deformacao simétrica
1293 C-O e C-C vibragao de elongacao [40, 92]
(fase cristalina)
1239 C-O-C vibragao de elongacao assimétrica [92]
1161 C-O e C-C vibragao de elongacao [91]
(fase amorfa)
1107 C-O-C vibragao de elongacao simétrica [91]
1044 C-O-C vibragao de elongacao simétrica [91]

As ligagoes quimicas identificadas no espectro da CB comprovam que se trata
de um material polimérico celuldsico. Os espectros dos compdsitos sao muito seme-
lhantes aos de PCL, devido ao baixo teor de CB. A banda a 1539 cm™! (C-C em anel,
vibracgao de elongagao) é apenas caracteristica da CB e nao ¢ visivel nos espectros dos

compositos. A auséncia de novos picos caracteristicos nos espectros dos compositos
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confirma que nao foram formados novos grupos funcionais, tal como era expecta-
vel, e que apenas ocorreu interacdo entre a matriz e o refor¢o [36]. As bandas a
1723 cm™! (C=0 vibracio de elongacdo), 1239 cm™! (C-O-C vibragao de elongagao
assimétrica), 1161 cm~! (C-O-C vibragao de elongagdo na fase amorfa), 1107 cm~! e
1044 cm™! (C-O-C vibracdes de elongacio simétrica) do compésito PCL 8502A/CB
sao mais intensas que as do PCL 6800/CB, o que sugere uma melhor contribuicao

da CB, neste caso particular.

3.2.4 Analise térmica

O comportamento térmico da CB, dos homopolimeros (PCL 6800 e PCL 8502A)
e dos compositos (PCL 6800/CB e PCL 8502A/CB) foi avaliado por DSC e TGA. A
curva de DSC da CB (Figura 3.21) nao permitiu identificar a sua temperatura de
transicao vitrea (Tg) ou temperatura de fusao (T¢). Por outro lado, as T¢ dos ho-
mopolimeros e das misturas poliméricas estao bem definidas nas curvas de DSC
(Figuras 3.22 e 3.23). As T¢ estao identificadas na Tabela 3.5.

Na Figura 3.21 esta também registada a variagao de peso com a temperatura
da CB. No intervalo de temperaturas estudado nao ocorreu perda de massa, nem
degradagao da CB. O mesmo foi observado nas analises dos homopolimeros e res-

petivos copolimeros (registos nao apresentados).
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Figura 3.21: Termograma de DSC e TGA da CB.
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Figura 3.22: Curva de DSC da PCL 6800 e respetivo composito.
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Figura 3.23: Curva de DSC da PCL 8502A e respetivo composito.

Tabela 3.5: Temperaturas de fusao (Tf) dos homopolimeros e compdsitos.

Tt (°C)
PCL 6800 70
PCL 6800/CB 65
PCL 8502A 59

PCL 8502A/CB 57

Nao foi encontrada qualquer referéncia as propriedades térmicas da CB pro-
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duzida pela P. myrsinacearum na literatura consultada, razao pela qual nao é possi-
vel realizar uma comparac¢ao com os valores do presente trabalho. Quanto a PCL,
segundo a literatura, a sua temperatura de fusao pode variar entre 59 °C e 64 °C
dependendo de fatores como o peso molecular [3, 39]. A PCL 6800 apresenta uma
Tt mais elevada que a PCL 8502A, provavelmente devido ao superior peso mole-
cular. A mistura com a CB conduziu a diminui¢ao da T, nos dois homopolimeros,
devido a um ligeira diminui¢ao da ordem estrutural dos homopolimeros devido a

incorporagao da CB.

Os compositos foram também caracterizados por DMTA num intervalo de
temperaturas entre -150 °C e 50 °C, o que permitiu determinar as temperaturas de
transicao vitrea (Tg). As curvas de PCL 6800 e PCL 6800/CB estao representadas
na Figura 3.24, e as de PCL 8502A e PCL 8502A/CB na Figura 3.25. Das quatro
frequéncias testadas (1 Hz, 2Hz, 5Hz e 10 Hz) apenas sao representadas as curvas
obtidas a 1 Hz para o homopolimero de PCL 6800 e respetivo compositoe a 1Hz e 10
Hz para a PCL 8502A e respetivo composito. Na Tabela 3.6 estao as Ty determinadas

para cada material a 1 Hz.
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Figura 3.24: Curva de DMTA da PCL 6800 e respetivo composito
(Frequéncia=1Hz).

49



3. Resultados e Discussao

A) — — PCL8502A - — PCL8502A/CB — — PCL8502A PCL 8502A/CB
7000 0,20
6000 R
L P 0,15
.. % ;o
& = : ~ / N
S 5000 St { N
r S / e 0,10
€ 0 ! N
v SN ! \
€ 4000 AN / ~
© ARN ~
5 nw ~ o
N XY o 0,05 5
£ W b 5 o
£ 3000 PASY o
Q y) \y S X
© y) A
._g /7 W 0,00
2 Sy
\\\
-0,05
1000 "
N
Se o
~ -~ -
N T T S
. =t L s -0,10
-150 -130 -110 -90 -70 -50 -30 -10 10 30 50
Temperatura (2C)
B) ---PCL8502A ---PCL8502A/CB - --PCL8502A PCL 8502A/CB
7000
6000 . RN
i r \
= S I \
= Sy / b
Q. [} ~
S 5000 B ! S
o " \:\\ / %
g} Rt S ,’ ‘\
E 4000 S ! e
c NN / ~
(7] W ! S
® N7 o
£ W S
5 3000 AN s TG
o L
< 7 i\
o Y W
= s \‘\
g 2000 | 7 e
= @ [TTTSee %
[
\
1000 Yo
\‘\\ ~
0 il X e i —————
-150 -130 -110 -90 -70 -50 -30 -10 10 30 50

Temperatura (2C)
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Tabela 3.6: Temperaturas de transicao vitrea (T,) dos provetes.

T, (°C)
PCL 6800 -66

PCL 6800/CB  -65
PCL 8502A 64

PCL 8502A/CB  -63

De acordo com a literatura, a temperatura de transicao vitrea da PCL é de -60
°C [3, 31, 42]. As curvas sao tipicas de um polimero semicristalino na medida em
que para temperaturas baixas o médulo de armazenamento (E’) é da ordem dos GPa
(3GPa para PCL 6800 e 6GPa para PCL 8502A) devido a existéncia dos dominios
amorfos. Com efeito, para temperaturas inferiores a T, o polimero apresenta um
comportamento fragil, que é caracterizado por valores de E elevados. O E’ repre-
senta a rigidez de um material viscoelastico e é proporcional a energia armazenada
durante o ensaio. Uma vez que o E’ da PCL 8502A e respetivo composito é muito
superior ao da PCL 6800 e PCL 6800/CB, conclui-se que a PCL 8502A ¢é mais rigida.
Enquanto que a adi¢ao da CB na PCL 6800 reseulta num aumento do E’ e, portanto,
atua como reforco efetivo, no caso da PCL 8502A acontece o contrario, onde atua
como plasticizante. Por volta de -70 °C é observada uma diminui¢ao consideravel
do E’, 0 que corresponde a transicao vitrea (T,). Apesar de estabilizar aos -30 °C
volta a diminuir devido a fusao dos dominios cristalinos. O mesmo é observado no

caso da PCL 8502A e respetivo compdsito.

O fator de perda (tano) ou amortecimento é uma medida da energia dissipada
pelo material. O valor maximo do tand da PCL 6800 com e sem CB (tand,,,, =0,1)
€ inferior ao valor maximo de tand da PCL 8502A com e sem CB (tand,,,, =0,16).
Isto indica que a PCL 8502A apresenta uma componente de deformacgao plastica
superior, isto é, a PCL 6800 é mais elastica. Ao adicionar a CB, a Tg aumenta apenas
1 °C. Este efeito estabilizador da CB é concordante com o encontrado na literatura e

esta relacionado com a limitacao da mobilidade da porgao amorfa do polimero [93].
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3.2.5 Molhabilidade

A medicao do angulo de contacto permite avaliar uma dada superficie quanto
a sua hidrofilicidade. Neste trabalho, dado que se pretende uma aplica¢ao na area
da biomedicina, é considerada superficie hidrofila quando 6 <65° e hidréfoba quando
6 >65° [72]. Os angulos de contacto estaticos das membranas estao na Tabela 3.7.
Segundo a literatura, a CB produzida pelas familias Acetobacter e Komagataeibac-
ter é hidrofila [32, 51]. No entanto, a CB produzida pela espécie P. myrsinacearum
€ hidrofoba (6 =123°). Nao é possivel comparar este valor, uma vez que nao foi
encontrada na bibliografia qualquer referéncia ao polimero da matriz extracelular
produzido pela espécie P. myrsinacearum, quer em artigos cientificos quer em pa-
tentes. O angulo de contacto da PCL reportado na literatura é de 71 ° no caso da
Mn=80000 g/mol e de 70 ° para uma Mn=50000 g/mol [43]. A PCL 8502A apesar
de ter Mn=50000 tem grupos -OH.

Tabela 3.7: Medigao dos angulos de contacto estaticos da CB, PCL 6800, PCL
8502A e respetivos compositos.

Membrana Angulo de contacto (°)

CB 122+ 2

PCL 6800 83 +4
PCL 6800/CB 93 +1
PCL 8502A 76 £ 2
PCL 8502A/CB 91 +£3

Apesar dos valores de angulo de contacto dos homopolimeros ser superior ao
reportado pela literatura, a PCL 6800 apresenta um angulo de contacto superior ao
da PCL 8502A. Seria ja expectavel que a PCL 8502A fosse menos hidréfoba que a
PCL 6800, na medida em que apresenta mais grupos -OH. Nao obstante o teor de
CB adicionado aos homopolimeros ser reduzido, os compositos sao mais hidréfobos
que os homopolimeros. O carater hidr6fobo da CB é mais acentuado no caso da
mistura PCL 8502A/CB (cerca de 20%) do que na PCL 6800/CB (cerca de 12%).
Este resultado vem ao encontro do observado em DMTA, onde, aparentemente, o
efeito da adigao da CB é mais notério na PCL 8502A do que na PCL 6800.

A celulose bacteriana reportada na literatura é hidroéfila e, portanto, alguns
estudos foram realizados para hidrofobizar a sua superficie de modo a melhorar a
compatibilidade com matrizes de polimeros hidréfobos [27]. No presente estudo,
a natureza do biopolimero ¢ hidréfoba bem como a da matriz polimérica (PCL).

Deste modo, o refor¢o e a matriz sao compativeis e a sua interagao é, a partida,
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facilitada. A natureza hidréfoba do biopolimero faz com que nao seja necessario
proceder a modificagdes quimicas que visem hidrofobizar a superficie do material.
Algumas substitui¢oes de grupos hidrofilos da celulose por outros hidréfobos foram
conduzidas por diversos grupos de investigacao, nomeadamente por esterificagao e
acilacao [60, 94].

3.2.6 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos provetes foram avaliadas por ensaios de tra-
cao e flexao. Para cada tipo de ensaio foram estudados, em primeiro lugar, os pro-

vetes com impressao 3D longitudinal e transversal e depois os porosos.

a) Ensaio de Tra¢ao Uniaxial

O ensaio de tracao dos provetes longitudinais e transversais esta represen-
tado nas Figuras 3.26 e 3.27, respetivamente. A resposta mecanica normalizada de
cada material sujeito ao ensaio de tragao esta representada nas Figuras 3.28, 3.29,
3.30 e 3.31.
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Figura 3.26: Ensaio de tracao dos provetes impressos longitudinalmente.

Figura 3.27: Ensaio de tragao dos provetes impressos transversalmente.

54



3. Resultados e Discussao

—PCL 6800 L ——PCL 6800/CB L
1 14
12 12 (\__‘/\_\//1
10 10
7 s 7 s
S S
o 6 o 6
4 4
2 2
0 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 3 8 10 12
€ (%) € (%)
Figura 3.28: Curvas tensao-deformac¢ao da PCL 6800 L e PCL 6800/CB L.
—PCL6800 T PCL6800/CB T
5 5
45 45
4 4
3,5 3,5
T 3 =
a a
S 25 S 25
° 2 o 2
15 15
1 1
0,5 0,5
0 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
€ (%) € (%)
Figura 3.29: Curvas tensao-deformacgao da PCL 6800 T e PCL 6800/CB T.
——PCL8502A L PCL 8502A/CB L
8 8
7 - 7
6| —— ) 6
= | &>
e | s
%3 °3
2 | 2
|
1 \ 1
0 " 0
0 1 2 3 4 5 0 A 2 3 4 5
€ (%) € (%)

Figura 3.30: Curvas tensao-deformacao da PCL 8502A L e PCL 8502A/CB L.
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Figura 3.31: Curvas tensao-deformacao da PCL 8502A T e PCL 8502A/CB T.
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As propriedades mecanicas de cada provete foram determinadas a partir da
analise da curva o — €. Na Tabela 3.8 estao representados os valores da resisténcia
a tragao (0,,,y), que € em todos os provetes superior a tensao de rotura (o,,), a

deformacao a rotura (€) e o médulo de elasticidade tangencial (E).

Tabela 3.8: Propriedades mecanicas dos provetes sujeitos ao ensaio de tracao

uniaxial.
Provete Omax (MPa)  0,,, (MPa) € (%) E (MPa)
PCL 6800 L 13,2 8,6 10,7 118,4
PCL 6800/CB L 13,4 9,7 5,6 109,8
PCL 6800 T 1,8 0,7 5,9 18,0
PCL 6800/CB T 4,5 0,8 4,0 85,5
PCL 8502A L 6,8 6,0 4,8 64,5
PCL 8502A/CB L 5,7 5,0 4,6 55,3
PCL 8502A T 3,2 1,9 0,9 33,5
PCL 8502A/CB T 2,8 1,8 2,9 34,5

Para uma melhor comparagdo entre os provetes impressos longitudinal e
transversalmente e, ainda, com e sem refor¢o, na Figura 3.32 esta representado um

grafico de colunas das propriedades mecanicas.

Em todos os graficos do ensaio de tracao é observada uma queda na tensao
para valores crescentes de deformacao associada a uma deformacao plastica antes
da fratura, isto é, a falha catastrofica do material. O modulo de elasticidade de um
material composito depende da disposi¢ao das fibras e da interagao entre a matriz e
a fibra.

Tal como se esperava, os provetes longitudinais apresentam um modulo de
elasticidade superior aos impressos transversalmente. Também a tensao maxima, e
deformacao a rotura sao superiores. As propriedades mecanicas superiores no modo
de impressao longitudinal devem-se a disposi¢ao das fibras paralela e na diregao
da forca aplicada. Durante o ensaio de tracao, os provetes longitudinais sofrem
um fenémeno de estri¢ao superior aos transversais e a estricao é alastrada a todo
o provete. Os provetes contendo PCL 6800 impressos na longitudinal apresentam
superior médulo de elasticidade e ductilidade que os provetes constituidos por PCL
8502A. A PCL 6800 tem maior peso molecular que a PCL 8502A e, portanto, ha um
aumento do namero das forcas de ligacao intermoleculares o que se traduz numa
maior resisténcia mecanica. Quando reforcados, os dois tipos de PCL longitudinais

apresentam menor deformacao (48% e 4% na PCL 6800 e 8502A, respetivamente) e
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Figura 3.32: Grafico de colunas das propriedades mecanicas obtidas de cada
provete.

modulo de elasticidade (7% e 14% na PCL 6800 e 8502A, respetivamente). Por outro
lado, comparativamente a PCL 6800 L, o PCL 6800/CB L tem associados valores
superiores de resisténcia mecanica, ao contrario do que acontece com a PCL 8502A

L em relacao ao mesmo homopolimero reforgado.

Na impressao transversal, o provete de PCL 8502A tem valores superiores de
resisténcia mecanica a tracao e modulo de elasticidade mas inferior deformagao que
a PCL 6800 T. A PCL 8502A apesar de ter menor massa molecular que a PCL 6800
tem dois grupos -OH por molécula que lhe permitem uma interagao intermolecular
acrescida. Consequentemente, a sua resisténcia mecanica a tracao € superior, neste
modo de impressao. Enquanto que a CB aumenta o modulo de elasticidade nos
dois tipos de PCL (375% na PCL 6800 e 3% na PCL 8502A), o seu comportamento
nao é igual em ambos os polimeros no que diz respeito as restantes propriedades.
No caso da PCL 6800, a CB resulta em valores superiores de tensao maxima e de
rotura mas a diminuicao da deformacao. O contrario acontece com a PCL 8502A,
na qual a CB diminuiu a resisténcia mecanica mas aumentou a deformagao. Assim,
enquanto que a PCL 85002A T é mais resistente a tracao e rigida que a PCL 6800
T, na presenga da CB o composito PCL 8502A/CB T apresenta um valor inferior

de resisténcia mecénica a tracao e de modulo de elasticidade, comparativamente ao
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PCL 6800/CB T.

Todos os compositos, a excegao do PCL 8502A/CB T, sao menos ducteis que
os respetivos homopolimeros. A CB atua, aparentemente, de modo contrario ao de
um plasticizante, incrementando as interagoes intermoleculares, tal como referido

anteriormente [36].

Em suma, o refor¢o da CB resultou em compoésitos menos rigidos, no modo
de impressao longitudinal, e mais rigidos no transversal. Quanto ao PCL 6800/CB,
o refor¢o originou um aumento dos valores de resisténcia mecanica a tragao e da
tensao de rotura e diminui¢ao da deformagao. Quanto a PCL 8502A, a CB origi-
nou uma diminuicao da resisténcia mecanica e da tensao de rotura, bem como da
deformacgao no caso da impressao longitudinal e um aumento da deformacao na

transversal.

Era expectavel que o reforco de CB resultasse num aumento da cristalini-
dade e numa estrutura densa constituida por nanofibras de reduzido tamanho e,
portanto, em propriedades mecanicas superiores [32]. Na verdade, a CB apenas me-
lhorou a resisténcia mecanica da PCL 6800, nos dois tipos de impressao e, o médulo

de elasticidade tanto da PCL 6800 e PCL 8502A apenas na impressao transversal.
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Os provetes impressos com porosidade foram também sujeitos ao ensaio de
tracao uniaxial (Figuras 3.33 e 3.34). As curvas tensao-deformagao estao represen-

tadas nas Figuras 3.35 e 3.36 e as propriedades mecanicas na Tabela 3.9

Figura 3.33: Provetes porosos de PCL 6800 (A) e PCL 6800/CB (B), antes e apos
ensaio de tracao.

it

Figura 3.34: Provete poroso de PCL 8502A (A) e PCL 8502A/CB (B), antes e apds
ensaio de tracao.
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Figura 3.35: Curvas tensao-deformacao dos provetes porosos PCL 6800, sem e com

a CB.
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Figura 3.36: Curvas tensao-deformagao dos provetes porosos PCL 8502A, sem e
com a CB.

Tabela 3.9: Propriedades mecanicas dos provetes porosos sujeitos ao ensaio de
tragao uniaxial.

Provete Omax (MPa) 0,,; (MPa) € (%) E (MPa)
PCL 6800 5,4 4,5 8,6 50,2
PCL 6800/CB 6,2 3,5 11,8 67,0
PCL 8502A 2,8 2,7 8,8 22,7
PCL 8502A/CB 3,8 3,5 6,1 32,7
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Figura 3.37: Grafico de colunas das propriedades mecanicas de cada provete
poroso.

Os provetes porosos apresentam propriedades mecanicas intermédias, com-
parativamente aos longitudinais e transversais. Os provetes com PCL 6800 apresen-
tam, mais uma vez, valores superiores de médulo de elasticidade e resisténcia meca-
nica a tragao que os provetes com PCL 8502A. Aqueles reforcados com CB sao mais
rigidos (aumento de 33% no PCL 6800/CB e 44% no PCL 8502A/CB) e tém tam-
bém uma resisténcia a tragao superior (15% e 36% no PCL 6800/CB e 8502A/CB,
respetivamente). Relativamente a ductilidade, quando adicionada a PCL 6800, a CB
torna-o mais ductil (aumento de 37%), ao contrario do que acontece quando incor-
porada na PCL 8502A (diminui¢ao de 31%). A resposta mecanica do PCL 6800/CB é
totalmente diferente das restantes, o que resulta numa ductilidade superior e tensao
de rotura inferior que a PCL 6800. Conclui-se, portanto, que a CB funciona como
um refor¢o, na medida em que torna os provetes mais resistentes mecanicamente e

rigidos.

A morfologia dos provetes ap6s os ensaios foi observada por SEM e foi obser-
vada a boa ligacao do refor¢o da CB a matriz de PCL, de acordo com o exemplificado
para o provete PCL 6800/CB (Figuras 3.38, 3.39 e 3.40).
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Figura 3.38: Morfologia do compésito PCL 6800/CB no local de rotura, apds
tracao.

Figura 3.39: Morfologia do compdsito PCL 6800/CB tracionado.

Figura 3.40: Morfologia do compésito PCL 6800/CB tracionado.
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b) Ensaio de Flexao

As curvas de for¢a-deslocamento (F-AL) dos provetes porosos de PCL 6800 e
respetivo composito estao representadas na Figura 3.41 e as da PCL 8502A e PCL
8502A/CB na Figura 3.42. Os parametros flexurais (tensao de flexao (o) e médulo
de elasticidade a flexao (E)) e a forca maxima (F,,,,) estao resumidos na Tabela 3.10

e, de um modo esquematico, na Figura 3.43.
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Figura 3.41: Curvas for¢a-deslocamento dos provetes porosos PCL 6800, sem e
com a CB.
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Figura 3.42: Curvas for¢a-deslocamento dos provetes porosos PCL 8502A e do seu
compdsito.

Tabela 3.10: Propriedades mecanicas dos provetes porosos sujeitos ao ensaio de

flexao.
Provete F,..x (N) o (MPa) E (MPa)
PCL 6800 3198,6 2013,8 104,1
PCL 6800/CB 5014,5 3060,8 109,2
PCL 8502A 5020,1 3046,4 45,0

PCL 8502A/CB  5018,1 3232,3 54,1
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Figura 3.43: Grafico de colunas das propriedades mecanicas retiradas a partir do
ensaio de flexao.

Ao contrario do que se registou no ensaio de tracao uniaxial, quando sujeito a
flexao o polimero PCL 6800 apresenta um valor de forca maxima inferior ao do PCL
8502A e, portanto, menor tensao de flexdo. O moédulo de elasticidade associado a
PCL 6800 é superior ao da PCL 8502A, com ou sem aditivo. Ao reforcar com a CB,
tanto a tensao a flexao como o modulo de elasticidade a flexao aumentaram. No caso
do PCL 6800/CB o aumento da tensao a flexao foi significativo (cerca de 52%). A
adicao de CB a PCL 8502A resultou numa diminui¢ao pouco significativa da forca
maxima de flexdao e, no caso da PCL 6800 num aumento de 57%. Uma vez mais, a

CB comportou-se como um refor¢o mecanico.
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A deformacao originada pelo ensaio de flexao foi observada a lupa (Figura

3.44).

Figura 3.44: Deformacao dos provetes PCL 6800 (A), PCL 6800/CB (B), PCL
8502A (C) e PCL 8502A/CB (D) ap6s ensaio de flexao.

3.2.7 Testes in vitro

O poder de absorcao de SBF dos quatro tipos de provetes porosos e a sua
degradacao foram avaliados durante quatro semanas. Na Figura 3.45 esta represen-
tada a cinética de absor¢ao dos provetes associados a PCL 6800, a esquerda e a PCL
8502A, a direita.

Tal como se esperava, a capacidade de absor¢ao de SBF pela PCL 8502A ¢
superior a da PCL 6800, uma vez que é mais hidroéfila (dngulo de contacto da PCL
8502A éde 76 °e da PCL 6800 é de 83 °). A cinética de absor¢ao dos homopolimeros
é superior nas duas primeiras semanas e, no caso do PCL 8502A, entre as segunda
e terceira semanas, a diminuicao é abrupta. A cinética de absorcao pelos compdsi-
tos foi maxima na terceira semana e depois diminui. A incorporagao da CB na PCL
8502A resulta numa estabilizacao do seu comportamento, isto ¢, controla a percen-
tagem de absorcao de SBF. No caso do PCL 6800/CB, apesar do angulo de contacto

65



3. Resultados e Discussao
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Figura 3.45: Absorcao de SBF nos quatro tipos de provetes.

ser superior (6 =93 °), a CB parece diminuir a capacidade de absor¢ao apenas nas
duas primeiras semanas. No entanto, dada a cristalinidade e o carater hidr6fobo dos

polimeros utilizados é expectavel que as % de absorcao fossem baixas.

A perda de massa associada a cada provete ao longo das quatro semanas esta

sumariada na Tabela 3.11 e apresentada na Figura 3.46.

Tabela 3.11: Degradacao percentual dos provetes porosos, ao longo de quatro
semanas.

Perda de massa (%)
PCL 6800 PCL 6800/CB PCL 8502A PCL 8502A/CB
Semanal 0,33 +0,07 0,35+ 0,06 0,81 +0,18 0,73 +£0,20
Semana 2 -0,24 + 0,33 1,89 + 3,03 1,34 + 0,37 -0,15+ 0,53
Semana 3 -0,15+ 0,04 0,08 +£ 0,15 -0,30 £ 0,05 -0,06 £ 0,12
Semana4 -0,15+0,02 -0,51+0,07 -4,31+5,21 -0,17 £ 0,18
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Figura 3.46: Cinética da degradagao dos quatro tipos de provetes ao longo de
quatro semanas.

A degradacgao de todos os materiais é muito reduzida, devido a sua natureza
hidréfoba. O pico de degradacao do composito de PCL 6800 ocorre na segunda se-
mana e, a excecao da quarta semana, a perda de massa é sempre superior quando

comparada com a do seu homopolimero. A degradagao da PCL 8502A é superior
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a do seu compdsito apenas nas duas primeiras semanas. Enquanto que as degrada-
¢oes da PCL 6800 e do PCL 8502A/CB foram estaveis ao longo das quatro semanas,
o PCL 6800/CB e a PCL 8502A apresentaram um pico acentuado de degradacao na
segunda semana. Apos a segunda semana a degradagao do PCL 6800/CB estabili-
zou, ao contrario da degradacao do PCL 8502A, que diminuiu abruptamente até a
quarta semana. Deste modo, a perda de massa é mais controlada apenas quando a
CB é incorporada na matriz da PCL 8502A. No entanto, dado que este teste foi ape-
nas realizado uma vez para cada tipo de material, seria conveniente repetir a analise

para confirmar o tipo de evolucao observada.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar dois compositos poliméricos com

aplicacoes biomédicas. Os compositos constituidos por PCL Capa 6800 e PCL Capa

8502A foram refor¢cados com o biopolimero produzido pela estirpe bacteriana P.

myrsinacearum e impressos tridimensionalmente por processo aditivo. Os principais

resultados da caracterizagao podem ser sumariados:

o biopolimero produzido pela P. myrsinacearum é celulose bacteriana (CB) de

estrutura semicristalina;

a CB é de natureza hidréfoba (6 =123°), ao contrario da CB reportada na lite-
ratura; este facto permite compatibilidade quimica com polimeros hidréfobos,
nomeadamente a PCL, que é um dos polimeros aprovados pela FDA para apli-

ca¢oes biomédicas;

as propriedades mecanicas da CB avaliadas por nanoindenta¢ao sao superiores

as reportadas na literatura;

a incorporagao da CB nos dois polimeros sintéticos de PCL tornou-os mais

hidrofobos e termicamente mais estaveis, uma vez que a Tg aumentou;

foram testados varios modos de impressao sendo que os provetes impressos

longitudinalmente apresentam o melhor conjunto de propriedades mecanicas;

os compositos impressos com porosidade apresentam moédulos de elasticidade
a tragao e a flexao superiores, comparativamente aos respetivos homopolime-

ros;

devido a natureza hidr6foba dos homopolimeros e dos compositos, a absorgao

e degradacao, em SBF, ao longo de um més é reduzida;

Como trabalho futuro é sugerido a otimizacao da producao da CB através,

por exemplo, de um biorreator e também da metodologia de extracao, de modo a

aumentar a sua pureza. Para além da impressao 3D dos compdsitos de PCL/CB,
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que apresentam propriedades mecanicas superiores aos homopolimeros de PCL,
seria interessante realizar a impressao 4D, através da qual se poderia estudar o
comportamento da CB em resposta a certos estimulos externos, tais como o pH e

a temperatura.
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Apéndice A - SEM

Figura A2: SEM da superficie da CB (superficie de secagem).
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Figura A5: Morfologia da superficie da CB numa zona de fratura.
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Figura A8: Morfologia do compésito PCL 6800/CB apds ensaio de tragao uniaxial.

A3



Apéndices

A4



Apéndice B - DMTA
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Figura B1: Curva de DMTA da PCL 6800 e respetivo composito (Frequéncia=2Hz).
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Figura B3: Curva de DMTA da PCL 6800 e respetivo composito (Frequéncia=5Hz).
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Anexo A - Ficha ICDD

Name and formula

Reference code: 00-003-0289
PDF index name: Native cellulose
Chemical formula: (CgH;,04¢),

Crystallographic parameters

Crystal systhem: Monoclinic
a (A): 8.3500

b (A) 10.2800

c (A): 7.9600
Alpha (°): 90.0000
Beta (°): 102.0000
Gamma (°): 90.0000

Measured density (g/cm?): 1.60
Volume cell (10% pm?): 668.34

RIR: -

Subfiles and Quality

Subfiles: Organic
Forensic
Polymer

Quality: Doubtful (O)
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Comments

General comments: Volume of the unit cell = 668 A3
Reflections obtained from fiber diagram with uncertainty in intensity ratios.
Reason "O"quality: O assigned because average D2q is 0.058

References

Primary reference: Andress., Z. Phys. Chem (Leipzig), 136, 279,(1928)

Peak list

No. h k 1 d[A] 2Theta[deg] I[%]
1 -1 0 1 6.28000 14.091 20.0

2 5.94000 14.902 80.0
3 -1 1 1 5.37000 16.494 70.0
4 1 0 1 5.11000 17.340 20.0
5 0 2 1 4.30000 20.634 60.0
6 0 0 2 3.89000 22.842 100.0
7 1 3 0 3.16000 28.218 40.0
8 -1 2 2 3.07000 29.063 40.0

9 2.94000 30.378 40.0

10 1 3 1 2.86000 31.249 40.0
11 3 1 0 263000 34.062 60.0
12 -2 3 1 259000 34.605 40.0
13 0 4 0 257000 34.882 80.0
14 -2 3 2 233000 38.610 40.0
15 2 4 0 217000 41.584 60.0
16 1 2 3 212000 42.612 20.0
17 3 0 2 2.04000 44.370 20.0
18 -4 1 2 1.95000 46.535 40.0
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