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RESUMO

Com o crescente interesse em nanocompdsitos que apresentem propriedades fisicas
e/ou quimicas unicas a partir da combinagao otimizada entre materiais organicos e
inorganicos, as reagbes multicomponentes (RMCs) se destacam como uma
abordagem promissora, visto que sua sintese é simplificada, com poucas etapas de
purificagéo, elevada eficiéncia, economia de atomos e reduz a geragéo de residuos.
Neste contexto, entre as reagdes multicomponentes, a reagdo de Ugi, combina até 4
componentes, sendo uma amina um acido carboxilico, um isocianeto e um aldeido,
destacando-se como uma ferramenta valiosa para a funcionalizagdo de materiais
gerando compdsitos de alto valor agregado com combinagéo de propriedades. Neste
estudo, utilizamos nanocelulose bacteriana (NCB) e nanotubos de titanato (NtsTi),
materiais conhecidos por suas propriedades singulares. A NCB é resistente a tracao,
biocompativel, apresenta baixa citotoxicidade e elevada area superficial, além de ser
amplamente aplicada na éarea médica, enquanto os NtsTi, tém morfologia
nanométrica, resisténcia mecanica, elevada area superficial, propriedades
fotocataliticas e antimicrobianas, o que os faz serem amplamente utilizados em
implantes 6sseos. Ambos os materiais possuem grupos hidroxila em suas superficies,
permitindo modificagbes. Para sintetizar um nanocompdésito unindo as propriedades
da NCB e do NtsTi, inicialmente foi preparado os NtsTi por meio do método
hidrotérmico alcalino seguido da silanizagao com 3-aminopropiltietoxisilano (APTes).
A NCB foi produzida a partir da bactéria Komagataeibacter Hansenii e posteriormente
oxidada com 2,2,6,6-tetrametil-1-piperinoxilo (TEMPO). Utilizamos a NCB oxidada,
juntamente com o NtsTi silanizado, o ciclohexilaisocianeto e o benzaldeido para
sintese do nanocompdésito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH. Os materiais sintetizados
foram caracterizados por MEV, EDS, MET, FTIR, DRX, TGA, RMN '3C e avaliado a
atividade antimicrobiana contra as bactérias S. aureus e E. coli. Os NtsTi foram
formados com estruturas tubulares com didmetro de 10,83 nm. Através das técnicas
espectroscopicas foi possivel confirmar a silanizagao dos NtsTi com didametros de
7,85 nm. A nanocelulose bacteriana foi formada com fibrilas de didmetro entre 57 a
75 nm, as técnicas espectroscopicas também confirmam a efetiva oxidacdo da NCB.
Através das técnicas espectroscépicas de FTIR e RMN '3C foi confirmada a formagéo
do nanocompdsito a base de NtsTi-Si(CH2)sNH2 e NCB-COOH obtido através da
reagcao multicomponente de Ugi. No teste de atividade antimicrobiana do
nanocomposito (NtsTi-Si(CH2)sNH2-NCB) apresentou um halo de inibicdo de 9 e 15
mm para as bactérias S. aureus e E. coli, respectivamente, sugerindo que a RMC de
Ugi produziu um nanocompdsito com propriedades antimicrobianas, aproveitando as
caracteristicas da NCB e dos NtsTi.

Palavras-chaves: Nanocelulose bacteriana; Nanotubo de titanato; Reacao
Multicomponente de UGI; Funcionalizagao; Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

With the great interest in nanocomposites that present unique physical and/or
chemical properties from the optimized combination of organic and inorganic
materials, multicomponent reactions (RMCs) stand out as a promising approach, since
their synthesis is simplified, with few purifications steps, high efficiency, atoms saving
and reduces waste generation. In this context, the ugi multicomponent reaction
combines a primary or secondary amine, a carboxylic acid, an isocyanate and an
aldehyde, excelling as a powerful tool for the functionalization of materials, creating
compounds with high-value-added and combined properties. For this study, it was
used bacterial nanocellulose (BNC) and titanate nanotubes (NtsTi), materials known
for their unique properties. BNC is tensile strength, biocompatible, has low cytotoxicity
and high surface area, in addition to being widely applied in the medical field, while
NtsTi has nanometric morphology, mechanical resistance, high surface area,
photocatalytic and antimicrobial properties, which makes them are widely used in bone
implants. Both materials have hydroxyl groups on their surfaces, allowing
modifications. To synthesize a nanocomposite combining the properties of NtsTi and
BNC, NtsTi was initially prepared using the alkaline hydrothermal method followed by
silanization with 3-aminopropylthiethoxysilane (APTes). BNC was produced from the
bacterium Komagataeibacter Hansenii and subsequently oxidized with 2,2,6,6-
tetramethyl-1-piperinoxy (TEMPO). It was used an oxidized BNC in the UGI MCR, with
silanized NtsTi, cyclohexyl isocyanate and benzaldehyde for the synthesis of the
NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH nanocomposite. The synthesized materials were
characterized by SEM, EDS, TEM, FTIR, XRD, TGA, ¥C NMR and evaluated the
antimicrobial activity against the bacteria S. aureus and E. coli. NtsTi was formed with
tubular structures with a diameter of 10.83 nm. Using spectroscopic techniques, it was
possible to confirm the silanization of NtsTi with diameters of 7.85 nm. Bacterial
nanocellulose was formed with fibrils with a diameter between 57 and 75 nm,
spectroscopic techniques also confirmed the oxidation of NCB. Using FTIR and '3C
NMR spectroscopic techniques, the formation of the nanocomposite based on NtsTi-
Si(CH2)sNH2 and NCB-COOH obtained through the Ugimulticomponente reaction was
confirmed. The results in the antimicrobial activity test showed an inhibition halo of 9
and 15 mm in the bacteria S. aureus and E. coli, respectively, for the nanocomposite
with 200 mg of NtsTi-Si(CHz2)sNHz2 and 50 mg of NCB-COOH , indicating that Ugi MCR
produced a nanocomposite with antimicrobial properties, taking advantage of the
characteristics of BNC and NtsTi.

Keywords: Bacterial nanocellulose; Titanate nanotube; UGI Multicomponent
Reaction; Functionalization; Antimicrobian activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Possiveis estruturas obtidas na formagdao de compésitos:
microcompoésito, nanocomposito intercalado e nanocompésito esfoliado. ..... 23
Figura 2. Representacao esquematica das reagcées multicomponentes (RMCs)

envolvendo 3-componentes (a) ou 4-componentes (b).........ccccvreeeenciiiiiiiinnneenns 25
Figura 3. Exemplos de Reagcdes Multicomponentes........ccc..cccoiiriimmmmmemenisnnnnnnnnn 25
Figura 4. Esquema geral da reagdao multicomponente de Ugi. ........cccceveeereeennnnes 26
Figura 5. Proposta de mecanismo para a reagao de Ugi.......cccccovmmrmminrmmrmnnnninneas 27
Figura 6. Sintese de carboxamida-F-MWCNTs pela reagao de Ugi....c........cceeeuus 28

Figura 7. Estrutura cristalina do TiO2: (a) anatase;( b) rutilo; e (c) brookita ..... 30
Figura 8. Representagiao esquematica da sintese dos Nanotubos de titanato
(NtsTi) produzidos pela rota hidrotérmica alcalina ..............ccccmmrreeccciiiiiinnnneeenes 32
Figura 9. Representacao do mecanismo de silanizagado dos nanotubos de
titanato (NtsTi) (a) Hidrolise do APTes em Silanol; (b) Condensagao do silanol
com a hidroxila (OH) do nanotubo de titanato e formagao do nanotubo de

titanato silanizado. ... —— 33
Figura 10. Estrutura molecular da nanocelulose..........cccccooimmrmciiimmecccnirececne s 35
Figura 11. Processo de formagao das fibrilas e membrana de nanocelulose
bacteriana a partir da bactéria Gluconacetobacter.............cc.cccorveemceerrrrnncerrreennnn. 35
Figura 12. Orientagao das microfibrilas na estrutura da celulose polimorfa a) | -
paralela e b) Il - antiparalela...............cooo e 37
Figura 13. Estruturas propostas para a celulose la (triclinica) e I (monoclinica).
................................................................................................................................. 38
Figura 14. Representacao das funcionalizagdes de nanoceluloses................... 41
Figura 15. Reacao de Oxidagao via TEMPO. ............coomriirremccccirr e e 42
Figura 16. Representacao de acao da oxidagcao da nanocelulose bacteriana
mediada via TEMPO/NaBI/NaCIO ...........ccoeemmmmmmmmmmmmmmmmmeeeeeeeenneesessesssssssssssssssssssnnnns 43

Figura 17. Metodologia adotada para obtencao do nanocompésito composto
pela nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-COOH) e nanotubos de
titanato silanizados (NTsTi-Si(CH2)3sNHz) através da reagao multicomponente de

Figura 18. Reagdo multicomponente de Ugi utilizando nanocelulose bacteriana
(NCB-COOH), nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2)sNH2), ciclohexilisocianeto e

[0=1 3 V2= 1 [ =1 1o o PSP 45
Figura 19. Representacdo esquematica dos procedimentos adotados para a
producdo da nanocelulose bacteriana (NCB). ..........cccoviimmmiinccccineeinneccis 46
Figura 20. Representagcdo esquematica dos procedimentos adotados para a
purificacdo e secagem da nanocelulose bacteriana (NCB)..........ccccccevemememennnnnnes 47
Figura 21. Representacdo esquematica dos procedimentos adotados para a
oxidagao da nanocelulose bacteriana (NCB-COOH) via TEMPO........................ 48

Figura 22. Representacdao esquematica dos procedimentos adotados para a
sintese dos nanotubos de titanato (NtsTi) pelo método hidrotérmico alcalino.



Figura 23. Representagcdao esquematica dos procedimentos adotados para a
silanizagao dos nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2z)sNHz) via APTes.............. 49
Figura 24. Representacdao esquematica dos procedimentos adotados para a
sintese do nancomopésito (NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) via reagéao
multicomponente de Ugi entre a nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-
COOH) e do nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2). ..................... 51
Figura 25. Membrana de nanocelulose bacteriana (a) na forma hidrogel apés
etapa de purificagcao; (b) na forma de membrana apés etapa de secagem em gel

Lo =] 55
Figura 26. Espectro De FTIR da nanocelulose bacteriana (NCB), linha azul e da
nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH), linha vermelha........................ 56

Figura 27. Difratograma de Difragcdo de raios-X (DRX) da nanocelulose
bacteriana (NCB), linha azul e da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH),
linha vermelha ... e 59
Figura 28. Micrografias de Microscopia eletronica de Varredura (MEV) (a)
nanocelulose bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-

Figura 29. Micrografia de Microscopia eletrénica de Transmissao (MET) (a)
nanocelulose bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-

Figura 30. Regidao analisada na espectroscopia de raios-X por dispersao em
energia (a) nanocelulose bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada
1301103 = 200 10 ] - 62
Figura 31. Espectro de FTIR. (a) nanotubo de titanato (NtsTi), linha vermelha; (b)
nanotubo de titanato funcionalizado com APTes (NtsTi-Si(CH2)3NH2), linha
= .4 | 63
Figura 32. Difratograma de Difragdao de raios-X em pé (DRX) (a) nanotubo de
titanato (NtsTi), linha azul e (b) nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-
Si(CH2)3NH2), linha vermelha ... 66
Figura 33. Micrografia de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (a)
nanotubo de titanato (NtsTi) e (b) nanotubo de titanato funcionalizado com
APTes (NtsTi-Si(CH2)aNH2). ....ccoovviiiiiiiiriieieeereeeieerrrr e 67
Figura 34. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) (a)
nanotubo de titanato (NtsTi) e (b) nanotubo de titanato funcionalizado com
APTes (NtsTi-Si(CH2)3NH2). ....ccooeeeieeeeeeeeeeeeeererre e 68
Figura 35. Regidao analisada para o espectro da Espectroscopia de raios-X por
dispersao em energia (EDS) (a) nanotubo de titanato (NtsTi) e (b) nanotubo de
titanato funcionalizado com APTes (NtsTi-Si(CH2)sNH2). ..., 69
Figura 36. Reacdao multicomponente de Ugi utilizando nanocelulose bacteriana
(NCB-COOH), nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2)sNH2), ciclohexilisocianeto e
[0 =T 0 b2 1o L= Lo [T 70
Figura 37. Espectro de FTIR do nanocompésito NtsTi-Si(CH2)3NH2/NCB-COOH
(linha vermelha), obtido a partir da reagao multicomponente de Ugi entre entre
o NtsTi-Si(CH2)3NH2, (linha azul) e NCB-COOH (linha rosa). ....cccc..ccccovvvrrrrneennns 71



Figura 38. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 13C do nanocompésito
NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH ..........ccooeiiiiiiiiieieieressnnssnssssesssssssssss s ssssssssssnnnns 73
Figura 39. Difratograma de Difragao de raios-X (DRX) do nanocompoésito NtsTi-
Si(CH2)3NH2/NCB-COOH (linha azul), obtido a partir da reagao
multicomponente de Ugi entre o NtsTi-Si(CH2)3NH2, (linha vermelha) e NCB-
COOH (liNh@ rosa)........ccccciiiiiiii s 75
Figura 40. Espectro de TGA do nanocompdésito NtsTi-Si(CH2)3NH2/NCB-COOH
(linha preta) o NtsTi-Si(CH2)3NH2 (linha vermelha) e NCB-COOH (linha azul). 76
Figura 41. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do
nanocompaosito obtido a partir da reagcao multicomponente de Ugi entre o NtsTi-
Si(CH2)3NH2 @ NCB-COONH.........ccccoi s sssnas 77
Figura 42. Micrografia de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) do
Nanocompdésito obtido a partir da reagao multicomponente de UGI entre o NtsTi-
Si(CH2)3NH2 @ NCB-COOH.........ccccccirnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnns 78
Figura 43. Regidao analisada para o espectro da Espectroscopia de raios-X por
dispersao em energia (EDS) do nanocompésito obtido a partir da reagao

multicomponente de Ugi entre o NtsTi-Si(CH2)3NH2 e NCB-COOH................... 79
Figura 44. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato (NtsTi) nas
bactérias (a) Escherichia coli e (b) Staphylococcus aureus..............cccceerrrrreeeeee. 80
Figura 45. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato silanizados
(NtsTi-Si(CH2)3NH2) na bactéria Escherichia COli.............ceuummmmimmmmemmmmnmnnenenennnnnnn. 80
Figura 46. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato silanizados
(NtsTi-Si(CH2)3sNH2) na bactéria Staphylococcus aureus.............cccueeeeeeeeeeeeeeennns 81
Figura 47. Atividade antimicrobiana do nanocompésito NtsTi-Si(CH2z)sNH2/NCB-
COOH na bactéria Escherichia Coli .........cceuueciiiiiiiimiiiicccs s 83

Figura 48. Atividade antimicrobiana do nanocompésito  NtsTi-
Si(CH2)3NH2/NCB-COOH na bactéria Staphylococcus aureus...............ccceveeeeee. 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Possiveis aplicagoes da NCB..........cccceeeeciiiiniinnnricss e 39
Tabela 2. Relagao da concentragdao do nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-
Si(CH2)sNH2) e da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) na sintese do

(g F=TaLoXoToT ¢ Y e Lo =3 ] Lo Je =T U Lo RSP RRTROt 50
Tabela 3. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigacao dos grupos
funcionais da nanocelulose bacteriana (NCB)...........ccccciiiiiiiiiniinnnn, 57
Tabela 4. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigacao dos grupos
funcionais da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH)...............ccceeeeeen. 58
Tabela 5. Resumo dos espectros de FTIR-KBr na investigagdao dos grupos
funcionais do nanotubo de titanato (NtsTi).......cccccceiiiiiiriec e, 63

Tabela 6. Resumo dos espectros de FTIR-KBr na investigagcao dos grupos
funcionais do nanotubo de titanato (NtsTi) e o nanotubo de titanato silanizado

(L LR RS TT{0 5 T\ o ) TR 64
Tabela 7. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigacao dos grupos
funcionais do nanocompdsito NtsTi-Si(CH2)3NH2/NCB-COOH. .............ccceeeee. 72
Tabela 8. Deslocamentos quimicos (8 ppm) de Ressonancia Magnética Nuclear
13C do nanocompoésito (NtsTi-Si(CH2)3NH2- NCB-COOH) .........cceemmmmmmmemmnnnnnnnns 74
Tabela 9. Valores de halo de inibigao obtidos para a bactéria E. coli................ 81
Tabela 10. Valores de halo de inibicao obtidos para a bactéria S. aureus 81

Tabela 11. Relagcao das proporcoes de NCB-COOH e NtsTi-Si(CH2)3NH2
utilizados na sintese do NANOCOMPOSItO. ......cceuueriiiiiiiiiiini e 82
Tabela 12. Valores de halo de inibigao obtidos para a bactéria E. coli.............. 83

Tabela 13. Valores de halo de inibicdo obtidos para a bactéria S. aureus 84



1D

APTes

ATR

CPMAS

CMCM

CME-UFPR

DRX

E. coli

EDS

FTIR

H-S

LabRMN

LAPREBB

MET

MEV

MWCNTs

NCB

NCB-COCH

NtsTi

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Unidimensional
3-Aminopropiltrietoxisilano
Reflexdo Total Atenuado

Central Analitica Multiusuario da Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana Campus Medianeira
Centro Multiusuario de Caracterizacbes de Materiais

Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do

Panara

Difratometria de Raios-X

Escherichia coli

Espectroscopia por Energia Dispersiva

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourrier
Hestrin Schramm

Laboratdrio de Ressonéancia Magnética Nuclear

Laboratorio de Pesquisa Relacionada a Biomassa e Bioenergia
Microscopio Eletrénico de Transmissao

Microscopio Eletrénico de Varredura

Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas

Nanocelulose Bacteriana

Nanocelulose Bacteriana Oxidada

Nanotubos de Titanato



NtsTi-Si(CH2)sNH2 Nanotubos de Titanato Silanizados

RMCs Reacao Multicomponente

RMN 3C Ressonancia Magnética Nuclear '3C

S. aureus Staphylococcus aureus

TEMPO N-Oxil-2,2,6,6-Tetrametilpiperidina

TGA Analise Termogravimétrica

UTFPR Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

UFPR Universidade Federal do Parana



SUMARIO

S| Nt 1T 01U 03X o 18
b O 1 = N | I V0 1 20
2.1 ODbjetivo Geral...........ooeeeiiiiiiiieiieeeeieei e 20
2.2 Objetivos ESPeCIfiCOS ....c.uuuuiiiiiiiiiiiiccrsr s s e s s r e e s 20
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........ceetereeeetereeeeteseessessse e s sassesessssssesesssssssensssssesenes 21
3.1 Atividade Antimicrobiana...........cccceviiiiiiiiiiiiiisir i —————— 21
S22 1 =T Vo Xo o 4T o o X7 1 o X= 70 22
3.3 Reagoes Multicomponentes............covceciiiiieciiirsccs s s s s e s e e s s e e s s e eenas 24
3.4 Diéxido de Titanio e seus derivados NanoOMEtriCoS.........cccvvrrrrmrrmrsrnnnnsssnnsssnnnnnnnn 29
3.5 Nanocelulose Bacteriana (NCB).........ccceeuciiiiiiiiiicccsns s rrrrsesssssss s s s e s smssssss s eeenes 34
4  METODOLOGIA ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnnnnnnnnas 44
41 Producdo da Nanocelulose Bacteriana (NCB).........cccccevvmmmimmmmmmmmmmsesnnssnssssnnnnnnn: 45
4.1.1 Microrganismo, indculo e condigdes de CUltivo ...........cceviiiiiiiii i, 46
4.1.2 Purificacdo das membranas de nanocelulose bacteriana...............c..ocoovviiiiinnnnnnn. 47
4.1.3 Funcionalizagcdo da Nanocelulose Bacteriana via oxidagao mediada por
TEMPO (NCB-COOH) ...ttt 47
4.2 Sintese dos Nanotubos de Titanato (NtSTi)........cccevriirmrrimmmimmmmmmnneeeenrrreereeeeeen 48
4.2.1 Silanizacao dos Nanotubos de Titanato com APTES .........ccevviiiviiiiiiiiiiiieeene, 49
4.3 Reacao Multicomponente de Ugi .........ccooiimmiimmmiiiniiiiicnsss s 50
4.4 Caracterizagao dos materiais sintetizados..........ccccevvvviriiiiiiiinninneeee 51
4.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de raios-X
por dispersao em energia (EDS) .........ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 51
4.4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) ... 51
4.4.3 Difragédo de raios-X em po (DRX) ....cooviiiiiiiiii 52
4.4 .4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) .............. 53
4.4.5 Analise TermogravimetriCa (TGA)......uuu et 53
4.4.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN C)............cccoceveiiieiieennns 53
4.4.7 Atividade antimiCrobiana............. oo 53
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cccorirerecreerereseseesessesssssssessesssssssssssssessessssssssssens 55
5.1 Sintese e caracterizagdo da nanocelulose bacteriana (NCB) e da
nanocelulose bacteriana funcionalizada com TEMPO (NCB-COOH)...........cccoccciuuneee 55
5.2 Sintese e caracterizagdo do nanotubos de titanato (NtsTi) e do nanotubos de
titanato silanizado com APTes (NtsTi-Si(CH2)sNH2). .......coovviiiiimimiiccceeene e 62

5.3 Reagdo Multicomponente de UGI............ccoomiiiiieecciiiiiirrrrce s s s s 70



5.4 Atividade antimiCrobiana.........ccuveireiireireireirrrr s ras s sasssnsssnssenssennsennns
B CONCLUSAOD .......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesassseesssaasseessasasneessssasneesassssnsassssssnneesssssnnessssssnseesssnsns
T ETAPAS FUTURAS ... e iieeiieeiireeiremsasesssseassemssssansssenssssnssssenssrenssssnnssrenssssnssssensnrens

REFERENCIAS



18

1 INTRODUGAO

A busca por estruturas estaveis e com suas propriedades intrinsecas
aprimoradas tem elevado o desenvolvimento de nanocompdsitos, a fim de obter
materiais com aplicagdes avangadas em diversas areas, incluindo engenharia e
medicina (Rodrigues et al., 2023; Lee et al., 2018).

Os nanocompadsitos sao materiais formados pela combinagéo de dois ou mais
materiais, no qual um dos materiais possui a0 menos uma de suas dimensdes na
escala nanométrica (Masson e Belino, 2021; Callister e Rethwish, 2019).

A combinacao de dois ou mais constituintes distintos, com propriedades fisicas
e/ou quimicas diferentes, resulta em um nanocompdsito com caracteristicas uUnicas,
gerando um desempenho final superior, devido a combinagcdo otimizada de
propriedades (Callister e Rethwish, 2019). Nesse sentido, a investigagao de sinteses
de nanocompadsitos torna-se de suma relevancia para o desenvolvimento tecnolégico
e 0 processo de criagao, inovagao e aplicagdo de tecnologias avangadas.

As reacdes multicomponentes (RMCs) tém sido vistas como uma alternativa
para descricdo de uma sintese ideal, pelo fato destas reagcbes apresentarem numero
reduzido de etapas, reducido na formacgao de subprodutos e residuos, possibilidade
de automagao, menor numero de processos de purificacdo, e principalmente, a
possibilidade de formagao de uma ampla variedade de compostos com aplicacbes
tecnolégicas e industriais (Melo e Silva, 2016).

Envolvendo trés ou mais reagentes em um mesmo meio reacional, as rea¢oes
multicomponentes sdo amplamente utilizadas para gerar compostos mais complexos
a partir dos materiais de partida simples, consequentemente, agregando as
propriedades destes ao material final (Rogerio et al., 2016).

Dentre as reagdes multicomponentes, a reagao de Ugi € uma condensacéao de
quatro componentes: acido carboxilico, amina primaria ou secundaria, um aldeido e
isocianeto, gerando dipeptideos. Desse modo, as caracteristicas e estrutura final do
composto irdo variar conforme os componentes primarios utilizados na reagao de Ugi
(Yazdani et al., 2022; Patil et al., 2016; Afshari e Shaabani, 2018; Ostreng, 2009).

Com isso, as RMCs sao um campo emergente da ciéncia dos materiais que
envolve transformagbes quimicas através da funcionalizagdo de superficies,
introduzindo grupos desejados por meio de reagdes quimicas, conferindo

caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas diferentes daquelas originalmente
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encontradas na superficie do material. Essa abordagem permite sua aplicagdo em
diversas areas, como na industria farmacéutica, médica, biossensores, tratamento de
agua e catalisadores (Afshari e Shaabani, 2018).

Estudos apontam como uma area em ascensao dentro das modificacbes
quimicas o uso da nanocelulose bacteriana (NCB), bem como, materiais derivados
do oxido de titanio (TiO2), uma vez que a incorporagcdo de metais na matriz de
membrana de nanocelulose € interessante devido as propriedades antibactericidas

associadas a alguns metais (Fischer, 2017; Yazdani et al., 2022; Reazei et al., 2016).).

Os nanotubos de titanato (NtsTi), derivado do TiO2, exibem excelentes

propriedades fisico-quimicas, como elevada area superficial especifica, estabilidade
quimica e atividade antimicrobiana (Neta et al., 2020). A partir disso, uma aplicagéo
que tem recebido atengdo € o uso desse material em revestimento de implantes
0sseos, uma vez que apresenta bons resultados em termos de atividade celular e
recuperacgao 0ssea (Obando et al., 2019).

A nanocelulose bacteriana (NCB) tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica devido a suas propriedades uUnicas, como elevada area
superficial, grau de pureza, e indice de cristalinidade, resisténcia a tracao,
metabolicamente inerte, biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e capacidade de
retencao de agua (Farooq et al., 2020). Essas caracteristicas tornam a NCB altamente
visada nos campos médico e farmacéutico, com aplicagcdes que incluem regeneragao
de tecidos, implantes dentais e de artérias, tratamento de feridas e transplantes de
vasos sanguineos (Thompson et al., 2019).

Dentro desse contexto, este trabalho tem como objetivo sintetizar um
nanocomposito a base de nanocelulose bacteriana e nanotubos de titanio através da
funcionalizagdo via reagdo multicomponente de Ugi. A partir disso, avaliar as

propriedades antimicrobianas do nanocompdsito sintetizado.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo sintetizar um nanocompdsito a base de
nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-COOH) e nanotubos de titanato

silanizados (NtsTi-Si(CHz2)sNH2) através da reagao multicomponente de Ugi.

2.2 Objetivos Especificos

a) Produzir a nanocelulose bacteriana (NCB) a partir da bactéria
Komagataeibacter hansenii,

b) Funcionalizar a nanocelulose por meio da oxidagcdo com o agente oxidante
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO);

c) Sintetizar os nanotubos de titanato (NtsTi) pelo método hidrotérmico alcalino;

d) Funcionalizar os nanotubos de titanato por meio da silanizacdo com 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTes);

e) Sintetizar o nanocompdésito a base de nanocelulose bacteriana (NCB-COOH)
e 0 nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CHz2)sNH2) através da reagao
multicomponente de Ugi;

f) Caracterizar os materiais sintetizados através das técnicas espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissdao (MET),
espectroscopia por energia dispersiva (EDS), difracdo de raios-X (DRX),
analise termogravimétrica (TGA), ressonancia magnética nuclear 3C (RMN
130);

g) Avaliar a atividade antimicrobiana dos materiais sintetizados frente as cepas
Escherichia coli e Staphylococcus aureus como potencial aplicagoes

biomédicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Atividade Antimicrobiana

Durante o decorrer da histéria da humanidade, houve inuUmeras ameacas por
bactérias e outros microrganismos que causam diversas infeccdes e doencgas
relacionadas a patégenos, causando problemas sociais e perdas econémicas (Duan
et al., 2022).

Para buscar solucionar as ameagas geradas pelos microrganismos
patogenos, incluindo bactérias, fungos e virus, uma imensa variedade de
medicamentos foi desenvolvida com o passar dos anos. No entanto, devido ao uso
excessivo dessas substancias antimicrobianas, novos problemas e riscos a saude
humana surgiram, como as bactérias multirresistentes, por
exemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e a enterococos resistentes
a vancomicina (Duan et al., 2022; Makvandi, et al., 2020; Pitout et al., 2022).

Dentre os patdégenos bacterianos mais comuns em humanos, tem-se a S.
aureus, a qual coloniza de forma assintomatica aproximadamente 20% da populacao
em geral, causando uma variedade de doencas agudas e crénicas, incluindo
intoxicacdo alimentar, sindrome de choque téxico, pneumonia e infeccbes
hospitalares devido a sua versatilidade em adaptar-se rapidamente a mudancas de
ambientes (Bleul et al., 2022; Reis et al., 2020).

Da mesma forma, infec¢gbes causadas pela bactéria Escherichia coli atingem
grande parte da populacdo, uma vez que esta ligada ao consumo de alimentos ou
agua contaminados. Sendo considerada uma patogénica extraintestinal, € a causa
mais comum de infecgdes urinarias e de infecgdes da corrente sanguinea, e principal
causadora de sepse, hospitalizagao e obitos ao redor do mundo (Reis et al., 2020;
Pitout et al., 2022).

Portanto, ha o crescente desenvolvimento de materiais antimicrobianos com
maior eficiéncia e multifuncionalidade, os quais incluem moléculas, macromoléculas,
polimeros, ceramicas, metais ou nanocompdsitos que contenham propriedades
antimicrobianas contra bactérias, fungos e virus, a fim de superar a problematica

das bactérias multirresistentes (Duan et al., 2022; Makvandi,et al., 2020).
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3.2 Nanocompésitos

A busca por materiais inovadores que contenham propriedades
antimicrobianas surge por meio da manipulagdo de atomos e moléculas, alterando
assim, suas propriedades intrinsecas e obtendo estruturas otimizadas com
aplicagbes avangadas em diversas areas, incluindo as industrias meédicas e
farmacoldgicas (Rodrigues et al., 2023; Duan et al., 2022).

Fato que tem levado a produgao em larga escala de materiais, denominados
de nanocompésitos (Lee et al., 2018). Um compdsito é produzido pela combinagao
de dois ou mais constituintes diferentes, com propriedades fisicas e/ou quimicas
distintas entre si, resultando em um material final que possui a combinagao otimizada
das propriedades (Callister e Rethwish, 2019).

Os nanocompdsitos constituem uma classe de materiais formados por
hibridos de materiais, entre eles, organicos e inorganicos, por meio da combinagao
de uma matriz (fase continua) e uma fase dispersa (ndo continua) que tenha ao
menos uma de suas dimensdes na escala hanométrica, como nanoparticulas (zero-
dimensional), nanotubos (unidimensional) e nanoplaquetas (bidimensional) (Callister
e Rethwish, 2019). Tais materiais sao facilmente sintetizados e podem exibir
propriedades mecanicas, elétricas, opticas, dentre outras, aperfeicoadas quando
comparados aos compositos em que a fase dispersa é formada por macroestruturas
(Lee et al., 2018; Ates et al., 2020).

De acordo com as dimensdes da fase dispersa, os compdsitos podem ser
classificados em microcompdsito, nanocompdsito intercalado e nanocompdsito
esfoliado (Figura 1) (Ates et al., 2020). Nos microcompdsitos, a fase dispersa é
composta por estruturas de escala micrométrica, onde a fase dispersa é formada por
nanomateriais aglomerados, sem que haja uma intercalacédo na matriz polimérica,
resulta em um compadsito com fases distintas (Martins et al., 2022).

Ja no nanocompdsito intercalado, ocorre uma intercalacdo entre as cadeias
poliméricas e o reforgo, propiciando uma dispersao incompleta com regides de maior
ou menor concentracao do reforgco. Diferentemente do nanocompdsito esfoliado,
onde o reforgo € uniformemente disperso na matriz, logo, para a maioria das
aplicagoes, esse tipo de estrutura € a mais desejada, pois possibilita uma melhor

distribuicdo do reforco na matriz polimérica. Porém, para cada tipo de estrutura
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obtida (ou nivel de dispersao) as caracteristicas fisicas, mecanicas, épticas, entre

outras, serdo distintas nos nanocompasitos resultantes (Martins et al., 2022).

Figura 1. Possiveis estruturas obtidas na formagao de compoésitos: microcompésito,
nanocompadsito intercalado e nanocompdésito esfoliado.

Reforco (particula) Matriz (polimero)

Microcompdsito Nanocompdsito

Nanocompasito
intercalado P

esfoliado
Fonte: Autoria Prépria (2023).

A sintese de nanocompdsitos deve promover uma distribuicdo uniforme do
nanomaterial na matriz, assim como uma boa adesao da interface entre os dois
componentes, sendo que os principais métodos de sintese, incluem mistura simples
dos componentes, polimerizagao da matriz in situ, e sintese das nanoparticulas in
situ (Ates et al., 2020).

O método de mistura simples € um dos mais empregados na sintese de
nanocompositos devido a sua facilidade operacional, uma vez que é realizado pela
dispersdo das nanoestruturas em solugao polimérica seguida da evaporagédo do
solvente, resultando, na formacg&o de uma estrutura intercalada (Martins et al., 2022).

Devido a crescente utilizagdo de nanocompdsitos em aplicagdes em diversos
materiais, incluindo plasticos, borracha, revestimentos, adesivos, tem-se a

importancia da preparacao de nanocompadsitos com componentes provenientes de

recursos biorrenovaveis e biodegradaveis, como a celulose e a borracha natural
(Ates et al., 2020).

Portanto, diferentes nanocompdsitos podem ser produzidos dependendo da

natureza dos componentes de matriz e reforgo utilizados, assim como do método de
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preparagdo do nanocompdésito, que impactam diretamente no tipo de aplicagao
desejada para o material obtido (Martins et al., 2022). Assim, a investigagao de rotas
de sintese de nanomateriais torna-se de suma importante para o desenvolvimento

dessa area.

3.3 Reagoes Multicomponentes

A busca por rotas sintéticas de nanomateriais que apresentem bons
rendimentos e pureza do produto final, cuja condigdes reacionais sejam
ambientalmente corretas, e que sigam os principios da quimica verde, tem chamado
a atencdo da comunidade cientifica (Ingold et al., 2017).

Neste contexto, as reagcdes multicomponentes (RMCs) tém sido vistas como
uma alternativa para descricdo de uma sintese ideal, visto que apresentam tanto
vantagem ambientais como econdmicas, as quais incluem um numero reduzido de
etapas e processos de purificagdo, uma economia de atomos, além de gerarem
menos residuos, e apresentarem elevada eficiéncia e facilidade de operacional
(Pettignano et al., 2020; Patil et al., 2016).

Além disso, as RMCs sdo bastante flexiveis e apresentam a possibilidade de
formacado de uma ampla variedade de compostos, por meio da alteracéo sistematica
de reagentes, produzindo um extenso numero de substancias diversificadas
estruturalmente, as quais podem apresentar diferentes propriedades, como
atividade biologica ou até mesmo serem modificadas para tal fim (Melo e Silva, 2016;
Batalha, 2012).

Uma vez que as reagdes multicomponentes sao processos que envolvem
reagdes sequenciais entre trés ou mais reagentes, adicionados ao mesmo tempo a
mistura reacional, levando ao produto desejado de maneira convergente, agregando
caracteristicas dos materiais de partida, levando a compostos mais complexos a
partir de materiais de partida simples (Rogerio et al., 2016), conforme representado

na Figura 2.
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Figura 2. Representagado esquematica das reagdes multicomponentes (RMCs) envolvendo 3-
componentes (a) ou 4-componentes (b).
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Fonte: Autoria Propria (2023).

A reagdes multicomponentes surgem na literatura a partir de 1850 com a
publicacao da reacao de Strecker, posteriormente, outras reag¢des importantes foram
reportadas, como as reagdes de Hantzsch (1882), Biginelli (1891), Mannich (1917),
Passerini (1921), Ugi (1959), conforme representadas na Figura 3 (Rogerio et al.,
2016).

Figura 3. Exemplos de Rea¢des Multicomponentes.
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Fonte: Autoria Propria (2023).
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A nivel molecular, a formac¢ao do produto desejado ocorre por meio de uma
sequéncia de transformacgdes prévias, tornando uma molécula reativa a outro
reagente presente no meio reacional, logo, dependendo da reatividade dos
reagentes, o mecanismo da reagao prossegue através de etapas reversiveis ou
irreversiveis (Rogerio et al., 2016; Reddy et al., 2021). Sendo assim, as RMCs sao
classificadas em trés categorias: |) os materiais de partida, intermediarios e produtos
permanecem em equilibrio, enquanto os produtos ocorrem em uma mistura com os
materiais de partida ou os intermediarios; Il) todas as etapas ocorrem de forma
irreversivel; 1ll) as reagcdes elementares estdo em equilibrio, enquanto a ultima etapa
€ uma reacao irreversivel, deslocando o equilibrio para a formacado dos produtos
(Reddy et al., 2021)

Dentre as diversas reagdes multicomponentes, as reacdes a base de
isocianetos sao conhecidas como reagdes de Passerini e Ugi. Em 1921, Passerini
desenvolveu um sistema de trés componentes para a sintese de a-
aciloxicarboxamida, utilizando um acido carboxilico, um aldeido e um isocianeto
(Ingold et al., 2017).

Ja em 1959, o quimico alem&o lvar Karl Ugi realizou a primeira reagao
tetracomponente. A qual consiste em uma condensacédo de quatro componentes,
sendo um acido carboxilico (1), uma amina primaria ou secundaria (2), um aldeido
(3) e um isocianeto (4), formando derivados de a-aminoacilamida. Sendo assim, a
estrutura do composto final ira depender dos componentes primarios utilizados na
reacao de Ugi (Figura 4) (Yazdani et al., 2022; Patil et al., 2016).

Figura 4. Esquema geral da reagao multicomponente de Ugi.

0 0 O Rg
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

Como a reagao de Ugi € uma reacdo multicomponente a base de isocianetos,
todas as etapas estdo em equilibrio, exceto a ultima etapa que gera o produto final,
a-aminoacilamida, de forma irreversivel (Reddy et al., 2021).

Por ser uma reagcao amplamente empregada ha um grande interesse no
entendimento do mecanismo da rea¢cao multicomponente de Ugi (Ingold et al., 2017).

Alguns estudos sobre o mecanismo sao relatados, sendo que a rota mecanistica
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(Figura 5), de modo geral, envolve a condensagéo do grupo carbonilado (aldeido)
com a amina, gerando uma imina, a imina formada é protonada pelo acido
carboxilico, o qual vai gerar um ion iminio. Em seguida, ocorre a adigao nucleofilica
do isocianeto ao ion iminio, resultando no ion nitrilio, que sera atacado pelo
carboxilato em solugdo, produzindo um intermediario, que sofre um rearranjo de
Mumm, via migragao do grupo acil para o atomo de nitrogénio derivado da imina,
levando ao produto final de Ugi (Zhang et al., 2018; Ingold et al., 2017; Gabriel e
Heinze, 2018).

Figura 5. Proposta de mecanismo para a reagao de Ugi.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A reagao multicomponente de Ugi tem se destacado devido a abrangéncia de
componentes que podem ser utilizados em sua sintese, 0 que proporciona uma
ampla aplicagdo, incluindo a quimica combinatéria, quimica farmacéutica e
medicinal, devido a descoberta de aplicagdes bioldgicas e farmacoldgicas de alguns
dos produtos obtidos, (Rezaei et al., 2016; Ingold et al., 2017). Sendo uma reagao
utilizada para sintetizar uma variedade de peptideos com grande aplicabilidade
bioldgica, e até mesmo farmacos com as penicilinas (Rogerio et al., 2016).

Além disso, recentemente, diversos trabalhos relatam a funcionalizacdo de
materiais utilizando a reagao de Ugi, como na funcionalizagao de 6xidos de grafeno,

nanotubos de carbono e nanocelulose (Patil et al., 2016). Afshari e col. utilizaram a



28

reacao multicomponente de Ugi para modificar nanotubos de carbono de parede
multiplas (MWCNTSs) com o objetivo de tornar o material um carreador de drogas
para terapia de cancer. Nesse sentido, os quatro componentes utilizados para
sintetizar um nanocompdsito de carboxamida--MWCNT, incluem o benzaldeido,
anilina, MWCNTSs carboxilato e ciclohexilisocianeto (Afshari e Shaabani, 2018), como

representado na Figura 6.

Figura 6. Sintese de carboxamida-F-MWCNTs pela reacao de Ugi.
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Fonte: Adaptado de Afshari e Shaabani, 2018.

Nesse contexto, um dos campos emergentes interdisciplinares € o
acoplamento da ciéncia dos materiais com transformag¢des quimicas para a sintese
de materiais funcionalizados. Funcionalidade/modificacdo de superficie € o ato de
modificar a superficie dos materiais trazendo caracteristicas fisicas, quimicas ou
biologicas diferentes daquelas originalmente encontradas (Afshari e Shaabani, 2018;
Ostreng, 2009).

As modificacbes podem alterar as propriedades dos materiais, tais como,
estabilidade quimica, térmica e mecanica, propriedades eletrbnicas e opticas,
rugosidade, hidrofilicidade, carga superficial, energia e area superficial,
biocompatibilidade, reatividade, entre outros (John et al., 2015; Raja, 2016).

Os processos de funcionalizacao introduzem grupos desejados na superficie
dos materiais, com base nas reacdes quimicas, que mais tarde podem participar de
outras reagdes organicas para construir materiais funcionais de superficie aplicaveis
na industria farmacéutica e médica, imobilizacdo enzimatica, eletrodos,

biossensores, tratamento de agua, catalisadores, entre outros (Knoll, 2015).
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A funcionalizagdo dos materiais através de reag¢des multicomponentes
(RMCs) tem-se tornado atrativa, pois s&o procedimentos diretos que ndo tém a
necessidade de isolar ou purificar quaisquer intermediarios e a reagao pode ocorrer
com uma diversidade de substratos e materiais, levando a uma colegao de
moléculas com diversidade estrutural e complexidade molecular. Essas vantagens
levam a um custo reduzido, e com produg¢des de poluentes quase inexistentes
(Clarke et al., 2007; Anastas et al., 2010; Afshari e Shaabani, 2018).

Buscando a inovagao de materiais, a maioria dos progressos resultaram da
colaboracédo interdisciplinar, esta abordagem abre caminho para criagdo de
conhecimento inovador (Sheldon, 2012; Ostreng, 2009). Sendo assim, em conjunto
com as modificagdbes quimicas e a sintese de nanocompoésitos via reacao
multicomponente de Ugi que apresentem aplicagdes bioldgicas, ha o crescente
desenvolvimento de materiais formados pela incorporacao de derivados de metais

na matriz da membrana de nanocelulose (Fischer, 2017).

3.4 Diéxido de Titanio e seus derivados nanométricos

Um dos derivados de metais em ascensao na sintese de nanomateriais € o
diéxido de titanio (TiO2) pertencente a familia de 6xidos de metais de transi¢cdo. O
TiO2 é um sélido branco, amplamente utilizado na area de nanotecnologia devido as
suas propriedades fisicas, Opticas, elétricas e sua biocompatibilidade unica, além de
ser quimicamente estavel e inofensivo ao meio ambiente (Obando et al., 2019).

O dioxido de titanio apresenta trés estruturas poliformicas denominadas como
anatase, rutilo e brookita (Figura 7). Essas conformacdes sao definidas pela maneira
como o cation Ti** é coordenado por 6 atomos de oxigénio que se combinam ao

formar um octaedro distorcido (Neta et al., 2020).
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Figura 7. Estrutura cristalina do TiO2: (a) anatase;( b) rutilo; e (c) brookita.
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Fonte: Arruda (2015).

A estrutura anatase e a rutilo possuem geometria molecular tetragonal, sendo
que a primeira apresenta quatro moléculas de TiOz por cela unitaria e a segunda
somente duas moléculas de TiO2, diferentemente da forma brookita que apresenta
uma estrutura ortorrdmbica com uma célula unitaria contendo oito moléculas de TiO2
(Neta et al., 2020).

A descoberta de compostos com estruturas na escala nanomeétrica, como os
nanotubos de carbono, despertou o interesse para uma nova classe de materiais.
Desse modo, ha o crescimento do desenvolvimento de nanomateriais com formato
nanotubular devido as suas propriedades superiores que lhes permitem ter
excelentes desempenhos em diversas aplicacées (Obando et al., 2019).

A partir disso, nanotubos vém sendo obtidos a partir de diversos 6xidos
metalicos, como por exemplo, TiO2 e SiO2. Entre os materiais de estruturas
nanotubulares, os nanotubos sintetizados pelo precursor TiO2, denominado
nanotubo de titanato (NtsTi), tem despertado a atengédo devido suas propriedades
fisico-quimicas unicas, incluindo alta area de superficie especifica, alta estabilidade
quimica, atividade catalitica, resisténcia mecanica e atividade antimicrobiana
(Abdullah e Kamarudin, 2017). Além de apresentarem excelentes propriedades
elétricas, Opticas, fotocataliticas e bioldgicas que diferem das encontradas no diéxido
de titanio (Silva, 2012). Desse modo, tornando-os um material promissor para uma
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grande variedade de aplicagdes, tais como, biomateriais, catalise, sensores de gas,
armazenamento de energia e liberagdo de drogas. Também incluem aplicagbes em
revestimento de implantes Osseos e dentarios, uma vez que apresenta bons
resultados em termos de atividade celular e recuperacao 6ssea (Obando et al., 2019;
Abdullah e Kamarudin, 2017).

Além disso, os NtsTi podem atuar como agentes antimicrobianos, efeito
atribuido ao tamanho em escala nanométrica, o que facilita a penetracdo através
das membranas celulares, afetando assim os processos intracelulares e resultando
em uma maior reatividade e atividade antimicrobiana (Arruda, 2015; Neta et al.,
2020).

Os nanotubos de titanato (NtsTi) sdo estruturas unidimensionais (1D), na
forma de tubos agrupados com um didmetro que pode variar de 30 a 80 nm e
comprimento entre 10 a 220 nm. Sendo assim, a estrutura morfolégica do NtsTi pode
ser diferenciada com base no método de producao utilizado, visto que existem
diversas maneiras de sintetiza-los, incluindo a rota hidrotérmica, a anodizacao
eletrénica e sol-gel (Abdullah e Kamarudin, 2017).

Um dos métodos mais notaveis para a sintese dos NtsTi € a via hidrotermal
alcalina, uma vez que possui um baixo custo, configuragao simples, compatibilidade
com o meio ambiente e alta reatividade (Obando et al., 2019).

Esse processo é baseado na mistura do precursor 6xido de titanio (TiO2) em
solugdo alcalina concentrada de hidréxido de sddio (NaOH) em um reator de teflon.
O material é autoclavado por cerca de 24h em pressao acima de 1 atm. e
temperaturas acima de 100 °C, obtendo estruturas tubulares. (Obando et al., 2019;
Abdullah e Kamarudin, 2017).

O método hidrotermal alcalino € muito sensivel a variacdo dos parametros,
como temperatura, concentracdo de hidroxido de sodio, processo de lavagem,
tamanho das particulas e a fase cristalina do TiO2 precursor. Apesar de ser possivel
obter um elevado rendimento de nanotubos de titanato de uma maneira
relativamente simples sob condicbdes otimizadas, as condicbes experimentais tém
sido investigadas visando compreender e controlar a formacgéao e caracteristicas dos
nanotubos (Silva, 2012).

A partir desses estudos, ha relatos que a formacgao dos nanotubos de titanato
ocorrem durante o tratamento alcalino com hidréxido de sédio (NaOH). Entretanto,

grande parte dos trabalhos indicam que o processo de formagao ocorre quando o
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dioxido de titdnio, em meio alcalino € convertido em produtos intermediarios, com
estruturas de nanofolhas de camada unica ou multiplas camadas. As quais,
posteriormente, se enrolam formando estruturas nanotubulares durante o pos-
tratamento com solugéo acida, conforme representado na Figura 8 (Tsai e Teng,
2006; Obando et al., 2019).

Figura 8. Representagido esquematica da sintese dos Nanotubos de titanato (NtsTi)
produzidos pela rota hidrotérmica alcalina.
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Fonte: Adaptado de Bonatto (2018).

Superficies de nanotubos de TiO2 apresentam estrutura uniforme, rugosa e
hidrofilica, caracteristicas essenciais para os implantes 6sseos que associadas a alta
area superficial favorecem a adesao de osteoblastos e exibe uma forte capacidade
de se ligar ao osso. Além disso, facilitam a troca de fluidos, responsavel por melhorar
a sinalizagdo molecular na remodelacdo Ossea e nas caracteristicas de
funcionamento (Neta et al., 2020).

Devido a alta concentragcao de grupos hidroxila na superficie dos nanotubos
de titanato, o material apresenta propriedades hidrofilicas que tornam dificil obter
uma distribuigdo homogénea e uma forte interacado de interface dentro da matriz
polimérica hidrofébica, logo, formando aglomerados que limitam as suas
propriedades mecanicas. A funcionalizagdo quimica de NtsTi com agentes de
acoplamento de silano é uma alternativa para superar essas desvantagens,
proporcionado uma melhora na interacao interfacial entre nanocargas inorganicas e
matriz polimérica (Ponton et al., 2014).

Os alquilsilanos sdao os compostos mais utilizados na funcionalizagdo de
nanomateriais a base de TiO2 devido a rapida formacéao de ligagbes covalentes entre
as superficies contendo grupos -OH e os grupos de ancoragem silano (Bertel et al.,

2021). Com isso, os alquilsilanos apresentam uma capacidade de se auto-montar na
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superficie de materiais 6xidos, sendo frequentemente usados como agentes de
acoplamento para unir porgdes organicas ou nanoparticulas na superficie do 6xido
(Meroni et al., 2017).

Nesse sentido, um dos agentes de silanizacdo mais importantes na quimica
para a sintese de materiais € o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTes). Esse composto
tem sido amplamente utilizado como agente de silanizagdo para a modificagado
quimica de superficies (Zhang e Lai, 2021).

O mecanismo de silanizagao envolve inicialmente a hidrélise do APTes para
a formacéao do Silanol (Figura 9.a). Em seguida, ocorre a condensacao do APTes
hidrolisado (Silanol) com os grupos OH dos nanotubos de titanato, com o intuito de
fornecer NtsTi funcionalizados em trés possiveis estruturas, incluindo as estruturas
monodentadas, bidentadas e tridentadas (Figura 9.b) (Paris et al., 2015; Duong et
al., 2017; Pontén et al., 2014).

Figura 9. Representa¢dao do mecanismo de silanizagao dos nanotubos de titanato (NtsTi) (a)

Hidrélise do APTes em Silanol; (b) Condensag¢ao do silanol com a hidroxila (OH) do nanotubo
de titanato e formagao do nanotubo de titanato silanizado.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A introdugcdo do grupo amino (NH2) nas superficies do NtsTi aumenta a
dispersibilidade e propriedade antibacteriana, uma vez que derivados de silano

demonstram induzir propriedades antibacterianas. Além disso, o uso do APTes na
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funcionalizag&o proporciona uma maior estabilidade superficial, biocompatibilidade,
melhores propriedades mecénicas e térmicas do material final (Thakur et al., 2021).

Nesse sentido, ha uma ampla gama de aplicagdes para materiais silanizados
tendo em vista que a modificagdo com o APTes fornece uma ligacéo para varios

anexos organicos, inorganicos ou bioquimicos (Zhang e Lai, 2021).

3.5 Nanocelulose Bacteriana (NCB)

Dentre os diversos anexos organicos possiveis de realizarem ligagdes com
os nanotubos de titanato silanizados, tem se os materiais a base de celulose, que é
o polimero mais abundante no planeta terra. Esse biopolimero pode ser encontrado,
tanto como componente da biomassa vegetal como polimero extracelular
microbiano, e ser obtida na forma de nanocelulose, em sua forma nanométrica.
(Norrrahim, 2021).

A nanocelulose bacteriana (NCB) foi relatada pela primeira vez por Adrian J.
Brown em 1886, apds a formagao de uma massa sélida gelatinosa na superficie de
um meio de cultura durante um processo de fermentagdo de vinagre, atualmente
denominada como nanocelulose bacteriana. (Andree et al, 2020).

De formula quimica (CsH1005)n, a nanocelulose é um homopolimero formado
por unidades de glicose unidas por ligacbes B-(1—4) glicosidicas lineares ligadas
por ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, formando fibrilas aleatoriamente
distribuidas e interligadas que formam uma estrutura tridimensional altamente
reticulada, como uma matriz unica e porosa, de modo que as unidades de glicose,
posicionam-se a 180° entre si, alternativamente, conforme representada na Figura
10 (Fischer et al., 2017; Godinho et al., 2015).
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Figura 10. Estrutura molecular da nanocelulose.
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Fonte: Autoria propria (2023).

O processo de formacgao das fibrilas da NCB é realizado em trés etapas
(Figura 11). Primeiramente, ocorre a polimerizagdo das moléculas de glicose
[formacdo de cadeias lineares por ligacbes B-(1—4) glicosidicas] entre as
membranas externa e citoplasmatica. Em seguida, as cadeias lineares formam
protofibrilas de 1,5 nm de largura, as quais em uma segunda etapa, juntam-se
formando microfibrilas de 2 a 4 nm de largura. Durante a terceira etapa, um conjunto
de microfibrilas produz fibrilas de 20 a 100 nm de largura, constituindo uma pelicula
de celulose bacteriana por meio de uma matriz de fibrilas entrelagadas (Castro et al.,
2011; Dufresne, 2012).

Figura 11. Processo de formacgao das fibrilas e membrana de nanocelulose bacteriana a partir
da bactéria Gluconacetobacter.
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Fonte: Adaptado de Dufresne, 2012.
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A nanocelulose bacteriana é uma celulose pura produzida através da
fermentacdo oxidativa de um meio rico em nutrientes a partir de uma variedade de
bactérias, sendo que cepas bacterianas do género Komagataeibacter sao as
frequentemente mais utilizadas (Fischer et al., 2017; Dufresne, 2012; Castro et al.,
2011; Kutova, 2021).

Para sua producgao, € necessario que um meio de cultivo possua ao menos,
uma fonte de carbono, uma de nitrogénio e alguns outros nutrientes necessarios
para o crescimento do microrganismo. Um dos meios mais utilizados € o meio
Hestrin e Schramm (H-S), o qual utiliza a glicose (2% p/v) com principal fonte de
carbono, podendo também utilizar residuos naturais, e a peptona (0.5 %) e o extrato
de levedura (0.5 %) como principais fontes de Nitrogénio e vitaminas (Cherian et al.,
2013).

A purificagdo da membrana da nanocelulose bacteriana € de extrema
importancia, principalmente se o material for aplicado na area médica, pois realiza a
remogao tanto dos residuos gerados pelo meio nutritivo, como das células
bacterianas e toxinas que podem causar reagdes pirogénicas (Pielak, 2019).
Portanto, a membrana de NCB é facilmente purificada com uma solugao diluida de
hidroxido de soédio (NaOH), mantendo a pureza sem a necessidade da realizagéo de
outros processos quimicos (Stanistawska, 2016).

Os grupos hidroxila livres presentes na macromolécula de celulose, formam
amplas redes de ligagbes de hidrogénio intra e intermoleculares, possibilitando a
celulose uma pluralidade de arranjos mutuos dos anéis de glicose, que podem dar
origem a diferentes empacotamentos cristalinos (Sun, 2004).

Com isso, a nanocelulose apresenta 4 polimorfos, denominados |, Il, Il e IV.
Sendo que as nanoceluloses | e Il sdo encontradas na natureza, enquanto os demais
tipos sédo obtidos artificialmente por tratamentos quimicos ou térmicos (Dufresne,
2012; Klemm, 2005). Na celulose polimorfa |, as cadeias celuldsicas constituidas de
microfibrilas orientam-se de forma paralela, enquanto a polimorfa Il as microfibrilas
orientam-se em forma antiparalela (Nascimento, 2018; Sun, 2004).

Fato que ocorre devido a diferengca na posigcéo das ligacbes de hidrogénio
entre as moléculas de celulose adjacentes nas estruturas de celulose | e Il (Figura
12). As quais diferem nas ligagdes intermoleculares, uma vez que a celulose tipo | a

ligacéo ocorre entre os oxigénios O6 e O3, e na celulose tipo Il entre os oxigénios
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06 e O2. Ja as ligagdes de hidrogénio intramoleculares ocorrem para os dois

polimorfos nos oxigénios O3 e O5 (Rodrigues, 2012).

Figura 12. Orientacido das microfibrilas na estrutura da celulose polimorfa a) | - paralela e b) Il
- antiparalela.
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Fonte: Rodrigues, 2012.

A nanocelulose polimorfa | € a estrutura cristalina nativa e predominante,
sendo composta por duas formas cristalinas diferentes, celulose la e I, as quais
diferem de acordo com a fonte de onde s&o obtidas, sendo que a celulose la é
proveniente de algas e bactérias, ja a forma I8 é proveniente das plantas (Dufresne,
2012; Klemm, 2005).

A estrutura da celulose la possui uma fase triclinica, contendo uma cadeia por
cela unitaria (parametros de rede a = 0,672 nm, b = 0,596 nm, ¢ = 1,040 nm, a =
118,08° B = 114,80° e y = 80, 375° grupo espacial P1), enquanto a forma If3
representa uma fase monoclinica, possui duas cadeias por cela unitaria (parametros
de rede a = 0,778 nm, b = 0,820 nm, ¢ =1,038 nm, a e f =90° e y = 96, 5°, grupo
espacial P21) (Castro, 2018; Rodrigues, 2012) (Figura 13). Apesar dos parametros
diferentes, os deslocamentos das cadeias das celas unitarias da celulose la e I séo

pequenos quando analisados ao longo do eixo da cadeia (Rodrigues, 2012).
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Figura 13. Estruturas propostas para a celulose la (triclinica) e I (monoclinica).
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Fonte: Rodrigues, 2012.

Em razdo as suas caracteristicas, a NCB vem despertando interesse da
comunidade cientifica, dentre as suas propriedades, inclui a alta pureza quimica, boa
resisténcia mecanica, alta flexibilidade, absorcao e resisténcia a tracao, elevada area
superficial, e capacidade de retencao de agua, além de ser metabolicamente inerte,
apresentar citotoxicidade minima e biocompatibilidade, biofuncionalidade e
hipoalergenicidade (Farooq et al., 2020; Stanistawska, 2021).

Outro fator que aprimora o interesse na nanocelulose bacteriana, é a
possibilidade de controlar as suas propriedades estruturais, bioldgicas e fisico-
mecanicas durante a sua produgéo e apoés, por meio de funcionalizagdes (Andree et
al, 2020).

As propriedades estruturais da NCB s&o fortemente influenciadas pela
nanoestrutura do material, caracteristica que esta diretamente ligada ao processo
de fermentagao e a secagem do material (Zeng; Laromaine; Roig, 2014).

O processo de secagem resulta em diferentes estruturas fisicas da NCB, por
exemplo, as fibrilas da nanocelulose bacteriana seca em altas temperaturas sao
fortes e rigidas, oferecendo uma melhor resisténcia a forga aplicada e evitando
alteragdes na sua estrutura, também apresentam um nivel maior de cristalinidade,
aprimorando as suas propriedades mecanicas, como a resisténcia a tragao (ISLAM,
2013). Ja as secas em baixas temperaturas, como as nanoceluloses bacterianas
liofiizadas, apresentam estrutura porosa e permeavel, alta elasticidade e
maleabilidade (Colli et al., 2023).
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Devido as propriedades presentes na nanocelulose uma ampla variedade de
aplicagdes tem sido explorada, algumas delas estdo representadas na Tabela 1
(Thompson et al., 2019).

Tabela 1. Possiveis aplicagées da NCB.

Campo Aplicagao

Medicina Material de curativo (pele artificial), implantes
vasculares, implantes dentarios

Cosmetologia Estabilizador de emulsdes (cremes, tonicos),
espessantes
Industria de tecidos Materiais altamente absorventes
Industria ambiental Agua de ultrafiltracéo, tratamento de esgoto,

absorgao de poluigao por 6leo, toxinas

Industria alimenticia Celulose comestivel, fonte de fibras

Fonte: Adaptado de Stanistawska, 2016; Fischer, 2017.

Como demonstrado na Tabela 1, a nanocelulose bacteriana possui uma
grande visibilidade no campo médico e farmacéutico, uma vez que nao possui
propriedades citotdxicas e genotdxicas (Thompson et al., 2019).

Esse fato ocorre porque, diferentemente das demais nanoceluloses, a
bacteriana ndo contém substancias indesejadas, como hemiceluloses, lignina ou
pectina, além disso, a NCB €& biocompativel, adaptavel, transparente, possui
porosidade favoravel para que haja boa transferéncia de ar entre a pele e meio
ambiente, logo, € amplamente utilizada como enxerto de pele para tratamentos de
queimaduras (Picheth, 2017; Thompson et al., 2019).

Podendo também atuar como carreador de farmacos, devido a sua alta
capacidade de absorcao para liquidos e pequenas particulas, se apresenta como
um material apropriado para a impregnacao de antibiéticos na cicatrizacao de feridas
(Islam, 2013). Além disso, a NCB também é um material adequado na aplicagédo de
implantes bioativos de cartilagem, protétipos de vasos sanguineos e curativos.
(Stanistawska, 2016; Picheth, 2017).
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Por outro lado, a autoaglomeracdo e a hidrofilicidade devido aos grupos
hidroxila (OH) inerentes presentes na superficie da nanocelulose ainda sdo os
fatores limitantes em sua ampla aplicacdo, o que exige o uso de novas
funcionalizagbes para ampliar seu campo de aplicagdo, com o aumento da
hidrofobicidade do material (Norrrahim et al., 2021; Thakur et al., 2021)

Essas modificagdes possuem a finalidade de aprimorar as propriedades
fisico-quimicas da membrana de nanocelulose bacteriana e as interagdes seletivas,
agregando cargas i6nicas a NCB (Tan et al., 2020). Sado descritos diversos
processos de funcionalizagdo da nanocelulose a fim de aprimorar caracteristicas,
como sua polaridade, hidrofilicidade caracteristicas que combinadas tornam a NCB
uma estrutura ideal para conjugacdo com outros materiais funcionais (Thakur et al.,
2021).

A funcionalizagdo da nanocelulose bacteriana inclui a modificacdo quimica
(alteracdo da estrutura e funcionalidade quimica) e a modificagao fisica (mudanca
na cristalinidade, porosidade e densidade) pelos métodos in situ e ex situ. As
modificagdes in situ sado realizadas pela variagdo do meio de cultura, fonte de
carbono e adicdo de outros materiais durante o processo de producido da
nanocelulose, diferentemente das modificagcbes ex situ, onde sio realizadas por
tratamento quimico e fisico da NCB ja formada (Stanistawska, 2021).

Devido aos grupos hidroxilas presente na superficie da NCB, diferentes
métodos de modificacdo de sua superficie sdo descritos, entre eles reagdes de
acetilagcdo, acilacdo, sililacdo, oxidacdo e marcadores fluorescente foram
introduzidos para minimizar problemas de hidrofilicidade e autoglomeragao
(Norrrahim et al., 2021; Shalauddin et al., 2019; Thakur et al., 2021), conforme

representado na Figura 14.
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Figura 14. Representacgao das funcionalizagées de nanoceluloses.
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Fonte: Adaptado de Moon et al., 2011.

A oxidagao mediada pelo 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxilo (TEMPO) (é uma
das funcionalizagdes mais eficientes e amplamente utilizadas, devido a capacidade
de oxidar alcoois primarios e secundarios (Souza, 2004).

Desse modo, a oxidagcdo com TEMPO apresenta uma alta taxa de conversao,
alta seletividade, além desse reagente apresentar baixo custo como co-oxidante.
Outra vantagem no uso do TEMPO em reagdes de oxidagéo € a sua facilidade de
estocagem, devido baixa reatividade em presenca de ar, luz ou umidade, e facilidade
de manuseio, uma vez que nao é necessario condigdes especiais (Pierre et al., 2017;
Souza, 2004).

Entre os trés grupos hidroxila carregados na unidade de glicose presentes na
nanocelulose, o grupo hidroxila de C6 € muito mais reativo que o de C2 e C3, por
ser uma hidroxila primaria e as demais hidroxilas secundarias (Figura 15). Desse
modo, o agente oxidante TEMPO oxida seletivamente a superficie da celulose sob
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condigdes aquosas, convertendo os grupos hidroximetil primarios (-COH) presentes
na estrutura polimérica da nanocelulose em grupos carboxilatos aniénicos (-COO"),
tornando uma superficie carregada negativamente (Tan et al., 2020; Dufresne,
2012).

Figura 15. Reacgao de Oxidagao via TEMPO.

COOH
NaBr/NaClO
0 0] ——— H F—00
Al >O< ]
H N H
oH | 0 H O OH |,

Fonte: Autoria Prépria (2023).

A reagao € conduzida em meio aquoso a partir da adigao de hipoclorito de
sédio (NaClO) na presenga de quantidades cataliticas de 2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidinoxilo (TEMPQO) e brometo de sodio (NaBr). A reagdo atinge sua maxima
conversao quando o pH mantém constante em 10, a partir da adigdo de uma solugao
de NaOH (0,5 molL""), uma vez que a dissociagdo dos grupos hidroxila primarios e
a formacgao das ligagcdes covalentes entre grupos hidroxi dissociados e TEMPO
oxidado sao intensificadas em condigdes alcalinas (Teixeira, 2019; Shi, 2020).

No mecanismo de reagao (Figura 16), o radical TEMPO ¢ ativado pelo agente
oxidante primario NaClO, sendo reduzido a sal oxoaménio (TEMPO+). O TEMPO
reduzido é oxidado pelo NaBrO, que é formado a partir da oxidagdo de NaBr por
NaClO. O agente redutor (TEMPO) é reduzido a sal oxoamdnio atua como oxidante
primario dos grupos hidroxilas do C6 a grupos aldeidos e, numa segunda etapa sao
convertidos a grupos carboxilicos ou ions carboxilatos com NaClO e/ou NaBrO.
Sendo que o CH2COONa é convertido a sua forma acida (CH2-COOH) por adigéo
de acido cloridrico (Isogai et al., 2011; Dufresne, 2012; Gabriel e Henzei, 2018).
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Figura 16. Representacao de agido da oxidagcdo da nanocelulose bacteriana mediada via
TEMPO/NaBr/NacCIO.
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Fonte: Adaptado de Isogai et al. (2011).

Diante do contexto aqui apresentado, nanocompdsitos a base de celulose
bacteriana tém atraido grande atencdo para o desenvolvimento de membranas
hibridas contendo derivados de TiO2e ZnO, como os nanotubos de titanato. Assim,
ampliando o espectro de aplicagbes para campos biolégicos, devido a unido e
otimizacao das propriedades desses materiais por meio da funcionalizagao via

reagcao multicomponente de Ugi (Monteiro et al., 2019; Bui et al., 2017).
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4 METODOLOGIA

A metodologia adotada para o desenvolvimento desse projeto foi adaptada
de alguns trabalhos relatados na literatura. A execugado do trabalho foi dividida em
trés etapas: produgao e oxidagdo da nanocelulose bacteriana, sintese e silanizagao
dos nanotubos de titanato e sintese do nanocomposito (NtsTi-Si(CH2)sNH2-NCB)
através da reagdo multicomponente de Ugi e determinagdo da atividade
antimicrobiana (Figura 17).

Figura 17. Metodologia adotada para obtengido do nanocompodsito composto pela

nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-COOH) e nanotubos de titanato silanizados
(NTsTi-Si(CH2):NH;) através da reagao multicomponente de Ugi.

MEV/EDS & = MEVI/EDS
| Sintese da Nanocelulose Bacteriana Sintese do Nanotubo de Titanato
tsTI
-l (NCB) (NtsTI) N
FTIR = > FTIR
DRX < Oxidacgdo da Nanocelulose Silanizacao do Nanotubo de Titanato > DRX
Bacteriana com TEMPO com APTes
/ (NCB-COOCH) (NTsTi-Si-(CH,).NH,) Atividade
TGA :

Antimicrobiana

TGA
Reagao Multicomponente de Ugi
Y Y Y Y ¥ Y ¥
MEV/EDS MET FTIR DRX TGA RMN *C Atividade

Antimicrobiana

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Foi realizada simultaneamente a producao da nanocelulose bacteriana e a
sintese dos nanotubos de titanato, seguida da oxidagado da nanocelulose via 2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidinoxilo TEMPO, e silanizagdo dos nanotubos de titanato com 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTes).

Por fim, os sistemas nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) e
nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) foram funcionalizados através
da reagdo multicomponente de Ugi juntamente com o ciclohexilisocianeto e o
benzaldeido, a fim de sintetizar um nanocompdésito, obtendo caracteristicas de

ambos os materiais (Figura 18).
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Figura 18. Reagao multicomponente de Ugi utilizando nanocelulose bacteriana (NCB-COOH),
nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2):NH), ciclohexilisocianeto e benzaldeido.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A caracterizagao dos materiais foi realizada pelas técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET),
Difracdo de Raios-X em p6 (DRX), Espectroscopia de raios-X por dispersao em
energia (EDS) e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) com Brometo de Potassio (KBr) e reflexao total atenuada (ATR).

Exclusivamente para os materiais funcionalizados (NCB-COOH e NtsTi-
Si(CH2)sNH2) e o nanocompdsito da RCMs de Ugi, foi realizada a caracterizacao
através da Analise Termogravimétrica (TGA) e por Ressonancia Magnética Nuclear
13C (RMN '3C).

Além disso, para os nanotubos de titanato (NtsTi), o nanotubo de titanato
silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) e para o nanocompdésito obtido através da reagao
multicomponente de Ugi foram realizados testes de atividade antimicrobiana frente

as cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

41 Producgéao da Nanocelulose Bacteriana (NCB)

Para a producdo da nanocelulose bacteriana, todos os meios de cultivo e
materiais usados na sintese que entraram em contato com a bactéria ou o meio de
cultivo passaram previamente por um processo de autoclavagem, e os
procedimentos realizados foram em condi¢gdes assépticas apropriadas, utilizando

uma capela de fluxo laminar.
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4.1.1 Microrganismo, indculo e condi¢des de cultivo

O preparo do meio de cultura e do in6culo foi de acordo com a metodologia
descrita por Mikkelsen et al. (2009), de acordo com a Figura 19.

O meio de cultivo utilizado na fase de ativagao das células (pré-indculo) e na
fase de produgdo das membranas foi o meio nutritivo Hestrin e Schramm (H-S),
sendo esse o padrao na produc¢ao de NCBs (Schramm; Gromet; Hestrin, 1957), com
as proporgdes glicose (2%), peptona (0,5 %), extrato de levedura (0,5 %), fosfato
dissodico (0,27%) e acido citrico (0,115%) com pH ajustado entre 4,5 — 5,0 com
acido acético (0,1 mol L").

A nanocelulose bacteriana (NCB) foi produzida a partir da cepa bacteriana
Komagataeibacter hansenii. Em uma placa de Petri a cepa bacteriana foi repicada
em agar H-S pelo método de esgotamento por estrias e incubada durante 7 dias a
28°C, para crescimento bacteriano.

Posteriormente, as células bacterianas foram cultivadas e incubadas em
quatro frascos contendo 10 mL de meio H-S, a 28 °C durante 48 horas. Apds este
periodo, o pré-indculo foi transferido para um Erlenmeyer contendo 400 mL de meio
H-S. Em seguida, 10 mL do meio H-S foram distribuidos em pocgos de placas de
cultivo de células para a producdo das membranas de NCB.

A producao foi realizada em placas de cultivo de células de seis pogos (fundo
chato, area de crescimento 9,60 cm?, volume maximo dos pogos 17 mL) sob
condigao estatica aerdbica a 28 °C durante 7 dias até a formagao de membranas de
NCB com uma espessura de aproximadamente 3 a 5 mm, metodologia adaptada de
Castro et al. (2011).

Figura 19. Representagao esquematica dos procedimentos adotados para a produgao da
nanocelulose bacteriana (NCB).

Cepa bacteriana:

Komagataeibacter Pré-inoculo In6culo Placas de Cultivo
hansenii
Estufa: Estufa: 400 mL 280551“;"9&35
28°C — 7 dias 28°C — 48 horas

Fonte: Autoria Prépria (2023).



47

4.1.2 Purificagdo das membranas de nanocelulose bacteriana

A purificagdo das membranas da nanocelulose bacteriana possui o intuito de
remover as células bacterianas e meios de cultivo remanescentes nas membranas
de nanocelulose. A metodologia (Figura 20) foi baseada em Fischer et al. (2017).

As membranas de NCB foram coletadas e enxaguadas com agua deionizada
e, em seguida, foram realizadas lavagens sucessivas por imersao em uma solugao
de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L. O tempo de cada lavagem foi de 1 hora,
até que as membranas apresentassem aspecto opaco esbranqui¢ado. A remogao
do excesso de NaOH foi realizada com sucessivas lavagens com agua deionizada,
até o pH da solucio estar neutro.

Por fim, as membranas de nanocelulose bacteriana foram secas em gel dryer
(MODEL 543) a 80 °C durante 1 hora.

Figura 20. Representagao esquematica dos procedimentos adotados para a purificagao e
secagem da nanocelulose bacteriana (NCB).

1. NaOH (0,1 mol L") : ~

2. H,0 até pH neutro [ = R

Gel Dryer:
80°C

Fonte: Autoria Prépria (2023).

4.1.3 Funcionalizacdo da Nanocelulose Bacteriana via oxidagdo mediada por
TEMPO (NCB-COOH)

A funcionalizacdo da nanocelulose foi realizada via oxidagao mediada por N-
oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO). A metodologia empregada foi descrita por
Iscuissati, 2020.

Inicialmente, foi preparada uma solugao de 50 mL agua deionizada, contendo
500 mg da nanocelulose bacteriana seca, 0,50 mg (0,003 mmol) de TEMPO e 10 mg
(0,00098 mmol) de brometo de sddio (NaBr), e sob agitagdo mecanica vigorosa,
adicionado hipoclorito de sédio (NaClO) (5 mL), a fim de iniciar o processo de
oxidagdo. O pH da solugao foi ajustado para 10, através da adigdo de gotas de uma
solugao de hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 mol L-'. A solugdo foi mantida sob agitagao

magneética a temperatura ambiente durante 4 horas.
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Ap0Os este periodo, a solugdo foi lavada com 200 mL de acido cloridrico (0,1
mol L") e agua. O material obtido denominado NCB-COOH foi filtrada a vacuo, para
posterior caracterizagdo. A Figura 21 apresenta uma representacdo esquematica
dos procedimentos adotados para a oxidagdo da nanocelulose bacteriana (NCB-
COOH).

Figura 21. Representagao esquematica dos procedimentos adotados para a oxidagido da
nanocelulose bacteriana (NCB-COOH) via TEMPO.

500 mg de NCB

50 mL de agua deionizada

0,50 mg de TEMPO

10 mg de Brometo de Sodio (NaBr)

5 mL de Hipoclorito de Sadio (NaClO)

Ok wh

Lavagem:
1. HCI (0,1 mol L") Filtragem a vacuo
2. H,O

Agitagdo Magnética
25°C —4h

pH 10— NaOH (0,5 mol L)

Fonte: Autoria Prépria (2023).

4.2 Sintese dos Nanotubos de Titanato (NtsTi)

Os nanotubos de titanato foram sintetizados através do método alcalino
hidrotérmico (Figura 22), a metodologia adotada foi descrita por Kosctiuk, 2019.

O procedimento consistiu em preparar uma solugdo de 1g do precursor
comercial de TiO2, o AEROXIDE TiO2 Degussa P25, em 100 mL de uma solugao
alcalina de hidroxido de sédio (NaOH) (10 mol L™'). A mistura foi transferida para um
reator de Teflon sem controle de presséao interna, este permaneceu em estufa sob
aquecimento a temperatura de 120 °C durante 24 horas, sem controle de presséo.

Para remover o excesso da solugdo basica, a solugdo foi colocada em
decantacao, posteriormente o solido branco remanescente foi lavado com solugao
acida (HCI 0,1 mol L") até pH 2, seguida de lavagens com agua destilada até pH
neutro. Apos as etapas de lavagem, o material sintetizado foi seco em estufa a 60
°C durante 8 horas.
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Figura 22. Representacao esquematica dos procedimentos adotados para a sintese dos
nanotubos de titanato (NtsTi) pelo método hidrotérmico alcalino.

1. 1g de TiO,
2. 100 mL de NaOH (0,1 mol L-1)

( Lavagem:

- 4 J 1. HCI (0,1 mol L_1) até pH 2
kil w"f_f: 2. H,0O atée pH neutro
Estufa: Estufa:
120°C —24h 80°C

Fonte: Autoria Prépria (2023).

4.2.1 Silanizacdo dos Nanotubos de Titanato com APTes

A superficie dos nanotubos de titanato foi funcionalizada por meio da sua
silanizagdo com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTes), a metodologia foi adaptada de
Duong et al., 2018 (Figura 23).

Em um baldo de fundo redondo 150 mg dos nanotubos de titanato (NtsTi)
foram dispersos em 100 mL de tolueno, esta mistura foi agitada por 30 minutos e
colocada sob ultrassom durante 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 5 mmol
(3,5 mL) de APTes gota a gota, a mistura permaneceu sob refluxo a temperatura de
80°C por 8 horas. Ao término da reagao, os NtsTi funcionalizadas foram lavados com
50 mL de solucado de tolueno/etanol (1:1, v/v) e 25 mL de etanol (2 vezes), por fim,
secos em estufa a 80 °C durante 8 horas, o material formado foi denominado de
(NtsTi-Si(CH2)sNH2).

Figura 23. Representagao esquematica dos procedimentos adotados para a silanizagao dos
nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2)sNHz) via APTes.

1. 150 mg de NtsTi
2. 100 mL de toluenc

Refluxo: Lavager:
80°C —8h 1. 50 mL de tolueno/etanol
2. 25 mL de etanol

35mL de
APTes

Estufa:
80°C

Banho de Ultrassom:
30 min

Fonte: Autoria Prépria (2023).
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4.3 Reacgao Multicomponente de UGI

A sintese do nanocompdsito (NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) derivado da
nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-COOH) e do nanotubo de titanato
silanizado (NtsTi-Si(CHz2)sNH2) foi realizada via reagdo multicomponente de Ugi
(Figura 24), a metodologia foi fundamentada nas referéncias de Gonzales (2018),
Rezaei (2016) e Kzossowski (2013).

Com isso, foram sintetizados nanocompdésitos variando a concentracdo do
nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) e da nanocelulose bacteriana
oxidada (NCB-COOH), como observado na Tabela 2. A concentragdo dos demais
componentes e do solvente se manteve inalterada.

Tabela 2. Relagao da concentragédo do nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) e
da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) na sintese do nanocompésito de Ugi.

Relagao massa de NtsTi-Si(CHz)sNH2 massa de NCB-COOH
1:1 100 mg 100 mg
2:1 100 mg 50 mg
3:1 150 mg 50 mg
4:1 200 mg 50 mg

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Em um frasco contendo 5 mL de metanol, foi adicionado o nanotubo de
titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) e 10 mL de benzaldeido (1 mmol). A mistura
foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida,
adicionou-se o 0,29 mL de cicloexilisocianeto (1 mmol) e a nanocelulose bacteriana
funcionalizada (NCB-COOH). A mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura
ambiente por 24 horas.

Ap06s transcorrido o tempo, a mistura da reagao foi lavada com 15 mL de uma
solugéo saturada de bicarbonato de sdédio (NaHCO3) e o nanocompdsito foi filtrado

a vacuo.
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Figura 24. Representagao esquematica dos procedimentos adotados para a sintese do
nancomoposito (NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) via reagao multicomponente de Ugi entre a
nanocelulose bacteriana funcionalizada (NCB-COOH) e do nanotubo de titanato silanizado

(NtsTi-Si(CH2):NH>).

1. 5mL de Metanal 1. 0,29 mL de cicloexilisocianato (1 mmol)

2. NtsTi-Si(CH;)3NH, 2. NCB-COOH
3. 10 mL de Benzaldeido ( 1 mmol)

1. Diluicdo em 15 mL de uma
e — e solugéo saturada de

bicarbonato;

Agitagdo Magnética: Agitagio Magnética:
1hora 24 horas

Fonte: Autoria Prépria (2023).

2. Filtragem a véacuo.

4.4 Caracterizacao dos materiais sintetizados

4.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de

raios-X por dispersdo em energia (EDS)

Com a MEV foi realizada a analise da superficie morfolégica a nivel
micrométrico das amostras, em conjunto com a técnica EDS, utilizada a fim de
realizar uma analise qualitativa sobre a composicdo quimica dos materiais
sintetizados.

Para a realizacao da analise, as amostras foram submetidas a um tratamento
de deposicao de ouro e metalizada, a fim de tornar os materiais condutores. A
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi realizada no Centro Multiusuario de
Caracterizagao de Materiais (CMCM) da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana (UTFPR), usando um equipamento MEV Carl Zeiss EVO MAIS equipado
com um detector de Espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia (EDS), o
EDSX-Max de 20mn?e WDS Inca Wave 500, ambos da Oxford Instruments.

4.4.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Com o intuito de verificar a estrutura bidimensional dos materiais, a
Microscopia Eletrobnica de Transmissao (TEM) foi realizada utilizando um
equipamento da marca JEOL JEM 1200EX-II, localizado no CME-UFPR (Centro de
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Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana), com resolugdo do
equipamento de 0,5 nm. Para a preparacdo das amostras, estas foram
homogeneizadas em etanol ou agua em um banho de ultrassom e gotejada sobre a

tela de cobre de 300 mesh com filme de formvar/carbono.

4.4 .3 Difragao de raios-X em p6 (DRX)

A difragdo de raios-X (DRX) foi utilizada para avaliar o grau de cristalinidade
bem como a fase polimdrfica presente nos materiais.

A caracterizacdo por DRX foi realizada utilizando um equipamento D2
PHASER equipado com radiagédo de cobre (tubo selado), filtro de niquel e detector
LYNXEYE do Centro Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais (CMCM) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. O difratograma foi registrado com
varredura angular 26 entre 5 e 80° na geometria de Bragg Brentano, a programacéao
foi 0,02° para o campo de amostragem e o tempo predefinido de 0,6 segundos.

A partir dos dados de DRX o indice de cristalinidade (Crl) da nanocelulose
bacteriana pode ser calculado de acordo com a intensidade medida para dois picos
de difracao no padrao de difracao de raios X da amostra celulésica (Segal et al.,
1959). O valor Crl é dado pela seguinte equagao empirica (equagéao 1):

Equagéo 1 Crl= %x 100

Sendo loo2 a intensidade maxima do pico de difragéo da rede (002) e lam € a
intensidade minima entre os picos de (002) e (101) da parte amorfa da amostra
(Dufresne, 2012).

Da mesma forma, o grau de cristalinidades dos nanotubos de titanato, podem
ser calculados com base nos dados de DRX, a partir da equagao empirica (equagao
2):

, istali
Equagéoz XC (%) — area crista may 100

area total
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4.4 4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada com o intuito de investigar os grupos funcionais presentes nas
amostras.

Para analisar as amostras utilizou-se pastilhas de Brometo de Potassio (KBr)
ou reflexdo total atenuada (ATR), sendo as medidas realizadas no intervalo de 400
a 4000 cm'. Foram utilizados os equipamentos FTS 3500GX série Excalibur e
Vertex 70, ambos da BRUKER disponiveis no Laboratorio de Espectroscopia de

Absorcao no Infravermelho da Universidade Federal do Parana.

4.4.5 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o intuito de analisar a
variagdo da massa da amostra, em funcao da temperatura dos materiais.

A TGA foi realizada com analisador térmico Perkin Elmer, modelo STA 6000.
As curvas TGA/DTGA foram obtidas aquecendo as amostras de 50 a 700 °C a uma
taxa de aquecimento de 10 °C min-! sob atmosfera de N2 (50 mL min-'), em cadinho
de aluminio, disponivel no Central Analitica Multiusuario (CEANMED) da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campus Medianeira.

4.4.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C)

A analise de ressonancia magnética nuclear de carbono possui o objetivo de
identificar a estrutura do nanocompdésito obtido via reagdo multicomponente de Ugi
entre a nanocelulose bacteriana oxidada e o nanotubo de titanato silanizado.

A caracterizagao foi realizada em uma amostra sélida. A analise foi realizada
no espectrometro Espectrémetro Bruker Avance 9,4T, observando o carbono na
frequéncia de 100 MHz sonda CPMAS 4mm, sequéncia de pulso: cp.av, TD 2K, SW
260 ppm, ns 2K, disponivel no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear
(LabRMN), presente na Universidade Federal do Parana (UFPR).

4 4.7 Atividade antimicrobiana

O teste de atividade antimicrobiana foi realizado com o objetivo de avaliar a
eficiéncia dos nanotubos de titanato (NtsTi) e dos nanotubos de titanato

funcionalizados (NtsTi-Si(CHz2)sNH2) bem como, o nanocompdsito NtsTi-
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Si(CH2)sNH2/NCB-COOH, obtido através da reagao de Ugi em inibir o crescimento
de dois patdogenos mais comumente encontrado no ser humano, as bactérias gram
positiva e gram-negativa, Staphylococcus aureus e a Escherichia coli,
respectivamente. As cepas bacterianas foram cedidas pelo Laboratério de Pesquisa
Relacionada a Biomassa e Bioenergia (LAPREBB) da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana.

Os testes antimicrobianos foram realizados em placas de Petri com meio agar
nutriente, onde as cepas bacterianas foram dispersas. Os testes foram realizados
em duplicata para cada espécie de bactéria.

Para as amostras de NtsTi e NtsTi-Si(CHz2)sNH2 foram preparados 5 discos
de analise de 6 mm, sendo um disco para a solugédo branca e os demais para as
solugdes de NtsTi e NtsTi-Si(CH2)sNH2 em concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 mg
L-". Para o nanocompésito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH a amostra na forma de
filme de 6 mm foi posicionada sobre o meio presente nas placas de Petri.

Apos o preparo das placas, as amostras foram colocadas em estufa
bacterioldgica a 28 °C durante 24 horas para investigar o crescimento bacteriano e

a formacéao de halo de inibig&o.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizagao da nanocelulose bacteriana (NCB) e da
nanocelulose bacteriana funcionalizada com TEMPO (NCB-COOH)

Os biofiimes de nanocelulose bacteriana produzidos pela bactéria
Komagataeibacter hansenii foram obtidos na forma hidrogel com aspecto gelatinoso
e translucido (Figura 25.a), que apos secagem forma-se uma membrana (Figura
25.b). A nanocelulose bacteriana seca foi funcionalizada com o agente oxidante
TEMPO e caracterizada.

Figura 25. Membrana de nanocelulose bacteriana (a) na forma hidrogel apds etapa de
purificagdo; (b) na forma de membrana apos etapa de secagem em gel dryer.

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Para realizar a confirmagdo da producdo e oxidagcdo da nanocelulose
bacteriana foi realizada a andlise de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) por reflexao total atenuada (ATR). O espectro de
FTIR da nanocelulose bacteriana (NCB) e da nanocelulose bacteriana oxidada
(NCB-COOH) estao representados na Figura 26.
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Figura 26. Espectro De FTIR da nanocelulose bacteriana (NCB), linha azul e da nanocelulose

bacteriana oxidada (NCB-COOH), linha vermelha.
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A NCB e a NCB-COOH apresentam as bandas caracteristicas em 3304 e

3326 cm', respectivamente, as quais sao referentes a vibragédo de estiramento O—

H provenientes das ligacbes de hidrogénio intra e intermolecular da celulose. A
banda em 2889 cm™' (NCB) e 2904 cm™' (NCB-COOH) é referente ao estiramento C-
H, presentes na estrutura da nanocelulose (Godinho, et al., 2016; Jafary, 2014;
Stanilawska, 2021).

Outras bandas também sdo similares para ambas as amostras de

nanocelulose (NCB e NCB-COOH). Tem-se as ligagdes O—C-H, em 1422 cm™ para

a NCB e em 1426 cm™' para a NCB-COOH, e as vibragdes no plano das ligagbes
H—C—H em 1329 e 1310 cm™' para NCB e NCB-COOH, respectivamente (Godinho,
et al., 2016; Jafary, 2014; Stanilawska, 2021).

Além disso, também apresentam as bandas referentes as unidades de glicose

unidas por ligagdes B-(1—4) glicosidicas lineares, logo, tem-se a ligagdo C—0O—C,

estiramento antissimétrico da ligagdo B-glicosidica em 1158 cm™” para a
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nanocelulose bacteriana e em 1149 cm' para a nanocelulose oxidada, o estiramento
do anel de glicose (C—O) na NCB (1103 cm™') e na NCB-COOH (1106 cm™) e a
vibragédo do esqueleto do anel de piranose (C—O—C) em 1010 cm-! para a NCB e
1033 cm™ para a NCB-COOH(Godinho, et al., 2016; Jafary, 2014; Stanilawska,
2021).

Para a nanocelulose funcionalizada (NCB-COOH) observa-se uma banda em
1639 cm™', caracteristica do estiramento da carbonila (C=0) presente nas ligagdes
do grupo carboxilico (-COOH), a partir desse dado € possivel confirmar a formagéo
de grupos carboxilatos nas paredes da nanocelulose, evidenciando a
funcionalizagdo da nanocelulose bacteriana (Zhang et al., 2015).

A Tabela 3 e 4 resume as atribuicdes para as principais bandas de FTIR da
nanocelulose bacteriana e da nanocelulose bacteriana oxidada por TEMPO,
respectivamente.

Tabela 3. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigagado dos grupos funcionais da
nanocelulose bacteriana (NCB).

Numero de onda (cm™')  Atribuigdo das bandas

1010 C—O—C, vibragao do esqueleto do anel piranose

1103 C—O, estiramento do anel de glicose

1158 C—O—C, estiramento antissimétrico da ligagao 3-glicosidica
1329 vibragdo no plano de ligagées H-C-H

1422 vibragéo no plano das ligagdes O-C—H

2889 estiramento C-H

3304 vibragao de estiramento O — H

Fonte: Autoria Prépria (2023).
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Tabela 4. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigagado dos grupos funcionais da
nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH).

Numero de onda (cm™)  Atribuigdo das bandas

1033 C—O—C, vibragao do esqueleto do anel piranose

1106 C—O0, estiramento do anel de glicose

1149 C—O—C, estiramento antissimétrico da ligagao 3-glicosidica
1310 vibragéo no plano de ligagées H-C-H

1426 vibragéo no plano das ligagdes O-C-H

16629 estiramento da carbonila C=0

2904 estiramento C-H

3326 vibracao de estiramento O — H

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Ampliando as técnicas de analises das amostras, foi realizada o Difratograma
de Difracao de raios-X (DRX) para verificar as propriedades cristalinas, bem como,
as fases presentem na nanocelulose bacteriana e na nanocelulose bacteriana
oxidada (Figura 27).
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Figura 27. Difratograma de Difragao de raios-X (DRX) da nanocelulose bacteriana (NCB), linha
azul e da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH), linha vermelha.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A NCB e a NCB-COOH possuem a mesma natureza cristalina, ambas com
um espectro caracteristico de trés picos nas posi¢des angulares de 26 em
aproximadamente 14,6°, 22,8° e 34,9° atribuidos aos planos (101), (002) e (040),
respectivamente (Dufresne, 2012; Godinho et al., 2016; Castro, 2011; Islam, 2013;
Godinho, 2016).

Desse modo, as amostras apresentam as cadeias de celulose organizadas
de forma paralela, formando planos que sao unidos por ligacées de hidrogénio,
caracteristicos da celulose polimorfo | (Nascimento, 2018).

Com base na equacéo 1, obteve-se o valor do indice de cristalinidade (Crl)
da nanocelulose bacteriana. De acordo com o difratograma da NCB tem-se loo2= 782
e lam =125 e para a amostra de NCB-COOH looz2 = 946 e |am = 298, portanto o indice
de cristalinidade para a NCB e NCB-COOH sao de 84 e 68%, respectivamente.

Observa-se uma diminuicao da cristalinidade da NCB apés a funcionalizagao,
decorrendo da alteracdo morfolégica da nanocelulose bacteriana. Entretanto ha um
satisfatorio grau de cristalinidade para ambas as nanoceluloses, visto que os
resultados corroboram com a literatura, que relata uma média de 65% a 79% de
cristalinidade da NCB (Pielak, 2019; Rodrigues, 2012).
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A fim de observar a morfologia da nanocelulose bacteriana e da nanocelulose
bacteriana oxidada foram realizadas técnicas de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET).

A partir das micrografias obtidas através do MEV foi possivel observar que a
nanocelulose bacteriana apresenta fibrilas de celulose formando arranjos entre si
(Figura 28.a) (Fischer et al., 2017). A NCB apresenta o formato de uma rede

granulada que esta conectada por fibrilas de diferentes tamanhos gerados pela
interface entre o ar e 0o meio, assim como descrito na literatura (Godinho et al., 2016).
A micrografia da nanocelulose funcionalizada (NCB-COOH) (Figura 28.b)
apresenta estrutura de uma rede fibrilada de diferentes tamanhos, mas com uma
menor quantidade de fibrilas em comparagdo com NCB. Os grupos carboxilicos
presentes na superficie da nanocelulose (NCB-COOH) podem influenciar a
desagregacao das fibrilas, assim como os processos de secagem (Lai et al., 2014).

Figura 28. Micrografias de Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) (a) nanocelulose
bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH).
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Fonte: Autoria Propria (2023).

De acordo com as micrografias de MET da nanocelulose bacteriana (NCB) e
da nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) (Figura 29), ambas possuem a
morfolégica composta por poros de diferentes tamanhos que se estendem por toda
a sua estrutura, por meio de redes de fibrilas com didmetro variando entre 57 a 78
nm, valores que estao de acordo com os reportados na literatura para nanofibras de
celulose de diferentes fontes (Godinho, et al., 2015; Stanilawska, 2016).
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Figura 29. Micrografia de Microscopia eletrénica de Transmissao (MET) (a) nanocelulose
bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH).
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A nanocelulose bacteriana (NCB) e a oxidada (NCB-COOH) também foram
analisadas por espectroscopia de energia dispersiva (EDS), a fim de analisar
qualitativamente os elementos quimicos presentes no material. A regidao analisada
para as amostras € apresentada na imagem 30, assim como a porcentagem

qualitativa da composicao elementar das amostras.
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Figura 30. Regido analisada na espectroscopia de raios-X por dispersao em energia (a)
nanocelulose bacteriana (NCB); (b) nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH).
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

Foram encontrados em ambos os materiais quantidades significativas de
Carbono e Oxigénio, elementos caracteristicos da composicdo quimica da
nanocelulose bacteriana (Fischer et al., 2017).

A partir dos resultados obtidos por meio das analises realizadas sugere-se

uma efetiva producéo e oxidagcao da nanocelulose bacteriana.

5.2 Sintese e caracterizagdo do nanotubos de titanato (NtsTi) e do
nanotubos de titanato silanizado com APTes (NtsTi-Si(CHz2)sNH2).

Os NtsTi sintetizados foram obtidos na forma de um p6 branco e fino, bem

como o material silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNHz2), que apresentou o mesmo aspecto.

Para indicar a sintese do nanotubo de titanato e a sua silanizacdo com o

APTes foi realizada a analise de Espectroscopia no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR). A Figura 31 é referente ao espectro de FTIR para

o NtsTi e o nanotubo silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2), preparados com pastilhas de
KBr.
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Figura 31. Espectro de FTIR. (a) nanotubo de titanato (NtsTi), linha vermelha; (b) nanotubo de
titanato funcionalizado com APTes (NtsTi-Si(CH.)sNH>), linha azul.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).
Condigoes Reacionais: pastilha de KBr.

O espectro do nanotubo de titanato (NtsTi) (linha vermelha) apresenta as
bandas caracteristicas da amostra, sendo uma banda larga em 3310 cm-’, referente
ao estiramento das ligagdes O-H superficiais provenientes da ligagdo Ti-OH, uma
banda localizada entre 1624 cm-', referente ao estiramento da ligagdo da hidroxila
de Ti-OH e uma banda localizada em 467 cm-! atribuida a vibragdo dos atomos de
oxigénio ligados a estrutura Ti-O, (Pettignano et al., 2020; Pontén et al., 2014).

A Tabela 5 resume as atribuicées das bandas de FTIR do nanotubo de titanato
(NtsTi).

Tabela 5. Resumo dos espectros de FTIR-KBr na investigagao dos grupos funcionais do
nanotubo de titanato (NtsTi).

Numero de onda (cm™) Atribuicdo das bandas.
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424 vibragdo dos atomos de oxigénio ligados a estrutura Ti-O
1624 estiramento da ligagao Ti-OH
3410 Vibragéo de estiramento O-H

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Em relacédo a analise de FTIR dos nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-
Si(CH2)3sNH?2) (linha azul) nota-se as bandas em 1090 cm™', as quais s3o tipicas para
alcoxissilano, que surgem principalmente das vibragdes de estiramento assimétrico
da ligagdo Si—O-Si, indicando a reacado de condensagao entre os grupos silanol
(Ognjanoviya et al., 2020; Duong et al., 2018).

Para o NtsTi-Si(CHz2)sNH2, as bandas localizadas em 1555 cm'
correspondem aos grupos NH2, esta banda sugere a presenga de grupos
aminopropil na superficie dos nanotubos. Assim, como a banda referente a vibragao
de estiramento do grupo C-N em 1324 cm™', demonstrando que o NtsTi foi silanizado.
Também foi possivel visualizar as bandas de vibracao de estiramento assimétrica C-
H (do grupo metileno —CHz-) em 2912 cm’, a de estiramento da ligagdo Ti—O-Si em
912 cm' e banda localizada entre 1631 cm™', referente ao estiramento da ligagdo da
hidroxila de Ti-OH residuais (DUONG et al., 2018; Hamciuc et al., 2015).

A Tabela 6 resume as atribuicbes para as principais bandas de FTIR do
nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CHz)sNH:), respectivamente.

Tabela 6. Resumo dos espectros de FTIR-KBr na investigagao dos grupos funcionais do
nanotubo de titanato (NtsTi) e o nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)3sNHz).

Numero de onda (cm™) Atribuigcao das bandas.
459 vibragdo dos atomos de oxigénio ligados a estrutura Ti-O
912 estiramento da ligagédo Ti-O-Si

1090 vibragdes de estiramento assimétrico da ligagdo Si—O-Si
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1324 a vibracao de estiramento do grupo C-N
1555 vibragéo do grupo NH2

1631 estiramento da ligagéo Ti-OH

2017 estiramento C-H

3350 Vibragéo de estiramento O-H

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Assim, através das analises de FTIR, pode-se inferir que o nanotubo de
titanato foi silanizado resultando em modificacdo estrutural da superficie com o
agente de acoplamento silano.

Em busca de amplificar os indicios da sintese e silanizagdo do nanotubo de
titanato, assim como para analisar o grau de cristalinidade e as fases cristalinas das
amostras utilizou-se a técnica de caracterizagdo por Difragcdes de raios-X (DRX).

Os difratogramas representados na Figura 32 demonstram que os nanotubos
de titanato (NtsTi) e os nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-Si(CH2)sNHz) nao
apresentam um elevado grau de cristalinidade, tendo em vista que materiais com
grande cristalinidade sédo evidenciados por alta intensidade do pico, os quais séo
gerados pela colisdo com planos intersticiais dos raios-x em diregdes ordenadas.
Para materiais pouco cristalinos, os raios-x sao distribuidos aleatoriamente no plano,
proporcionando um amplo espectro na faixa de 20, e consequentemente, a

intensidade dos picos obtidos sdo menores (Obando et al., 2019).
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Figura 32. Difratograma de Difragao de raios-X em pé (DRX) (a) nanotubo de titanato (NtsTi),
linha azul e (b) nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2):NH2), linha vermelha.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

Através do difratograma, observa-se que ambos os nanotubos de titanatos
sintetizados apresentam em sua composicido fases cristalinas anatase, que
correspondem aos picos nas posi¢cdes angulares de difragdes (20) em 10°, 24,5°,
28° e 48°, atribuidos aos planos cristalograficos (200), (110), (211) e (200),
respectivamente (Duong et al., 2017). Logo, a silanizagao do nanotubo néao altera a
fase cristalina do material, mas o aumento da intensidade dos picos para o nanotubo
de titanato silanizado, indica um aumento na cristalinidade (Ognjanoviya et al.,
2020).

A partir dessa equacgéo 2, obteve-se os graus de cristalinidade de 7% e 25%
para o NtsTi e NtsTi-Si(CH2)sNH2, respectivamente. Com isso, evidencia-se que a
silanizagao com o APTes aumenta a cristalinidade do material.

Em geral, os nanotubos de titanato obtidos através do tratamento hidrotérmico
alcalino com NaOH possuem a composicdo NazTizO7. A presenca de Na* ocorre
devido a alta alcalinidade do ambiente onde os nanotubos sao formados, e corrobora
com a analise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (Ferreira et al., 2006;
Kasuga, 2006).
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Contudo, quando o material € lavado com solugéo acida (HCI), a relacdo Na/Ti
diminui devido a troca catibnica de Na* por H*, logo, a formula quimica do nanotubo
& descrita por Naz2-xHxTizO7-nH20, sendo que o valor de x varia conforme o processo
de lavagem é realizado (Ferreira et al., 2006; Kasuga, 2006).

Além disso, os picos largos e sobrepostos sao atribuidos ao efeito de
curvatura nas camadas atdbmicas para formar a estrutura tubular do nanotubo, o que
indica que os nanotubos de titanato possuem paredes multiplas (Ferreira et al.,
2006).

Com o intuito de observar a morfologia caracteristica do nanotubo de titanato
foram realizadas técnicas de microscopias. Sendo assim, através das micrografias
de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do NtsTi (Figura 33.a) e do material
silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) (Figura 33.b), observa-se uma morfologia amorfa
com indicios de estruturas na forma de fios aglomerados na escala nanométrica, néo
sendo possivel confirmar a formagao de nanotubos.

Figura 33. Micrografia de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (a) nanotubo de titanato
(NtsTi) e (b) nanotubo de titanato funcionalizado com APTes (NtsTi-Si(CH2):NH>).

2 S P A
EHT = 20.00 kV Signal A = NTS BSD 20,00 kv gl TS BSD Date 11 Nov 2022 | ' Ir
WD = B.5mm Mag = 30.00KX WD = 8.0mm Mag= 30.00 KX rP.B

e TR ST S R

Fonte: Autoria Propria (2023).

Ja com as micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET) foi possivel avaliar a morfologia dos nanotubos de titanato, bem como, as
mudangas morfoldgicas apds a silanizagao do nanotubo. A partir das imagens de
MET (Figura 34.a) observa a formacéo dos nanotubos de titanato (NtsTi), de paredes
multiplas confirmando o enrolamento das camadas em nanotubos, fato que

corrobora com os dados obtidos na difragao de raios-x.
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Figura 34. Imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) (a) nanotubo de titanato
(NtsTi) e (b) nanotubo de titanato funcionalizado com APTes (NtsTi-Si(CH2):NH>).
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

estruturas nanométricas e tubulares ocas, com diametros entre 10 e 11 nm, o que
esta de acordo com o padréo reportado na literatura para nanotubos de titanato
sintetizados pelo método alcalino hidrotérmico (Mirjolet et al., 2012; Obando, 2019).
As micrografias para o NtsTi-Si(CH2)sNH2 (Figura 33.b), mostram uma
morfologia nanométrica em formato de nanotubo com didmetro de 7 € 8 nm,
indicando que a silanizagdo com o APTes ndao modificou a morfologia do nanotubo
(NTsTi) mantendo tamanho e morfologia similares ao material de partida (Duong et
al., 2017).

Agregando evidéncias da sintese e silanizagdo do nanotubo de titanato, as
amostras foram analisadas por espectroscopia de energia dispersiva (EDS), a fim
de analisar qualitativamente os elementos quimicos presentes no material. A regiao
analisada para as amostras € apresentada na figura 35, assim como a porcentagem

qualitativa da composicao elementar das amostras.
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Figura 35. Regido analisada para o espectro da Espectroscopia de raios-X por dispersao em
energia (EDS) (a) nanotubo de titanato (NtsTi) e (b) nanotubo de titanato funcionalizado com
APTes (NtsTi-Si(CH2)sNH_).

S " Elecronimage 1 To0Rm. Electron Image 1

Nanotubo de Titanato (NtsTi) Nanotubo de Titanato Silanizado (NtsTi-Si(CH,);NH,)
60 60
50 46 86 50
40 40 2466 36 5 57 45
30 30 2324
1899 1948
20 1064 71 20 11,5744.25 561
|
10 20t gl 1210070 10 I 307y g
0 . 0
Carbono  Oxigénio Titanio Sédio Carbono Oxigénio  Titanio Silicio  Nitrogénio
Regido 1 m=Regido2 mRegifo3 Regido 1 ®Regido2 w®Regido 3

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Foram encontrados nas amostras de nanotubo de titanato (NtsTi), os
elementos titanio, oxigénio, indicando a composicdo padrio dos NtsTi. E relatado
ser comum resquicios de sodio (Na) nas sinteses hidrotérmicas alcalinas realizadas
na presenga de NaOH (Yuan e Su, 2004). A presenga do Carbono ocorre devido ao
material utilizado para realizagado da analise.

Em relagédo aos nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-Si(CH2)sNH2), foram
encontrados os elementos carbono, oxigénio, titanio, silicio e nitrogénio. A partir da
analise dos resultados, conclui-se que a silanizagdo manteve a base do nanotubo
de titanato (titdnio e oxigénio), e por meio da presencga do silicio e nitrogénio surge
um indicativo de que houve a sinalizagdo do NtsTi com agente silano APTes
(Hamciuc et al., 2015).

Por meio dos resultados obtidos evidencia-se uma efetiva sintese dos
nanotubos de titanato pelo método hidrotérmico alcalino, assim como, uma efetiva

oxidagdo com o agente silano APTes.
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5.3 Reacao Multicomponente de Ugi

Diante dos resultados obtidos para o nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-
Si(CH2)3sNH2) e para a nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) obtém-se os
materiais necessarios para a sintese do nanocomposito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-
COOH (Figura 36) via reagdo multicomponente de Ugi, a fim de unir e otimizar as
propriedades fisicas e quimicas dos nanotubos de titanato e da nanocelulose
bacteriana.

Figura 36. Reagao multicomponente de Ugi utilizando nanocelulose bacteriana (NCB-COOH),
nanotubos de titanato (NtsTi-Si(CH2):NH_), ciclohexilisocianeto e benzaldeido.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

A reacao foi realizada sob temperatura ambiente, sem a necessidade de
condigdes de atmosfera inerte, resultando em um nanocompdédsito na forma de
membrana, derivada na nanocelulose bacteriana oxidada, com os nanotubos de
titanato silanizados depositados sobre o material, além de formar como subproduto
a agua. O que torna as reagdes multicomponentes de Ugi um processo interessante
para a quimica verde.

Para sugerir a efetiva sintese do nancompdsito NtsTi-Si(CHz2)sNH2/NCB-
COOH foi realizada a analise de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) por reflexdo total atenuada (ATR), espectro

representado na Figura 37.
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Figura 37. Espectro de FTIR do nanocompésito NtsTi-Si(CH2):NH2/NCB-COOH (linha
vermelha), obtido a partir da reagao multicomponente de Ugi entre entre o NtsTi-Si(CH2):NH2,
(linha azul) e NCB-COOH (linha rosa).
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Fonte: Autoria Propria (2023).
Condig¢oes Reacionais: ATR

Através do espectro de FTIR, observa-se banda estiramento em 1652 cm™,
referente a vibracdo de alongamento da carbonila da amida terciaria (-CO(N-),
consequéncia do desaparecimento da banda da carbonila da nanocelulose
bacteriana oxidada (NCB-COOH), bem como, o desaparecimento da banda de NH2
livre do NtsTi-Si(CH2)sNH2, evidenciando a formag¢ao do composto de Ugi (Rezaei et
al., 2016).

Além disso, a banda de estiramento CO-NH-R da amida secundaria é
observada em 3405 cm-'. A banda em 2926 cm™! pode ser atribuida a vibracdes de
C-H, atribuido as vibragdes de metileno assimétricas e simétricas. As bandas em
1532 cm™ e 1261 cm™', podem ser originados do acoplamento da flexdo N-H
(estiramento de vibragao da carbonila de amida Il) e da vibragéo de estiramento C—
N, respectivamente (Previdi et al., 2019; Shaabani e Afshari, 2017; Rezaei et al,
2016).
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Além disso, a banda em 1440 cm-' foi relacionada com a vibragdo tesoura de
metileno (CH2) e as bandas entre 900 e 1000 cm™' foram atribuidos ao dobramento
no plano e fora do plano referente aos grupos C-H presentes no anel aromatico e C-
O-C da ligagao B-(1—4) glicosidica (Previdi et al., 2019; Shaabani e Afshari, 2017;
Rezaei et al, 2016).

A Tabela 7 resume as atribuicbes para as principais bandas de FTIR do
nanocomposito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH.

Tabela 7. Resumo dos espectros de FTIR-ATR na investigagao dos grupos funcionais do
nanocomposito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH.

Numero de onda (cm™) Atribuicao das bandas.

900 e 1000 dobramento no plano e fora do plano referente aos grupos C-H

presentes no anel aromatico

C-O-C daligagao 3-(1—4) glicosidica

1261 vibragao de estiramento C—N

1440 Vibragao tesoura de metileno (CHz)

1532 flexdo N-H (estiramento de vibrag&o da carbonila de amida II)
1652 vibragdo de alongamento da carbonila da amida terciaria (-CO(N-)
2926 estiramento C-H

3405 Estiramento da carbonila da amida secundaria (CO-NH-R)

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Com o intuito de ampliar as evidéncias da sintese do nanocompdsito (NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) foi realizada a analise de Ressonéancia Magnética Nuclear
13C (RMN '3C) (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear '*C do nanocompésito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH
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Fonte: Autoria Prépria (2023).
Nota: RMN de '*C CP/MAS (100MHz)

A partir do espectro, observa-se deslocamentos quimicos referentes aos
carbonos da nanocelulose, os sinais incluem o C1 (110 ppm), C4 (94 ppm) e C2, C3
e C5 (76-79 ppm) (Gabriel e Heinze, 2018; Cipriano et al., 2020).

Para os carbonos C6 que sofreram oxidagcao com o agente TEMPO, observa-
se um sinal em 142 ppm referente ao carbono do grupo (-COOH), uma vez que esta

ligado a oxigénio em campo baixo (160-220 ppm), logo, a presenca da carbonila
(C=0) gera uma desblindagem do carbono, assim como no C17 (159 ppm) e no
carbono ligado ao nitrogénio C10 (70 ppm) (Gabriel e Heinze, 2018; McMurry, 2016).
Corroborando com o espectro de FTIR (Figura 40) as atribui¢coes referentes a
presenga da carbonila da amida (-CONH), gera um indicativo de que houve a
formacgao do nanocompdsito via reagao multicomponente de Ugi entre o nanotubos
de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) e a nanocelulose bacteriana oxidada
(NCB-COOQOH).

Os carbonos presentes no anel aromatico (C11, C12, C13, C14, C15, C16)
apresentam apenas quatro absorc¢des, devido a simetria da estrutura entre os
carbonos 12 e 16, e 13 e 15. Os deslocamentos quimicos estao na faixa de 120 a
130 ppm, pois a aromaticidade do anel e a hibridizagdo sp? gera uma desblindagem
dos carbonos (Carey, 2011; McMurry, 2016).
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A fragao resultante do ciclohexilisocianeto, onde os carbonos 19 e 23,e 20 e
22 possuem simetria. Os carbonos dessa regidao da estrutura (C18, C19, C20, C21,
C22 e C23) apresentam deslocamentos quimicos na faixa de 20 a 50 ppm, devido a
hibridizacao sp?3, logo, os carbonos sdo mais blindados e se apresentam no campo
alto (Carey, 2011).

A partir desses resultados é possivel inferir que o nanocomposito (NCB-
COOH/NtsTi-Si(CH2)sNH2) foi formado através da reagcao multicomponente de UGi,
levando a um material nanométrico com propriedades de ambos os materiais NCB
e NtsTi. Um resumo dos deslocamentos quimicos obtidos pode ser observado na
Tabela 8.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos (5 ppm) de Ressonancia Magnética Nuclear 13C do
nanocomposito (NtsTi-Si(CH2);NHz- NCB-COOH).

Carbono Deslocamento quimico (ppm)
1 110
2 94
3,4e5 76-79
10 70
6 142
7-9 20-50
10 143
11-16 120-130
17 159
18-23 20-50

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Também foi realizada a técnica de Difragcédo de raios-X (DRX) a fim de analisar
a cristalinidade do nanocompdsito NCB-COOH/NtsTi-Si(CH2)sNHz (Figura 39).
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Figura 39. Difratograma de Difracido de raios-X (DRX) do nanocompésito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH (linha azul), obtido a partir da reagdo multicomponente de Ugi entre
o NtsTi-Si(CH2):NH, (linha vermelha) e NCB-COOH (linha rosa).
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

O espectro do nanocomposito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH (linha rosa),
apresenta dois picos nas posi¢cdes angulares de 26 em aproximadamente 14,6° e
22,8, os quais se referem aos planos (101) e (002), respectivamente (Dufresne,
2012; Godinho et al., 2016; Castro, 2011).

A presencga dos picos referentes a NCB-COOH, pode ser explicada pela
superficie do nanocompadsito ser exclusivamente da nanocelulose, possuindo nessa
superficie os aglomerados de nanotubos de titanato silanizados.

Com base no calculo de indice de Cristalinidade, o nanocompdsito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH possui 88% de cristalinidade. Desse modo, houve o
aumento da cristalinidade do nanocompdsito quando comparada com a
Nanocelulose oxidada (NCB-COOH) e o nanotubo de titanato (NtsTi-Si(CH2)sNH2).

O aumento da cristalinidade € um fator importante, visto que aprimora
algumas das propriedades do material, incluindo a ductibilidade, resisténcias aos
solventes, grau de tenacidade e estabilidade térmica (Becerra e Moraes, 2015).

Foi acrescentado Andlise Termogravimétrica (TGA) a fim de analisar o

comportamento quanto a estabilidade térmica do nanocompésito (NtsTi-
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Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) em comparacado aos materiais nanocelulose bacteriana
oxidada (NCB-COOH) e o nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CHz2)sNH2 foi
realizado a Analise Termogravimétrica (TGA), os resultados obtido estdo
representados na Figura 40.

Figura 40. Espectro de TGA do nanocompésito NtsTi-Si(CH2):NH2/NCB-COOH (linha preta) o
NtsTi-Si(CH2)sNH: (linha vermelha) e NCB-COOH (linha azul).
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

Para o nanotubo de titanato silanizado (linha vermelha) as perdas de massa
ocorreram em dois estagios distintos. O primeiro momento de perda de massa,
ocorreu rapidamente na faixa de 50-200 °C, em seguida, existe um processo lento
de perda de massa entre 200 a 400 °C, sugerindo que o APTes adsorvido nas
superficies do NtsTi foi completamente dessorvido, devido ao ponto de ebulicdo do
APTes ser em 217 °C (Duong et al., 2017; Hamciuc et al., 2015). Depois disso, a
segunda etapa de perda, com massa residual de 55%, comegou em
aproximadamente 400 °C a qual se estendeu até 700 °C, essa perda de massa esta
correlacionada com a decomposicao térmica do silano introduzido, a qual ocorre
acima de 450 °C (Duong et al., 2017).

Para a nanocelulose bacteriana oxidada (linha azul) apresentou um curso

inicial de perda de massa, na faixa de 40°C a 160 °C, decorrente da evaporagao da
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agua livre (Zhang et al., 2018). Posteriormente, ha uma degradacgao térmica
significativa da nanocelulose, entre 200-350 °C, caracteristico da pirolise da cadeia
principal da celulose, processo que nao é significativamente afetada pela reacao de
oxidacao via TEMPO, resultando em uma massa residual de 36% (Zhang et al.,
2018; Iscuissati, 2020). Em seguida, ha uma lenta perda de massa na faixa de 350
°C a 700°C, gerando uma massa residual de 17%.

Ja para o nanocompdsito (linha preta) apresenta uma semelhanga com a
NCB-COOH, com uma maior estabilidade térmica. Iniciando o processo principal de
degradacgao na faixa de 230 a 370 °C, seguido de uma etapa lenta até os 700 °C,
deixando uma massa residual de 19%. Com isso, sugere-se que a unidao da NCB-
COOH e do NtsTi-Si(CHz)sNH2 na sintese do nanocompdsito elevou a estabilidade
térmica do material.

As técnicas de caracterizagdo de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
e Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foram incluidas a fim de observar a
morfologia do nanocompdsito (NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) obtido a partir da
reacao multicomponente de Ugi entre o nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-
Si(CHz2)3sNH2) e a nanocelulose bacteriana oxidada (NBC-COOH).

As micrografias obtidas por MEV do nanocompdésito (NtsTi-Si(CHz2)sNH2/NCB-

COOH) estao representadas na Figura 41.

Figura 41. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do nanocompésito obtido
a partir da reagdao multicomponente de Ugi entre o NtsTi-Si(CH2):NH2 e NCB-COOH.

mm EHT =200 Gigal AZHTIESD a7 Mar 23 104m BT = 20034 SgmAeNEESD  Oue w2 W
WO = B5imm Mag= 100X m H WDE §imn Mag= 1O0KX m

Fonte: Autoria Prépria (2023).
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A partir das micrografias de MEV e com a analise de EDS dos materiais
obtidos é possivel observar que houve a deposi¢céo dos aglomerados de nanotubos
de titanato funcionalizados (NtsTi-Si(CH2)sNH2) na camada de nanocelulose
bacteriana oxidada (NCB-COOH). Através das micrografias, quando comparadas
aos materiais de partida, é possivel evidenciar alteragées morfologicas.

A partir das micrografias de MET do nanocompdsito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-
COOH (Figura 42), observa-se que o nanocompdsito apresenta morfologia diferente
das encontradas nos materiais de partida. Sendo formado por nanoparticulas
circulares, com didmetro variando de 50 a 70 nm. Sugerindo-se que na houve a

deposicédo dos nanotubos de titanato na camada na nanocelulose bacteriana.

Figura 42. Micrografia de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) do Nanocompésito
obtido a partir da reacdo multicomponente de UGI entre o NtsTi-Si(CH2)sNH2 e NCB-COOH.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

O nanocompdsito produzido também foi analisado por espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), a fim de analisar qualitativamente os elementos quimicos
presentes no material. A regido analisada para as amostras é apresentada na
imagem 43, assim como a porcentagem qualitativa da composigéo elementar das

amostras.
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Figura 43. Regiado analisada para o espectro da Espectroscopia de raios-X por dispersao em
energia (EDS) do nanocompésito obtido a partir da reagao multicomponente de Ugi entre o
NtsTi-Si(CH2):NH2 e NCB-COOH.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

Através da analise do EDS realizado com o nanocompasito obtido pela reagao
multicomponente de Ugi foram encontrados os elementos carbono e oxigénio, os
quais sao caracteristicos da Nanocelulose Bacteriana, assim como reportado no
EDS na NCB e NCB-COOH. Também se obteve os elementos silicio, sodio, titanio,
elementos obtidos no EDS do titanato silanizado (NtsTi-Si(CHz2)sNHz2) que fazem
parte da composigao do NtsTi-Si(CH2)sNH2.

Por meio dos resultados obtidos nas técnicas de analises realizadas e pela
unido de informacgdes, indica-se que houve a sintese do nanocompdsito via reagao
multicomponente de Ugi entre a nanocelulose bacteriana oxidada (NCB-COOH) e
nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-Si(CH2)sNH2), logo, é possivel avaliar as

propriedades antimicrobianas do material.

5.4 Atividade antimicrobiana

A analise das propriedades antimicrobianas dos nanotubos de titanato (NtsTi),
dos nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-NH2) e do nanocompdsito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH, foram realizadas por meio do teste de efeito inibitrio das
bactérias gram-positiva Staphylococcus aureus e gram-negativa Escherichia coli.

Os critérios interpretativos utilizados foram baseados nas Normas de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana: 15° Suplemento
Informativo. As categorias ‘sensivel’, ‘intermediaria’, ou ‘resistente’ sdo definidas por

meio das mensuragdes do diametro dos halos de inibicado (CLSI/NCCLS; 2005).
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Os materiais NtsTi e NtsTi-Si(CH2)sNH2 foram preparados em duplicatas e
com concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 mg L-'. Para melhor avaliar o efeito das
atividades, uma identificacdo numérica de 1 a 4 foi adotada, sendo que cada numero
corresponde a uma concentragdo, 1 (100 mg L"), 2 (50 mg L"), 3 (25 mg L") e 4
(12,5 mg L"), B, corresponde ao branco (agua deionizada).

No teste referente as amostras de nanotubo de titanato (Figura 44) nao foi
obtido halo de inibicdo para ambas as bactérias avaliadas em nenhum dos testes

realizados.

Figura 44. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato (NtsTi) nas bactérias (a)
Escherichia coli e (b) Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Em comparacgéo aos testes antimicrobianos realizados com o nanotubo de
titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNH2) obteve-se halos de inibicdo na bactéria
Escherichia coli (Figura 45) e Staphylococcus aureus (Figura 46).

Figura 45. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-
Si(CH2)sNH2) na bactéria Escherichia coli.

Fonte: Autoria Prépria (2023).
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A tabela 9 apresenta os valores de halo de inibigao obtidos para a bactéria E.
coli nas concentragdes analisadas.

Tabela 9. Valores de halo de inibigao obtidos para a bactéria E. col,.

Halo de 1 (100 mg pL") 2 (50 mg uL") 3 (25 mg uL") 4 (12,5 mg puL")
Inibicao

Teste A 29 mm 28 mm 16 mm 14 mm
Teste B 21 mm 22 m 17 mm 15 mm

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Figura 46. Atividade antimicrobiana dos nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-
Si(CH2)sNH2) na bactéria Staphylococcus aureus.

Teste A Teste B

Fonte: Autoria Prépria (2023).

A tabela 10 apresenta os valores de halo de inibicdo obtidos para a bactéria
S. aureus nas concentragdes analisadas.

Tabela 10. Valores de halo de inibi¢cao obtidos para a bactéria S. aureus.

Halo de Inibigdo 1 (100 mg pL™) 2 (50 mg uL") 3 (25 mg uL") 4 (12,5 mg uL")

Teste A 21 mm 25 mm 13 mm 0cm

Teste B 17 mm 16 mm 13 mm 9 mm

Fonte: Autoria Prépria (2023).

A partir dos valores obtidos de halo de inibigdo, ambas as bactérias, S. aureus
e E. coli, se mostraram sensiveis ao nanotubo de titanato silanizado, com halo de

inibicdo satisfatorio para as amostras em maior concentragdo (100 e 50 mg L).
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Entretanto, de modo geral, os halos de inibigdo para a E. coli foram os maiores em
todas as concentragdes, em comparagao com a S. aureus.

O efeito de inibicdo € atribuido tanto ao tamanho nanométrico do nanotubo
de titanato, que possibilita uma maior penetragao através das membranas celulares,
afetando assim os processos intracelulares, como a presenga dos grupos silano no
nanotubo de titanato (NtsTi-Si(CH2)sNH2) que induzem propriedades
antibacterianas, resultando em uma maior atividade antimicrobiana (Tong et al.,
2013; Elsaka et al., 2011; Thakur e Voicu, 2021).

Para o nanocomposito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH obtido a partir da
reacdo multicomponente de Ugi, foram realizados os testes de atividade
antimicrobiana para as mesmas bactérias, S. aureus e E. coli, adicionando um teste
de controle positivo com os antibioticos cloranfenicol (sigla +) e vancomicina (sigla -
)de 30 g .

Para o teste de atividade antimicrobiana do nanocompdsito entre NCB-COOH
e NtsTi-Si(CH2)sNH2 avaliou-se a relagdo da concentracdo entre os dois
componentes utilizados. A relacdo das concentragdes e a numeracgao utilizada para
a identificagao nos testes é representada na Tabela 11.

Tabela 11. Relagao das propor¢oes de NCB-COOH e NtsTi-Si(CH2):NH- utilizados na sintese
do nanocompésito.

Identificagao Relagao Massa de NtsTi-Si(CH2)sNH- Massa de NCB-COOH
1 1:1 100 mg 100 mg
2 2:1 100 mg 50 mg
3 3:1 150 mg 50 mg
4 4:1 200 mg 50 mg

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Os testes de atividade antimicrobiana do nanocompdsito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH nas bactérias E. coli e S. aureus, estao representados nas

Figuras 47 e 48, respectivamente.
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Figura 47. Atividade antimicrobiana do nanocompoésito NtsTi-Si(CH2):NH2/NCB-COOH na
bactéria Escherichia coli.

Teste A Teste B
Fonte: Autoria Prépria (2023).

A tabela 12 apresenta os valores de halo de inibicdo obtidos para a bactéria
E. coli nas concentracdes e antibidticos analisadas.

Tabela 12. Valores de halo de inibigdo obtidos para a bactéria E. coli.

Halo de 1 2 3 4 Cloranfenicol Vancomicina
Inibigao (+) ()
Teste A 0 mm 0 mm 0 mm 15 mm 20 mm -
Teste B 0 mm 0 mm 0 mm 9 mm - 8 mm

Fonte: Autoria Propria (2023).
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Figura 48. Atividade antimicrobiana do nanocompoésito NtsTi-Si(CH2):NH2/NCB-COOH na
bactéria Staphylococcus aureus.

Teste A Teste B
Fonte: Autoria Prépria (2023).

A tabela 13 apresenta os valores de halo de inibigdo obtidos para a bactéria

S. aureus nas concentragdes e antibiéticos analisadas.

Tabela 13. Valores de halo de inibi¢gao obtidos para a bactéria S. aureus.

Halo de 1 2 3 4 Cloranfenicol Vancomicina
Inibigdo (+) ()
Teste A 0mm 0 mm 8 mm 9 mm 14 mm -
Teste B 0 mm 0 mm 0 mm 9 mm - 0 mm

Fonte: Autoria Prépria (2023).

De acordo com os resultados obtidos, nota-se que a concentragdo do
nanotubo de titanato silanizado (NtsTi-Si(CH2)sNHz) influencia na formacéo dos
halos de inibicdo, uma vez que somente na maior concentragao, 200 mg de NtsTi-
Si(CH2)sNH2 para 50 mg de NBC-COOH, se obteve inibigdo de ambas as bactérias
em todos os testes realizados.

Os antibidticos, cloranfenicol e vancomicina, foram adicionados no meio de

cultura com o intuito de realizar um comparativo entre os halos de inibigdo gerados
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pelos antibiéticos com o nanocompdsito NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COOH a partir do
crescimento bacteriano.

A vancomicina € um agente utilizado em infecgbes causadas por cepas
bacterianas gram-positivas, como a Staphylococcus aureus. Em geral, discos de 30
Mg de vancomicina apresentam um halo de inibigdo de = 14 mm para bactérias
Staphylococcus spp. Entretanto, ha, as cepas de S. aureus resistentes a
vancomicina que podem produzir apenas um crescimento sutil em torno do disco de
vancomicina, da mesma forma, que a bactéria E. coli apresenta resisténcia a
vancomicina (CLSI/NCCLS; 2005).

Diferentemente para o cloranfenicol, a E. coli e a S. aureus sao sensiveis ao
antibidtico de 30 pg, apresentando halo de inibicdo = 18 mm. Como foi observado
no teste da bactéria E.coli, onde o antibidtico gerou um halo de 20 mm, ja para a
S.aureus se enquadra na categoria intermediario (13 a 17 mm) com halo de inibigao
de 14 mm no antibiotico cloranfenicol (CLSI/NCCLS; 2005).

De forma diferente dos antibidticos, ambas as bactérias apresentaram
sensibilidade de crescimento bacteriano com o0 nanocompédsito NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH. Sendo que para o teste antimicrobiano da bactéria E. coll,
0 nanocomposito formou halos de inibicdo semelhantes aos antibiéticos.

A partir dos dados analisados, sugere-se que a relagdo da concentragao entre
o nanotubo de titanato silanizado e a nanocelulose oxidada influencia na atividade
antimicrobiana do nanocompdsito sintetizado. Sendo que as bactérias, E. coli e S.
aureus apresentaram sensibilidade ao material produzido na relagao 4:1 (200 mg de
NtsTi-Si(CH2)sNH2 para 50 mg de NBC-COOH).
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6 CONCLUSAO

De acordo com estudos realizados envolvendo a sintese de um
nanocompaosito via reagao multicomponente de Ugi entre a nanocelulose bacteriana
oxidada (NCB-COOH) e nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-Si(CHz2)sNH2),

pode-se concluir que:

= O método hidrotérmico alcalino em conjunto com os processos de lavagens
acidas, se mostraram eficientes e simples para realizar a sintese de
nanotubos de titanato (NtsTi) de paredes multiplas com diametro de 10 nm,
com férmula estrutural Naz2-xHxTizsO7-nH20;

= A silanizagdo dos NtsTi utilizando o agente 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTes) é eficiente em sintetizar nanotubos de titanato silanizados (NtsTi-
Si(CHz2)sNH2) com diametro de 7 nm;

» As bactérias S. aureus e E. coli sdao sensiveis ao nanotubo de titanato
silanizado com halo de inibicdo variando de 29 a 21 mm para as
concentragdes de 100 e 50 mg L', respectivamente.

* A bacteriana Komagataeibacter hansenii € eficiente em produzir membranas
de Nanocelulose Bacteriana (NCB) com fibrilas de didmetro entre 57 a 75 nm
e indice de cristalinidade de 84%;

= A oxidagdo da NCB utlizando o agente oxidante N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TEMPO) é eficiente em funcionalizar a superficie da
NCB, adicionando o grupo carboxilico. O indice de cristalinidade na
Nanocelulose Bacteriana Oxidada (NCB-COOH) foi de 68%;

= Ha evidéncias que houve a formagdo do nanocompodsito (NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) obtido entre a NCB-COOH e o NtsTi-Si(CH2)sNHz2,
através das analises espectroscopicas de MEV/EDS, MET, FTIR e RMN de
13C:

= A variagao da concentragao do nanotubo de titanato (NtsTi-Si(CHz2)sNHz) na
reacao multicomponente de Ugi afeta as propriedades antimicrobiana do
nanocomposito, uma vez que ndo obteve-se halo de inibicdo em uma relagao
de (1:1 & 1:3) de NCB-COOH NtsTi-Si(CH2)sNH2.

* Os melhores resultados foram obtido nas propor¢des de 1:4 (50 mg de NBC-
COOH e 200 mg de NtsTi-Si(CH2)sNHz e) apresentando um halo de inibigdo

9 a 15 mm nas bactérias S. aureus e E. coli;



87

= As bactérias, S. aureus e E. coli, apresentam sensibilidade ao nanocompdsito
(NtsTi-Si(CH2)sNH2/NCB-COQOH).

Os resultados destacam a importancia das reacdes multicomponentes em
sintetizar nanocompdésitos, produzindo um novo material complexo que agrega as
propriedades dos reagentes de partida e este biomaterial apresenta potencial para

ser aplicado em area médica.
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7 ETAPAS FUTURAS

Para dar continuidade nos estudos sobre a sintese do nanocompdésito (NtsTi-
Si(CH2)sNH2/NCB-COOH) via reagao multicomponente de Ugi, planeja-se ampliar
as espécies bacterianas avaliadas no teste antimicrobiano, adicionando a bactéria
Streptococcus mutans, a qual esta associado com a carie dental em humanos.

Além disso, ha o intuito de realizar a técnica de caracterizagao Espectroscopia
de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS), a fim de complementar as evidéncias
da eficiéncia da sintese de Ugi em produzir o nanocomposito NCB-COOH/NtsTi-
Si(CH2)sNHo2.
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