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RESUMO

A manufatura aditiva, também conhecida como impresséo 3D, € uma tecnologia que
permite a construcdo rapida de objetos com alta precisdo. Essa tecnologia tem sido
amplamente utilizada na engenharia tecidual para a obtengao de scaffolds, estruturas
de suporte para o crescimento celular. Os scaffolds devem ser biodegradaveis,
atoxicos e biocompativeis e, por isso, hd um crescente interesse na utilizacdo de
biopolimeros para sua obtencao, tais quais o poli(hidroxibutirato) (PHB) e a celulose
bacteriana (CB) que, além de possuirem essas caracteristicas, possuem também,
respectivamente, propriedades osteoindutoras e de resisténcia mecéanica e, portanto,
podem ser aplicados para a obtencdo de scaffolds aplicados no sistema esquelético.
Nesse contexto, o objetivo principal do estudo foi a obtencéo de filamentos compdsitos
baseados em PHB/CB micronizada e suas respectivas caracterizagbes para
averiguagédo do potencial de obtenc&o de scaffolds utilizando a impressao 3D visando
regeneracao 0ssea. A CB micronizada foi obtida ap6s a fragmentacdo em moinho de
bolas de sobras de CB se encaixando no conceito da economia circular por utilizar um
processo sustentavel e sobras de outros processos industriais. Foram avaliados
micronizados obtidos nas frequéncias de 10, 20 e 30 Hz e o micronizado obtido em
20 Hz foi selecionado para a obtencdo dos filamentos ao passo que apresentou
diametro médio de 124 + 13 um e area superficial de 1,6 m?/g, caracteristicas que
facilitariam a homogeneizagéo com os pellets de PHB para a obtencéo dos filamentos.
Além disso, o grau de polimerizacdo (DP) e o indice de cristalinidade (ICr)
mensurados, 845 e 0,69 respectivamente, comprovaram a amorfizacao de parte da
CB, o que torna o micronizado mais susceptivel a degradacao e reabsorc¢ao corporal,
caracteristicas importantes para os scaffolds. Obteve-se os filamentos variando-se a
porcentagem de CB micronizada inserida em relacdo ao PHB. Apesar das
concentracfes variadas de CB, os filamentos compdsitos apresentaram apenas 0s
grupos funcionais do PHB, conforme demonstrado na espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). As derivadas das curvas
termogravimétricas (DTG) dos filamentos mostraram que as temperaturas de pico
(Tpico) da degradacao do PHB diminuem conforme aumenta-se a concentracéo de CB,
sendo a menor igual a 248°C referente ao filamento compdsito PHB/CB 2,0% que
apresenta a maior concentracdo de CB. Embora tenha ocorrido uma variacdo no
comportamento térmico dos filamentos essa néo foi significativa para impossibilitar a
impressao tendo em vista que a temperatura de fusdo do PHB é de 170°C, porém os
filamentos com concentracdes de CB acima de 0,5% entupiram o bico da impressora.

Palavras-chave: Manufatura aditiva; Celulose bacteriana; Poli(hidroxibutirato);
Engenharia tecidual; Scaffolds.



ABSTRACT

Additive manufacturing, also known as 3D printing, is a technology that allows the rapid
construction of objects with high precision. This technology has been widely used in
tissue engineering to obtain scaffolds, support structures for cell growth. Scaffolds
must be biodegradable, non-toxic, and biocompatible and, therefore, there is a growing
interest in the use of biopolymers to obtain them, such as poly(hydroxybutyrate) (PHB)
and bacterial cellulose (BC) which, in addition to having these characteristics, also
have, respectively, osteoinductive and mechanical resistance properties and,
therefore, can be applied to obtain scaffolds applied to the skeletal system. In this
context, the main objective of the study was to obtain composite filaments based on
micronized PHB/BC and their respective characterizations to investigate the potential
for obtaining scaffolds using 3D printing aimed at bone regeneration. The micronized
BC was obtained after the fragmentation of BC scraps in a ball mill, fitting the concept
of the circular economy by using a sustainable process and scraps from other industrial
processes. Micronized obtained at frequencies of 10, 20 and 30 Hz were evaluated
and the micronized obtained at 20 Hz was selected to obtain the filaments as it had a
mean diameter of 124 + 13 uym and a surface area of 1.6 m?/g, characteristics that
would facilitate the homogenization with the PHB pellets to obtain the filaments. In
addition, the degree of polymerization (DP) and the crystallinity index (ICr) measured,
845 and 0.69 respectively, confirmed the amorphization of part of the BC, which makes
the micronized product more susceptible to degradation and body reabsorption,
important characteristics for the scaffolds. The filaments were obtained by varying the
percentage of micronized BC inserted in relation to the PHB. Despite the varying
concentrations of BC, the composite filaments showed only the PHB functional groups,
as demonstrated by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The derivatives of
the thermogravimetric curves (DTG) of the filaments showed that the peak
temperatures (Tpeak) Of PHB degradation decrease as the concentration of CB
increases, the lowest is equal to 248°C referring to the composite filament PHB/CB 2,
0% which has the highest concentration of CB. Although there was a variation in the
thermal behavior of the filaments, this was not significant to make printing impossible,
considering that the PHB melting temperature is 170°C, but the filaments with CB
concentrations above 0.5% clogged the nozzle from the printer.

Keywords: Additive manufacturing; Bacterial cellulose; Poly(hydroxybutyrate); Tissue
engineering; Scaffolds.
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APRESENTACAO

Essa dissertacao apresenta em quatro capitulos a obtencado e caracterizacao
de filamentos compdésitos de poli(hidroxibutirato) (PHB) e residuos micronizados de
CB para utilizagdo na manufatura aditiva visando a obtencdo de scaffolds
biocompativeis aplicaveis na regeneracao tecidual 6ssea.

No capitulo 1 encontra-se uma breve introducdo e contextualizacdo sobre a
importancia da engenharia tecidual, impressao 3D, PHB, CB e os trabalhos que tém
sido desenvolvidos nessa area.

O capitulo 2 aborda sobre micronizados de CB: obtencado, caracteristicas e
potenciais de aplicacdo. Apresenta-se o0s resultados e discussbes das analises
realizadas e os motivos da selecdo do micronizado em 20 Hz.

O capitulo 3 apresenta os materiais e métodos da obtencéo e caracterizacao
dos filamentos compoésitos de PHB e CB demonstrando as diferencas entre as
composicdes e o efeito das mesmas nas caracterizacoes.

As conclusbes e as perspectivas sdo desenvolvidas no capitulo 4.



CAPITULO 1 — CONTEXTUALIZACAO

1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

O sistema esquelético, constituido por ossos, cartilagens, tendbes e
ligamentos, é responsavel por diversas funcdes biomecanicas e fisiolégicas no corpo
humano tais como fornecer suporte e protecdo aos 6rgaos moles (Yl et al, 2022).
Essas funcdes sdo essenciais para a vida e, portanto, demandam de atencdo para
com os componentes do sistema. Os 0ss0s, componentes caracteristicos do sistema,
requerem preocupacao, pois sado vitimas de varias condi¢cdes que podem ocasionar
defeitos e/ou danos, como traumas, osteoporose, infec¢cdes e cancer (CHEN et al,
2021; MALLIAPPAN et al, 2022).

O o0sso é um tecido conjuntivo compdésito heterogéneo composto por minerais
(65% m/m) que confere dureza e resisténcia ao estresse mecanico, matéria organica
(25% m/m) que confere flexibilidade e elasticidade e agua (10 % m/m) (MALLIAPPAN
et al, 2022). Apesar da elevada resisténcia mecanica e flexibilidade, as condi¢oes
supracitadas podem ocasionar danos e/ou defeitos na matriz 6ssea. Quando
lesionada, essa matriz possui a capacidade de se regenerar mimetizando exatamente
a condicao original, entretanto, para fraturas ou defeitos superiores ao dobro do
didmetro do osso afetado a autorreparacao pode nao ser adequada e eficiente, além
de ser um processo extremamente demorado (CHEN et al, 2021; MAIA et al, 2022;
MALLIAPPAN et al, 2022). Nesses casos, utilizam-se enxertos 0sseos para fazer a
reparacao podendo estes serem autoenxertos, quando o0 0sso € transplantado de um
individuo para si mesmo, aloenxertos, quando o transplante ocorre entre individuos
geneticamente diferentes, porém da mesma espécie, ou xenoenxertos, quando se
realiza o transplante entre individuos de espécie diferentes (MAIA et al, 2022; Yl et al,
2022).

Atualmente os autoenxertos sdo considerados o padréo ouro para o tratamento
de fraturas ou defeitos 6sseos e possuem uma taxa de sucesso superior a 90%, poréem
ainda sim apresentam uma série de problemas como complicacdes na coleta 6ssea,
massa 0ssea limitada e morbidade em areas doadoras, longos tempos de cirurgia,
dores e infecgbes pds-operatodrias no local da intervencéo e cicatrizes (CHEN et al,
2021; MAIA et al, 2022; MALLIAPPAN et al, 2022).



Para lidar com essas limitac6es outras abordagens tém sido desenvolvidas e
aprimoradas no campo da engenharia tecidual principalmente as estratégias focadas
no uso de scaffolds (QU et al, 2019; MAIA et al, 2022). Os scaffolds sdo estruturas
tridimensionais (3D) porosas projetadas para o processo de regeneragao tecidual
servindo como carreador ou suporte para fixacéo, proliferacéo e diferenciacéo celular
e suas interacbes com a matriz 6ssea (MOHAMMADI ZERANKESHI, BAKHSHI e
ALIZADEH, 2022). Essas estruturas devem possuir caracteristicas especificas como
biocompatibilidade, bioatividade, biodegradabilidade, n&o imunogenicidade e
apresentar propriedades mecanicas semelhantes ao osso (GHASSEMI et al, 2018;
TARIVERDIAN et al, 2019; MAIA et al, 2022). Além disso, o scaffold deve apresentar
morfologia semelhante ao do defeito e porosidade adequada, 10 — 30% para 0SS0Ss
corticais e 50 — 90% para 0ssos esponjosos (GHASSEMI et al, 2018).

Para que a morfologia e a porosidade sejam controladas é necessario um
processo de fabricacdo que permite obter objetos com precisdo e para isso existem
diversas técnicas que podem ser empregadas como liofilizacdo, evaporacao de
solvente, electrospinning e a manufatura aditiva.

A manufatura aditiva, também conhecida como impressao 3D, € um processo
confeccdo de objetos personalizados através da sobreposicdo camada por camada
de um determinado material distinguindo-se dos processos de fabricacdo
convencionais, como processos subtrativos (fresagem e perfuracdo), processos
formativos (fundicdo ou forjamento) e processos de unido (soldagem) (CONNER et al,
2014; SANTIAGO et al, 2021). Utilizando a impresséo 3D pode-se obter protétipos de
forma rapida, simples e com toda a complexidade requerida. Através da impressao
3D é possivel, por meio de softwares de design, ter total controle sobre a producao
das pecas, com predicdo de erros e a possibilidade de encerrar o processo
imediatamente ao se notar alguma irregularidade no processo minimizando os gastos
de tempo, energia e material (LINO e NETO, 2000; TAKAGAKI, 2013; CONNER et al,
2014; MEHRPOUYA et al, 2021; PRADEEP e PAUL, 2022).

Atualmente existem diversas tecnologias de manufatura aditiva capazes de
fornecer protoétipos com alta precisdo em sua geometria, conforme demonstrado na

Figura 1.
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Figura 1. Principais tipos e técnicas de manufatura aditiva. Fonte: PRADEEP e PAUL, 2022

Cada uma dessas técnicas possui seus proprios métodos de operacéo,
velocidade, volume, precisdo do processo, acabamento e tipo de material utilizado,
normalmente metais e polimeros (GORNI, 2001; TAKAGAKI, 2013; CONNER et al,
2014; GISARIO et al, 2019; GOH et al, 2020).

A SLA e o DLP séo técnicas de fotopolimerizacéo similares que confeccionam
objetos utilizando resinas liquidas fotocuraveis, ou seja, resinas que se solidificam
conforme a incidéncia de luz UV. A diferenca entre essas técnicas é que o DLP utiliza
um projetor como forma de manipulacéo da fonte de luz UV, enquanto a SLA utiliza
lasers (TAKAGAKI, 2013).

A SLS é uma técnica que se baseiam na sinterizagdo seletiva a laser dos
granulos de um material em p6 camada a camada. A SLM é uma variacdo da SLS,
apos a fusao seletiva a técnica aquece o objeto suficientemente para que os granulos
também sejam fundidos em conjunto (TAKAGAKI, 2013).

A LOM, uma técnica de laminag&o, confecciona os objetos utilizando 1aminas
do material base unidas por calor e/ou pressédo que sao seccionadas utilizando lasers

ou laminas.



As técnicas baseadas em extrusdo estdo em ascensdo atualmente, pois
permitem a utilizacdo de uma ampla gama de materiais como polimeros, hidrogeis e
biotintas (PRADEEP e PAUL, 2022). Nestas técnicas um material € carregado a
impressora e extrudado através de um cabecote que se move horizontal e
verticalmente sobre uma plataforma semiaderente. A medida que o material se
solidifica o cabecote passa a depositar a segunda camada de filamento e assim
sucessivamente (TAKAGAKI, 2013; CONNER et al, 2014).

Entre as técnicas baseadas em extrusdo a FDM é a técnica de impressao 3D
gue mais tem se destacado no mercado para a obtencéo de scaffolds. A técnica utiliza
filamentos para alimentar o cabecote que 0s aquece até a temperatura de fusdo para
gue entdo sejam extrudados camada por camada, conforme demonstrado na Figura
2 (TAKAGAKI, 2013; CONNER et al, 2014; SADEGHIANMARYAN et al, 2022).

A simplicidade e melhor custo-beneficio da FDM fizeram com que ocorresse a
disseminacdo das impressoras 3D que utilizam essa técnica sendo utilizadas n&o
somente para a engenharia tecidual, mas também para fins educacionais e
domésticos (TAKAGAKI, 2013; TORRADO PEREZ, ROBERSON e WICKER, 2014).

\
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Figura 2. Esquema simplificado de manufatura aditiva utilizando a técnica de modelagdo por deposi¢do fundida
(FDM). Fonte: Adaptado de SANTIAGO et al (2021).

.

Embora simples, um dos grandes empecilhos da FDM é que as impressoras
disponiveis comercialmente que utilizam essa técnica possuem um limite superior de
aquecimento igual a 300 °C, portanto, materiais com ponto de fusdo (Tm) superiores a
essa temperatura ndo podem ser utilizados fazendo com que apenas alguns materiais
poliméricos possam ser utilizados (TORRADO PEREZ, ROBERSON e WICKER,
2014).



Os polimeros séo a classe de materiais mais utilizada na manufatura aditiva em
virtude da alta disponibilidade, diversidade de aplicacfes e baixo custo (MEHRPOUYA
et al, 2021). Hoje em dia, a utilizacao de biopolimeros, polimeros de origens naturais,
é preferivel para impressdo 3D voltada a engenharia tecidual por serem
biocompativeis, renovaveis, nao toéxicos, biodegradaveis, sustentaveis e
ecologicamente corretos (UDAYAKUMAR et al, 2021). Além disso, podem apresentar
propriedades mecéanicas similares as propriedades dos polimeros baseados em
petroleo (JIANG e ZHANG, 2017). Essas caracteristicas fazem com que o0s
biopolimeros sejam aplicados em diversas areas e industrias como, por exemplo, na
cosmeética, farmacéutica, téxtil, medicina regenerativa e engenharia de tecidos (LIU,
J. etal, 2019; LI et al, 2021).

O poli (4cido latico) (PLA), obtido através da polimerizacdo do seu mondémero,
o0 acido latico, € um exemplo de biopolimero termoplastico biodegradavel e
biorreabsorvivel aplicado com sucesso na medicina regenerativa e engenharia de
tecidos sendo amplamente utilizado para a construcao de scaffolds via impressao 3D
FDM (CARVALHO, 2013; JIANG e ZHANG, 2017; MATOS et al, 2019; BARUD et al,
2020).

Além do PLA, uma classe de biopolimeros tem ganho bastante destaque nos
altimos anos sédo os polihidroxialcanoatos (PHAs). Os PHAs possuem uma
temperatura de transicdo vitrea, Tg, mais baixa em comparacdo ao PLA, porém,
diferentemente do PLA, os PHAs sé&o sintetizados diretamente a partir do metabolismo
bacteriano ocorrendo em baixas concentracfes de nitrogénio, fosforo, oxigénio ou
magnésio e um excesso de carbono, representando uma vantagem quando
comparado ao PLA. Outras vantagens dos PHAs em relacdo ao PLA sédo a total
biodegradabilidade e a multiplicidade de suas estruturas — Figura 3 (JIANG e ZHANG,
2017; MEHRPOUYA et al, 2021).



R! Nomenclatura

CH;  Poli(3-hidroxibutirato) (PHB)
C:Hs Poli(3-hidrovalerato) (PHV)

C;H,; Poli(3-hidroxihexanoato) (PHHx)

CsHii1  Poli(3-hidroxioctanoato) (PHO)

Figura 3. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos (PHAS) e principais radicais. Fonte: Adaptado de
MEHRPOUYA et al (2021).

Um dos membros mais estudados da familia dos PHAs € o poli(hidroxibutirato)
(PHB). O PHB é um biopolimero biodegradavel, piezoelétrico e biocompativel com
varias linhagens celulares, incluindo osteoblastos, células epiteliais e condrdcitos. A
alta biocompatibilidade se deve ao fato de naturalmente haver a presenca de PHB de
baixo peso molecular no organismo, além de seu produto de degradacéo, o acido 3-
hidroxibutirico, ser um metabdlito natural de diversos 6rgdos como cérebro, coracao,
pulmédo, dentre outros. Essas caracteristicas, juntamente com a capacidade de
estimular o crescimento 0sseo, as propriedades mecéanicas e o alto custo-beneficio,
fazem do PHB um material com enorme potencial de aplicacdo na area médica
(PARVIZIFARD e KARBASI, 2020; SOLEYMANI EIL BAKHTIARI, KARBASI e
TOLOUE, 2021).

Embora tenha caracteristicas desejaveis para um amplo espectro de
aplicacdoes, o PHB possui algumas deficiéncias que limitam sua utilizacdo para
producao de scaffolds aplicados na engenharia tecidual, principalmente se utilizada a
técnica de FDM, como: hidrofobicidade, baixa taxa de degradacéo, fragilidade e
contaminagdo por compostos pirogénicos e instabilidade térmica (PARVIZIFARD e
KARBASI, 2020; SOLEYMANI EIL BAKHTIARI, KARBASI e TOLOUE, 2021). Para
contornar essas deficiéncias uma das estratégias utilizadas € a obtencdo de
compositos, materiais multifasicos que exibem as propriedades inertes de cada
constituinte e propriedades intermediarias decorrentes da regido interfacial (SILVA,
2014; SOLEYMANI EIL BAKHTIARI, KARBASI e TOLOUE, 2021

A obtencdo de compdsitos PHB/outros biopolimeros tem sido amplamente
empregada para suprir os limites do PHB, sendo a celulose um dos biopolimeros mais
utilizados. DA SILVA MOURA et al (2019) utilizaram fibras de coco tratadas (40-60%
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de celulose na composicao) para o reforco das propriedades mecanicas e observaram
que as fibras melhoraram a estabilidade térmica e o mddulo de elasticidade do
composito sem a necessidade de outros aditivos. BARUD et al (2011a) utilizaram
celulose bacteriana (CB) e obtiveram compdsitos com melhores propriedades
mecanicas do que para os polimeros isolados, principalmente quanto a resisténcia a

tracdo, alongamento até a ruptura e o modulo de Young.

Composta por unidades de (B-D-glicopiranose unidas entre si por ligagdes [3-
1,4-glicosidicas, a celulose é o polimero natural mais abundante da Terra (SILVA et
al, 2009; BARUD et al, 2011a; BARUD et al, 2011b; KUHNT. e CAMARERO-
ESPINOSA, 2021). Esse homopolissacarideo é o componente principal da parede
celular, fornecendo rigidez e firmeza as plantas. Encontrada em grandes quantidades
em fontes vegetais como algodéo, linho e juta, a celulose também pode ser obtida
através de outras fontes como algas marinhas, musgos, animais marinhos e bactérias
(LIMA et al, 2015). Por conta da elevada resisténcia fisica e mecéanica, auséncia de
impurezas e elevada biocompatibilidade, a CB tem sido um material muito Gtil para a
obtencdo de biocompdsitos e, consequentemente, para a construcdo de scaffolds
para o crescimento celular e engenharia de tecidos. Entretanto, assim como o PHB, a
CB também possui limitacdes: a CB néo € facilmente absorvida pelo corpo, forma uma
malha densa que pode limitar a adesdo e o crescimento celular e ndo possui
propriedades antibacterianas (DE OLIVEIRA BARUD et al, 2015; COURTENAY et al,
2017). Além disso, apesar da aplicabilidade, o baixo rendimento do processo produtivo

torna a CB comercialmente onerosa (ANTONIO et al, 2012).

A reabsorcéo da CB pelo corpo por ser incrementada através da mudanca da
sua estrutura de cristalina para uma estrutura amorfa, efeito que pode ser obtido por
meio da micronizacdo da CB empregando processos mecanoquimicos, processos que
utilizam forca mecanica externa, tal como a moagem, para alterar a estrutura de um
determinado material (STOJAKOVIC, J. e MACGILLIVRAY, L. R., 2017). Segundo
PARK et al (2010) a amorfizacdo da celulose proporciona maior acessibilidade para
enzimas fazendo, assim, com que a CB seja degradada mais rapidamente, uma

caracteristica importante para os componentes dos scaffolds.

A demanda de CB, que viria a ser outro empecilho relevante, pode ser suprida

utilizando-se residuos de CB produzidas para outros fins, introduzindo-se um conceito
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estratégico denominado Economia Circular (EC). Apesar de apresentar desafios como
os relativos a termodinamica, definicdo dos limites do sistema de EC e desafios na
governanca e gestdo dos fluxos de materiais e energia interorganizacionais e
intersetoriais do tipo EC, a EC é vista como um pré-requisito da sustentabilidade
(KORHONEN, HONKASALO e SEPPALA, 2018). A EC enfatiza a reutilizagdo de
produtos, componentes e materiais, remanufatura, renovacao, reparo, cascateamento
e atualizacdo, além de fontes de energia renovaveis, do inicio ao fim do processo o
gue destaca a importancia de ciclos de materiais de alto valor e alta qualidade de uma
nova maneira e mostra as possibilidades da economia compartilhada juntamente com
a producdo sustentavel para uma cultura de producdo-consumo mais sustentavel
(GEISSDOERFER, 2017; KORHONEN, HONKASALO e SEPPALA, 2018).

Nesse contexto, tendo em vista a demanda e a importancia da engenharia de
tecidos e cientes da busca por novos biomateriais com boas propriedades e amplo
espectro de aplicacdo, os compdsitos baseados em PHB/CB podem fazer com que
suas propriedades individuais se complementem e suas limitagdes para utilizagao na
engenharia tecidual sejam suplantadas. Assim, os compositos poliméricos de
PHB/CB, produzidos por meio da adicdo da CB micronizada ao PHB podem ser
utilizados para a obtencdo de filamentos com caracteristicas desejaveis para a
impressao de scaffolds aplicados na regeneracao tecidual por meio da impresséao 3D

FDM propondo um novo material par tal fim justificando assim sua obtencéo.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral desse capitulo consiste em contextualizar e justificar a
obtencdo de filamentos compdsitos baseados em PHB/CB para aplicacdo na
construcdo de scaffolds biocompativeis utilizados na engenharia tecidual 0ssea e

produzidos através da manufatura aditiva empregando a técnica de FDM.

2.2. Objetivos especificos
e Mostrar a engenharia tecidual como uma alternativa para os métodos de
manutencao e regeneracao 6ssea utilizados atualmente;
e Evidenciar a importancia das pesquisas por novos biomateriais e
biocompdsitos para aplicacdo na engenharia tecidual,

¢ Difundir a aplicacdo da manufatura aditiva através da utilizacdo de biopolimeros

reaproveitados;

10



CONCLUSAO

Com o aumento da populacdo mundial e a elevagdo da expectativa de vida
houve um aumento da necessidade de procedimentos ortopédicos para reparacdes
0sseas decorrentes de traumas, doencas degenerativas e neoplasias. Por intermédio
da obtencdo e aplicacdo de filamentos compdsitos baseados em PHB/CB via
manufatura aditiva esses procedimentos podem ser realizados em maior quantidade,
com maior rapidez, precisdo e menores taxas de rejei¢cdo tendo em vista a elevada
compatibilidade dos biopolimeros aplicados facilitando o dia a dia e melhorando a
qualidade de vida dos individuos. O emprego da manufatura aditiva na engenharia
tecidual possibilita n&o somente a economia de gastos de tempo, energia e dinheiro
com procedimentos, mas também economia com o material utilizado se adotando o

conceito da economia circular, algo importante para a sustentabilidade liquida global.
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CAPITULO 2 — CELULOSE BACTERIANA MICRONIZADA

1. INTRODUCAO

Relatada pela primeira vez por Brown (1886) a CB, apresentada na Figura 4, pode
ser produzida por diferentes bactérias, sejam elas Gram-negativas, como as do
género Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas,
Salmonella e Alcaligenes, ou gram-positivas, como a Sarcina ventriculi (WANG,
TAVAKOLI e TANG, 2019; SEDDIQI et al, 2021). Como mencionado anteriormente, a
CB é composta por unidades de B-D-glicopiranose unidas entre si por ligagdes 3-1,4-
glicosidicas dispostas em uma rede de fibrilas em forma de fita com menos de 100 nm
de comprimento e 2-4 nm de diametro e, diferentemente da celulose de origem
vegetal, essa rede ¢€ livre de lignina, hemicelulose e outros constituintes dos materiais
lignoceluldsicos (BARUD et al, 2011b).
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Figura 4. Esquema representativo tridimensional (3D) da celulose bacteriana (CB). Fonte: DE OLIVEIRA
BARUD et al (2016).

Além da composicdo a CB se difere das celuloses de outras fontes ao
apresentar elevado grau de pureza, elevado grau de polimerizacdo (até 8000),
cristalinidade (70-80%), alto teor de agua (até 99%), resisténcia fisica e mecanica,
flexibilidade e elevada biocompatibilidade (BARUD et al, 2011b; DE OLIVEIRA
BARUD et al, 2015).
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Desde que foi descoberta a CB, também conhecida por biocelulose, tem atraido
o0 interesse de diversas areas tais como a téxtil, eletronica, alimenticia, cosmética e
médica pois, além da alta pureza, fibras ultrafinas, estrutura cristalina, alta resisténcia
mecanica, alta capacidade de retencdo de agua e alto grau de polimerizacdo, a CB é
um biomaterial ndo citotdéxico, ndo genotoxico, biodegradavel e biocompativel (DE
OLIVEIRA BARUD et al, 2015; SEDDIQI et al, 2021). Esse interesse € refletido a
medida que se pode encontrar uma variedade de trabalhos, produtos e processos
envolvendo a celulose bacteriana, sendo alguns ja consolidados no mercado como 0s
curativos para cicatrizacdo de feridas de queimaduras e Ulceras, e outros
considerados promissores, como para utilizacdo em diodos organicos emissores de
luz (OLED), sigla do inglés para “Organic Light Emitting Diodes” (LEGNANI et al, 2019;
ZHENG et al, 2020).

A elevada aplicabilidade da CB néo se deve apenas as caracteristicas unicas,
mas também as formas e estruturas empregadas. A CB pode ser utilizada na forma
de membrana, seja Umida ou seca, na forma de nanomateriais de celulose (CNM),
como os nanocristais de celulose (CNC), as nanofibras de celulose (CNF), obtidos
através da ruptura dos dominios amorfos ou da simples separacdo dos feixes das
fibras, e como particulas micronizadas de celulose (CMP), obtidas através de
tratamentos capazes de enfraquecer as intera¢cdes supramoleculares em um processo
denominado ativagéo da celulose (KUHNT. e CAMARERO-ESPINOSA, 2021).

Apesar das excelentes propriedades, das diversas formas de utilizacéo e,
consequentemente, da alta aplicabilidade, empregar a CB possui adversidades a
serem superadas como a producdo em grande escala, o custo, a qualidade da CB e
a utilizacdo de reagentes quimicos perigosos nos processos de obtencdo dos CNM e
CMP.

Atualmente em paises asiaticos como Indonésia e Filipinas sédo sintetizadas
entre 500 e 1500 toneladas de CB por ano, entretanto, a producdo € manual e,
portanto, ndo possui condicbes controladas o que dificulta o escalonamento e a
obtencdo de materiais com alta qualidade (KLEMM et al, 2018). Dessa forma, nos
altimos anos realizou-se uma série de investimentos para melhorar as técnicas de
cultivo de CB e, assim, ampliar sua utilizacdo. Os investimentos permitiram o0 acesso
as condi¢cbes de producao controladas, obtencdo de materiais de alta qualidade e
ampliacdo da escala de producédo, no entanto, reduzir os custos de operacdo e a
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producdo continua sendo um desafio, por isso, cada vez mais, tem-se buscado
opcBes como novos projetos de biorreatores e automacéao e a utilizacdo de matérias
primas alternativas, principalmente residuos (KLEMM et al, 2018; SEDDIQI et al,
2021).

Utilizar residuos e desenvolver produtos e processos que reduzam a utilizacao
e a geracdo de substancias perigosas estdo em concordancia com o conceito
estratégico da economia circular e, consequentemente, com o Acordo de Paris, que
visa reduzir a emissao de gases do efeito estufa e combater as mudancas climéaticas,
e aos Objetivos para o Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) (GUPTA et al, 2021; VELENTURF e
PURNELL, 2021). A economia circular visa atingir niveis de consumo e producdo
sustentaveis, sem riscos a salude humana e ao meio ambiente, enfatizando a
reutilizacdo de produtos, componentes e materiais, além de fontes de energia e
processos renovaveis (GEISSDOERFER, 2017; KORHONEN, HONKASALO e
SEPPALA, 2018; GUPTA et al, 2021; VELENTURF e PURNELL, 2021).

MELO et al (2020), por exemplo, demonstraram a economia circular da CB ao
reciclar residuos de CB provenientes da moldagem comercial de curativos para
feridas, obter CNC e desenvolver uma embalagem sustentavel e biodegradavel.

Outro exemplo da Economia Circular atuando na cadeia produtiva da CB e de
seus derivados é substituicdo de processos e/ou reagentes quimicos perigosos
empregados principalmente nos processos de pré-tratamento e de hidrélise da CB
para a obtencdo de CNM e CMP por processos e/ou reagentes verdes (HUANG et al,
2019). Atualmente é comum fazer uso de agentes de intumescimento como o
dimetilsulféxido (DMSO) e o dimetilformamida (DMF) para ativar a celulose e assim
alcancar as particulas micronizadas, porém esses reagentes, além de apresentarem
risco a saude humana, ndo séo ecoldgicos e exigem gastos financeiros e energéticos
para producéo, purificacdo, coleta, reciclagem e descarte, por isso, cada vez mais
tem-se buscados alternativas sustentaveis para a obtencdo dessas estruturas, como,
por exemplo, processos mecanoquimicos (HUANG et al, 2019).

A mecanoquimica pode ser definida como reacdes quimicas e mudancas
estruturais induzidas por energia mecanica externa advinda de processos mecanicos
como, por exemplo, moagem e agitacdo (STOJAKOVIC, J. e MACGILLIVRAY, L. R,
2017; TSUZUKI et al, 2022). A mecanoquimica conduzida por moagem, denominada
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micronizacao, é uma estratégia poderosa para sintese rapida, limpa e ambientalmente
amigavel ao evitar a utilizacdo de solventes perigosos e processos dispendiosos para
obtencao dessas estruturas (TONG, M.-L. e CHEN, X.-M., 2017).

Embora seja um processo mecanoquimico simples, a moagem afeta
diretamente a estrutura da CB, logo, a estrutura final e, consequentemente, as
caracteristicas sdo dose/dependente dos parametros do processo principalmente em
relacdo a frequéncia e ao tempo empregado, portanto é essencial caracterizar os
micronizados obtidos com o intuito de conhecer sobre a estrutura e propriedades e,
entdo, direcionar para uma aplicacdo. (MATTONAI et al, 2018; HUANG et al, 2019;
LING et al, 2019).

Nesse contexto, visando se encaixar dentro do conceito da economia circular e
obter um produto com alto valor agregado para a obtencao de filamentos compdésitos
baseados em poli(hidroxibutirato)/celulose bacteriana micronizada para aplicacédo na
engenharia tecidual, utilizou-se residuos industriais de celulose bacteriana para obter
micronizados aplicando a moagem por moinho de bolas em diferentes frequéncias e
posterior caracterizacdo para a selecdo do micronizado ideal para o propdsito da

dissertacao.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencéo dos micronizados

Os residuos de celulose bacteriana foram fornecidos pela empresa BioSmart
Nanotechnology LDTA (“https://www.biosmartnano.com/”) e micronizados utilizando o
moinho de bolas Polymix® PX-IG 2000 Impact Grinder da empresa Kinematica por 20
minutos nas frequéncias de 10, 20 e 30 Hz. Posteriormente, para o estudo da
influéncia da moagem, os micronizados e o residuos foram submetidos as analises de

caracterizagao.

2.2. Difracdo de Raios-X (DRX)

Realizou-se a difragdo de raio-X (DRX) utilizando um difratbmetro Shimadzu
modelo XRD-6000, operando a uma poténcia de 40 kV com 40 mA de corrente e
radiacdo CuKa (A = 1,54148 A), no intervalo angular de 26 de 5 a 40°, velocidade de
varredura de 2°/min e passo angular de 0,02°. A partir dos difratogramas obtidos
utilizou-se os métodos de Segal e de deconvolucdo de picos para determinar e
analisar a influéncia da microniza¢é@o nos indices de cristalinidade (ICy).

A Equacdo utilizada para o método de Segal € dada por:

— (1200 - Iam)

ICr
500

1)
na qual ICr expressa o indice de cristalinidade relativo, l200 € a intensidade maxima
(em unidades arbitrarias) do pico referente ao plano (200) e lam € a intensidade de
difracdo nas mesmas unidades em 20 = 18°.

Para determinar a porgéo cristalina utilizando a deconvolucéo de picos utilizou-
se 0 a funcéo pseudovoight 1. Através dessa funcéo € possivel determinar os picos
referentes a porcao cristalina e a porcdo amorfa e suas respectivas participacdes na

curva acumulativa.

2.3. Granulometria
Determinou-se a granulometria dos micronizados utilizando o analisador do
tamanho de particulas PSA 1190 LD da Anton-Paar.

2.4. Area superficial
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A area superficial dos micronizados foi determinada através do método B.E.T.
utilizando o analisador de area superficial e tamanhos de poros NOVAtouch da Anton-

Paar com nitrogénio como adsorbato.

2.5. Andlise térmica

As analises térmicas, analise termogravimétrica (TGA), derivada
termogravimétrica (DTG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram
realizadas utilizando o equipamento SDT Q600 da TA Instruments. As amostras foram
aguecidas em um cadinho de alumina de 30 a 600 °C, sob atmosfera de nitrogénio

com fluxo de 100 mL/min e taxa de aquecimento de 10°C/min.

2.6. Grau de polimerizacao (DP)

O grau de polimerizacdo da celulose (DP) foi determinado aplicando os
procedimentos da norma TAPPI T 230o0m-94: Viscosity of pulp (capillary viscometer
method) (2013) utilizando o viscosimetro tipo Cannon-Fenske transparente n°150.
Realizou-se as medicbes dos tempos em triplicata e a média obtida foi utilizada para
calcular o grau de polimeriza¢éo seguindo os calculos apresentados por ANDRITSOU
et al (2018).

2.7. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Realizou-se a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

modo de reflexao total atenuada (FTIR-ATR) das amostras moidas e do residuo

utilizando um espectrofotébmetro Bruker-Vertex 70. Obteve-se o espectro utilizando 64

varreduras de 4500 a 450 cm™* com resolucgdo de 2 cm2.

2.8. Microscopia de Forca Atdbmica (AFM)

As microscopias de forca atbmica (AFM) foram realizadas utilizando o TOSCA
400 da Anton-Paar com mesa de isolamento ativo de vibracdo para bancadas.
Utilizou-se o0 modo tapping e cantilever tipo Arrow™ NCR da Nanoworld.

2.9. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) foram obtidas utilizando o
microscépio da JEOL, modelo 7500F, com aceleracdo de voltagem de 2,00 kV. Os
micronizados foram fixados em um suporte de cobre com fita adesiva dupla face de

carbono e recobertos com carbono.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Obtencéo dos micronizados

A CB foi micronizada por 20 minutos em trés diferentes frequéncias de
moagem: 10, 20 e 30 Hz. Observou-se que, ao final da moagem, os micronizados em
10 Hz, Figura 5B, assemelhavam-se a pequenos flocos dos residuos de CB (Figura
5A) enquanto que os micronizados em 20 e 30 Hz (Figura 5C e 5D respectivamente)
ficaram com um aspecto de p6. Notou-se ainda umtom amarelado no micronizado em
30 Hz, possivelmente ocorrido pelo aumento da temperatura do processo ocasionado

pelas colisbes das bolas.

(A) Residuo CB (B) CB 10 Hz (C)CB 20 Hz (D) CB 30 Hz

Figura 5. Residuo (A) e micronizados de celulose bacteriana (CB) em 10 (B), 20 (C) e 30 (D) Hz.

3.2. Difragéo de raios-X (DRX)

O processo mecanoquimico, amplamente difundido na literatura, tém sido
aplicado para a obtencdo de materiais micronizados. Essa técnica fragmenta a
celulose em microparticulas por meio de colisées mecanicas que quebram as ligacdes
de hidrogénio, responsaveis pela maioria das ligages intra e intermoleculares e,
consequentemente, pela estrutura cristalina tridimensional (MATTONAI et al, 2018;
HUANG et al, 2019; LING et al, 2019).

Celuloses com indices elevados de cristalinidade possuem a estrutura mais
organizada e, portanto, sdo mais estaveis térmica e mecanicamente e podem atuar
como aditivos de reforco de propriedades mecanicas e como recursos sustentaveis
para combustiveis liquidos e produtos quimicos, enquanto celuloses com alto teor
amorfo sdo mais acessiveis, susceptiveis ao atague de reagentes, e possuem maior

capacidade de sorcao sendo mais facilmente digeridas por enzimas e possibilitando
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interacdo com diversos reagentes (CIOLACU, CIOLACU e POPA, 2010; PARK et al,
2010; IOELOVICH, 2021).

Para o desenvolvimento dos filamentos compdsitos € necessario que 0s
micronizados apresentem um balanco adequado entre as caracteristicas de uma
celulose cristalina e uma celulose amorfa ao passo que a CB, nesse caso, € um agente
de reforco, mas também precisa ser degradada pelo organismo a medida que as
células de diferenciem e o tecido se regenere. Logo, € essencial determinar a
cristalinidade do micronizado, propriedade indicada pelo IC:.

Optou-se por determinar o ICr por meio da avaliacao dos difratogramas de raio-
X pela simplicidade das técnicas empregadas, tais como o método de Segal e o
método de deconvolucédo de picos.

O método de Segal considera apenas as alturas nos difratogramas (I200 € lam -
intensidade maxima do pico referente ao plano (200) e a intensidade de difracdo da
porcdo amorfa onde 26 = 18°, respectivamente) e, por isso, € 0 método mais simples
e, consequentemente, o mais utilizado na medicéo dos ICr.

PARK et al (2010) relataram que 0s picos l200 € lam N&0 estdo alinhados com a
altura méaxima do pico do amorfo, assim, o valor lam € significativamente subestimado,
resultando em uma superestimacao do ICy, além disso, destacaram a omissao do
método para as contribuicbes dos demais picos cristalinos e suas respectivas
variacoes de larguras. LING et al (2019) também criticaram o método alegando que a
area sob os picos é mais importante que a altura tendo em vista que parte da
intensidade de difracdo atribuida ao material amorfo pelo método de Segal pode ser
devido a sobreposicao dos picos largos resultantes de pequenos cristalitos.

Apesar das criticas, esse método € Util para comparar as diferencas relativas
entre amostras justificando assim o emprego da técnica, porém ela ndo deve ser
usada como um método para estimar a quantidade de material cristalino e amorfo em
uma amostra de celulose (PARK et al, 2010).

Para estimar as porcdes cristalinas e amorfas utilizou-se o meétodo de
deconvolucdo de picos, pois este considera as contribuicdes da celulose amorfa e
cristalina para todo o espectro e, por isso, essa técnica possui maior precisdo para
determinar o ICr quando comparado ao método de Segal. Embora seja mais preciso
gue o método de Segal, a deconvolucdo ndo se apresenta como o melhor método

para determinar o ICr da celulose tendo em vista que 0s picos apresentados sdo muito
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amplos e ndo bem resolvidos, com picos sobrepostos, porém, € uma técnica que

apresenta uma boa aproximacéo do ICr sem grandes problemas (PARK et al, 2010).
Ambas técnicas foram aplicadas para calcular os ICr das amostras de celulose

bacteriana micronizada e do residuo de CB baseando-se nos difratogramas

apresentados na Figura 6 e os resultados apresentados na Tabela 1.

M Residuo CB
f T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
—— CB 10 Hz
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-
2 ’/\/\/&
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‘ m . : - : 1
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20

Figura 6. Difratogramas de raios-X dos residuos de celulose bacteriana (CB) sem micronizagao e micronizados
em 10, 20 e 30 Hz.

Tabela 1. indices de cristalinidade determinados pelos métodos de Segal e de deconvolucdo de picos
para os residuos de celulose bacteriana (CB) sem microniza¢do e micronizados em 10, 20 e 30 Hz

Método Residuo CB 10 Hz CB 20 Hz CB 30 Hz
Segal 0,99 0,89 0,81 0,27
Deconvolucéo 0,99 0,80 0,69 0,32

Observando os valores obtidos percebe-se que o método de Segal fornece
maiores valores de ICr quando comparado com o método de deconvolucéo de picos,
exceto pelo ICr do micronizado em 30 Hz. Esses valores retratam a superestimacao
do IC: relatada anteriormente e reforgcam os resultados obtidos por PARK et al (2010),
LING et al (2019) e LAN et al, (2022).
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Observando-se os valores do IC: nota-se que a CB micronizada em 10 Hz
manteve a maior parte de sua estrutura cristalina, enquanto a CB micronizada em 30
Hz teve suas ligagbes quebradas e, consequentemente, apresentou o dominio da
porcdo amorfa. A CB micronizada em 20 Hz apresentou maior equilibrio entre as

porcdes, o que pode favorecer a obtencdo do compdésito.

3.3. Granulometria

Os resultados da analise granulométrica, mostrados na Tabela 2,
demonstraram uma relacdo inversamente proporcional entre a frequéncia de moagem
e o diametro médio dos micronizados: a medida que a frequéncia aumenta o diametro
médio diminui. Essa relacdo pode ser observada nas trés faixas de medic¢ées, D10,
D50 e D90, que representam, respectivamente, os percentis 10, 50 e 90 do volume

total de particulas.

A moagem de bolas reduziu o diametro médio das particulas, porém observa-
se variagdes do desvio padréo nos percentis. Na frequéncia de 10 Hz houve a reducéo
das particulas, porém néo de todas, logo, o desvio padrdo observado foi superior aos

desvios das demais frequéncias empregadas.

Na frequéncia de 30 Hz observa-se o0 aumento do desvio padrao em relacéo ao
desvio observado em 20 Hz. O ocorrido, observado anteriormente nos trabalhos de
VAN CRAEYVELD et al (2009), NIEMI et al (2012), GAO et al (2017) e ZHENG et al
(2018), se deve aos fendbmenos aglomerativos que ocorrem em processos mais
energéticos e/ou mais longos onde a porcao amorfa do material é gradualmente mais
exposta. Nesse caso, ocorrem o0s fendmenos de quebra e aglomeracdo

simultaneamente.

Tabela 2. Tamanho médio e desvio padrdo dos residuos de celulose bacteriana (CB) micronizados em 10, 20 e

30 Hz.

Diametro médio (um)

Amostra
D10 D50 D90
10 Hz 33,3+6,4 109,9 + 18,6 276,1 £ 87,5
20 Hz 7,8+0,7 53,6 £3,5 123,8 +12,7
30 Hz 6,4+18 415+126 749 %244
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O diametro médio dos micronizados e seus respectivos desvios padrao sao
parametros fundamentais para a aplicacdo do micronizado na obtencao do filamento,
pois interferem diretamente na obtencdo de um compdsito homogéneo e na
capacidade desse composito ser extrudado de forma uniforme, sem quebras e sem

causar o entupimento dos cabecotes da extrusora e da impressora 3D.

O micronizado em 10 Hz apresentou diametro e desvio padrdo elevado
comparado aos demais, 0 que poderia vir a ser um empecilho para a obtencéo e
impressao do filamento. Os micronizados em 20 e 30 Hz apresentaram diametros
préximos entre si, porém o desvio padrdo dos micronizados em 20 Hz foi menor,
portanto, os micronizados em 20 Hz poderiam fornecer uma melhor homogeneidade

aos filamentos.

3.4. Area superficial

Na andlise da determinacao da area superficial esperava-se que a relagéo entre
o valor obtido e a frequéncia de moagem estabelecessem uma proporcionalidade
direta de modo que o incremento da frequéncia de moagem aumentasse a area
superficial observada assim como os resultados da andlise granulométrica e os
resultados obtidos por LAN et al (2022). Essa relacdo foi observada, conforme
demonstrado na Tabela 3, entretanto, notou-se que na frequéncia de 30 Hz a area
superficial obtida diminuiu em comparacdo as moagens realizadas em 10 e 20 Hz
indicando, novamente, assim como observado na determinacéo do diametro médio, a
agregacdo dos micronizados em virtude da alta energia transferida no processo
possibilitando o aumento da por¢cdo amorfo da celulose e, consequentemente, a

agregacdo dos mesmos.

Tabela 3. Area superficial dos residuos de celulose bacteriana (CB) micronizados em 10, 20 e 30 Hz.

Amostra Area Superficial (m?/g)
10 Hz 1,47
20 Hz 1,59
30 Hz 1,20

3.5. Andlise térmica
3.5.1. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG)
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Por meio da TGA e DTG, Figuras 7 — 10, € possivel observar, respectivamente,
a faixa de temperatura onde ocorre perdas de massa significativas e as temperaturas
nas quais a taxa de variacdo € méaxima, Tpico, bem como as temperaturas de inicio,
Tonset, € de fim, Tofiset, da inflexao da TG.

Ao analisar a TGA e a DTG observam-se dois eventos com perdas de massas
consideraveis em todas as amostras corridas. No primeiro evento, entre 50 e 150 °C,
ocorre a perda de aproximadamente 5% da massa inicial que corresponde a
vaporizagdo da umidade. No segundo evento, entre 250 e 400 °C, a perda de massa
€ de aproximadamente 75% e retrata a degradacédo térmica da celulose, ou seja, 0s
processos de despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicdo das unidades
glicosidicas seguida da formacé&o de residuos carbonaceos (BARUD, 2006; LIMA et
al, 2015).

A micronizacao da celulose quebrou as ligacdes de hidrogénio que mantinham
a estrutura cristalina tridimensional fazendo com que as cadeias de celulose fossem
despolimerizadas e amorfizadas, conforme demonstrado anteriormente pela DRX.
Esses fendmenos aumentaram a entropia do sistema o que, consequentemente, levou
a uma diminuicdo nas temperaturas de decomposicdo conforme demonstrado através
da Tpico, Tonset, € Toffset indicadas na curva de DTG (HUANG et al, 2019). Os fendmenos
de despolimerizacédo e amorfizagdo sdo incrementados com o aumento da frequéncia
de moagem, logo, as temperaturas Tpico, Tonset, € Toffset SAO MeENOres e 0s eventos de

perda de massa séo antecipados.
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Figura 7. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do residuo de celulose

bacteriana (CB).
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Figura 8. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do residuo de celulose

bacteriana (CB) micronizado em 10 Hz.
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Figura 9. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do residuo de celulose
bacteriana (CB) micronizado em 20 Hz.
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Figura 10. Andlise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do residuo de celulose
bacteriana (CB) micronizado em 30 Hz.

3.5.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Assim como nas andlises de TGA e DTG, nas curvas do DSC (Figuras 11-14)

€ possivel observar dois eventos térmicos. O primeiro evento, em aproximadamente
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70 °C, é um evento endotérmico referente a desidratacdo da CB. O segundo evento

em aproximadamente 365°C € um evento exotérmico referente a decomposicdo da

celulose, mais especificamente a fragmentacdo das ligacdes dos grupos carbonila e
carboxila (BARUD, 2006).
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Figura 11. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do residuo de celulose bacteriana (CB).
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Figura 12. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
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Figura 13. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
20 Hz.
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Figura 14. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
30 Hz.

3.6. Grau de polimerizagéo (DP)

O DP se refere ao numero de unidades estruturais repetidas que se observa na
constituicdo de uma macromolécula, ou seja, o niumero de monémeros que constituem
o polimero. JI et al (2016) e LIU, H. et al (2019) observaram em seus respectivos
trabalhos que processos de micronizacdo tendem a reduzir o grau de polimerizacao
dos polimeros devido a quebra das ligagdes que unem os monémeros que, no caso
da celulose bacteriana, séo ligacdes glicosidicas 3-1,4

A medida que que a frequéncia empregada no processo de micronizacéo
aumenta, a quebra das ligagbes aumenta e, consequentemente, o DP diminui,

conforme confirmado segundo os valores apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Grau de polimerizacao (DP) do residuo de celulose bacteriana (CB) e dos micronizados em 10, 20 e

30 Hz.
Amostra Tempo de esc(:z)imento medio Grau de polimerizacdo — DP
Solvente + agua 31 -
Residuos 977,33 1576,28
CB 10 Hz 798,33 1387,87
CB 20 Hz 380,33 845,12
CB 30 Hz 83 207,97

ANDRITSOU et al (2018) obtiveram um DP de 1620 para a CB, valor muito
préximo ao obtido nos experimentos realizados (1576,283) o que indica que o método

é reprodutivel e confiavel e que o valor de DP para a CB possui pouca variacao.

3.7. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

No espectro para o residuo de celulose bacteriana e os micronizados, Figura
15, observou-se a presenca de bandas de absorcdo significativas no mesmo
comprimento de onda, indicando similaridade entre os grupos funcionais, ou seja, néo
houve indicio da formacé&o de novas ligaces ou alteracdes na estrutura quimica.

Observou-se também que conforme aumentou-se a frequéncia da moagem dos
residuos ocorreu a diminuicdo da transmitancia das bandas, o que ficou bem evidente
nas bandas em 3300 cm referente ao estiramento OH e em 1140-1015 cm! referente
a deformacdo CO (BARUD, 2010). Pode se inferir que esse fato ocorreu em virtude
da diminuicao da cristalinidade da CB ao passo que a microniza¢ao quebra as ligacoes
de hidrogénio (ZHENG et al, 2018). Esse efeito também foi observado por AVOLIO et
al (2012), TANG et al (2013), ZHENG et al (2018) e KANO, DE SOUZA e ROSA (2019)
em seus respectivos trabalhos.

As demais bandas de absorcédo observadas referentes a celulose bacteriana
sdo: 2880 cm™* — estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CHz; 1645 cm-
! — deformagédo OH; 1420 cm™ — deformacdo CH2; 1370 cm™ — deformacdo OH
(BARUD, 2010).
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Figura 15. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do residuo de celulose
bacteriana (CB) e dos micronizados em 10, 20 e 30 Hz.

3.8. Microscopia de forga atbmica (AFM)

A partir das microscopias de foca atdmica foi possivel determinar o formato e o
diametro das fibras de celulose e a rugosidade média quadratica dos micronizados.

As membranas de CB foram analisadas com areas de 50 e 10 ym?, Figuras
16A e 16B respectivamente. Na Figura 16A foi possivel observar o formato e o
diametro das fibras, aproximadamente 17 um, porém as fibras podem estar
sobrepostas ou agrupadas como mostra a imagem 16B, onde o diametro observado
€ de aproximadamente 5um. A Figura 16C apresenta a imagem tridimensional das
fibras.

A AFM para p6s ndo é usual, uma vez que a varredura em areas relativamente
maiores se torna mais complexa acarretando um forte efeito na rugosidade média e
nos desvios. E possivel observar o aumento da complexidade da analise e o efeito na
rugosidade média a medida que se compara as microscopias obtidas dos
micronizados, Figura 17, e o grafico de rugosidade média quadratica, Figura 18.

Conforme demonstrado anteriormente na andlise granulométrica e na analise
de area superficial, o aumento da frequéncia de moagem tende a diminuir a

granulometria e aumentar a area superficial, logo, € compreensivel que o micronizado
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em 20 Hz tenha uma rugosidade média maior e maiores desvios quando comparado
ao micronizado em 10 Hz.

A microscopia do micronizado em 30 Hz indica menor rugosidade média que o
micronizado em 20 Hz. Isso se deve aos efeitos aglomerativos observados de em
processos energéticos onde a porcdo amorfa do material € exposta, tal qual o
processo de micronizacdo (VAN CRAEYVELD et al, 2009; NIEMI et al, 201; GAO et
al, 2017; ZHENG et al; 2018). A partir disso, € possivel inferir que a aglomeracao
desses micronizados proporciona um material mais compacto e com as fibras
interconectadas o que reduz a rugosidade média e os desvios, fato também observado
por ARAUJO et al (2018).
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Figura 16. Microscopia forca atdmica do residuo de celulose bacteriana (CB): (A) imagem 2D em 50 pm?, (B)
imagem 2D em 10 pm? e (C) imagem 3D em 50 pm?2.
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Figura 17. Microscopias de forca atdbmica 2D (& esquerda) e 3D (a direita) dos residuos de celulose bacteriana

(CB) micronizados em 10, 20 e 30 Hz.
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Figura 18. Grafico de rugosidade média quadratica do residuo de celulose bacteriana (CB) e dos micronizados
em 10, 20 e 30 Hz.

3.9. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Por meio das microscopias, Figura 19 a 22, determinou-se o diametro médio
das fibras de CB em 11um. Observou-se ainda que o incremento da frequéncia de
moagem desconfigurou as fibras de celulose, formando aglomerados.

33



X 15,000

Figura 20. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
10 Hz.
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Figura 21. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
20 Hz.

Figura 22. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do residuo de celulose bacteriana (CB) micronizado em
30 Hz.

35



4. CONCLUSAO

A a micronizacdo é um processo mecanoquimico capaz de alterar as estruturas e,
consequentemente, as propriedades dos materiais a depender dos parametros
empregados. No caso da CB néo foi diferente, pois observou-se que aplicando
diferentes frequéncias de moagem € possivel obter micronizados com estruturas e
caracteristicas diferentes.

Dentre os micronizados obtidos, o micronizado em 20 Hz apresentou as melhores
propriedades para aplicagcdo na obtencdo dos compdsitos baseados em PHB/CB.
Conforme constatado pela DRX, esse micronizado apresentou equilibrio entre as
porcdes cristalina e amorfo, uma caracteristica importante para os filamentos
compositos, pois a CB deve realizar a funcdo de um agente de reforco
simultaneamente em que é degradada a medida que ocorre a regeneracgao tecidual.
Essa analise foi complementada pela andlise térmica ao demonstrar que conforme
ocorre a reducdo da porcao cristalina ocorre também uma reducdo da resisténcia
térmica, entretanto, para o micronizado em 20 Hz a reducédo foi insignificante tendo

em vista o ponto de fusdo do PHB e a aplicacdo em que seria utilizada.

Nesse sentido, optou-se pela selecdo dos micronizados em 20 Hz para a obtencéo

dos filamentos compasitos.

36



CAPITULO 3 — FILAMENTOS COMPOSITOS BASEADOS EM PHB/CB

1. INTRODUCAO

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo uma familia de biopolimeros intracelulares
sintetizados por bactérias como carbono intracelular e granulos de armazenamento
de energia em condicbes de excesso de carbono e baixas concentracbes de
nitrogénio, fésforo, oxigénio ou magnésio (BARUD et al, 2011a; SINDHU et al, 2011).
A familia de biopolimeros PHA tem sido amplamente utilizada para aplicacdes
biomédicas, como placas Osseas, suturas, rebites, grampos, parafusos, pinos
ortopédicos, scaffolds de medula 0ssea e dispositivos de regeneracdo meniscal
(ZHAO et al, 2003; LIM et al, 2017).

Um dos membros mais dos PHA’s mais estudado e empregado nas aplicacdes
biomédicas mencionadas acima é o poli(hidroxibutirato) — PHB. Esse biopolimero é
produzido por naturalmente por microrganismos e, atualmente, estima-se ao menos
75 géneros diferentes de bactérias sdo capazes de acumular granulos intracelulares
de PHB (SINDHU et al, 2011).

O PHB é um biopolimero altamente biocompativel, isso porque o PHB de baixo
peso molecular e seu produto de degradacdo, o acido 3-hidroxibutirico, sao
encontrados no organismo humano (PARVIZIFARD e KARBASI, 2020; SOLEYMANI
EIL BAKHTIARI, KARBASI e TOLOUE, 2021). Além disso, o PHB é um biopolimero
biodegradavel, piezoelétrico, altamente cristalino, hidrofébico, osteoindutor e com
caracteristicas mecanicas similares as de um termoplastico convencional, oferecendo
a possibilidade de substituicdo de polimeros ndo degradaveis tais como o
polipropileno e o polietileno (BARUD et al, 2011; HOSOKAWA et al, 2017).

Por conta dessas caracteristicas o PHB tem sido empregado na obtencédo de
scaffolds para engenharia tecidual éssea, tal qual o trabalho desenvolvido por
PEREIRA et al (2012), porém, embora tenha caracteristicas desejaveis para um amplo
espectro de aplicacdes e uma alta temperatura de fuséo (~175 °C), o PHB apresenta
desvantagens que limitam suas aplicagbes na engenharia tecidual sendo a
instabilidade térmica e fragilidade as principais (BARUD et al, 2011a). Em alguns
casos € necessario associa-lo a outros polimeros, plastificantes ou aditivos tais como
a CB (PARVIZIFARD e KARBASI, 2020; SOLEYMANI EIL BAKHTIARI, KARBASI e

37



TOLOUE, 2021). Diversos pesquisadores tém utilizado a CB como aditivo natural na
engenharia tecidual, por conta da pureza e das excelentes propriedades mecanicas e
térmicas (BARUD, 2006).

Nesse contexto, os filamentos de compdsitos baseados em PHB e CB foram
desenvolvidos para incrementar a utilizacdo do PHB na engenharia tecidual utilizando

uma impressora 3D FDM sem perder as propriedades de regeneracao tecidual.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencéo dos filamentos compdésitos baseados em PHB/CB

Para a obtencédo dos compositos foram utilizados os residuos de CB, fornecidos
pela empresa BioSmart Nanotechonology, e o PHB (Bicycle 1000, PHB Industrial S/A,
Sdo Paulo). Os residuos de CB foram micronizados em 20 Hz devido ao IC:
granulometria e elevada area superficial.

Ambos biopolimeros foram misturados em um misturador termocinético (MH-
50H, 48 A, MH Equipamentos Ltda., Guarulhos, SP, Brasil), com a velocidade mantida
em 5250 rpm. A quantidade de CB inserida variou em proporcdes entre 0 e 2% m/m,

conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdes de celulose bacteriana (CB) utilizadas nas composic¢des dos filamentos compdsitos
baseados em PHB/CB.

Filamento Concentracdo CB 20 Hz (%)
PHB/CB 0% 0
PHB/CB 0,25% 0,25
PHB/CB 0,5% 0,5
PHB/CB 1% 1
PHB/CB 2% 2

Os compésitos obtidos foram moidos em um moinho granulador (Plastimax, 3,7
kW, Rio Grande do Sul, Brasil) e secos a 50° C por 2 h. Para a obtencéo dos filamentos
0s compasitos obtidos foram extrudados em uma mini extrusora (Weellzoom, modelo
B Desktop, Guangdong Prov, China), simulando uma extrusora industrial. A
temperatura utilizada no processamento dos filamentos foi na faixa de 160-165°C e a

velocidade de extrusao utilizada foi de 85 mm/min.

2.2. Andlise térmica
Assim como a analise térmica dos residuos e micronizados de CB, a analise

dos filamentos foi realizada utilizando o equipamento SDT Q600 da TA Instruments.
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As amostras foram aquecidas em um cadinho de alumina de 30 a 600 °C, sob

atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min e taxa de aquecimento de 10°C/min.

2.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Realizou-se a espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier modo de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) dos filamentos utilizando
um espectrofotdmetro Bruker-Vertex 70. Obteve-se o espectro utilizando 64
varreduras de 4500 a 450 cm™ com resolucéo de 2 cm™.

2.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As microscopias eletrbnicas de varredura dos filamentos também foram obtidas
utilizando o microscoépio da JEOL, modelo 7500F, com aceleracdo de voltagem de
2,00 kV. Os filamentos foram fixados em um suporte de cobre com fita adesiva dupla
face de carbono e recobertos com carbono.

As imagens foram obtidas na sec¢ao transversal dos filamentos.

2.5. Impressao 3D dos scaffolds

Apoés as caracterizacdes os filamentos foram utilizacdo para a impressao de
scaffolds com o intuito de se avaliar o desempenho dos filamentos na impressao.

O design digital dos scaffolds foi obtido do banco de arquivos do “Thingverse”. O
dimensionamento e o fatiamento do design foram realizados utilizando-se o software
Ultimaker Cura 4.0. Os scaffolds foram dimensionados com 10 x 10 x 5 mm nos eixos
X, Yy € z respectivamente e o preenchimento da peca foi ajustado para 50%.

A impressdo foi realizada em uma impressora 3D CREALITY Ender-3, com
velocidade méaxima de 180mm/s, bico de 0.4mm, estrutura em aluminio anodizado e
area de impressao de 220 x 220 x 250 mm. A temperatura empregada no processo
foi de 185 °C.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Aspecto e caracterizacdo macroscopica dos filamentos

Todos os filamentos obtidos aparentavam homogeneidade quanto a espessura.
N&o se observou rachaduras, falhas, queimaduras ou aglomerados de CB, conforme

demonstrado na Figura 23.

PHB/CB0% PHB/CBO0,25% PHB/CBO0,5% PHB/CB1% PHB/CB2%

Figura 23. Filamento de Poli (3- hidroxibutirato) puro e filamentos compésitos baseados em Poli (3 -
hidroxibutirato)(PHB)/ Celulose bacteriana (CB)

Todos os filamentos apresentaram relativa resisténcia a fratura, porém os
filamentos sem CB, com 0,25% de CB e com 0,5% de CB pareceram mais

maleaveis e flexiveis que os demais.

3.2. Andlise térmica
3.2.1. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG)
Ao analisar as curvas TGA e DTG obtidas, Figuras 24-28, observa-se dois

eventos com perdas de massas em todas as amostras corridas. No primeiro evento,
entre 50 e 120 °C, ocorre uma perda de massa sutil que correspondente a vaporizagao
da umidade residual. No segundo evento, entre 170 e 350 °C, a perda de massa é
significativa, pois ocorre a degradacao completa do PHB em virtude, principalmente,
da B-clivagem das cadeias do PHB em ligagbes “C=0" e “C — O” o que facilita a
formacao de acido crotbnico, volateis diméricos, triméricos e tetraméricos (BARUD et
al, 2011a; PRADHAN et al, 2017; VAHABI et al, 2019).
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REIS et al (2015), BARUD et al (2011a), GIAQUINTO et al (2017), HOSOKAWA
et al (2017) PRADHAN et al (2017) e VAHABI et al (2019) observaram 0s mesmos
eventos em seus respectivos experimentos. PRADHAN et al (2017) ainda observaram
que o PHB sintetizado a partir da fermentagédo dos hidrolisados ricos em hexose
possuia maior cristalinidade e maior resisténcia a degradacao térmica.

Nas TGA’s e DTG’s dos filamentos é possivel observar que os filamentos com
concentracdes maiores de CB apresentaram reducao da resisténcia térmica. No caso,
o filamento compdésito PHB/CB 2,0%, o filamento com maior concentragdo de CB
micronizada, foi 0 que apresentou menor resisténcia térmica. Essa reducdo da
resisténcia térmica esta relacionada a diminuicdo da cristalinidade do filamento a
medida em que o micronizado € adicionado uma vez que com a micronizacdo da
celulose e, consequentemente, a quebra das ligacdes de hidrogénio, a porcdo amorfa
da celulose é exposta e a estrutura cristalina tridimensional, responséavel pela
resisténcia térmica, se perde.

Considerando que os filamentos serdo empregados para a obtencao de
scaffolds, a diminuicdo da estabilidade térmica observada ndo representa um
problema para aplicacdo na impressdao 3D uma vez que a Tm média do PHB,

temperatura usada na impressao, € de 170°C e a menor Tonset Observada foi de 235°C.

T_._-290°C —— TGA PHB Puro
100 | i ----DTG PHB Puro
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= |
20 -
<} Toneai =267 °C T freer = 305 °C
' e .
M 1 M 1 M 1 M I ' I ' I
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 24. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do filamento de
poli(hidroxibutirato) (PHB) puro.
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Figura 25. Andlise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do filamento compdsito de
poli(hidroxibutirato) (PHB)/ 0,25 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 26. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do filamento compdsito de
poli(hidroxibutirato) (PHB)/ 0,5 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 27. Andlise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do filamento compdsito de
poli(hidroxibutirato) (PHB)/ 1,0 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 28. Analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) do filamento compdsito de
poli(hidroxibutirato) (PHB)/ 2,0 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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3.2.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos filamentos, Figuras 29 — 33, mostram dois picos de
eventos endotérmicos em torno de 180°C e 290 °C que se referem, respectivamente,
a fusdo e decomposicdo do PHB. Esses mesmos picos também foram observados
nos trabalhos de BARUD et al (2011a), REIS et al (2015) e PRADHAN et al (2017).

A literatura apresenta a Tm do PHB préxima a 170 °C, porém as Tm do PHB e
seus compositos dependem de muitos fatores, como morfologia e tamanho das
particulas, cinética de cristalizacdo e processo de composicdo (REIS et al, 2015).
PRADHAN et al (2017) obtiveram PHB através de B. megabacterium e C. necator
cujos Tm observados foram de 175°C e 176 °C, respectivamente, valores também

superiores aos que a literatura traz como padréo.

50

—— DSC PHB Puro

40

30 —

20

10

Fluxo de calor (mW)

Exo

' I ' I ' I ' I ' I ! 1
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 29. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do filamento de poli(hidroxibutirato) (PHB) puro.
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Figura 30. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do filamento compésito de poli(hidroxibutirato) (PHB)/
0,25 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 31. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do filamento compésito de poli(hidroxibutirato) (PHB)/
0,5 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 32. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do filamento compésito de poli(hidroxibutirato) (PHB)/
1,0 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.
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Figura 33. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) do filamento compésito de poli(hidroxibutirato) (PHB)/
2,0 % celulose bacteriana (CB) micronizada em 20 Hz.

3.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
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A Figura 34, apresenta as principais bandas observadas sao referentes ao
PHB. Séo elas: 1000 — 1300 cm™ — alongamento C-O do grupo éster; 1455 cm™ —
flexdo assimétrica de -CH2 ou -CHs; 1718 cm™ — alongamento C=0 do éster; 1271 cm-
! — grupo CH; 2853 cm?, 2926 cm™ e 2981 cm™ — alongamento C-H (SINDHU et al,
2011; RAMEZANI, M.; AMOOZEGAR, M.A.; VENTOSA, A., 2015).

Nota-se que a CB micronizada possui picos diferentes em relacdo ao PHB,
entretanto esses picos nao foram observados nos espectros dos filamentos
compaositos que permaneceram com a maioria das caracteristicas individuais do PHB.
Isso demonstra que, mesmo utilizando a CB micronizada como agente de reforgo, &

possivel manter, na maioria do material, 0s grupamentos quimicos do PHB.
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Figura 34. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da celulose bacteriana (CB)
micronizada em 20 Hz e dos filamentos de poli (hidroxibutirato) (PHB) puro e dos filamentos compoésitos
baseados em PHB/CB.

3.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Por meio das microscopias dos filamentos, agrupadas na Figura 35, determinou-
se o diametro médio dos filamentos, cerca de 1,60 mm + 0,04. Também foi possivel
observar que a secdo transversal continha uma superficie inteiramente uniforme,
compacta e sem bolhas indicando homogeneidade, uma caracteristica essencial para

os filamentos utilizados na impresséo 3D.
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Figura 35. Microscopias eletronica de Varredura (MEV) dos filamentos: (A) PHB puro, (B) PHB + CB 0,25%,
(C) PHB + CB 0,5%, (D) PHB + CB 1 % ¢ (E) PHB + CB 2%
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3.5. Impresséo 3D do scaffolds

Os filamentos de PHB puro e PHB/CB 0,25% foram impressos de forma
homogénea, sem entupir o cabecote ou quebrar o filamento (Figura 36). Os filamentos
com porcentagens maiores de CB micronizada (0,5%, 1,0 % e 2,0 %) causaram 0O
entupimento do bico da impressora (diametro 0,4 mm). Esse entupimento
provavelmente ocorreu pela aglomeracéo das particulas de celulose na superficie do
filamento e pela consequente alteracdo na viscosidade do material (ZANINI et al,
2021).

Scaffold Scaffold
PHB Puro PHB + CB 0,25%

Figura 36. Scaffolds impressos utilizando o filamento de Poli (3 - hidroxibutirato) (PHB) puro (a esquerda) e 0
filamento composito baseado em Poli (3 - hidroxibutirato) (PHB)/ Celulose bacteriana (CB) 0,25% (a direita)
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4. CONCLUSAO

O processo de obtencédo dos filamentos empregado permitiu obter filamentos
compositos baseados em PHB/CB homogéneos, sem rachaduras ou quebras,
caracteristicas de um material passivel de ser utilizado na impresséo 3D.

Nas caracterizacdes, provavelmente em virtude do percentual da composicéo,
observou-se que os filamentos apresentaram maior similaridade ao PHB que a CB
independentemente da concentracdo de CB empregada. Como a CB esta aplicada
como agente de reforco esperava-se esse resultado, porém, sdo necessarios ensaios
mecanicos para avaliar a influéncia da CB quanto a resisténcia do material e ensaios
de biocompatibilidade, citotoxidade e de degradacédo para avaliar a influéncia da CB
quanto a nao rejeicdo das células, promoc¢édo de alteragcdo metabdlica e tempo de
degradacéo do material, respectivamente.

Apesar da obtencéo dos filamentos ter ocorrido sem complicacbes, observou-se
gue o aumento da concentracdo de celulose pode dificultar ou mesmo impedir a
impressédo dos scaffolds, logo, para com o intuido de evitar o entupimento do bico da
impressora propde-se algumas melhorias para o processo:

1 — Utilizacdo de um misturador termocinético para obter flamentos com uma
melhor dispersdo de CB;

2 — Utilizagdo da CB em escala nanométrica,;

3 — Utilizac&o de um bico com diametro maior;

4 — Utilizacdo de uma impressora capaz de trabalhar com materiais de maiores
viscosidades;

Embora a caracterizacdo preliminar realizada neste trabalho néo seja suficiente
para validar os filamentos obtidos como um biocompésito aplicavel na engenharia de
tecidos, a obtencdo desses filamentos, proposito do trabalho se mostrou um
procedimento valido e interessante nao somente pensando na obtencéo de filamentos

destinados a engenharia de tecidos, mas também a outras areas.
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CAPITULO 4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. CONCLUSOES

A utilizacdo de residuos industriais de CB em novos processos e produtos é
uma forma de agregar valor aos mesmos, uma vez que, além de alinhar com os
objetivos dos conceitos da economia circular e da sustentabilidade, a CB é um produto
cobicado no mercado por conta das suas propriedades, formatos de utilizacdo e
multifuncionalidade.

Naturalmente a CB ja € um biomaterial com amplo espectro de aplicagdes,
porém, o emprego do processo de micronizacdo é capaz de incrementar essas
aplicacbes uma vez que a micronizacdo é um processamento que pode modificar a
estrutura da CB fazendo com que este apresente caracteristicas diferentes das
caracteristicas originais. Neste trabalho, obteve-se micronizados em trés frequéncias
de moagem diferentes (10, 20 e 30 Hz) que possibilitou a obtencéo de trés materiais
com caracteristicas diferentes, logo, a partir de um processo sustentavel, € possivel
obter materiais com caracteristicas adequadas de acordo com a finalidade.

Para a obtencédo dos filamentos empregou-se 0s micronizados em 20 Hz em
funcdo da granulometria, homogeneidade e da relacdo entre a porcao cristalina e a
porcdo amorfa. Esse micronizado possibilitou obter compdsitos mais homogéneos e
uniformes. Conforme observado, para obter materiais compésitos ndo basta apenas
misturar os dois componentes, mas é necessario também entender como ocorre essa
interacdo e quais efeitos um processamento ou uma mistura de componentes tera no
produto final. No caso dos filamentos, a diminuicdo da resisténcia térmica em funcao
da incorporacdo da CB micronizada até a concentracdo de 0,25 % nao foi significativa
a ponto de impossibilitar a impresséo, porém concentra¢cdes maiores podem requerer

modifica¢cdes no processo.

2. PERSPECTIVAS

A continuacdo dessa pesquisa consiste em avaliar a biocompatibilidade,
citotoxicidade e propriedades mecéanicas dos Scaffolds filamentos. Além disso,
verificar a possibilidade de se implementar as melhorias propostas para a impressao

dos filamentos com concentracfes de 0,5, 1 e 2 % de CB.
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