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RESUMO

SOUZA, Davi Siqueira da Silva de. Influéncia de Nanoparticulas de Celulose na
Autoagregacao de Sais de Bile. 2024. 114 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Materiais)

— Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2024.

Autoagregados de surfactantes podem exibir pronunciada viscoelasticidade a qual pode ser
modulada conforme a adicdo de diferentes moléculas no meio em que estdo inseridos. Neste
trabalho, o efeito da adicdo de nanocristais de celulose (CNCs) ou nanofibrilas de celulose
(CNFs), sintetizados por hidrolise acida com acido sulfurico e oxidagdo mediada por TEMPO,
respectivamente, foi estudado sobre autoagregados dos sais de bile deoxicolato de sddio
(NaDC) e/ou taurodeoxicolato de sddio (NaTDC) em meio aquoso, em diferentes propor¢des
de surfactante/nanocelulose. O tamanho dos agregados de NaTDC/nanocelulose aumentou com
a adicdo de nanocelulose e foram maiores que as amostras de NaDC/nanocelulose e
NaDC/NaTDC/nanocelulose, respectivamente. Dados de potencial zeta (PZ) indicaram
aumento na estabilidade coloidal com o incremento de nanocelulose. Amostras contendo CNFs
foram mais estaveis e os sistemas binarios de sais de bile em quantidade equimolar (50 mM)
com CNCs ou CNFs foram mais estaveis do que aqueles contendo um Unico sal de bile. O
comportamento n&o-Newtoniano dos fluidos foi observado, uma vez que 0s sistemas
apresentaram os fendmenos de shear thinning e/ou shear thickening. Ensaios dindmicos de
frequéncia mostraram sistemas mais viscoelasticos e comportamento de géis aqueles contendo
CNFs. Agregados da amostra equimolar de NaDC/NaTDC contendo CNF a 4,80 g L estéo
mais entrelacados, uma vez que tém maior valor de médulo de elasticidade no plat6, Go, (2011
Pas) sendo cerca de 10 (210,1 Pas) e 90 (22,58 Pas) vezes superior do que Go dos sistemas
analogos de NaDC/CNF e NaTDC/CNF, respectivamente. Curvas de espalhamento de raios-X
a baixo angulo (SAXS) mostraram a formacdo de cilindros mais alongados para agregados
contendo CNFs e mais curtos para aqueles contendo CNCs. Agregados de NaTDC/CNF sao os
mais curtos e os agregados NaDC/NaTDC/CNF sdo os mais longos. Agregados cilindricos mais
alongados favorecem o emaranhamento entre agregados e a formacao de geis mais fortes, e as
interacdes intermoleculares desempenharam um papel importante nisso. Portanto, esses novos
materiais fazem parte de um contexto atual de desenvolvimento de sistemas voltados para
aplicacdo como modificadores reoldgicos para uso em tintas e encapsulamento/liberacao
controlada de moléculas de interesse, importantes para as industrias cosmética e farmacéutica.
Palavras-chave: biossurfactantes, nanocristais de celulose, nanofibrilas de celulose, reologia,

estruturagéo.
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ABSTRACT

SOUZA, Davi Siqueira da Silva de. Influence of Cellulose Nanoparticles on Bile Salts Self-
Aggregation. 2024. Master in Material Science — Federal University of Sao Carlos, Sorocaba,
2024,

Surfactant self-aggregates can exhibit pronounced viscoelasticity, which can be modulated
according to the addition of different molecules to the medium in which they are inserted. In
this work, the effect of adding cellulose nanocrystals (CNCs) or cellulose nanofibrils (CNFs),
synthesized by acid hydrolysis with sulfuric acid and TEMPO-mediated oxidation,
respectively, was studied on self-aggregates of sodium deoxycholate (NaDC) and/or or sodium
taurodeoxycholate (NaTDC) in aqueous medium, in different proportions of
surfactant/nanocellulose. The size of NaTDC/nanocellulose aggregates increased with
nanocellulose  addition and  were larger than  NaDC/nanocellulose  and
NaDC/NaTDC/nanocellulose samples, respectively. Zeta potential (ZP) data indicated the
colloidal stability increased with nanocellulose concentration increasing. Samples containing
CNFs were more stable and binary equimolar (50 mM) bile salt systems with CNCs or CNFs
was more stable than the ones containing a unique bile salt. The non-Newtonian behavior of
fluids was observed since systems presented shear thinning and/or shear thickening phenomena.
The dynamic frequency assay demonstrated more viscoelastic systems and a gel-like behavior
for the ones containing CNFs. Aggregates of the equimolar NaDC/NaTDC sample with 4.80 g
Lt CNF have more entanglements, since they have a higher elastic modulus value on the
plateau, Go, (2011 Pas) being around 10 (210.1 Pas) and 90 (22.58 Pas) times higher than Go of
the analogous systems of NaDC/CNF and NaTDC/CNF, respectively. Small-angle X-ray
scattering (SAXS) curves showed the formation of more elongated cylinders for aggregates
containing CNFs and shorter ones for those containing CNCs. NaTDC/CNF aggregates are the
shortest and the NaDC/NaTDC/CNF aggregates are the longest. More elongated cylindrical
aggregates favor entanglements between aggregates and the formation of stronger gels, and
intermolecular interactions played an important role in this. Therefore, these new materials are
part of a current context for the development of systems aimed at application as rheological
modifiers for use in paints and encapsulation/controlled release of interesting molecules,

important for the cosmetics and pharmaceutical industries.

Keywords: biosurfactants, cellulose nanocrystals, cellulose nanofibrils, rheology, structuring.
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CaAPiTULO 1

Consideracoes Gerais

1.1 INTRODUCAO

A nanociéncia e a nanotecnologia sdo as areas que visam a obtencédo e utilizacdo de
materiais na escala nanométrica (de 1 até 1000 nm). As propriedades quimicas, fisicas,
mecanicas e oOpticas dos nanomateriais dependem principalmente das interacbes intra- e
intermoleculares estabelecidas nas superficies dos materiais e sdo essenciais na utilizacdo
destes, porque envolvem aspectos importantes como tamanho de particula, concentragéo,
grupos funcionais e carga superficial (Abid et al., 2022). Diversas nanotecnologias vém sendo
aplicadas na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e de eletrdnicos, bem como no meio
ambiente e na medicina, visando a resolugdo inovadora de problemas (Bhushan, 2017,
Nasrollahzadeh et al., 2019).

Neste trabalho, estudou-se o efeito e a influéncia da adicao de nanoparticulas de celulose
sobre a estrutura de sistemas autoagregados de sais de bile em meio aquoso. Os sais de bile sdo
biossurfactantes que formam espontaneamente estruturas com diferentes morfologias quando
acima da concentracdo micelar critica (cmc) (Mukherjee et al., 2016; Nelson; Cox, 2018; Chen
et al., 2022) e esses autoagregados podem ter a estrutura modificada conforme a adicdo de
outras substancias (Chu; Dreiss; Feng, 2013; Sun et al., 2014; Zhang, H. et al., 2021), como
nanomateriais de celulose (Figura 1.1). Consequentemente, a viscoelasticidade desses sistemas
pode ser alterada devido a diferentes interacdes intermoleculares estabelecidas entre as espécies
(Barnes; Hutton; Walters, 1993; Goodwin; Hughes, 2000).

A obtencdo de agregados formados por sais de bile e nanocelulose sdo sistemas
promissores e inovadores como modificadores reoldgicos, uma vez que sdo materiais de facil
acesso, baixo custo e atoxicos, sendo importantes para aplicacdo na industria de cosméticos,
alimenticia e de tintas (Dimic-Misic; Gane; Paltakari, 2013; Liu et al., 2017; Aaen et al., 2019;
Lengowski; Junior, 2019; Mekkaoui et al., 2021; Zhang H. et al., 2021), por exemplo, embora
existam poucos trabalhos na literatura que estudaram a interacdo desses nanomateriais (Liu;
Kong, 2019). Ademais, esses sistemas auto-organizados permitem avangos em relacdo ao
estudo de plataformas de liberacdo de farmacos (Mukherjee et al., 2016; Macierzanka et al.,

2019; Zambuzi et al., 2021; Ferreira et al., 2024), j& que podem ser modulados a partir da adicdo
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das diferentes espécies quimicas em diferentes propor¢des. Portanto, é fundamental que a

estruturacdo dos sistemas autoagregados de sais de bile/nanocelulose seja elucidada.

Figura 1.1 — A morfologia de agregados de sais de bile pode ser alterada conforme a interacdo com outras
substancias, como nanocristal de celulose (CNC) ou nanofibrila de celulose (CNF), interferindo nas propriedades
reoldgicas dos sistemas.
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Fonte: Autoria prdpria (2024).

O estudo sera dividido em quatro capitulos: o presente, Capitulo 1, abordard as
considerac@es gerais do trabalho por meio da fundamentacéo tedrica, objetivo e justificativa do
trabalho. O Capitulo 2, trara o estudo sobre a influéncia das nanoceluloses em autoagregados
de diferentes sais de bile, acerca dos fendmenos relacionados a medidas de reologia,
espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial zeta (PZ) e espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS) de forma a avaliar efeitos sobre a viscoelasticidade dos sistemas, distribuicdo
de tamanho de particulas, estabilidade coloidal e estruturacdo em dispersdo aquosa. No
Capitulo 3, a mesma anélise da influéncia das nanoparticulas de celulose sera abordada, porém
os sistemas serdo formados pela mistura dos sais de bile (sistemas binarios). Por fim, o Capitulo

4 abordara as consideraces finais sobre o trabalho e as perspectivas futuras sobre o estudo.
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1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Sistemas autoagregados

O controle sobre o processo de auto-ordenamento de nanoparticulas tem sido objeto de
muitas pesquisas devido a crescente demanda de tecnologias com acdo especifica e direcionada
de determinas substancias em diversos sistemas (Zhao; Wang; Wang, 2018; Zhang, Q. et al.,
2021; Aubrey et al., 2021; Ling et al., 2021; Li et al., 2022; Tan et al., 2023; Zhu et al., 2023).
A estrutura de sistemas autoagregados pode ser modulada conforme alterages fisico-quimicas
do meio em que estdo inseridos como valor de pH e temperatura (Suys et al., 2017; Du et al.,
2020). Consequentemente, modificagdes na morfologia dessas estruturas afetam diretamente a
reologia destes sistemas (Barnes; Hutton; Walters, 1993).

Souza et al. (2024) desenvolveram nano/microparticulas envolvendo a agregacdo de
proteina e polissacarideo (caseina/carboximetilcelulose) em meio aquoso, desencadeada por
interacOes eletrostaticas condicionadas a variagdo de pH dos sistemas. O valor de pH e a
proporcdo do polissacarideo derivado de celulose desempenharam um papel essencial na
morfologia, tamanho, estabilidade coloidal e, consequentemente, no comportamento reoldgico
dos sistemas, uma vez que o aumento da quantidade de carboximetilcelulose nos sistemas em
pH 4 possibilitou a formacdo de particulas menores e sistemas com melhores propriedades
viscoelasticas, conferindo alta estabilidade para as dispersdes, vinculadas a mudangas
morfologicas das particulas formadas.

Nessa perspectiva, surfactantes, ou tensoativos, sdo moléculas que quando em
concentragOes acima da cmc também formam espontaneamente agregados, os quais podem ser
de fases ordenadas (lamelares, hexagonais etc.) e/ou fases desordenadas (micelas, micelas
cilindricas ou gigantes, dentre outros), dirigidas principalmente por interacdes hidrofébicas em
fase aquosa (Chen et al., 2022) e ligacGes de hidrogénio em fase organica (Kanazawa et al.,
2020). A cmc € definida como a concentracdo minima de surfactante necessaria para reduzir a
tensdo superficial do solvente e ha formacdo das primeiras micelas em solucdo, estando
relacionada com a orientacéo tridimensional do tensoativo num solvente (Moldes et al., 2020;
Ramesh; Sakthishobana, 2021). E uma propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante e
seus valores mudam conforme a estrutura das moléculas e condicdes fisico-quimicas como pH
e temperatura (Shaw, 1975; Mukherjee et al., 2016; Moldes et al., 2020). A cmc pode ser

definida, dentre outros métodos, por condutometria e tensiometria (Posa; Cirin, 2012), sendo
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um parametro importante na caracterizacdo de um surfactante. Sua determinagao é fundamental
para entender e controlar o comportamento de sistemas que envolvem surfactantes.

Em meio aquoso, as micelas se formam orientando as porcGes hidrofébicas dos
surfactantes em direcdo ao ndcleo da micela e os grupos de cabeca hidrofilicos em direcdo a
fase aquosa (Figura 1.2) (Jafari; Sillanpad, 2020; Chen et al., 2022).

Figura 1.2 - Processo geral de micelizacdo de surfactante em dgua conforme a variacéo
da concentracéo de surfactante e tenséo superficial.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

A estrutura dos sistemas autoagregados de surfactantes também pode ser alterada na
presenca de certas moléculas, uma vez que a natureza quimica da particula adicionada afeta a
sua distribuicdo no interior dos agregados e na fase dispersa, podendo aprimorar propriedades
desses sistemas (Sun et al., 2014; Mukherjee et al., 2016; Zhang, H. et al., 2021).

Sistemas auto-organizados geralmente exibem pronunciada viscoelasticidade e,
dependendo do tipo de agregado formado, sdo necessarios diferentes modelos que expliqguem o
comportamento viscoelastico da fase (Macosko, 1994). Por exemplo, solu¢fes semidiluidas
contendo polimeros de alta massa molecular ou estruturas supramoleculares que se assemelham
as cadeias poliméricas, tais como micelas gigantes e agregados cilindricos, sdo descritas
razoavelmente pelo modelo de Maxwell (Francisco et al., 2010), em que é possivel relacionar
pardmetros reoldgicos obtidos, como madulo no platé (entrelagcamento dos agregados em uma

dada temperatura) e tempo de relaxacdo, com os parametros estruturais do agregado (Barnes;
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Hutton; Walters, 1993). Estudos reoldgicos envolvendo esses sistemas possibilitam uma
variedade de aplicagBes dos materiais formados como modificadores reoldgicos importantes
para diversos setores industriais (Liu et al., 2017; Aaen et al., 2019; Mekkaoui et al., 2021;
Zhang, H. et al., 2021).

1.2.2 Biossurfactantes

Surfactantes sdo definidos como agentes que possuem atividade na superficie (contracdo
do termo surface active agent) (Holmberg et al., 2002a). De modo geral, a principal propriedade
dos surfactantes é tendéncia de ser adsorvido em superficies e interfaces (Holmberg et al.,
2002a; Rabdczkay, 2016). Estruturalmente, suas moléculas apresentam duas regides distintas,
na maioria das vezes, bem definidas: uma parte denominada como cabeca hidrofilica (polar) e
outra denominada como cauda hidrofdbica (apolar) (Figura 1.3). Devido a isso, essas moléculas

sdo chamadas de anfifilicas (Holmberg et al., 2002a).

Figura 1.3 - llustracdo esquematica de um surfactante, seguindo o modelo geral
cabeca-cauda.

Grupo hidrofilico Grupo hidrofébico
(cabeca) (cauda)

Fonte: Autoria propria (2024).

Os chamados biossurfactantes séo surfactantes naturais e biomoléculas ndo toxicas, ou
menos toxicas que os surfactantes quimicos, gerados a partir de fontes biologicas e comumente
utilizados como alternativas ambientalmente amigaveis (Esmaeili et al., 2021). Na industria de
cosméticos e farmacéutica sdo aplicados como agentes formadores de emulsdes, solubilizantes
e dispersantes (Moldes et al., 2020), bem como na industria alimenticia (Silva et al., 2020). Na
industria petroquimica sdo aplicados para a remediacdo de ambientes aquaticos (Ramesh;
Sakthishobana, 2021).
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Conforme a carga elétrica presente na por¢do hidrofilica da molécula, os surfactantes
sintéticos ou naturais podem ser classificados como anibnicos, catiénicos, ndo-iénicos ou

zwitterionicos (ou anféteros) (Quadro 1.1).

Quadro 1.1 - Classificacdo de surfactantes naturais ou sintéticos de acordo com a carga idnica
Classificacao Definicéo e aplicacdes Exemplos

Anidnico Grupo hidrofilico possui carga negativa (grupo Dodecil sulfato de s6dio
carboxila, sulfonato etc.), que contribui para uma . .
) P N . Sais de bile
maior eficiéncia de detergéncia. Aplicados na
fabricacdo de materiais para quebra de gordura
(sabdo).

Catibnico Surfactantes com carga positiva. Aplicados como  Sais quaternarios de
bactericidas e amaciantes industriais. amonio

Nao I6nico A molécula ndo tem carga e ndo sdo afetados pela  Polietilenoglicéis
presenca de eletrolitos. Alcoois

Alquilfenois

Zwitteridnico Moléculas com cargas positivas e negativas Lecitinas
dependendo do pH do meio em gue se encontram.
Utilizados na formulacdo de cosméticos e
materiais de higiene por ndo apresentarem
irritacdo a olhos e pele.

Fonte: Autoria propria (2024). Adaptado de Felipe; Dias (2017); Moldes et al. (2020); Le et al. (2019).

Betainas

Os biossurfactantes podem ser classificados com base na sua carga ibnica, como 0s
surfactantes sintetizados quimicamente. Porém, também sdo comumente classificados de
acordo com a composi¢do quimica da molécula (Araujo; Freire; Nitschke, 2013; Felipe; Dias,
2017; Moldes et al., 2020). Sendo assim, citam-se o0s glicolipidios, lipopeptidios e
lipoproteinas, fosfolipidios e &cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados
(Moldes et al., 2020).

Os sais de bile sdo exemplos de biossurfactantes, derivados do colesterol, um lipidio
anfifilico (Nelson; Cox, 2018). Eles atuam como detergentes biologicos, ajudando na
emulsificacédo e absorcdo de gorduras no intestino, por meio da formagao de complexas micelas
mistas de sais biliares com acidos graxos, fosfolipidios e outras espécies (Holm; Mullertz; Mu,
2013; Macierzanka et al., 2019; Di Gregorio; Cautela; Galantini, 2021). Essas micelas
aumentam a solubilidade das gorduras no ambiente aquoso do intestino, permitindo que as
enzimas digestivas acessem mais facilmente as moléculas lipidicas, facilitando a digestdo e a

absorcdo de gorduras e vitaminas lipossolUveis. Assim, devido suas propriedades de
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autoagregacao, os sais de bile tém sido amplamente utilizados nas industrias de cosméticos e
farmacéutica (Senyigit, 2011; Bashyal et al., 2021; Can; Tyler; Mackie, 2021; Beg et al., 2021,
Durnik et al., 2022).

1.2.3 Sais de Bile

Os sais de bile, importantes na digestdo e adsor¢do de nutrientes, sdo provenientes de
acidos biliares desprotonados dissolvidos na bile e secretados no duodeno na forma de sais de
sodio (Macierzanka et al., 2019). Os acidos biliares séo divididos em primarios (acido colico e
quenodeoxicélico) e secundarios (acido deoxicélico e litocélico) (Stamp; Jenkins, 2009; Holm;
Mullertz; Mu, 2013). Os primarios sdo naturalmente sintetizados pelo figado humano a partir
de colesterol e armazenados na vesicula biliar. J& os secundarios sdo formados atraves da
conversao dos primarios pelo metabolismo de bactérias da flora intestinal (Holm; Mullertz; Mu,
2013; Di Gregorio; Cautela; Galantini, 2021). Os &cidos biliares podem ser conjugados com 0s
amino&cidos taurina ou glicina (AguiarVallim; Tarling; Edwards, 2013), dando origem aos sais
biliares primarios ou secundarios conjugados (Reschly et al., 2008; Posa; Cirin, 2012; Sun et
al., 2014; Chiang; Ferrel, 2019; Macierzanka et al., 2019).

De acordo com a conjugacéo e o grau de hidroxilagéo, os sais de bile sdo categorizados
em: (i) conjugados trihidroxi (como taurocolato e glicocolato), (ii) conjugados dihidroxi (como
glicodeoxicolato, glicoquenodesoxicolato, tauroquenodeoxicolato e taurodeoxicolato) e (iii)
ndo conjugados (como colato, deoxicolato e quenodeoxicolato) (Zughaid et al., 2012). Além
disso, os diferentes sais de bile possuem vasta faixa de cmc em agua (Mukherjee et al., 2016;
Macierzanka et al., 2019).

As micelas dos sais de bile possuem baixo poder de solubilizacdo de moléculas
hidrofobicas, que pode ser explicado pelo pequeno tamanho dos agregados. O processo de
conjugacdo diminui a hidrofobicidade dos sais biliares e os provenientes de acidos secundarios
sdo mais hidrofébicos do que os de primarios (Heuman, 1989). No entanto, os sais de bile
conjugados com glicina e taurina podem formar micelas mistas de sais bile e fosfolipidios
(lecitina), por exemplo, de forma a aumentar o dominio hidrofébico da micela e,
consequentemente, aumentar a capacidade das micelas de solubilizar substancias hidrofébicas
(Posa; Cirin, 2012).

As moléculas desses biossurfactantes possuem grupos polares formados por hidroxilas
e acidos orientados para uma face concava (regido hidrofilica) e anel esteroidal rigido orientado

a uma face convexa (regiao hidrofébica), diferentemente da maioria dos surfactantes que possui
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a clara divisdo cauda-cabeca (Posa; Cirin, 2012; Boyer, 2013; Faustino et al., 2014; Mukherjee
etal., 2016; Jover et al., 2021). Devido a essa geometria especial, 0s sais biliares sdo moléculas
anfifilicas planares com formacédo caracteristica de pequenos agregados com numeros de
agregacdo de 2 a 10 mondémeros, diferentemente de outros surfactantes que formam micelas
maiores com nimeros de agregacéo de 80 a 120, por exemplo (Posa; Cirin, 2012; Moghimipour;
Ameri; Handali, 2015; Azum; Rub; Asiri, 2020). A Figura 1.4 a apresenta a estrutura molecular
geral dos sais de bile conjugados a partir do acido biliar priméario acido colico ou secundario
acido deoxicdlico, que se diferenciam pelos radicais, R1 e Ro, e, em b, 0 modelo esquematico

de suas faces.

Figura 1.4 — (a) Estrutura molecular geral dos sais biliares derivados de acido colico ou deoxicélico e
(b) modelo esquematico da estrutura desses sais.

R2

Face
Hidrofilica

Face
Hidrofdbica

Fonte: Autoria propria (2024).

Por causa da posicdo dos grupos hidroxilas e acidos nas moléculas de sais de bile, as
ligacdes de hidrogénio sdo diretas e especificas, tornando os agregados rigidos devido a
limitacdo que existe na forma com que essas ligagdes podem ocorrer entre as estruturas dos
surfactantes (Warren et al., 2006; Madenci; Egelhaaf, 2010). Além das interacdes de Van Der
Waals e ligaces de hidrogénio, os sais de bile interagem via interagBes eletrostaticas
conferindo interagdes repulsivas entre os agregados formados, as quais podem ser moduladas
por variacOes de pH e forca ibnica da solucdo (Suys et al., 2017).

O colato de sadio (NaC) é um exemplo de sal de bile amplamente estudado na literatura
com grande relevancia na formacgéo de carreadores vesiculares para sistemas de entrega de
medicamentos (Maslova; Kiselev, 2018). Entretanto, neste trabalho, os sais de bile NaDC e
NaTDC foram utilizados tendo em vista a necessidade de se ampliar os estudos com diferentes

sais de bile e, além disso, avaliar como como mudancas na estrutura molecular desses dois sais,
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as quais se diferem pela insercéo do grupo referente a taurina no segundo caso, podem interferir
na estruturacdo de agregados (Singh; Chauhan, 2020; Pabois et al., 2020).

O Quadro 1.2 mostra alguns exemplos dos sais de bile, que se diferem de acordo com o
processo de secrecdo ou conjugacao ao qual foram submetidos, de forma a possuir diferentes

valores de cmc em meio aquoso.

Quadrol.2 - Diferentes tipos de sais de bile que se diferenciam pelos radicais R; e R, (Figura 1.4 a) dependendo
do processo de sintese o qual foram submetidos e o valor aproximado de cmc para cada sal a 20 °C.

Sal de bile R1 Rz cmc (mM)
Colato de sddio (NaC) -OH —COONa 7,8
Taurocolato de sédio (NaTC) —OH —CONH(CH,)2SO3Na 6,7
Deoxicolato de sodio (NaDC) -H —COONa 3,8
Taurodeoxicolato de s6dio (NaTDC) -H —CONH(CH,)2SO3Na 1,9

Fonte: Adaptado de Kong et al. (2023); Mukherjee et al. (2016).

O deoxicolato de sodio (NaDC) (Figura 1.5) é o sal de sodio derivado do &cido
deoxicolico. O acido deoxicolico é um dos acidos biliares secundarios, que sdo subprodutos
metabolicos das bactérias intestinais a partir do acido colico e difere-se do primario por meio
de uma hidroxila em sua estrutura molecular (Chiang; Ferrell, 2019). O NaDC é utilizado como
detergente biolégico em sistemas injetaveis para reducdo de gordura localizada (Duncan;
Palmer, 2008), possui boas propriedades bactericidas (Kong et al., 2023) e tem sido estudado
em nanotecnologia devido as suas propriedades de autoagregacdo (Jover et al., 2021) e
formacdo de géis (Sun et al., 2014), inclusive para uso de liberacdo de farmacos (Valenta;
Nowack; Bernkop-Schnurch, 1999, Bhattacharjee et al., 2010; Senyigit, 2011).

Figura 1.5 - Estrutura molecular do sal de bile NaDC.
ONa

Fonte: Autoria prépria (2024).

O taurodeoxicolato de sddio (NaTDC) (Figura 1.6) € um sal de bile secundario

conjugado com taurina (Moghimipour; Ameri; Handali, 2015; Macierzanka et al., 2019),
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importante na nanotecnologia, considerando sua capacidade de autoagregagéo em diferentes
estruturas (Li; McGown, 1993; Wang; Fernandes; Marques, 2019). Dentre outras
caracteristicas, suas propriedades de interacdo hidrofobica tém demonstrado resultados
interessantes para evitar a degeneracéo proteica (Kong et al., 2023) e resultados promissores

para uso de suas micelas como carreadores de farmacos (Song; Chung; Shim, 2005).

Figura 1.6 - Estrutura molecular do sal de bile NaTDC.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

1.2.4 Autoagregados de Sais De Bile: Formacao, Modificacdo Estrutural e Aplicagdes

A razdo volumeétrica entre as partes hidrofdbicas e hidrofilicas e a concentracdo dos
surfactantes influenciam a formagédo de micelas autoagregadas com diferentes estruturacdes:
esféricas, em formato de disco, vesiculas, micelas gigantes etc., dependendo da estrutura
qguimica do surfactante, assim como da condi¢do fisico-quimica do meio (Figura 1.7) (Chu;
Dreiss; Feng, 2013). As diferentes estruturacdes dos sais de bile ocorrem devido a interacéo

deles com diferentes substancias através de interagdes especificas.

Figura 1.7 - Diferentes morfologias obtidas pela autoassociagao de surfactantes.
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Fonte: Autoria prépria (2024). Adaptado de Chu; Dreiss; Feng (2013).
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Na literatura séo encontrados estudos sobre a formacao de estruturas mistas de sais de
bile entre si (Mukherjee et al., 2016; Jover et al., 2021), com surfactantes ndo-ionicos (Tanaka
et al., 1995; Bhattacharjee et al., 2010; Maswal; Dar, 2013; Rathod et al., 2021), surfactantes
ibnicos (Faustino et al., 2014; Yadav; Parikh; Kumar, 2017; Di Gregorio et al., 2018; Wang;
Fernandes; Marques, 2019) e polimeros (Di Gregorio et al., 2017; Pigliacelli et al., 2019; Wang;
Fan, 2019; Du et al., 2020).

Sun et al. (2014) investigaram a influéncia da adi¢do de aminoacidos e sais haleto nas
propriedades reologicas de géis de NaDC. Os resultados mostraram que 0s aminoacidos podem
destruir a estrutura de rede dos hidrogéis formados de forma a prejudicar a viscoelasticidade
dos sistemas. Em contrapartida, os sais inorgéanicos apresentaram melhor capacidade em induzir
o entrelacamento das micelas de NaDC, proporcionando sistemas com excelentes propriedades
tixotropicas, provavelmente devido a formacao de estruturas mais alongadas entre NaDC e 0s
sais haleto (Chu; Dreiss; Feng, 2013). Esses resultados indicam que a adicdo de diferentes
substancias pode contribuir para a quebra ou maior interagdo com autoagregados de sais de bile,
formando diferentes estruturas e interferindo nas propriedades reoldgicas das dispersdes
formadas pelos sais.

Medidas de SAXS e de espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS) podem
elucidar as diferentes morfologias dos sais de bile. Diferentes estruturas moleculares de sais de
bile, como ado NaTC e do NaTDC, com valores de cmc de 6,7 mM e 1,9 mM, respectivamente,
a 20 °C (Mukherjee et al., 2016), apresentam comportamento de micelizacdo diferente, levando
a diferentes tamanhos e formas. O NaTDC possui valor de cmc menor e forma micelas maiores
e mais esféricas do que o NaTC, cuja micelizagdo ocorre em ampla faixa de concentracdes. A
micelizacdo em diferentes morfologias é impulsionada pelas faces hidrofobicas planares dos
sais de bile (Pabois et al., 2021).

Dentre as inumeras aplicacdes, os sais de bile sdo importantes na solubilizacdo de
diversas moléculas como lipidios (Di Gregorio; Cautela; Galantini, 2021), colesterol (Paul,
Balaram, 1978) e esteroides (Wiedmann; Liang; Kamel, 2002). Mukherjee et al. (2016)
elucidaram que as propriedades interfaciais e de fase de sais de bile podem ser alteradas
conforme combinac@es binarias e ternarias em solucdo aquosa. Além disso, demonstrou que a
cmc desses sistemas pode ser modulada conforme a variagdo de temperatura, sendo util para
estudos sobre a capacidade dos sistemas mistos atuarem como carreadores de substancias, além
de poderem atuar na solubilizagdo de drogas especificas. Assim, estudos demonstram as

potencialidades que os sais de bile tém para a formulacdo de materiais como plataforma de
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liberagdo controlada de principios ativos e farmacos (Bashyal et al., 2021; Can; Tyler; Mackie,
2021; Beg et al., 2021; Durnik et al., 2022), inducdo da morte celular programada de variados
tipos de células cancerigenas (Kim et al., 2006), bem como sdo promissores para o tratamento
de doencas, como diabetes mellitus (Nemati et al., 2022).

A autoagregagdo dos sais de bile também pode promover a criagdo de materiais
utilizados como importantes modificadores reoldgicos. Nessa perspectiva, nanoparticulas de
silica ou argila puderam aprimorar a atividade emulsificante de NaDC, tendo em vista sua pouca
habilidade de emulsificacdo (Zhang, H. et al. 2021). A interacdo entre os sais de bile e a
nanocelulose foi investigada por Liu; Kong (2019), por meio dos efeitos da nanocelulose na
difusdo de acidos biliares em sistemas simulados de digestdo intestinal e solubilizacdo de
lipidios. Os resultados demonstraram que a grande area de superficie especifica do nanomaterial
possibilita efeito de retardo na absor¢do dos sais de bile, sendo que a nanocelulose péde reduzir
a atividade da lipase de forma a aumentar da viscosidade da digestdo intestinal, sendo
promissora para 0 uso como emulsificante. Apesar dos resultados promissores, a literatura
apresenta poucos trabalhos que estudaram a interacdo de sais de bile/nanocelulose,
principalmente em relacdo a reologia desses sistemas e, consequentemente, a estruturacdo dos
autoagregados formados. Portanto, ainda séo necessarios estudos que elucidem a morfologia e
viscoelasticidade de sistemas autoagregados de sais de bile/nanocelulose, ampliando a gama de
aplicacdes em diversos setores.

1.2.5 Nanocelulose

A celulose (Figura 1.8 a) é um polissacarideo presente nas plantas que também pode ser
sintetizada por determinadas espécies de fungos e bactérias (Jakob et al., 2021). Sua cadeia
linear possui anéis D-glucopiranose ligados em B-1,4, € o polimero mais abundante na Terra
(Chen et al., 2021b) e tem a glicose como unidade repetitiva em sua estrutura molecular
(French, 2017) (Figura 1.8 b). Além disso, a celulose é considerada um dos elementos
estruturais mais importantes nas plantas e outras espécies vivas como algas (Dufresne, 2019).
A estrutura quimica da celulose apresenta grupos hidroxila que fazem ligacGes de hidrogénio,
as quais sdo responsaveis pela formacdo de arranjos cristalinos e proporcionam carater
hidrofilico e rigidez a cadeia do polimero (Camargos; Rezende, 2021).

As fibras lignoceluldsicas consistem em um agregado de microfibrilas cimentadas, as
quais fornecem alta resisténcia aos vegetais com um minimo de material. Devido a sua estrutura

hierarquica e natureza semicristalina, nanomateriais podem ser extraidos dessas fibras por meio
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de estratégias de desconstrucdo top-down induzidas mecénica ou quimicamente (Dufresne,
2019). Assim, as nanoceluloses, a saber nanocristais de celulose (CNCs) e nanofibrilas de
celulose (CNFs), tém sido amplamente empregadas com o objetivo de aprimorar propriedades
mecanicas, térmicas, opticas e reoldgicas quando incorporados em materiais, devido a leveza,
rigidez, baixa densidade e transparéncia, além de serem de natureza renovavel, abundante e
biodegradavel (Dufresne, 2019; Camargos; Rezende, 2021; Calle-Gil; Castillo-Martinez;
Carretero-Gonzélez, 2022; Ren et al., 2022).

Figura 1.8 — (a) Estrutura molecular da celulose, sendo a (b) glicose sua unidade de repeticéo.
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Fonte: Autoria propria (2024).

CNCs e CNFs podem ser extraidos de uma infinidade de fontes celuldsicas, por meio
de diversas técnicas, e funcionalizados conforme a necessidade de estudo. Apesar de a madeira
ser a principal fonte industrial de fibras celulésicas, a demanda por tais matérias-primas
aumentou como consequéncia da competicdo entre os diversos setores que a utilizam. Dessa
forma, tem aumentado o interesse, nos ultimos anos, por outras fontes como culturas agricolas
e seus subprodutos, pois oferecem beneficios ambientais devido a sua natureza renovavel e
baixo consumo de energia na producdo (Dufresne; Cavaille; Vignon, 1997; Alemdar; Sain,
2008). Assim, fontes de biomassa como arroz, algodao, beterraba, trigo, soja, banana, bagaco
de cana de acucar etc., ttm sido utilizadas para extracao (Lavoine et al., 2012; Radhawa et al.,
2022).

A transformacéo da celulose a nanoescala permite a obtencéo de elevada area superficial
especifica, propiciando fendmenos de superficies (Wang et al., 2022). As nanoceluloses podem
ter as superficies quimicamente modificadas devido a alta reatividade inerente da celulose e 0s
grupos hidroxila presentes na superficie, com o intuito de melhorar as propriedades e expandir
possibilidades de aplicagdes (Liu et al., 2007; Peng et al., 2011). Dentre a variedade de méetodos
de modificacédo superficial existentes, podem ser citados o acoplamento de pequenas moléculas
hidrofébicas, polimeros de enxerto, oligdbmeros, adsor¢do de compostos hidrofébicos etc.
(Dufresne, 2019).
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A primeira etapa para a sintese de CNCs e CNFs consiste na purificacdo da celulose,
em que h remocédo da maior parte dos componentes ndo celuldsicos da fibra natural. Para isso,
é realizada extracdo alcalina seguida de filtracdo e lavagem com agua, para remover
polissacarideos sollveis. Apos, o produto lavado é branqueado, sendo que uma das formas de
branqueamento consiste em lavagem com solucdo de clorito de s6dio em um meio tampéo sob
agitacdo mecénica removendo a maioria das moléculas fendlicas residuais como lignina ou
polifendis e proteinas. Este tratamento induz ao aumento do teor de celulose e diminuicdo do
teor de lignina e hemicelulose no material com consequente diminuicdo do didmetro da fibra e

aumento do indice de cristalinidade e estabilidade térmica (Dufresne, 2019).

1.2.5.1 Nanofibrilas de celulose

As CNFs (Figura 1.9) sdo estruturas celulésicas finas (cerca de 4 a 20 nm), longas (cerca
de 0,5 a 2 um) e flexiveis, caracterizadas por arranjos cristalinos alternados de arranjos amorfos
(Moon et al., 2011; Zambuzi et al., 2021). O método de obtencdo de CNFs consiste na
combinacédo de processos mecanicos e quimicos para desfibrilacdo das macrofibras de celulose
(Kelly; Gardner; Gramlich, 2021; Camargos et al., 2022).

Os tratamentos mecanicos consistem no refinamento das fibras de celulose, com o
objetivo de romper a parede celular, para expor as fibrilas (Marifio et al., 2015). Dentre os
possiveis processos de extracdo, sdo reportados pela literatura a utilizagcdo do homogeneizador
de alta pressdo, microfluidizador, moador de friccdo ultrafina, moagem de bolas,
crioesmagamento, eletrofiacdo, ultrassonificador de alta intensidade, refinadora de dupla rosca,
dentre outros (Lavoine et al., 2012; Radhawa et al., 2022).

A hidrdlise enzimética, oxidacdo mediada por 2,2,6,6-tetrametil-piperidi-1-nil oxil
(TEMPO) e carboximetilacdo/ acetilacdo sdo métodos quimicos mais utilizados para a extracao
de CNFs (Lavoine et al., 2012). Esses métodos sdo utilizados a fim de serem obtidas fibras
menos rigidas e coesas, diminuindo a energia necessaria para fibrilagdo por meio da limitacéo
de ligacOes de hidrogénio, adicdo de cargas repulsivas, diminui¢do do grau de polimerizagéo,
e/ou ligacdo amorfa entre as nanofibrilas individuais (Lavoine et al., 2012).

Em rela¢do ao uso do TEMPO para mediar o processo de oxidagdo, hidroxilas primarias
Ce sdo regiosseletivamente convertidas em grupos carboxilato, aumentando a repulsao
eletrostatica e favorecendo a fibrilacdo de celulose durante a etapa mecanica subsequente. Os
grupos carboxila promovem carga negativa na superficie das CNFs, tornando os sistemas

estaveis e com alta viscoelasticidade (Marifio et al., 2015; Rol et al., 2019; Calle-Gil; Castillo-
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Martinez; Carretero-Gonzélez, 2022; Cheng et al., 2022). Portanto, ha um aumento da area
especifica externa das nanofibrilas, permitindo um maior nimero de ligaces entre 0s grupos
hidroxila, a diminuicdo dos poros e 0 aumentando da densidade, transparéncia, capacidade de
retencdo de agua e viscosidade do material (Missoum; Belgacen; Bras, 2013; Zanol et al.,

2020).

Figura 1.9 — Micrografia eletrdnica de transmissdo, comprimento médio e didmetro de CNFs.
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Fonte: Reproduzido, com pequenas modifica¢Ges, de Zambuzi, G. C. et al. Modulating the controlled release of
hydroxychloroquine mobilized on pectin films through film-forming pH and incorporation of nanocellulose, v. 2,
p. 100140, Copyright (2021), com permissdo da Elsevier.

1.2.5.2 Nanocristais de celulose

Os CNCs sdo estruturas curtas (com comprimento entre 100 e 200 nm, largura variando
de 8 a 40 nm) compostas por dominios cristalinos que lhes conferem alta rigidez, baixa
densidade e 6timas propriedades mecanicas (Moon et al., 2011; Nascimento; Rezende, 2018;
Zambuzi et al., 2021; Cheng et al., 2022). S8o comumente obtidos através do processo de
hidrolise acida que compreende, preferencialmente, a clivagem das ligacdes glicosideas com
consequente degradacdo das regides amorfas das cadeias de celulose. De forma que, as regides
cristalinas, insoliveis em meio acido, estardo isoladas no final do processo, dando origem a
nanocristais (Pereira et al., 2014; Marifio; Rezende; Tasic, 2018; Nascimento; Rezende, 2018;
Yang et al., 2021). A Figura 1.10 apresenta a morfologia e processo de obtencéo dos CNCs.

Para esse processo, 0 &cido sulfurico (H2SOs4) é amplamente utilizado, seguindo
processos de diluicdo, lavagem e centrifugacdo (Beck-Candanedo; Roman; Gray, 2005;
Machado et al., 2012). Vale ressaltar que o tamanho dos CNCs depende de fatores como
concentragéo, tempo de reacgdo, temperatura e a fonte da celulose utilizada (Silva et al., 2009)
e a quimica de superficie varia conforme a natureza do acido utilizado na hidrolise (Dufresne,
2019). No caso da utilizacdo de H2SOs, seré proporcionada a esterificacdo dos grupos hidroxilas
presentes na estrutura da celulose através dos grupos sulfatos, introduzindo grupos éster-sulfato

na superficie dos CNCs (Pereira et al., 2014). A esterificacdo promove uma carga superficial
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negativa e, devido a forcas de repulséo, a suspensao serd mais estavel (Silva et al., 2009; Lu;
Hsieh, 2010; Machado et al., 2012).

Figura 1.10 — (a) Micrografia eletrdnica de transmissdo, comprimento e didmetro de CNCs e (b) esquema
do processo de hidrolise &cida para obtencdo dos nanocristais.
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Fonte: (a) Reproduzido, com pequenas modificacdes, de Zambuzi, G. C. et al. Modulating the controlled

release of hydroxychloroquine mobilized on pectin films through film-forming pH and incorporation of

nanocellulose, v. 2, p. 100140, Copyright (2021), com permissdo da Elsevier. (b) Autoria propria (2024).
Adaptado de Pereira et al. (2014).

Outros acidos como o bromidrico, férmico e fosforico também podem ser utilizados, de
forma a produzir CNCs com modificacBes em sua superficie. Por exemplo, o &cido fosforico
ou uma combinagdo de acido citrico/cloridrico podem ser utilizados para obtencdo de
superficies ricas em fosfato e carboxilato, respectivamente (Camargos; Rezende, 2021).
Ademais, os diferentes acidos utilizados no processo e sua concentracao, o tempo de reacdo, a
temperatura e a fonte da celulose podem interferir na morfologia e o tamanho dos CNCs (Silva
et al., 2009).

1.2.5.3 AplicacGes dos nanomateriais de celulose
A producéo industrial das nanoceluloses vem aumentando rapidamente, uma vez que

substituem materiais sintéticos ou petroquimicos e melhoram a pegada ambiental de muitas
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empresas (Dufresne, 2019). Ademais, esses nanomateriais sdo capazes de aprimorar
propriedades mecanicas, térmicas, dpticas e reoldgicas quando incorporados a outros materiais
(Machado et al., 2012).

Nanoparticulas de celulose sdo efetivas na descontaminacao de efluentes (Abozeid et
al., 2019) quando utilizadas como adsorvente (Chen et al., 2021a), filtro (Sehaqui et al., 2018)
e membrana (Hoi-Fang Tan; Ooi; Leo, 2020), devido, dentre outras propriedades, a presenca
de sitios ativos que permitem a incorporacdo de grupos funcionais e aumentam a eficiéncia de
ligacdo de poluentes a superficie (Sehaqui, 2018). A elevada area superficial, flexibilidade
(CNFs), cristalinidade (CNCs) e quantidade de grupos hidroxila influenciam as interagdes das
nanoceluloses com outras substancias, seja como suspensdo em liquido, seja como filme.
Portanto, independentemente da origem da suspensdo, em um ambiente aquoso, as
nanoceluloses possuem propriedades reoldgicas especificas que podem ser estudadas e
utilizadas como aditivos em diversas aplicagGes (Lavoine et al., 2012).

Na induastria alimenticia, tanto CNCs quanto CNFs apresentaram boas propriedades
funcionais para atuacdo como fibra alimentar (Andrade et al., 2015) e puderam ser usadas como
modificadores reoldgicos para desenvolver complexos isolados de proteina de soja (Sun et al.,
2015). Esses nanomateriais também foram efetivos na substituicdo de gordura quando
associadas a goma xantana, mesmo em baixas concentracdes de nanocelulose (Aaen et al.,
2019). Na industria de cosméticos, puderam atuar como espessante e estabilizante, de forma a
melhorar o desempenho e rendimento de reagentes/ingredientes, além de apresentar
variabilidade de condicdes fisico-quimicas, podendo ser aplicadas como reforco de embalagens
impedindo a oxidac&o dos alimentos (Lengowski; Junior, 2019).

Em relacdo a indUstria farmacéutica, estudos apontam a capacidade das nanoceluloses
em formar sistemas para uso como hidrogéis (King et al., 2022; Phan et al., 2022), nanogéis e
nanocompositos (Das; Ghosh; Sarkar, 2022), sendo promissoras para uso como plataformas de
liberacdo controlada ingredientes farmacéuticos ativos (Anirudhan; Manjusha; Chithra Sekhar,
2021) e farmacos (Xu et al., 2022), a partir da modulacéo de pH e temperatura.

Recentemente, Zambuzi et al. (2021) demonstraram que as nanoceluloses puderam
auxiliar na liberacdo modificada de hidroxicloroquina em matriz de pectina. Os autores
constataram que, principalmente os CNCs, retardaram a liberacdo do farmaco, prolongando a
liberacdo do mesmo em meio aquoso. Além disso, Ferreira et al. (2024) puderam notar que
microfibras eletrofiadas de zeina/hidroxipropilmetilcelulose sob a influéncia das CNFs

mostraram-se promissoras para modulacdo da liberagdo controlada de metronidazol e benzoato
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de metronidazol. Dessa forma, nanoparticulas de celulose obtidas a partir de recursos
abundantes e biodegradaveis possuem grande potencial para utilizagdo no tratamento de
doencas, como cancer, através do uso em quimioterapia por exemplo (Lizundia et al., 2020;
Yusefi et al., 2020; Do et al., 2021; Khojastehfa; Mahjoub, 2021).

1.2.6 Reologia

A ciéncia que estuda a deformacdo e o fluxo de materiais € chamada de reologia e a
relacdo entre a deformacéo e a tensdo aplicada é caracteristica para cada material (Barnes;
Hutton; Walters, 1993). Para um sistema que se comporta idealmente como um sélido, segue-
se a lei de Hooke, T = Gy, onde T é a tensdo aplicada, y é a deformacdo e G é o modulo de
rigidez do material, ou seja, 0 material apresenta propriedades elasticas (Macosko, 1994; De
Gennes, 1990). No caso de um fluido puramente viscoso, ou chamados fluidos Newtonianos, a
relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento segue a relacdo da 22 Lei de
Newton, T =yn, onde y é a taxa de cisalhamento e n é a viscosidade aparente ou de cisalhamento
(Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994). Entretanto, a maioria dos sistemas reais
apresentam ambas as propriedades elésticas e viscosas, sendo chamados de materiais
viscoelsticos.

Em ensaios reoldgicos realizados no modo rotacional, curvas de fluxo e resisténcia a
tenséo de cisalhamento s&o obtidas por ensaios de fluéncia e permitem observar como 1 varia
conforme a variacgdo de y. Essas curvas sao representadas por T ou n em fungéo de y e permitem
diferenciar o comportamento de fluidos Newtonianos de materiais ndo-Newtonianos (Barnes;
Hutton; Walters, 1993). A relacdo entre taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento é
diferente para sistemas distintos, como exemplificado na Figura 1.11. Para fluidos Newtonianos
observa-se uma linearidade entre t e ¥, sendo que a constante de proporcionalidade em relacdo
a essas duas grandezas representa a viscosidade do fluido e ndo varia conforme o aumento da
taxa de cisalhamento (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Holmberg et al., 2002b).

Em fluidos ndo-Newtonianos dois fendmenos importantes podem ser observados: (a)
shear thinning, caracteristico dos chamados fluidos pseudoplasticos, quando os valores de n
diminuem conforme o aumento da taxa de cisalhamento devido a uma menor resisténcia das
particulas em relacdo ao fluxo, proporcionada pelo rearranjo e alinhamento delas no sistema e
(b) shear thickening, para fluidos dilatantes, em que os valores de 1 aumentam com a taxa de

cisalhamento, provavelmente devido a agregacdo entre as particulas do sistema ou
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aprisionamento da fase liquida entre os agregados (Macosko, 1994; Goodwin; Hughes, 2000;
Holmberg et al., 2002b).

Figura 1.11 - Diferentes relagOes entre tensdo e taxa de cisalhamento. O gréafico apresenta 0 comportamento de
fluidos Newtonianos (—) e ndo-Newtonianos (—), estes 0s quais podem ser classificados como
pseudoplasticos ou dilatantes.
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Fonte: Autoria propria (2024).

A diferenciacdo das propriedades reoldgicas de um sistema viscoelastico de outro seré
a magnitude dos parametros G e n. O Modelo de Maxwell (Equacdo 1) € o mais apropriado
para ser utilizado e considera que o fluido apresenta propriedades elasticas (fluido viscoelastico)
(Cates; Candau, 1990; De Gennes, 1990; Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994;
Goodwin; Hughes, 2000):

ay 1 dt T ~
% Cdt + 0 (Equacéo 1)

Ou seja, a parte elastica do material se deformara instantaneamente até um valor limite
e a parte viscosa se deformara com o tempo. Ao cessar a tensdo, a parte viscosa ndo retornara
ao estado inicial, enquanto a parte elastica retornara. 1sso significa que parte da energia aplicada
ao sistema sera perdida. Assim, varios ensaios podem ser feitos para analisar os sistemas e obter
0s parametros reoldgicos (tempo de relaxagdo, moédulo no platd, modulo elastico, médulo
viscoso, frequéncia), sendo os ensaios de fluéncia e oscilatérios os mais indicados para 0s

sistemas contendo fluidos viscoelasticos.
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Os parédmetros reoldgicos, G> (modulo de armazenamento ou elasticidade) e G”
(mddulo de perda ou viscosidade), descritos pelas Equacbes 2 e 3 (Modelo de Maxwell) s&o

obtidos por ensaios dindmicos no modo oscilatorio.

r GO“)ZT}ZZ x

= —1+w2r§ (Equacéo 2)
n __ GowTpg .

= —1+w2r§ (Equacéo 3)

O mobdulo no platd, Go, € 0 tempo de relaxacdo, tr, podem ser deduzidos,
respectivamente, dos valores dos modulos e da frequéncia do crossover, mc, no ponto de
interse¢do G’(wc) = G” (wc) = Go/2, e wc = 1/tr. O modulo Go esté relacionado ao nimero de
entrelacamentos dos agregados numa dada temperatura. Note que o modelo de Maxwell nos da
apenas um unico tempo de relaxacdo tr, isso implica que o agregado formado tem uma
microestrutura homogénea. Esse modelo relaciona os parametros reoldgicos obtidos com os
parametros estruturais do agregado (Barnes; Hutton; Walters, 1993). No regime semidiluido
ndo é possivel medir o raio de giracdo, Rs, do agregado, sendo necessario lancar mao da
grandeza &, chamado de comprimento de correlacdo, que é a distancia entre dois pontos de
entrelacamento e esta correlacionado com o modulo de cisalhamento no platd (Go) pela
Equacéo 4.

Kg v 5

G, = ? ~¢" (Equacdo 4)
onde ¢ € a fracdo volumétrica da estrutura supramolecular, ks a constate de Boltzmann
(1,38064852 x 1022 J K1) e T a temperatura. O valor do expoente v esta relacionado com as
interacbes estabelecidas entre os componentes das fases, principalmente as repulsdes
eletrostéaticas (Cates; Candau, 1990).

Para uma melhor compreensdo dos fenémenos relativos a autoagregacao de moléculas
nas fases, varias técnicas sdo utilizadas na elucidacdo da estrutura dos agregados. Os
comprimentos caracteristicos das estruturas supramoleculares, Rg, comprimento de
persisténcia Ip e 0 raio da se¢do transversal, Rgxs, por exemplo, sdo determinados por medidas
de DLS (Zanetti et al., 2019), microscopias eletrbnicas (Percebom; Costa, 2019), SANS
(Padsala et al., 2021), SAXS (Fan; Wang, 2019), e quando essas técnicas séo aliadas a reologia
(Jora; Sabadini; Raghavan, 2020), uma descricdo completa dos sistemas pode ser obtida
(Goodwin; Hughes, 2000; Vergnat et al., 2021).
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1.2.7 Tamanho, Estabilidade e Forma dos Agregados
1.2.7.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A técnica de DLS ndo é destrutiva e suas medidas permitem determinar a distribuicao
de tamanho de moléculas e particulas dispersas ou em solucdo nos sistemas coloidais auto-
organizados (Bhattacharjee et al., 2010). Considerando uma particula esférica, o vetor
espalhamento, q (Equacdo 5), é relacionado com o tamanho das particulas ou moléculas em
suspensdo e flutua em funcdo da mudanca da posicdo das mesmas devido ao movimento
Browniano, caracterizado pelo movimento aleatorio de particulas que sdo resultados de suas

colisBes com as moléculas do solvente (Bhattacharjee, 2016).

41N ~
lal = ™ (Equagdo 5)

Aosen(z)

onde 0 é o angulo de espalhamento, no € o indice de refracdo do solvente e Ao € 0 comprimento
de onda no vacuo.

Dessa forma, em tempos curtos tem-se uma alta correlagcéo entre a posicao e o angulo
da luz espalhada, e, por consequéncia, em tempos longos a posicao da particula em relagdo ao
vetor espalhamento perde completamente a correlacdo (Hassan; Rana; Verma, 2015).

Para determinar o tamanho do agregado por DLS, os resultados dependem da taxa de
movimento Browniano que é quantificada pelo coeficiente de difusdo translacional, D. O
tamanho hidrodinamico medido por DLS é definido como o tamanho de uma esfera que difunde
na mesma taxa que a particula que estd sendo medida. As equagdes matematicas sdo
dependentes de variaveis como n do solvente, instrumento, temperatura, indice de refracdo do
material etc. (Bhattacharjee, 2016). Considerando um raio hidrodinamico, € possivel analisar
as flutuacOes de intensidade que resultam na velocidade do movimento browniano, sendo assim,
o tamanho da particula, ou o diametro hidrodindmico, dn, pode ser mensurado utilizando a
relacdo de Stokes-Einstein (Equacéo 6):

__ kT .
dy = Py (Equacéo 6)

1.2.7.2 Potencial zeta (PZ)

PZ e definido como o potencial elétrico no plano de deslizamento/cisalhamento entre
camadas carregadas de uma particula coloidal movendo-se sob um campo elétrico. Caracteriza-
se como a medida da magnitude da repulsdo/atracdo eletrostatica ou das cargas entre particulas,
sendo a diferenca de tensdo elétrica entre a superficie de cada coloide e sua suspensdo liquida

ao seu redor no plano de deslizamento um dos parametros fundamentais que afetam a
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estabilidade (Bhattacharjee, 2016). Nanoparticulas de carga superficial positiva ou negativa
atraem uma pequena camada de contraions fortemente unidos na superficie do meio, formando
a chamada Camada de Stern (Bhattacharjee, 2016).

Conforme as nanoparticulas se movem, um gradiente € criado entre os ions na camada
difusa que se movem com a nanoparticula e aqueles que permanecem no meio de dispersao. No
interior dessa camada difusa h&d um limite de distancia tedrico no qual cada carga elétrica pode
ser considerada independente das outras. Esta distancia € o plano de deslizamento e o seu
potencial elétrico em relacdo a referéncia nesse limite é chamado de PZ e esta relacionado a
carga superficial da nanoparticula (Clogston; Patri, 2011).

O conhecimento sobre as cargas superficiais, bem como a distribui¢do do tamanho de
particulas em sistemas coloidais é importante, uma vez que esses parametros afetam, por
exemplo, a agregacdo dessas particulas no meio, a adsorcdo e dessorcdo de moléculas de
interesse e a atividade dessas particulas dependendo da carga que possuem (Bhattacharjee,
2016; Chen; Dong; Yang, 2020; Disalvo; Frias, 2021). Sendo assim, medidas de PZ séo
importantes indicadores Uteis de carga, podendo ser usadas para prever e controlar a
estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais e sdo fundamentais para o entendimento de
fendmenos relacionados as interfaces (De Gennes, 1990; Bhattacharjee et al., 2010; Disalvo;
Frias, 2021).

Quando a dispersdo coloidal apresenta alta carga superficial positiva ou negativa, as
nanoparticulas tendem a se repelir e formar uma dispersdo mais estavel, enquanto as particulas
com baixa carga superficial tendem a aglomerar e precipitar (Clogston; Patri, 2011).
Geralmente, assume-se que valores absolutos de PZ inferiores a 5 mV indicam aglomeragéo de
particulas, valores superiores a 20 mV indicam uma suspenséo dispersa, ou seja, baixa interacdo
entre as particulas, enquanto valores superiores a 30 mV indicam suspens@es fisicamente
estaveis (Selvamani, 2019). Assim, quanto maior PZ, em mddulo, mais estavel é a
suspensdo/solucdo, porque as nanoparticulas carregadas se repelem umas as outras e essa forca

supera a tendéncia natural a agregacao.

1.2.7.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Nas medidas de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), o vetor espalhamento,
g, tem magnitude |g| = {(4mno) / [Aosen(6/2)]} (Equacdo 5). Em cada regido de g existe uma
dimensao caracteristica do sistema e, para obtermos informacdes estruturais, € preciso analisar

como é a dependéncia de g em relacdo a intensidade do espalhamento em cada regido. Para
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sistemas contendo micelas gigantes, por exemplo, na regido de Porod a curva de espalhamento
mostra a dependéncia caracteristica g relativa a cadeia gaussiana em baixos valores de g, em
valores intermediarios a dependéncia é de q* caracteristica de cilindros e para valores altos a
dependéncia g se deve a forma da interface esférica da micela (Fang et al., 2022). A Figura
1.12 apresenta um esquema exemplificando algumas diferentes interpretacdes de morfologias.

Experimentos de SAXS sdo importantes para estabelecer uma conexdo entre 0s
parametros obtidos das medidas reoldgicas e a morfologia dos agregados em solucdo, uma vez
que diferentes proporcdes entre 0s constituintes dos sistemas podem gerar uma drastica perda
na viscoelasticidade da solugdo. A mudanca no comportamento reoldgico é uma consequéncia
da variacdo do tamanho e forma do agregado (Posbeyikian et al., 2021; McDowall; Seddon;
Adams, 2022). Esses parametros estruturais podem ser obtidos através de ajustes das diferentes

curvas de espalhamento usando diferentes modelos em cada regido de g.

Figura 1.12 — Representacdo esquematica dos diferentes tipos de morfologia dos agregados dependendo do
tipo de curva obtida.

—e— Esfera sélida
—y— Cilindro longo

Disco plano
—e— Esfera oca
—a— Halter

(),

q (A7)

Fonte: Autoria propria (2024). Reproduzido, com pequenas modificagdes, de Svergun, D.; Koch, M. H. J.
Small-angle scattering studies of biological macromolecules in solution, Reports on Progress in Physics, v.
66, p. 1735-1782, Copyright (2003), com permissdo da IOP Publishing.
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1.3 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

O estudo tem como objetivo investigar o comportamento reoldgico de autoagregados de
sais de bile, a saber NaDC e/ou NaTDC, acima de cmc, na presenca de CNCs ou CNFs em
diferentes proporgOes de surfactante e nanocelulose. Ademais, compreender a correlagédo da
reologia com os efeitos estruturais dos agregados e elucidar tamanho, forma, estabilidade
coloidal, grau de entrelacamento e viscoelasticidade, por meio dos parametros reoldgicos
associados a medidas de DLS, PZ e SAXS.

O entendimento de como as interagdes intermoleculares séo estabelecidas entre sais de
bile/nanocelulose é essencial, visto que sdo poucos 0s estudos sobre a interacdo e estruturacdo
desses agregados. Em adicdo, diferentes estruturas podem ser formadas por micelas de sais de
bile em meio aquoso, as quais podem ser moduladas conforme a adi¢do de diferentes
substancias e as técnicas sugeridas sdo sofisticadas para entender os parametros reoldgicos
aliados a dados estruturais. Portanto, a partir desse trabalho, é possivel a criacdo de novos
materiais que se inserem num contexto atual para o desenvolvimento de sistemas visando a
aplicacdo como modificadores reoldgicos e encapsulacéo/liberacdo de moléculas de interesse,
importantes para a industria de cosméticos e farmacéutica e potencial aplicagdo como

carreadores de farmacos.



40

CAPITULO 2

Influéncia de CNCs ou CNFs na Formacéo de
Agregados de NaDC ou NaTDC

Efeito sobre o tamanho, estabilidade coloidal e reologia dos agregados em meio

aquoso

2.1 INTRODUCAO

A formagdo de micelas primarias e secundarias de sais de bile ocorrem em diferentes
concentracdes dos sais (Sen et al., 2002; Mukherjee et al., 2016; Singh; Chauhan, 2020). A
formacdo é separada por dois estagios: (i) as micelas primarias sdo formadas por pequenos
agregados (nUmero de agregacao de 2 a 10 mondmeros) dos sais de bile, através de interacGes
hidrofébicas, em meio aquoso e em concentra¢fes proximas da cmc (3,8 mM para o NaDC e
1,9 mM para o NaTDC, a 20 °C) e (ii) as micelas secundarias (numeros de agregacdo de 10—
100 mondémeros) sdo formadas pela agregacdo das micelas primarias por meio de interacdes
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio (Figura 2.1) (Carey; Small, 1972; Poga; Cirin, 2012;
Moghimipour; Ameri; Handali, 2015; Singh; Chauhan, 2020) sendo que seu tamanho tende a

amplificar com o aumento da concentracdo do sal (Mukherjee et al., 2016).

Figura 2.1 - Agregacéo dos sais de bile e formacdo de micelas primérias e secundarias.

Micelas Primarias Micelas Secundarias
Ne° de agregagéo 2-10 N° de agregacéo 10-100

Ligacdes de Hidrogénio/
InteracOes eletrostaticas

¢ WX
%y e

Fonte: Autoria prépria (2024). Adaptado de Singh; Chauhan (2020), Moghimipour; Ameri; Handali
(2015) e Azum; Rub; Asiri (2020).

Interacdes Hidrofébicas
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A literatura tem reportado que as moléculas de sais de bile podem apresentar a formacéo
de micelas secundérias em altas concentra¢fes (acima de 50 mM) (Mukherjee et al., 2016).
Neste caso, a agregacao de micelas secundarias ocorre em valores superiores a 100 mM e 50
mM para os sais de bile NaDC (Sen et al., 2002) e NaTDC (Li; McGown, 1993),
respectivamente. Além disso, a estrutura quimica incomum dos sais de bile leva a formacéo de
diferentes sistemas automontados que podem influenciar em interacOes especificas desses sais
com diferentes tipos de moléculas e possibilita a utilizacdo dos agregados como importantes
modificadores reoldgicos, a exemplo emulsificantes, e na encapsulacdo de moléculas de
interesse (Macierzanka et al., 2019). Pabois et al. (2020) estudaram como a pequena mudanca
na estrutura molecular dos sais de bile NaTDC e NaTC poderia interferir na digestéo de gordura,
por meio da interacdo dos diferentes sais com a metilcelulose. Sendo assim, pequenas mudancas
na estrutura quimica dos sais podem interferir na interacdo com diferentes substancias,

alterando a morfologia dos agregados e as propriedades reoldgicas dos sistemas.

2.1.1 Objetivos Especificos

Este capitulo tem por objetivos investigar os sistemas aquosos formados por sal de bile
com adicdo de nanocelulose (CNCs ou CNFs) em diferentes concentragdes. Os agregados dos
diferentes sais de bile, NaDC ou NaTDC, diferem-se estruturalmente pela inser¢ao do grupo
taurina nas moléculas do NaTDC. Os estudos serdo realizados em diferentes concentracdes de
sais, acima da cmc a 20 °C e se fundamentardo em valores que envolvam a possivel formacao
tanto de micelas primarias, quanto secundarias. Assim, pretende-se compreender a correlacédo
da viscoelasticidade dos sistemas com os efeitos estruturais dos agregados obtidos e elucidar
grau de entrelagamento, tamanho, estabilidade coloidal e morfologia dos agregados por meio
dos parametros reoldgicos aliados a medidas de espalhamento de luz dinamico (DLS), potencial

zeta (PZ) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), respectivamente.

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Material

Para o preparo dos sistemas foram utilizados os sais de bile NaDC (CAS-No: 302-95-
4; Lote VM1022604 219) [414,55 g mol™] e NaTDC (CAS-No: 1180-95-6; Lote 3878873)
[521,70 g mol ], adquiridos pela Sigma-Aldrich®. Dispersdes aquosas de CNC hidrolisado com
acido sulfarico (AH-CNCs, 0,48% (m/v)) e de CNF oxidada por TEMPO (TO-CNFs, 0,7%
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(m/v)) foram utilizadas e sintetizadas a partir de extragcdo de Pennisetum purpureum (capim-
elefante) (Camargos; Rezende, 2021). H2SO4 98% (Synth®) e TEMPO 98% (Sigma-Aldrich®)
conferiram a inclusdo dos grupos éster-sulfato e carboxilas as estruturas dos AH-CNCs e TO-
CNFs, respectivamente (Camargos; Rezende, 2021). As particulas de AH-CNCs possuem
comprimento médio de 130 + 52 nm e 8 + 4 nm de didmetro, com uma propor¢do de aspecto
de 23 + 9. As TO-CNFs tém 0,6 £ 0,2 um de comprimento médio e 14 + 5 nm de diametro,
com uma proporc¢éo de aspecto mais alta de 53 + 18. As dispersdes de AH-CNCs e TO-CNFs
possuem valores de potenciais zeta de -41 £ 5 mV e -46 £ 4 mV, respectivamente. As
nanoceluloses foram disponibilizadas ja sintetizadas, pela Prof.2 Dr.2 Camila Alves Rezende
(Instituto de Quimica, UNICAMP). Todos os reagentes foram utilizados conforme obtidos e
todas as dispersbes apresentadas nesse trabalho foram feitas utilizando agua destilada. Para
efeito de organizacdo, como neste trabalho foram utilizados somente um tipo de nanocristal de

celulose e nanofibrila de celulose, seréo utilizadas as abreviagdes CNC e CNF, respectivamente.

2.2.2 Preparo das Dispersdes de Sal de Bile/Nanocelulose

Dispersdes aquosas de sal de bile/nanocelulose foram preparadas por meio da mistura
de massa de NaDC ou NaTDC acima da cmc a 20 °C (a cmc € aproximadamente 3,8 mM para
NaDC e 1,9 mM para NaTDC) (Mukherjee et al., 2016) com 0,0096 g, 0,0240 g ou 0,0480 g
de CNC ou CNF a temperatura e pressdo ambiente. Os sistemas foram preparados para um
volume final de 10 mL de forma que NaDC atingisse as concentra¢fes de 50 mM (0,2070 g)
ou 100 mM (0,4145 g) e NaTDC 9,2 mM (0,0480 g) ou 50 mM (0,2608 g) e as nanoceluloses
0,96; 2,40 0u 4,80 g L.

Apos a adicdo dos componentes formadores dos sistemas, as amostras foram submetidas
a agitacdo magnética por 24 h'. Cessando a agitacéo, todas as amostras foram deixadas em
repouso por uma semana, sob condi¢des de temperatura e pressao ambiente, a fim de que fosse
atingida a estabilidade coloidal dos sistemas antes de serem submetidas as medidas de

caracterizacdo. A Figura 2.2 apresenta a esquematizacdo do preparo das amostras.

1 O passo a passo do preparo das dispersdes pode ser visualizado em: <https://youtu.be/cytA-J_SyXs>.
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Figura 2.2 - llustracdo esquematica do método de preparacdo dos sistemas de sal de
bile/nanocelulose.

Bl

Sal de bile

CLO0-&-

= Dispersoes de Agitacao Sistemas finais
E sal de bile/nanocelulose por 24 horas Repouso por 1 semana
E

Nanocelulose

Fonte: Autoria prépria (2024).

2.2.3 Métodos
2.2.3.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial zeta (PZ)

A distribuicdo de tamanho de particulas dispersas foi analisada por DLS e a estabilidade
coloidal das dispersdes preparadas foi avaliada por meio de medidas de PZ. As medidas foram
feitas utilizando o equipamento Zetasizer® Nanoseries modelo NanoZS90 (Malvern
Instruments Inc.), equipado com laser HeNe de poténcia 4 mW e Lo = 633 nm, disponibilizado
pelo Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) no Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM) (Proposta: 20231846). As amostras foram acondicionadas em
cubetas de quartzo para pequenos volumes (modelo ZEN2112), para as medidas de DLS e em
célula capilar descartavel (modelo DTS1070), prépria para a analise de PZ. Todas as analises
de DLS e PZ foram realizadas em triplicata e a 25,0 °C. Os resultados médios das medidas de
distribuicdo de tamanho de particulas e PZ foram obtidos pelo Zetasizer® software, oficial do
equipamento.

Dados estatisticos das medidas de tamanho de particulas e PZ foram analisados por
ANOVA utilizando analise unidirecional (concentracdo de nanocelulose) e com diferenca
significativa de 5% (p < 0,05). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. Os célculos foram realizados pelo software Minitab 18 (Minitab Inc., State
College, PA, EUA).

2.2.3.2 Reologia

Os ensaios de dinamica e as curvas de fluxo foram realizados em equipamento Haake
RheoStress 1 (Thermo Fisher Scientific Inc.). A temperatura dos experimentos foi controlada
por um banho termostéatico externo (Haake F6/8 - Thermo Fisher Scientific Inc.), com precisao

de 0,01 °C, e as medidas foram feitas a 25,00 °C. O sistema de geometria utilizado foi 0 Z20
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Din Ti ou configuracédo de placas paralelas (rotor PP35 Ti e base P61 com 60 mm de diametro).
O gap foi mantido a 1,0 mm para ambas as geometrias. Todos 0s experimentos oscilatorios
foram conduzidos dentro da regido de viscoelasticidade linear que é determinada por medidas
de varreduras dinamicas de tensdo 0,1-10 Pa a 1Hz. As varreduras de frequéncia dindmica
foram realizadas na faixa de 0,01-100 Hz mantendo-se t = 0,40 Pa (que foi determinado pela
varredura dindmica de tensdo). Também foram medidas as curvas de fluxo das amostras com

variacio da taxa de cisalhamento entre 0,01 e 200 s,

2.2.3.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As amostras foram acondicionadas em celas capilares de vidro e seladas com resina.
As medidas de SAXS foram feitas utilizando o equipamento Xenocs Xeuss 2.0 com a fonte de
raios-X GeniX 3D com alvos de cobre (~ 5,4 keV), aléem do detector Dectris Pilatus 300k. Os
espectros de espalhamento foram corrigidos por leituras da cela vazia e cela com buffer de agua,
conforme procedimento padréo a fim de avaliar a intensidade do feixe gerado. Os ajustes dos
perfis de espalhamento foram realizados usando os programas de ajustes e o software Origin®
(OriginLab Corporation). O equipamento foi disponibilizado em parceria com o Grupo de
Fluidos Complexos (GFCx) pelo Prof. Dr. Cristiano Luis Pinto Oliveira (IF-USP).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que os agregados de sais de bile podem ter suas estruturas moduladas
conforme a interagdo com outras substancias (Sun et al., 2014; Zhang, H. et al., 2021), foram
obtidos sistemas com 9,2 mM de NaTDC e 4,80 g L de nanoceluloses. A concentragio de
NaTDC neste caso é cerca de 5 vezes superior do que a cmc a 20 °C e garante a formacao
micelas primarias em dispersdao (Mukherjee et al., 2016). Além disso, € valido o estudo
envolvendo o aumento da concentracdo de surfactante em dispersdo, a fim de se analisar o
comportamento reologico de autoagregados formados pela nanocelulose e micelas secundarias
de NaTDC (50 mM), bem como a utilizagdo de nanoceluloses nas mesmas concentragoes
previamente estabelecidas.

Ademais, mudangas na estrutura molecular dos sais de bile podem interferir na
estruturacdo dos agregados (Pabois et al.,, 2020) por meio de diferentes interacdes
intermoleculares com as diferentes nanoceluloses, levando a mudangas em relagdo ao tamanho

de particulas, estabilidade coloidal, morfologia dos agregados e, consequentemente,
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interferindo nas propriedades reoldgicas dos sistemas. Assim analises envolvendo a
autoagregacao de micelas primérias (50 mM) e secundarias (100 mM) de NaDC também foram
realizadas, mantendo-se as trés concentracfes de nanoceluloses. Os resultados séo apresentados

a sequir.

2.3.1 Influéncia da Nanocelulose em Autoagregados de NaDC
2.3.1.1 Anélise visual dos sistemas formados

A Figura 2.3 apresenta as fotografias dos sistemas de 50 mM ou 100 mM de NaDC
contendo CNCs ou CNFs nas diferentes concentracdes estudadas. Para efeito de comparacéo,
as fotografias das solugbes de surfactantes e dispersdes controle das nanoceluloses estdo
apresentadas nas Figuras Al e A2, respectivamente (Apéndice A).

Figura 2.3 - Fotografias das dispersdes finais de (a) 50 mM ou (b) 100 mM de NaDC misturadas com CNCs ou
CNFsa0,96; 2,40 ou 4,80 g L.

(a) 50 mM NaDC
CNC CNF
0,96 g L™ 240¢gL? 480¢gL* 0,96 g L™ 2,40 g L* 480¢gL™

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Nota-se a formagdo de dispersdes visualmente homogéneas e que o aumento da
concentracdo de NaDC de 50 mM para 100 mM aparentemente ndo interferiu na

homogeneidade dos sistemas. O aumento da concentracdo de CNCs ou CNFs levou a formacao



46

de dispersOes visualmente mais turvas, para ambas as concentracbes de sal de bile,
acompanhando o que foi observado com as dispersdes controle das nanoceluloses (Figura A2).
Em maior concentracio de CNFs (4,80 g L), para as duas concentragdes de sal de bile, ha certa
aderéncia das dispersdes no frasco, sugerindo maior viscosidade em relacdo as demais

dispersdes (dados a serem confirmados nas analises de reologia).

2.3.1.2 Efeito da nanocelulose sobre a distribuicdo do tamanho das particulas

As dispersdes preparadas pela mistura de NaDC/nanocelulose foram avaliadas quanto
ao efeito das diferentes concentragdes de sal de bile e CNC ou CNF no tamanho dos agregados
formados. A Tabela 2.1 apresenta a média aritmética ponderada das diferentes populacGes
obtidas nas curvas de distribuicdo de tamanho de particulas para as solucGes de NaDC e

dispersdes de NaDC/nanocelulose, variando a concentracdo de sal de bile, CNC ou CNF.

Tabela 2.1 — Valores dos tamanhos de particula, x, obtidos para as solucfes de 50 ou 100 mM de NaDC e apds a

adicdo de CNC ou CNF (0,96; 2,40 ou 4,80 g L), acompanhados da intensidade de aparecimento em %.
50 mM NaDC/Nanocelulose

) Tamanho Tamanho Tamanho
Sistemas
0,5<x<100 nm 101 < x <650 nm X > 651 nm
50 mM NaDC 1,455 nm — 10%' 153,9 nm — 229% 9" 742,8 nm — 68%*°
0,96 gL' CNC — 208,5 nm — 25%°fan 863,5 nm — 75%%®
2,40gL*CNC 38,65 nm — 13%' 386,4 nm — 87%% —
12,85 nm — 4,0%'
480gL*CNC _ 470,4 nm — 78%°f —
64,12 nm — 18%"
2,928 nm — 2,0%' _
_ 142,8 nm — 28%9"
0,96 g L™ CNF 6,006 nm — 5,0%' _ —
_ 231,1 nm — 59%¢°fon
11,77 nm — 6,0%'
2,40 g L* CNF 86,45 nm - 16%" 491,4 nm - 849 —
127,8 nm - 19%9"
480gL*CNF — —
596,1 nm — 81%
100 mM NaDC/Nanocelulose
) Tamanho Tamanho Tamanho
Sistemas
0,5<x<100 nm 101 <x <650 nm X > 651 nm
100 mM NaDC 1,396 nm — 35%' — 882,7 nm — 65%°
2,330 nm — 14%' .
0,96 gL' CNC 151,8 nm — 50%9" —

11,74 nm — 10%'
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38,73 nm — 26%'
2,020 nm - 9% _

2,40 gL' CNC _ 215,9 nm - 80%efon —
12,24 nm - 11%

1,730 nm — 6,0%

3,590 nm — 7,0%' 135,6 nm - 25%9"

4,80 g L' CNC _ —
5,822 nm — 4,0%' 353,8 nm - 499pdefan
27,53 nm — 9,0%'
1,260 nm — 7,0%' 178,4 nm — 60% "

0,96 g L CNF _ _
60,34 nm — 2,0%" 575,3 nm — 319%°¢d

2,409 L CNF 34,97 nm — 6,0%' 456,0 nm — 949/cdef —
40,70 nm — 2,0%'

4,804 L CNF 543,2 nm - 91% —

75,33 nm — 7,0%"

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes. Fonte: Autoria prépria (2024).

Os dados mostraram uma distribuicdo de diametro dos agregados formados por
NaDC/nanocelulose com diferentes tamanhos, variando entre pequenas (0,5-100 nm), médias
(101-650 nm) ou grandes particulas (> 651 nm). Este resultado sugere a formacéo de diferentes
tipos de agregados entre o surfactante e as nanoceluloses (Hassan; Rana; Verma, 2015). A
maioria desses agregados estdo entre 101 e 650 nm, exceto para as solugdes puras de surfactante
e o sistema de 50 mM de NaDC com 0,96 g L™ de CNC, nos quais grandes agregados com
tamanho acima de 651 nm foram observados devido a formacgdo de micelas secundarias de
NaDC (Sen et al., 2002; Mukherjee et al., 2016). Neste caso, a baixa disponibilidade de CNCs
(0,96 g L'} no meio ndo é suficiente para quebrar as micelas secundarias de NaDC em
agregados menores, como ocorre para os sistemas contendo maior concentragdo de CNCs e 0s
sistemas formados por CNFs. Dessa forma, os dados de tamanho de particula sugeriram que ha
duas etapas de formacdo dos agregados a serem consideradas: (i) adi¢do de altas concentracdes
de CNC (acima de 2,40 g L) e adigdo de CNFs, levaram a quebras das micelas secundarias de
NaDC e (ii) o incremento das particulas de nanocelulose (2,40 g L' a 4,80 g L™ de CNC ¢ 0,96
gL'a4,80gL?!de CNF) levou ao aumento do tamanho desses novos agregados formados,
sendo os maiores formados por CNFs, apresentando um tamanho de cerca de 200 nm superior
ao que foi observado para os sistemas NaDC/CNC. Ademais, diferentemente do que foi
observado para os CNCs, os sistemas formados por 100 mM NaDC com CNF apresentaram
menor nimero de populagdes de tamanho, o que pode ser explicado pela maior carga e area
superficial das CNFs, contribuindo para uma maior interacdo com as micelas de NaDC
(Missoum; Belgacen; Bras, 2013; Marifio et al., 2015).
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2.3.1.3 Potencial zeta dos autoagregados de NaDC/nanocelulose
As amostras de NaDC/nanocelulose tiveram seus potenciais elétricos medidos e 0s
valores obtidos estdo apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Valores de PZ para as solu¢es de 50 mM e 100 mM de NaDC e dispersdes de NaDC/nanocelulose
nas diferentes concentracfes de CNC ou CNF.

NaDC
PZ (mV)
Nanocelulose (g L™) 20mM L0omM

PZ=-28,5+2,9% PZ =-20,7 £ 3,0

NaDC/CNC NaDC/CNF NaDC/CNC NaDC/CNF
0,96 -40,7 + 3,8bcdel -45,2 + 1,5%f -25,1 + 2,22 -39,2 + 1,9bcde
2,40 -41,6 + 7,8bcdel -53,4 + 6,3 -32,1 + 3,28c -39,2 + 2,9bcde
4,80 -53,2 +0,60" -46,8 + 8,9° -43,1 + 5,0ccef -32,9 + 0,523

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes. Fonte: Autoria propria (2024).

Os valores de PZ para todas as dispersdes de NaDC/nanocelulose tornaram-se mais
negativos do que a solucdo de surfactante e maiores que 30 mV em mddulo, exceto para o
sistema de 100 mM de NaDC com CNC a 0,96 g L. Os valores absolutos maiores do que 30
mV indicam que a adi¢do de nanoparticulas de celulose aumentou a estabilidade dos agregados
formados (Selvamani, 2019). Ademais, os valores de PZ se tornam mais negativos com o
incremento de CNCs, indicando que o aumento na concentracdo da nanoparticula contribuiu
para a repulsao dos agregados em suspensdo e estabilidade coloidal. Entretanto, o acréscimo de
CNFs ndo alterou de forma significativa os valores de PZ. Neste caso, 0s potenciais elétricos
estdo praticamente dentro da mesma faixa de valores, sugerindo que, independentemente da
variacdo de concentracdo das CNFs, as dispersGes se encontram em situacdo similar de
estabilidade coloidal (Chen; Dong; Yang, 2020; Camargos; Rezende, 2021; Radhawa et al.,
2022).

O aumento na concentracdo do surfactante de 50 mM para 100 mM levou a formacéo
de sistemas menos estaveis, possivelmente devido a uma maior formacdo das micelas
secundarias em 100 mM de NaDC (Sen et al., 2002; Mukherjee et al., 2016), contribuindo para
a formacdo de sistemas com particulas menos carregadas e mais blindadas eletricamente e,
consequentemente, apresentando menor estabilidade coloidal. Esse fenbmeno pode ter sido
influenciado pela menor distribui¢do de tamanho de particulas e certa tendéncia a aglomeracéo
dos agregados nas amostras contendo maior concentracdo do surfactante (Clogston; Patri,
2011).
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2.1.3.4 Anélise reoldgica das dispersdes de NaDC/nanocelulose

Todos os sistemas de NaDC/nanocelulose estudados apresentaram os fendmenos de
shear thinning (comportamento pseudoplastico), shear thickening (comportamento dilatante),
ou uma combinacdo entre os dois, ou seja, esses sistemas sdo fluidos ndo-Newtonianos. A
Figura 2.4 mostra uma curva de fluxo tipica de viscosidade aparente em funcdo da taxa de
cisalhamento (n x y) de NaDC/nanocelulose e na Figura 3C (Apéndice C), encontram-se as
curvas de fluxo para os demais sistemas estudados. Em geral, as curvas de fluxo dos sistemas
de NaDC/CNF apresentaram um maior alinhamento dos agregados em relacdo as amostras
contendo CNCs. O fendmeno de shear thickening foi observado em taxas de cisalhamento entre
0,3 e 10 s?, sendo mais pronunciado nos sistemas contendo menor concentracio de
nanocelulose (0,96 g L) (Figura 3C).

Figura 2.4 — Curva de fluxo (n x y) para o sistema de 50 mM de NaDC com 4,80
g L1 de (e) CNC ou (o) CNF.

1 o, e 50 mM NaDC/4,80 g L** CNC
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1 o
102- o,
| (o]
— ] o
T 104 ®og
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= 10 [ ] oo
_ . o,
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e ©o
102 * eeees
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taxa de cisalhamento / (s%)

Fonte: Autoria propria (2024).

O fenbmeno de shear thinning se refere ao alinhamento dos agregados devido a tensao
aplicada e anisotropia dos sistemas sendo mais pronunciado em baixas taxas de cisalhamento
(Goodwin; Hughes, 2000; Disalvo; Frias, 2021). O fendmeno de shear thickening geralmente
é observado em médias e altas taxas de cisalhamento, onde s&o observadas oscilagfes nos

valores de n com o aumento de y, geralmente associadas com a formacdo de estruturas



50

altamente birrefringentes induzidas pelo cisalhamento (shear bands) (De Gennes, 1990; Cates;
Candau, 1990; Macosko, 1994; Goodwin; Hughes, 2000; Disalvo; Frias, 2021).

Como uma medida da estruturacdo dos sistemas, a viscosidade de repouso (o) € obtida
no limite de taxa de cisalhamento tendendo a zero e esta relacionada com o tamanho da estrutura
autoagregada e densidade de entrelacamentos (Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan,
2020). A Tabela 2.3 contém os valores de no obtidos para os sistemas de NaDC/nanocelulose
em diferentes proporc6es de NaDC, CNCs e CNFs.

Tabela 2.3 — Valores de r para as solugdes de 50 mM e 100 mM de NaDC, dispersdes de CNC ou CNF nas
diferentes concentracdes (0,96; 2,40 e 4,80 g L) e NaDC/nanocelulose.

NaDC
Nanoceluloss 50 mM NaDC 100 mM NaDC
1o = 0,1765 (Pas) 10 = 0,1929 (Pas)

4 CNC CNF NaDC/CNC NaDC/CNF NaDC/CNC NaDC/CNF
T ke e ) mCE)  mPE) ne(a)
0,96 0,00511 0,0130 0,3190 98,73 0,09720 11,68
2,40 0,0593 0,2414 0,4006 4847 0,5395 82,75
4,80 0,0747 0,1544 4,255 1993 0,9248 2073

Fonte: Autoria propria (2024).

Todos os sistemas contendo NaDC/nanocelulose apresentaram valores de no superiores
aos obtidos para as solugbes de NaDC, sugerindo a formacéo de sistemas mais estruturados do
que as solucdes do surfactante, exceto para a amostra contendo NaDC a 100 mM e CNC a 0,96
g L (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020).
O aumento na concentragdo de CNFs de 0,96 g L™ para 4,80 g L™ na mistura de NaDC/CNF
contribuiu para uma maior estruturacdo dos sistemas, tendo em vista o significativo aumento
dos valores de mo (cerca de 20 e 177 vezes para os sistemas contendo NaDC a 50 mM e 100
mM de NaDC, respectivamente). Este fenémeno indica que os entrelagamentos em NaDC/CNF
sdo favorecidos e o regime de concentracdo é o semidiluido (Barnes; Hutton; Walters, 1993;
Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020). Isso corrobora com o fato de que os
entrelacamentos dos agregados em NaDC/CNF sdo mais fortes do que em NaDC/CNC,
independentemente da proporcgéo estabelecida entre sal de bile e nanocelulose. Estes resultados
estdo de acordo com a analise visual dos sistemas, em que o sistema de contendo CNFs sdo

mais turvos e apresentam maior aderéncia ao recipiente (Figura 2.3).
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A hipétese geral € que o aumento da concentracdo das CNFs, levou a uma maior
disponibilidade da nanocelulose para interagir com o sal de bile, favorecendo a formacdo de
agregados maiores (aumento no tamanho das particulas) e mais entrelacados (aumento nos
valores de mo). Este resultado implica que os sistemas contendo CNFs estdo mais estruturados
em comparacao com os sistemas formados por CNCs, indicando que diferentes estruturas foram
formadas alterando-se a nanoparticula de celulose. Nesse sentido, o fenémeno de shear thinning
¢ um indicativo da formacdo de diferentes estruturas, uma vez que € mais pronunciado nos
sistemas de NaDC/CNF devido ao maior comprimento, carga superficial e menor rigidez das
CNFs em relagdo aos CNCs (Missoum; Belgacen; Bras, 2013; Kelly; Gardner; Gramlich, 2021,
Cheng et al., 2022), o que favorece a interagdo com o sal de bile e facilita o alongamento das
estruturas no primeiro caso (Chu; Dreiss; Feng, 2013).

A Figura 2.5 mostra o comportamento dos médulos de armazenamento (G’) e de perda
(G”) em funcéo da frequéncia (f) para as dispersdes de nanocelulose e NaDC/nanocelulose nas
diferentes concentracdes de CNCs ou CNFs estudadas. O ensaio para as solucgdes do sal de bile

esta presente na Figura 1C (Apéndice C) e essas amostras ndo apresentaram viscoelasticidade.
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Figura 2.5 - Ensaio dinamico das dispersdes de 50 mM NaDC/nanocelulose (e) contendo CNCs ou CNFs a 0,96
gL, 240gL"ou4,80gL*(A). Ossimbolos preenchidos representam o médulo de elasticidade, G’, € os
vazados o de viscosidade, G”.
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Os ensaios de varredura de frequéncia mostraram que os sistemas formados por
NaDC/CNC sao poucos viscoelésticos, de forma que o moédulo G” predomina sobre o mddulo
G’ em toda a faixa de frequéncia estudada. De fato, as amostras contendo o sal de bile na
presenca de CNC sdo menos viscoelasticas dos que as dispersdes de CNC puro, como
observado em outros trabalhos utilizando essas nanoparticulas (Marifio et al., 2015; Aaen et al.,
2019). Entretanto, para os sistemas formados por NaDC/CNF tém-se a formacao de dispersoes
viscoelasticas, considerando que G’ ¢ maior que G” em ampla faixa de frequéncia e que o
incremento de CNFs aumenta a viscoelasticidade das amostras. Em geral, as curvas de G’ ¢ G”
para as dispersdes de CNF pura se assemelham a de polimeros ¢ micelas gigantes, onde G” ¢
maior que G’ em baixas frequéncias, e G’ ¢ maior que G em altas frequéncias. Para os sistemas
contendo NaDC na presenca das CNFs, as curvas se assemelham a de géis uma vez que 0s
modulos G” e G” sdo independentes da frequéncia de oscilagio numa ampla faixa (102 < Hz <
10%) (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; Goodwin; Hughes, 2000).

Ainda, a forca do gel é maior com o aumento da concentracdo da nanoparticula, isto é,
os valores de G” aumentam com a concentragdo de CNF (Francisco et al., 2010). Este resultado
corrobora com o fato de que particulas com grandes comprimentos e com diametros na escala
nanométrica (CNFs) aumentam a viscoelasticidade de sistemas em comparagdo com sistemas
contendo particulas nanométricas mais curtas (CNCs), independente da composicao quimica
das mesmas (Aaen et al., 2019; Dufresne, 2019; Wang et al., 2022).

Embora os agregados de NaDC/CNC tenham uma estrutura mais alongada quando
comparada a micela de NaDC puro, eles encontram-se no regime de concentracdo diluido, em
gue ndo se observam entrelagamentos entre os agregados, ocasionando, assim, a diminui¢do da
viscoelasticidade em comparagdo com as dispersdes controle de CNCs (Cates; Candau, 1990;
Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994). Porém, para os sistemas de NaDC/CNF
estruturas mais longas do que as de NaDC/CNC sdo formadas, facilitando o entrelacamento
entre elas e provocando um aumento na viscoelasticidade dos sistemas (Cates; Candau, 1990;
De Gennes, 1990; Francisco et al., 2010; Chu; Dreiss; Feng, 2013; Jora; Sabadini; Raghavan,
2020; Disalvo; Frias, 2021). Para os sistemas contendo CNFs, os agregados encontram-se em
regime semidiluido, em que ocorrem entrelagamentos entre as espécies do sal de bile e
nanofibrilas de celulose (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Francisco et al., 2010; Chu; Dreiss;
Feng, 2013; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020).

A Figura 2.6 apresenta os resultados observados para as amostras de 100 mM de NaDC
sob a influéncia de CNC ou CNF.
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Figura 2.6 - Ensaio dinamico das dispersdes de 100 mM NaDC/nanocelulose (e) contendo CNC ou CNF a 0,96
gL 240gL ou4,80gL™(A). Ossimbolos preenchidos representam o modulo de elasticidade, G’, € os
vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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O incremento da concentracdo de NaDC de 50 para 100 mM na presenga das
nanoceluloses nédo alterou significativamente a viscoelasticidade dos sistemas, ou seja, as
amostras contendo CNFs sdo mais viscoelasticas e estruturadas do que as analogas contendo
CNCs, sendo o modulo G’ ligeiramente superior a 100mM de NaDC em comparagao com 0s

sistemas contendo uma menor concentragéo do sal.

2.1.3.5 Andlise de SAXS dos agregados de NaDC/nanocelulose

Uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas no comportamento
reoldgico das amostras em funcéo do aumento da concentracao do sal, medidas de SAXS foram
realizadas para as amostras contendo 50 mM do sal de bile. A Figura 2.7 mostra as curvas

obtidas para os sistemas puros e as dispersdes de NaDC/nanocelulose.
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Figura 2.7 - Comparacéo de curvas SAXS: (a) solucdo de 50 mM de NaDC (—); (b) 4,80 g L de CNCs (—);
(c) 4,80 g L't de CNFs (—) e dispersdes de NaDC/nanocelulose variando (d) CNCa 0,96 gL' (—)ou4,80gL™?
(—)e(e)CNFa096gL*(—)ou4,80gL™( ).
50mM de NaDC, 4,80 g L de CNC e 4,80 g L' de CNF
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A solucdo de 50 mM NaDC exibiu picos de difracdo em 0,0249, 0,0751 e 0,2031 A, o
que corresponde as distancias de 25,2, 8,3 e 3,1 nm, respectivamente, indicando que a maior
parte das micelas de NaDC em meio aquoso sdo alongadas. Estes valores estdo de acordo com
os valores reportados por Jover et al. (2021), em que os autores observaram a formacdo de
agregados cilindricos de NaDC em agua com sec¢do transversal eliptica de 3,2 nm x 6,0 nm. As
curvas de SAXS para particulas de CNCs e CNFs apresentaram pequenos picos de difracdo em
0,0229 e 0,0218 A, respectivamente (distancias de 27,4 nm para o CNC e 28,8 nm para a
CNF), indicando que as nanoceluloses sdo alongadas.

As curvas de SAXS mostraram que 0 aumento na concentragao das nanoparticulas de
celulose (CNCs ou CNFs) de 0,96 g L™ para 4,80 g L™t aumentaram a intensidade do vetor de
espalhamento, 1(q). Todas as curvas de SAXS das amostras de NaDC/nanocelulose
apresentaram um pico pequeno em aproximadamente 0,0219 A (distancia de 28,7 nm). A
curva de espalhamento para a amostra contendo 0,96 g L™ de CNC apresentou picos de difracéo
em altos valores de g, semelhante as curvas de espalhamento para curtos agregados cilindricos
ocos (Jover et al., 2021). Ademais, a amostra contendo 0,96 g L™ de CNF apresentou outros
picos de difracio em baixos valores de g, a saber em 0,0283, 0,0434 e 0,0842 A%, o que
corresponde as distancias de 22,2, 14,5 e 7,5 nm, respectivamente, e podem estar relacionadas
com a distribuicdo de tamanho do didmetro das nanofibrilas como observado por imagens de
TEM (Figura 1.9).

Além disso, as curvas SAXS, em valores baixos de ¢, exibiram comportamento linear,
caracteristico do decaimento da lei de poténcia da intensidade de espalhamento (I (q) a2 q%). As
inclinagdes dessas regides lineares corresponderam aos valores de alfa (o) de -3,2 para a solugéo
de NaDC, e a igual a -3,0 e -2,6 para as dispersdes puras de CNC e CNF, respectivamente. Os
valores de a para a amostra de 50 mM NaDC com 0,96 g L1e4,80 g Lt CNC foi -2,9e-2,2,
respectivamente, indicando que os agregados de NaDC/CNC sdo mais alongados dos que as
micelas de NaDC e as particulas de nanocristal em meio aquoso. A amostra contendo NaDC
com 0,96 g L e 4,80 g L! CNF apresentou os valores de o iguais a -2,11 e -1,91,
respectivamente. Este resultado sugere que os agregados formados por NaDC/CNF tem
predominancia de morfologias cilindricas e lamelares (Jover et al., 2021; McDowall; Seddon;
Adams, 2022).

De fato, um valor alfa (a)) entre -3 < o < -1 € esperado para nano-objetos bidimensionais
orientados aleatoriamente em um sistema bifasico, nos quais objetos com valores de o mais

préximos de -1, -2 e -4 sdo considerados cilindricos, lamelares e esféricos, respectivamente
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(McDowall; Seddon; Adams, 2022; Jover et al., 2021). Dominios com -3 < a < -4 estdo
correlacionados com particulas distribuidas como uma grande dimensdo fractal (Jover et al.,
2021; McDowall; Seddon; Adams, 2022). De forma geral, os dados de SAXS mostraram que
os agregados de NaDC/CNF sao mais alongados e mais proximos a estruturas cilindricas do
que os agregados de NaDC/CNC, que sdo mais lamelares a esféricos. Os agregados cilindricos
de NaDC/CNF promovem alto grau de entrelacamento entre eles, conferindo uma alta

viscoelasticidade aos sistemas como observado pelas curvas reoldgicas caracteristicas de geis.

2.3.2 Influéncia da nanocelulose em autoagregados de NaTDC

O NaTDC diferencia-se do NaDC pelo grupo do amino&cido taurina em sua estrutura
(Figura 2.8). Mudancas na estrutura molecular dos sais de bile permitem diferentes interacfes
com a nanocelulose e mudancas em relacdo ao tamanho de particulas, estabilidade coloidal e
morfologia dos agregados, interferindo nas propriedades reoldgicas dos sistemas. Assim, 0s
resultados a seguir trardo o estudo para os agregados de NaTDC/nanocelulose.

Figura 2.8 — Estrutura molecular do (a) NaTDC e (b) NaDC.

CHs
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Fonte: Autoria propria (2024).

2.3.2.1 Anélise visual dos sistemas de NaTDC/nanocelulose

Na Figura 2.9 estdo as fotografias dos sistemas de NaTDC a 9,2 mM ou 50 mM contendo
nanocelulose nas diferentes concentragdes estudadas. As solugdes de surfactantes e dispersdes
controle de CNCs ou CNFs tém as fotografias apresentadas nas Figuras Al e A2 (Apéndice A),

respectivamente.
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Figura 2.9 - Fotografias das dispersoes finais de 9,2 mM (a) ou 50 mM (b) de NaTDC misturadas com 0,96; 2,40
0ou 4,80 g L't de CNC ou CNF.

(@) 9,2 MM NaTDC
CNC CNF
096¢gL? 240¢g L1 480gL* 096gL? 240gL? 480gL?

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

O incremento de CNCs ou CNFs para os sistemas de ambas as concentracdes de
NaTDC, levou a formacdo de sistemas mais turvos. Os sistemas contendo CNFs sdo mais
opacos do que os que contém CNCs. Todas as dispersdes apresentaram aparéncia homogénea.
Em 50 mM de NaTDC e CNF a 4,80 g L, o sistema ¢ visualmente mais viscoso (a ser
confirmado com os dados de reologia) devido a maior aderéncia ao frasco e a formacdo mais

evidente de bolhas presas quando o sistema € agitado.

2.3.2.2 Efeito da nanocelulose sobre o tamanho de particulas

Na Tabela 2.4 sdo apresentadas as medidas obtidas para as amostras de
NaTDC/nanocelulose, variando a concentragéo de sal de bile em 9,2 ou 50 mM e CNC ou CNF
em 0,96; 2,40 ou 4,80 g L.
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Tabela 2.4 — Valores dos tamanhos de particula, x, obtidos para as soluc¢des de 9,2 ou 50 mM de NaTDC e apéds a

adicdo de CNC ou CNF (0,96; 2,40 ou 4,80 g L), acompanhados da intensidade de aparecimento em %.

9,2 mM NaTDC/Nanocelulose

) Tamanho Tamanho Tamanho
Sistemas
0,5<x<100 nm 101 < x <650 nm X >651 nm
9,2 mM NaTDC — 472,9 nm - 10099
0,96 gL CNC — 231,6 nm - 100%" —
2,40gL*CNC 75,39 nm - 12%" 583,6 nm - 88%fon —
480gL*CNC — 188,3 nm - 25%9" 1209 nm - 75%°
0,96 g L™ CNF 92,97 nm - 29%%" 614,7 nm - 719%fn —
2,40 g L* CNF 43,56 nm - 8,0%" 168,4 nm - 43%°" 1030 nm - 499%,cef9
4809 L*CNF 32,52 nm - 4,0%" 156,0 nm - 35%°" 1751 nm - 61%"
50 mM NaTDC/Nanocelulose
) Tamanho Tamanho Tamanho
Sistemas
0,5<x<100 nm 101 < x <650 nm X > 651 nm
328,4 nm - 50907
50 mM NaTDC 1,054 nm - 29%" —
432,4 nm - 219g%fon
0,96 gL' CNC 57,82 nm - 2%" — 1158 nm - 98%p°def
2,40gL*CNC — 123,4 nm - 14%¢" 1795 nm - 86%"°
480gL*CNC — — 2454 nm — 100%2°
0,96 g L™ CNF — — 2938 nm - 100%*?
1340 nm - 29%
2,40 gL' CNF 58,80 nm - 7%" —
2804 nm - 64%?
1780 nm - 66%"°
4,80 g L™ CNF — 113,7 nm - 10%¢9"

3344 nm - 24%?

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes. Fonte: Autoria prépria (2024).

Os sistemas de NaTDC/nanocelulose também apresentaram particulas variando entre

pequenas, médias ou grandes. Os dados de tamanho de particula sugerem que o aumento da

concentracdo da solucdo de NaTDC de 9,2 mM para 50 mM ndo levou a formacdo de micelas

secundarias nas solucdes, uma vez que foram encontradas particulas de mesmo tamanho em

ambas as concentrac¢des do surfactante. Entretanto, em 50 mM de NaTDC, foram observadas

micelas menores, sugerindo uma maior disponibilidade das moléculas do sal de bile em solucéo,

podendo ocasionar a formacgdo de diferentes agregados quando misturados com as

nanoceluloses nesta concentracao.
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De modo geral, a adi¢do das nanoparticulas levou ao aumento do tamanho de agregados
para todos os sistemas, exceto para o sistema formados por 50 mM NaTDC/0,96 g Lt CNC.
De mesmo modo, o incremento na concentracdo do surfactante de 9,2 mM para 50 mM na
presenca das particulas de nanocelulose também levou ao aumento do tamanho das particulas
e a formacdo de novas populagbes com tamanhos diferentes, sugerindo uma mistura de
diferentes estruturas nesses sistemas. Os sistemas contendo 4,80 g.L* de CNF diferem-se nesse
comportamento, porque apresentam o mesmo valor do tamanho de particulas para ambas as
concentracdes do sal. Nesse caso, a maior carga superficial das CNFs pode ter contribuido para
a quebra dos autoagregados de NaTDC, diferentemente do que foi observado para o sistema
contendo CNCs, onde os nanocristais podem ter contribuido para a agregacao das micelas do

sal de bile.

2.3.2.3 Potencial zeta dos autoagregados de NaTDC/nanocelulose

A Tabela 2.5 apresenta os valores de PZ para as dispersdes de NaTDC contendo
nanoparticulas de celulose. Os potenciais elétricos tornaram-se mais negativos do que aqueles
obtidos para as solucdes do surfactante. Ou seja, a adicdo de CNCs ou CNFs contribuiu para o
aumento da estabilidade dos agregados formados. Todos os sistemas apresentaram valores de
PZ negativos menores do que -35 mV, o que sugere que as dispersdes sao fisicamente estaveis
(Clogston; Patri, 2011; Bhattacharjee, 2016; Selvamani, 2019) e condiz com a homogeneidade
observada para os sistemas coloidais obtidos (Figura 2.8).

Tabela 2.5 — Valores de PZ para as solugGes de 9,2 mM e 50 mM de NaTDC e dispers6es de NaTDC/nanocelulose
nas diferentes concentracfes de CNC ou CNF.

NaTDC
PZ (MV)
Nanocelulose (g L) %.2mM 20mM

PZ=-255+22% PZ=-252+ 3,3?

NaTDC/CNC NaTDC/CNF NaTDC/CNC NaTDC/CNF
0,96 -46,7 + 3,0 -43,3+2,3® -35,5+4,0% -47,6 + 6,3
2,40 -50,7 + 8,0°« -44,9 + 1,2 -38,2+4,8® -54,2 + 7,20
4,80 -47,6 + 5,5 -62,9 + 2,8 -52,5 + 1,1bcd -68,0 + 16,91

Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes. Fonte: Autoria prépria (2024).

Em geral, o incremento de nanocelulose alterou de maneira mais significativa os valores

de PZ para as amostras contendo CNFs, tornando-os mais negativos. As amostras contendo
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CNCs, apresentaram valores mais negativos com o aumento da concentracdo de nanoparticulas,
porém os valores ndo apresentam grandes diferencas estatisticamente. Ademais, o teste Tukey
mostrou que o aumento da concentracdo de surfactante ndo alterou de forma significativa a
estabilidade coloidal dos agregados, visto que os sistemas compartilham pelo menos uma letra.
A adicdo de 0,96 ou 2,40 g L de CNC as solugBes de 50 mM do sal levou a formagéo de
agregados com os menores valores absolutos de PZ, indicando que as particulas apresentaram
uma menor carga superficial, embora estaveis (Chen; Dong; Yang, 2020; Camargos; Rezende,
2021; Radhawa et al., 2022).

2.3.2.4 Andlise reoldgica das dispersdes de NaTDC/nanocelulose

Os sistemas de NaTDC/nanocelulose apresentaram o fendmeno de shear thinning e
shear thickening, assim como os sistemas de NaDC/nanocelulose (Chu; Dreiss; Feng, 2013).
Na Figura 2.10 observa-se uma curva de fluxo tipica (n x y) dos sistemas de
NaTDC/nanocelulose e, na Figura 4C (Apéndice C), encontram-se as curvas de fluxo para os
demais sistemas estudados. Todos os sistemas de NaTDC/CNF apresentaram o fendmeno de
shear thinning mais pronunciado em relagéo aos sistemas NaTDC/CNC.

Figura 2.10 — Curva de fluxo (n x y) para o sistema de 50 mM de NaTDC com
4,809 L de (m) CNC ou (o) CNF.
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102 10t 10° 10! 10?
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Fonte: Autoria propria (2024).

A Tabela 2.6 contém os valores de 1o obtidos para os sistemas de NaTDC/nanocelulose

em diferentes proporcGes de NaTDC e CNC ou CNF.
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Tabela 2.6 — Valores de no para as solucdes de 9,2 mM e 50 mM de NaTDC, dispersdes de CNC ou CNF nas
diferentes concentracdes (0,96; 2,40 e 4,80 g L) e NaTDC/nanocelulose.

NaTDC
9,2 MM NaTDC 50 mM NaTDC
Nanocelulose
no = 0,09241 (Pas) No = 0,1747 (Pas)
gL CNC CNF NaTDC/CNC NaTDC/CNF NaTDC/CNC NaTDC/CNF
no(Pas)  mo(Pas)  mo(Pas) o (Pas) Mo (Pas) o (Pas)
0,96 0,00511 10,0130 0,3245 0,09133 0,2182 5,002
240 00593 0,2414  0,002418 1,358 0,4124 12,60
4,80 0,0747 0,1544 10,31 36,20 9,578 42,75

Fonte: Autoria propria (2024).

Os valores de no sdo maiores para os sistemas NaTDC/CNF do que para as amostras de
NaTDC/CNC, exceto para a amostra 9,2 mM de NaTDC com 0,96 g L™* CNF. Ademais, os
valores de no aumentaram com o incremento das particulas de nanocelulose, exceto para o
sistema formado por 2,40 g L™t de CNC e 9,2 mM de surfactante. Os maiores valores de 1o para
os sistemas NaTDC/CNF indicam que estes estdo mais estruturados que os de NaTDC/CNC
(Barnes; Hutton; Walters, 1993; Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020).
Apesar de existirem entrelacamentos entre NaTDC/CNC, o incremento do sal de bile e a
interacdo com CNFs favoreceram de maneira mais significativa os entrelacamentos entre o0s
agregados e, consequentemente, a estruturacdo do sistema. 1sso corrobora com a formacéo de
micelas maiores, estando de acordo com os dados obtidos por DLS (Tabela 2.4) (Barnes;
Hutton; Walters, 1993).

As Figuras 2.11 e 2.12 apresentam o comportamento dos modulos G’ e G” em fungdo
da variagdo da frequéncia para as amostras de 9,2 mM e 50 mM de NaTDC/nanocelulose,
respectivamente. O ensaio para as solucdes do sal de bile € mostrado na Figura 1C (Apéndice

C) e as amostras nao apresentaram viscoelasticidade.
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Figura 2.11 - Ensaio dindmico das dispersdes de 9,2 mM NaTDC/nanocelulose (m) contendo CNC ou CNF a
0,96gL"? 240gL'ou4,80gL™(A). Ossimbolos preenchidos representam o médulo de elasticidade, G, e os
vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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Os sistemas formados por NaTDC/CNC apresentam baixa viscoelasticidade, nos quais
os modulos G” sdo maiores que os mddulos G’ em baixas frequéncias (Cates; Candau, 1990;
De Gennes, 1990; Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020; Disalvo; Frias, 2021),
acompanhando o que foi observado para os sistemas contendo NaDC. A hipdtese é de que os
agregados de NaTDC/CNC formados sejam alongados e, embora tenham tamanhos de
particulas maiores do que as particulas da dispersao controle de CNC (Tabela 1B, Apéndice B),
eles encontram-se no regime de concentracdo diluido. Neste regime de concentracdo ndo se
observam entrelagcamentos entre os agregados, ocasionando a diminuicdo da viscoelasticidade
desses sistemas em comparacdo com as dispersdes de CNCs puras (Cates; Candau, 1990;
Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994). Ademais, a adicdo de CNFs aos sistemas com
9,2 mM NaTDC leva a um ligeiro aumento na viscoelasticidade dos sistemas e as curvas de G’
e G” indicam a formacao de géis (valores de G’ s@o maiores que os valores de G” independente
da frequéncia), embora estes géis apresentem-se mais fracos dos que os géis formados por
NaDC/CNF em qualquer concentragdo. Entretanto, o incremento na concentragdo do NaTDC
de 9,2 mM para 50 mM aos sistemas contendo nanofibrilas levou a um aumento na
viscoelasticidade das dispersdes, bem como o aumento na concentracdo de CNF também
produziu sistemas mais viscoelasticos semelhantes a géis. Neste caso, 0s agregados formados
por 50 mM NaTDC com CNF encontram-se em regime semidiluido, em que ocorrem maior
nimero de entrelacamentos entres a estruturas autoagregadas, aumentando-se a
viscoelasticidade (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; Goodwin; Hughes, 2000).
Os resultados apontam que os sistemas formados por NaTDC/CNF sdo menos viscoelasticos
dos que os produzido por NaDC/CNF na mesma concentracéo de sal de bile e CNFs, indicando
que uma diferenca na estrutura quimica dos surfactantes leva a diferentes interacGes

intermoleculares com as particulas de nanocelulose.
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Figura 2.12 - Ensaio dindmico das dispersdes de 50 mM NaTDC/nanocelulose (m) contendo CNC ou CNF a 0,96
gL 240gL 0ou4,80gL?™(A). Ossimbolos preenchidos representam o modulo de elasticidade, G’, € os
vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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2.3.2.5 Anédlise estrutural dos agregados de NaTDC/nanocelulose
A Figura 2.13 mostra as curvas de SAXS obtidas para as amostras contendo 50 mM de

NaTDC na presenca das nanoparticulas de celulose, tendo em vista que nessa concentracéo do

sal de bile foram obtidos sistemas mais viscoelasticos. As curvas de SAXS para as

nanoceluloses puras estdo presentes na Fig. 2.7.

Figura 2.13—- Comparacao de curvas SAXS: (a) solucdo de 50 mM de NaTDC (—) e dispersdes de
NaTDC/nanocelulose variando (b) CNCa 0,96 gL*(—)ou4,80gL*()e(c) CNFa0,96gL*(—)ou480g
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Fonte: Autoria propria (2024).

A curva de SAXS da solugdo de NaTDC a 50 mM apresentou picos de difracdo em

0,0220 e 0,0834 A, ou seja, distancias de 28,5 e 7,5 nm, respectivamente. Estes valores estio
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de acordo com os observados na literatura (Wang; Fernandes; Marques, 2019), aonde foram
obtidos curtos agregados cilindricos de NaTDC com tamanho de 6,1 nm. As curvas de SAXS
mostraram que o aumento na concentragdo da nanocelulose (CNCs ou CNFs) de 0,96 g L™ para
4,80 g L aumentaram a intensidade do vetor de espalhamento, 1(q), assim como foram
observados para os sistemas NaDC/nanocelulose. As curvas de SAXS apresentaram um pico
pequeno em aproximadamente 0,0226 A (distancia de 27,8 nm) para todas as amostras de
NaTDC/nanocelulose. Um pico pequeno (ombro) foi observado em aproximadamente 0,0858
Al (distancia de 7,3 nm) para todas as amostras, exceto para NaTDC com 0,96 g L™ CNF.

A inclinagdo (o) obtida da regido linear da curva de SAXS para a solugdo de NaTDC
foi igual a -3,1. Para as dispersdes de NaTDC com 0,96 g L e 4,80 g L™ de CNC os valores
de a foram -1,72 e -1,6 em baixos valores de ¢, respectivamente. Para as amostras contendo
0,96 g Lt e 4,80 g L de CNF com NaTDC os valores o, obtidos em baixos valores de q foram
-1,68 e -0,88, respectivamente. Esses resultados sugerem que os agregados formados por
NaTDC na presenca das CNFs sdo mais alongados e mais proximos de estruturas cilindricas do
que os agregados de NaTDC/CNC, como foi observado para os sistemas formados por NaDC
e as nanoceluloses. Todas as amostras apresentaram uma inclinagdo o em valores de q
intermediéarios igual -3,37, caracteristicas de morfologia esférica (McDowall; Seddon; Adams,
2022; Jover et al., 2021).

Embora os agregados de NaTDC/CNF apresentem uma morfologia mais cilindrica,
estes estdo menos entrelacados do que os agregados formados por NaDC/CNF, tendo em vista
a baixa viscoelasticidade dos sistemas de NaTDC/nanoceluloses quando comparados com
NaDC/nanoceluloses. Neste caso, os agregados de NaTDC/nanocelulose tém tamanho de
particulas maiores do que aqueles formados por NaDC/nanocelulose, mas 0s sistemas se
encontram em regime mais diluido, e, portanto, com baixo grau de entrelacamento entre as
micelas e contribuindo para a formacdo de géis mais frageis do que aqueles formados por

agregados de NaDC/CNF que estdo em regime semidiluido.

2.3.3 Comparacao entre os agregados de NaDC/nanoceluloses e NaTDC/nanoceluloses

A Figura 2.14 apresenta um esguema comparativo entre os agregados formados por
NaDC/nanoceluloses e NaTDC/nanoceluloses nas diferentes concentragdes baseado nos dados
de tamanho de particula, potencial zeta, medidas reoldgicas e SAXS.
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Figura 2.14 — llustracéo esquematica dos diferentes agregados formados pelos sais de bile NaDC ou NaTDC
misturados com CNCs ou CNFs nas diferentes concentracdes de sal de bile e hanocelulose.
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As solucgdes de NaDC e NaTDC puras em qualquer concentragéo de surfactantes ndo
mostraram mudancas estatisticamente significativas em relagdo ao tamanho de particulas, de
acordo com o teste Tukey (Tabelas 2.1 e 2.4). Entretanto, as nanoparticulas de CNCs e CNFs
alteraram o tamanho dos agregados de forma de diferente. Por exemplo, a adicdo de CNC a
solucdo de NaTDC levou a formacgdo de particulas com didmetros maiores, exceto para a
amostra 50 mM de NaDC/0,96 g L de CNC. A hipétese é que as interacdes intermoleculares
como ligagdes de hidrogénio (grupos sulfénicos) e dipolo-dipolo (éster sulfato) tenham sido
favorecidas no sistema com maior concentracdo de NaTDC e CNC, considerando a alta
polaridade e proximidade da estruturacdo das moléculas, além das ligacGes de hidrogénio entre
0s grupos hidroxila de ambas as estruturas e nitrogénio e oxigénio do grupo taurina do
surfactante (Macierzanka et al., 2019; Pereira et al., 2014, Tasneem, 2023).

Esses fendmenos também sdo responsaveis pelas interacoes entre as moléculas de NaDC
e CNCs levando, num primeiro momento, a formac&o de agregados de NaDC/CNC maiores do
que a do surfactante puro. Entretanto, o incremento na concentracdo do nanocristal provocou a
quebra dos agregados de NaDC devido a sua alta carga superficial negativa (forte repulséo entre
o0 sal de bile e CNC), favorecendo a formacdo de novos agregados cada vez menores. Outro
fator importante a ser considerado nas interagdes que sdo estabelecidas entre os sais de bile e
as particulas de CNCs é que o NaTDC permite um maior nimero de interacfes via ligacdes de
hidrogénio do que as moléculas de NaDC, contribuindo assim para a formacdo de agregados
maiores, como foi observado (Kong et al., 2023).

Ndo houve mudancas significativas no tamanho de particulas para os agregados
formados na presenca da CNFs para ambos os sais de bile em baixas concentracfes, exceto para
os sistemas 9,2 mM NaTDC com 4,80 g L™ de CNF. Ademais, os sistemas formados pelas
maiores concentracdes dos sais (50 mM NaTDC e 100 mM NaDC) na presenca de CNFs
apresentaram tamanho de particulas significativamente diferentes, sendo os agregados de
NaTDC/CNF maiores que os agregados de NaDC/CNF.

Os resultados de PZ (Tabelas 2.2 e 2.5) mostraram que, tanto em relacéo a formacao de
micelas primérias ou secundarias, as solu¢des de NaDC e NaTDC possuem estatisticamente as
mesmas condicdes de estabilidade coloidal. Os sistemas analogos de NaTDC e NaDC contendo
nanocelulose ndo apresentam mudancas significativas em relacdo aos valores de PZ, de acordo
com o teste Tukey, exceto para os sistemas contendo 4,80 g L™ de CNF, em que a amostra
formada por NaTDC é significativamente mais estavel do que o que a amostra obtida com

NaDC. Esse fato pode ser justificado uma vez que a maior carga superficial da estrutura de
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NaTDC pode ter promovido maior repulsdo entre as particulas de nanofibrilas promovendo
maior estabilidade do sistema (Clogston; Patri, 2011; Selvamani, 2019).

As curvas de fluxo (Figuras 2.4 e 2.10) mostraram que o incremento de nanofibrilas
contribuiu para 0 aumento da estruturacao dos sistemas para ambos o0s sais de bile em qualquer
concentracdo. Entretanto, os agregados de NaDC/CNF conferem uma maior estruturagcdo aos
sistemas do que as particulas de NaTDC/CNF, em qualquer concentracdo de surfactante, tendo
em vista os valores de 1o sdo superiores no primeiro caso (Tabelas 2.3 e 2.6). Provavelmente, a
formacéo de agregados menores nos sistemas de NaDC/CNF favoreceram o entrelagcamento
entre o sal de bile e as nanofibrilas, formando um sistema em regime semidiluido, em oposicado
aos de agregados de NaTDC/CNF, que apresentaram a formacdo de agregados maiores em um
regime diluido (Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020).

Os ensaios de frequéncia no modo oscilatorio (Figuras 2.5, 2.6, 2.11 e 2.12) mostraram
que os sistemas de NaDC/CNF sdo mais viscoelasticos do que os de NaTDC/CNF, tendo em
vista que 0 médulo G’ € superior no primeiro caso. O comportamento de gel fisico é observado
em todos os sistemas contendo CNFs, sendo que os géis se tornam mais fortes (G’/G”) com o

incremento da concentracdo de surfactante e nanofibrilas (Tabela 2.7).

Tabela 2.7 — Valores de Go e G’/G” para os sistemas de NaDC e NaTDC contendo CNFs, que
apresentaram comportamento semelhante a géis, em todas as concentragdes de sal de bile e nanocelulose.

Sal de bile/CNF

Sistema Go (Pa) G’/G”

50 mM NaDC/0,96 g L™ CNF 0,4064 1,650

50 mM NaDC/2,40 g L™ CNF 29,28 4,828

50 mM NaDC/4,80 g L™ CNF 210,1 8,387

100 mM NaDC/0,96 g L* CNF 0,5407 2,428
100 mM NaDC/2,40 g L CNF 6,383 8,467
100 mM NaDC/4,80 g Lt CNF 409,0 10,51
9,2 mM NaTDC/0,96 g L™ CNF 0,1773 1,633
9,2 mM NaTDC/2,40 g L* CNF 0,6259 1,923
9,2 mM NaTDC/4,80 g L't CNF 0,1700 2,125
50 mM NaTDC/0,96 g L™* CNF 0,05652 1,729
50 mM NaTDC/2,40 g L CNF 1,943 4,132
50 mM NaTDC/4,80 g L CNF 22,58 6,661

Fonte: Autoria propria (2024).
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Comparando as curvas de SAXS para os sistemas de NaDC/nanocelulose (Figura 2.7) e
NaTDC/nanocelulose (Figura 2.13), embora os agregados de NaTDC/CNF apresentem uma
morfologia mais cilindrica que os agregados de NaDC, os quais exibiram uma mistura de
morfologias cilindricas e lamelares, as particulas de NaTDC/CNF estdo menos entrelacados do
que os agregados formados por NaDC/CNF, tendo em vista a baixa viscoelasticidade dos
sistemas de NaTDC/nanoceluloses quando comparados com as amostras de
NaDC/nanoceluloses. Neste caso, os agregados de NaTDC/nanocelulose tém tamanho de
particulas maiores do que aqueles formados por NaDC/nanocelulose, mas 0s sistemas se
encontram em regime mais diluido, e, portanto, com baixo grau de entrelacamento entre as
micelas, contribuindo para a formacdo de géis mais frageis do que aqueles formados por
agregados de NaDC/CNF, por exemplo, e que neste trabalho, encontram-se em regime

semidiluido.
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CAPITULO 3

Influéncia das Particulas de Nanocelulose em Sistemas
Binarios de Sais de Bile

Efeito sobre o tamanho, estabilidade e viscoelasticidade em meio aquoso

3.1 INTRODUCAO

Apesar do crescente interesse em estudos fisico-quimicos sobre sistemas mistos de
surfactantes (Bhattacharjee et al., 2010; Suys et al., 2017; Yadav; Parikh; Kumar, 2017; Wang;
Fernandes; Marques, 2019; Pabois et al., 2021), os trabalhos se limitam a analise das
propriedades de somente um tipo de sal de bile (Warren et al., 2006; Madenci; Egelhaaf, 2010;
Yadav; Parikh; Kumar, 2017; Jover et al., 2021; Pabois et al., 2021), sendo que ainda sdo
poucos os estudos envolvendo sistemas binarios desses biossurfactantes (Roda et al., 1995;
Mukherjee et al., 2016; Azum; Rub; Asiri, 2019).

Considerando que os sais de bile sdo fisiologicamente importantes, Mukherjee et al.
(2016) trouxeram a combinacao binaria equimolar de sais biliares de forma a analisar mudancas
em relacdo a cmc dos sistemas. Os resultados mostraram que misturas binarias apresentaram
maiores valores de area minima por molécula, em comparacao com valores ideias, e que 0 grau
de ligagdo dos contraions das micelas é bastante baixo. Foi observado ainda que os valores de
energia livre padréo de adsorcéo das misturas de sais biliares sdo mais negativos que os valores
de energia livre de micelizacdo por mol de mondmero, sendo que a entalpia do processo de
micelizacéo reflete o fendmeno de compensacdo entropia-entalpia.

Para o sistema binario de NaDC/NaTDC em quantidade equimolar, experimentos
mostraram que a cmc apresenta valor intermediario quando comparado com os sais de bile
sozinhos, atingindo o valor de 2,92 mM a 20 °C. A entalpia padrdo de micelizagdo para o
sistema binario é de AH%y = -3,16 kJ mol™ e a energia livre padrio de micelizagio é dada por
AG®m = -14,2 kJ mol* (Mukherjee et al., 2016), demonstrando um processo espontaneo e
exotérmico.

Azum; Rub; Asiri (2020) analisaram diferentes pardmetros de interagdo entre

NaDC/NaTC. Os resultados mostraram que as formac6es micelares nos sistemas binarios séo
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termodinamicamente mais estaveis em comparacao a micelas formadas a partir dos sais biliares
individuais, fendbmeno evidenciado pela energia livre de Gibbs negativa. Além disso, a medida
que o teor de NaTC aumenta, a formacao de micelas tende a ser menos favoravel. Ou seja, 0s
sais de bile em diferentes proporcGes podem modular a formacdo de micelas em diferentes
estruturas, as quais, consequentemente, podem levar a comportamentos reoldgicos distintos dos

sistemas.

3.1.1 Objetivos Especificos

Neste capitulo serdo abordados os sistemas binarios contendo a mistura de
NaDC/NaTDC. Aqui o objetivo é explorar as diferentes possibilidades de comportamento
reoldgico dos sistemas autoagregados de sais de bile em meio aquoso na presenca de
nanocelulose e correlacionar com o tamanho, estabilidade coloidal e morfologia das
nanoparticulas, comparando com os sistemas contendo um unico sal de bile. Ademais, ha o
intuito de se explorar a interacdo de micelas priméarias com primarias, secundarias com
secundarias ou combinacdo entre micelas primarias e secundarias de cada sal. Assim, 0s
sistemas combinardo as diferentes concentracdes utilizadas nos estudos para cada um dos sais,
NaDC e NaTDC (Capitulo 2), e serdo analisados conforme as variagdes de concentracdo de
CNCs ou CNFs.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os materiais para a preparacao dos sistemas de NaDC/NaTDC/nanocelulose e métodos
de caracterizacdo acompanharam o que foi abordado na sec¢éo 2.2. Entretanto, neste capitulo,
dispersdes aquosas de sistemas binarios de sais de bile, contendo nanocelulose nas trés
concentracdes estabelecidas, foram preparadas realizando a combinacdo de micelas primarias
ou secundarias de um sal com micelas primarias ou secundarias do outro sal. No caso as micelas
primarias de NaDC e NaTDC foram possivelmente observadas em 50 mM e 9,2 mM,
respectivamente e as secundarias em 100 mM e 50 mM, respectivamente. Assim, foram obtidos
sistemas com propor¢des de NaDC/NaTDC em 50 mM/9,2 mM; 50 mM/50 mM; 100 mM/9,2
mM e 100 mM/50 mM, variando a concentracéo de CNC ou CNF em 0,96, 2,40 ou 4,80 g L.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlise visual das dispersdes de NaDC/NaTDC
A Figura 3.1 apresenta as fotografias dos sistemas binarios de NaDC e NaTDC contendo

nanocelulose.

Figura 3.1 - Fotografias das dispersoes finais de NaDC/NaTDC nas diferentes propor¢des de sais de bile
estudadas misturadas com 0,96; 2,40 ou 4,80 g L"* de CNC ou CNF.

(a) 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC
CNC CNF

(d) 100 mM NaDC/50 mM NaTDC

CNC CNF
096gL? | 240gL? | 480gL? 096gL? | 240gL? | 480gL?
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Fonte: Arquivo pessoal (2024).

A mistura de NaDC e NaTDC em diferentes concentragdes resultou em dispersoes
aparentemente homogéneas e, no geral, ndo apresentaram mudancas significativas entre si,
exceto em quantidade equimolar de sais de bile. As amostras de 50 mM NaDC/50 mM NaTDC
contendo CNCs ou CNFs séo aparentemente mais viscosas do que as demais, 0 que vai de
acordo com o que foi observado para a solucéo controle de surfactantes (Figura 1A, Apéndice
A), sendo que a amostra que contém CNF em maior concentragéo (4,80 g L) apresentou maior

aderéncia na parte superior do frasco.

3.3.2 Efeito da nanocelulose sobre a distribuicdo do tamanho das particulas dos agregados
mistos de NaDC/NaTDC

A Tabela 3.1 apresenta os valores de tamanho de particulas, obtidos para as solucdes de
NaDC/NaTDC e dispersdes de NaDC/NaTDC/nanocelulose, que apresentaram maior
intensidade de aparecimento (%). No Apéndice B (Tabela 3B) encontram-se todas as
populacbes observadas para esses sistemas.
Tabela 3.1 — Média dos valores de tamanho de particulas que apresentaram maior intensidade de aparecimento,
em %, nas curvas de DLS, obtidos para as solu¢cbes de NaDC/NaTDC nas diferentes propor¢des de sais e bile e

apos a adicdo de CNC ou CNF (0,96; 2,40 ou 4,80 g L).
NaDC/NaTDC

Tamanho de particulas (nm)

Sistemas 50 mM/9,2 mM 50 mM/50 mM 100 mM/9,2 mM 100 mM/50 mM
843,9 nm - 75%* 1356 nm - 82%* 1,413 nm -56%° 1,642 nm - 61%°

0,96g L*CNC 5984 nm -86%™ 246,6 nm - 69%" 494,3 nm - 45%" 1,998 nm - 44%°
240gLICNC  592,1nm-85%* 166,5nm-78%° 266,5nm - 35%> 10,65 nm - 47%°
480gL*CNC 141,9nm-58%° 209,2nm-83%° 363,6 nm-42%" 58,04 nm - 28%°
0,96 g L*CNF  301,9nm-68%" 230,1 nm-83%° 306,9 nm-83%" 195,1 nm - 30%°
240gLTCNF  171,4nm-91%° 293,5nm - 79%™ 324,7 nm - 92%"*° 510,2 nm - 55%"
480gLICNF  259,0nm-51%" 304,2nm-75%" 262,3 nm-85%> 192,8 nm - 53%°

Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes. Fonte: Autoria prépria (2024).
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Os resultados mostram a formacé&o de particulas de pequeno, médio ou grande tamanho,
sugerindo diferentes estruturacdes a depender da concentracao de cada sal de bile na disperséo.
As solucbes mistas dos surfactantes 100 mM NaDC com 9,2 mM e 50 mM de NaTDC
apresentaram uma porcentagem maior de particulas com menos de 2 nm, sugerindo uma grande
repulsdo entre os surfactantes nessas concentracOes e desestruturacdo dos agregados.
Entretanto, as moléculas de NaDC em menor concentracdo (50 mM) interagiram melhor com
as micelas de NaTDC formando estruturas com tamanhos maiores. Em quantidade equimolar
de surfactantes (50 mM NaDC/50 mM NaTDC), a agregacdo das estruturas foi favorecida, uma
vez que foi observada grande quantidade de particulas de cerca de 1300 nm.

As particulas dos sistemas contendo CNCs ou CNFs ndo apresentaram mudancas
significativas em relacdo ao tamanho, sendo que, na maioria dos casos, formaram-se particulas
de médio tamanho. A excecdo € vistaem 100 mM NaDC/50 mM NaTDC, onde foram formados
agregados menores do que 100 nm nos sistemas contendo CNCs. O grupo taurina do NaTDC
pode ter desfavorecido a formacao de micelas, conforme o aumento da concentracdo do sal de
bile, 0 que esta de acordo com resultados observados em outro trabalho com sistemas binarios
de sais de bile (Azum; Rub; Asiri; 2020). Porém as interacdes intermoleculares podem ter sido
favorecidas nos sistemas de 100 mM NaDC/50 mM NaTDC contendo CNFs, justificando a
formagéo de agregados significativamente maiores do que os sistemas contendo nanocristais.
O aumento da concentracdo de nanocelulose nos sistemas contendo quantidade equimolar dos
surfactantes ndo apresentou mudancas significativas de tamanho, porém a adicdo de CNCs ou
CNFs na solucdo de NaDC/ NaTDC em quantidade equimolar favoreceu a quebra das micelas
mistas de surfactantes tendo em vista a formacao de particulas menores do que as observadas

na solucdo controle.

3.3.3 Influéncia da nanocelulose sobre a estabilidade coloidal de agregados de agregados
binarios de sais de bile

Todos os sistemas binarios de sais de bile contendo nanoparticulas de celulose
apresentaram valores de PZ (Tabela 3.2) mais negativos do que os observados para as solugoes
de NaDC/NaTDC nas diferentes proporgoes, sugerindo que a adi¢do de nanocelulose contribuiu
para 0 aumento da repulsdo entre as particulas e estabilidade coloidal dos sistemas. As
particulas de CNF promoveram um aumento significativo dos valores absolutos de PZ em

comparacdo com as particulas de CNC, exceto em 50 mM NaDC/50mM NaTDC.
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Tabela 3.2 — Valores de PZ, em mV, para as solu¢des de NaDC/NaTDC nas diferentes proporcdes de sais de bile
e NaDC/NaTDC/nanocelulose em diferentes concentracbes de CNC ou CNF.

NaDC/NaTDC
PZ (mV)
Sistemas 50 mM/9,2mM 50 mM/50 mM 100 mM/9,2 mM 100 mM/50 mM

-19,3 +£1,76® -12,0+ 1,42 -10,0 £ 0,722 -11,1+£ 0,72
096gLICNC -28,1+15" -49,7 + 6,8% -17,9+1,0® -19,3+1,5%
240gLICNC  -31,27 £2,4% -59,1 +4,1° 24,4 +1,7%® -16,6 + 1,22
480gL*CNC -31,8+1,3™ -52,3+5,0% -18,9 +1,6% -18,9 £ 0,51%
0,96gLICNF -28,1+7,5" -41,3 + 3,6% -27,9 1,0 -40,7 + 2,4%
240gL*CNF  -53,7 +18% -53,3 £ 2,7% -27,8 1,0 -16,8 + 1,02
480gL'*CNF -43,4+11,3“ -60,3 £ 3,1° -29,6 + 2,7 -53,8 £ 0,93%®

Médias que ndo compartilham uma letra sao significativamente diferentes. Fonte: Autoria prépria (2024).

Ademais, os valores absolutos de PZ sdo menores na propor¢édo 50 mM NaDC/9,2 mM
NaTDC do que em 50 mM/50 mM, indicando que ha maior repulsdo das particulas no segundo
caso e maior estabilizacdo das mesmas. Em todas as condicGes, as particulas apresentaram
valores negativos, 0 que indica que as superficies estdo mais hidroxiladas. Para a maioria das
proporcoes de sais de bile/nanocelulose testadas, as dispersdes apresentaram valores absolutos
de PZ superiores a 30 mV, indicando dispersdes estaveis (Selvamani, 2019), no momento em
que foram realizadas as medidas. Os sistemas binarios de 100 mM NaDC/9,2 mM NaTDC, 100
mM NaDC/50 mM NaTDC misturados com CNCs e 100 mM NaDC/50 mM NaTDC com 2,40
g L't de CNF apresentaram valores absolutos de PZ inferiores a 20 mV, indicando uma
instabilidade coloidal dos sistemas com a aglomeracédo das particulas em dispersao.

3.3.4 Andlise reoldgica dos sistemas de NaDC/NaTDC/nanocelulose

Os sistemas binarios de sais de bile contendo CNCs ou CNFs apresentaram 0s
fendmenos de shear thinning e shear thickening como observados para os sistemas de
NaDC/nanocelulose e NaTDC/nanocelulose. A Figura 3.2 ilustra esse comportamento para um
dos sistemas de NaDC/NaTDC/nanocelulose. Além disso, notou-se que o incremento da
concentracdo de nanocelulose causou um aumento de mo (Tabela 3.3) para todos os sistemas,
conforme observado para os sistemas anteriores (Cates; Candau, 1990; De Gennes, 1990;
Disalvo; Frias, 2021).



Figura 3.2 — Curva de fluxo (n x y) para o sistema de 50 mM NaDC/50 mM
NaTDC com 4,80 g L de (%) CNC ou (5) CNF.
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A Tabela 3.3 contém

Fonte: Autoria prépria (2024).

os valores de mo obtidos para os

sistemas de

NaDC/NaTDC/nanocelulose em diferentes propor¢des de NaDC/NaTDC na presenga de CNC

ou CNF.

Tabela 3.3 — Valores de no para NaDC/NaTDC nas diferentes propor¢des de sais de bile e dispersdes de
NaDC/NaTDC/nanocelulose em diferentes concentracées de CNC ou CNF (0,96; 2,40 e 4,80 g LY).

NaDC/NaTDC
o (Pas)

Nanocelulose 50 MM/92mM 50 mM/50mM 100 mM/9,2mM 100 mM/50 mM

L9 10 = 0,1006 1o = 0,2275 1o =0,2728 1o = 0,2527
CNC CNF CNC CNF CNC CNF CNC CNF
0,96 0,732 01120 02615 3163 007033 01491 0,356 0,08625
2,40 02789 03108 02132 2643 02806 0,1430 05042 0,3142
4,80 1667 1145 09422 3207 1466 1,09 08221 07688

Fonte: Autoria propria (2024).

O incremento da concentracdo de CNC ou CNF provocou 0 aumento de mo para todos

0s sistemas, sugerindo uma maior estruturacdo dos agregados. Entretanto, as nanoparticulas de

celulose atuam de formas diferentes a depender da proporg¢éo entre NaDC/NaTDC. Os sistemas
formados por 100mM NaDC com 9,2 mM NaTDC ou 50 mM NaTDC sdo menos estruturados
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e a adicdo de CNCs promoveu a formacéo de sistemas mais viscosos, enquanto os sistemas
formados por 50mM de NaDC com 9,2 mM ou 50 mM de NaTDC séo mais estruturados pela
acao das particulas de CNF, com uma diferenca significativa para os sistemas formados por
50mM de cada sal de bile. Este resultado sugere que diferentes tipos de agregados sdo formados
com mudancgas sutis da composic¢éo do meio.

Foram realizadas as andlises de varredura de frequéncia para todos os sistemas binarios
de sais de bile com CNCs ou CNFs. Os sistemas de NaDC/NaTDC: (i) 50 mM/9,2 mM, (ii) 100
mM/9,2 mM e (iii) 100 mM/50 mM nao apresentaram mudancas significativas em relacdo a
viscoelasticidade dos sistemas. Para essas amostras, contendo CNCs ou CNFs, o modulo de
viscosidade G” apresentou valores superiores do que o modulo de elasticidade G’,
demonstrando a formacdo de sistemas menos viscoelasticos. O comportamento de G’ e G”
conforme a variacdo da frequéncia para esses sistemas pode ser conferido no Apéndice C. Da
mesma forma do que foi visto com as amostras contendo apenas um sal de bile, a mudanca de
concentragdo praticamente no interferiu na viscoelasticidade dos sistemas.

Entretanto, o sistema (iv) 50 mM NaDC/50 mM NaTDC/CNF apresentou significativa
viscoelasticidade, conforme pbde-se observar valores de G’ superiores a G” em ampla faixa de
frequéncia. Essas observagdes corroboram com os resultados visuais da amostra (Figura 3.1).
Assim, aqui serdo discutidos os resultados referentes a amostra de 50 mM NaDC/50 mM
NaTDC (Figura 3.3), uma vez que nessa concentracdo, 0S sais apresentaram uma maior

estruturacdo em relacdo as demais.
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Figura 3.3 - Ensaio dinamico das dispersdes de 50 mM NaDC/50 mM NaTDC/nanocelulose (%) contendo CNC
OuCNFa0,96gL?240gL*0ou4,80gL"(A).Ossimbolos preenchidos representam o médulo de
elasticidade, G’, e os vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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A adicdo 50 mM NaDC/50 mM NaTDC a dispersdo de CNC provoca a diminuigéo da
viscoelasticidade dos sistemas, nos quais os médulos G sdo maiores que os modulos G’ (Cates;
Candau, 1990; De Gennes, 1990; Francisco et al., 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020;
Disalvo; Frias, 2021). Assim, esses resultados acompanham o que foi observado para os
sistemas contendo apenas um sal de bile, em que ha a diminui¢do da viscoelasticidade dos
sistemas em comparacdo com a dispersdo de CNC pura e o regime pode ser considerado diluido
(Cates; Candau, 1990; Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994).

Os valores de G’ para os sistemas formados por 50 mM NaDC/50 mM NaTDC/CNF
em concentracio de 2,40 e 4,80 g L™ sdo maiores do que os valores observados de G’ para as
dispersdes controle de CNF. Ou seja, a adicdo da mistura de sais de bile a dispersdo de CNF
proporcionou a formacéo de estruturas mais longas do que as observadas para as amostras de
nanofibrilas pura e um maior entrelacamento entre elas, uma vez que ha um aumento na
viscoelasticidade dos sistemas (Cates; Candau, 1990; De Gennes, 1990; Francisco et al., 2010;
Jora; Sabadini; Raghavan, 2020; Disalvo; Frias, 2021).

Diferentemente do que foi observado para as amostras contendo somente NaDC ou
NaTDC com CNFs, as medidas reolégicas das amostras de 50 mM NaDC/50 mM NaTDC com
CNFs mostraram que para as proporcdes de nanofibrilas de 0,96 e 2,40 g L, os médulos G’
obtidos em baixas e médias frequéncias foram menores do que os modulos G”. Entretanto, em
concentracio de 4,80 g L, o modulo G’ ¢ significativamente maior do que G”, o que é
caracteristico da formacédo de um gel fisico (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994;
Goodwin; Hughes, 2000). Possivelmente os agregados de NaDC/NaTDC/CNF também se
encontram em regime de concentracdo semidiluida sugerindo a ocorréncia de entrelacamentos
entres as estruturas autoagregadas (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; Goodwin;
Hughes, 2000).

3.3.5 Andlise estrutural dos agregados de 50 mM NaDC/ 50 mM NaTDC/ 4,80 g L*
nanocelulose
A Figura 3.4 mostra as curvas de SAXS para os sistemas equimolares de NaDC/NaTDC

(50 mM sal de bile) na presenca de 4,80 g L™ das particulas de nanocelulose.
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Figura 3.4- Curvas SAXS para (a) solucdo equimolar (50 mM) de NaDC/NaTDC (—) e dispersédo de
NaDC/NaTDC contendo (b) CNC (- )ou (c)CNFa( )a4,80gL™
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Fonte: Autoria prépria (2024).

A curva de SAXS da amostra 50 mM NaDC/ 50 mM NaTDC exibiu picos de difracdo
em 0,0223 e 0,0819 A, ou seja, distancias de 28,2 e 7,7 nm, respectivamente. As curvas de
SAXS mostraram que a adicdo das nanoparticulas de celulose (CNCs ou CNFs) aumentaram a
intensidade do vetor de espalhamento, 1(g), principalmente para o sistema formado por
NaDC/NaTDC na presenca dos CNCs. Este resultado indica que os agregados formados por
NaDC/NaTDC/CNC apresenta uma densidade eletronica diferente daqueles formados por
NaDC/NaTDC/CNF, indicando um alto contraste em relacdo as moléculas de agua do meio
(Chu; Dreiss; Feng, 2013). O pico em baixos valores de q é observado em 0,0221 A (distancia
28,4 nm) e 0,0249 A (distancia de 25,2 nm) para as amostras contendo CNCs e CNFs,
respectivamente. Ademais, todas as amostras contendo nanocelulose apresentaram um pico em

0,0819 A (distancia de 7,7 nm), como foi observado para o sistema binario equimolar dos sais

de bile.
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A inclinagdo (o) obtida da regido linear da curva de SAXS em valores de q
intermediarios para a mistura equimolar de NaDC/NaTDC foi -3,7, indicando a formacao de
estruturas esféricas. Para as dispersdes de NaDC/NaTDC com 4,80 g L™ das particulas de
nanocelulose observou-se duas regides distintas em valores de g baixo e intermediario. Para a
amostra formada por CNCs os valores de a foram -1,8 e -4,2 para os valores de q baixo e
intermediério, respectivamente. Este resultado sugere que os agregados 50 mM NaDC/ 50 mM
NaTDC/ 4,80 g L™t CNC possuem uma morfologia de cilindros curtos (q baixo). Também foi
possivel observar pela curva de SAXS a regido da estrutura esférica do agregado (q
intermediario). Para a amostra contendo CNFs os valores de a em q baixo e intermediario foram
-0,5 e -4,2, respectivamente, sugerindo a formacdo de longas estruturas cilindricas (q baixo),
bem como observar a regido de estruturas esféricas (q intermediario) (McDowall; Seddon;
Adams, 2022; Jover et al., 2021). Neste caso, os agregados de NaDC/NaTDC/CNF apresentem
uma morfologia cilindrica e encontram-se com alto grau de entrelagamento, explicando a alta

viscoelasticidade observada para este sistema.

3.3.6 Estudo comparativo da influéncia da nanocelulose nos agregados de 50 mM NaDC, 50
mM NaTDC e 50 mM NaDC/50 mM NaTDC

Comparando os sistemas formados por 50 mM dos sais de bile nos sistemas simples e
binario na presenga das nanoceluloses, podemos estabelecer as seguintes inferéncias abaixo
baseados nos dados de tamanho de particula, potencial zeta, reologia e SAXS.

Os dados de tamanho de particula mostram que o0s agregados de
NaDC/NaTDC/nanocelulose apresentaram particulas de tamanho inferior aos observados para
o NaDC/nanocelulose e NaTDC/nanocelulose, embora o sistema equimolar binario de
NaDC/NaTDC puro apresentou tamanho superior ao das solucbes puras dos sais de bile
(Tabelas 2.1, 2.4 e 3.1). A hipétese é que as interacdes intermoleculares estabelecidas entre os
agregados de composicao equimolar de NaDC/NaTDC com as particulas de nanocelulose sejam
favorecidas, de forma que os monémeros dos sais nos agregados “escapam” e sdo atraidas pela
nanocelulose de forma a criarem outra estrutura de NaDC/NaTDC/nanocelulose. Ademais, 0s
valores de PZ para as amostras 50 mM NaDC/50 mM NaTDC/nanocelulose sdo mais negativos
do que os observados para os outros sistemas, sugerindo que essas particulas apresentam uma
grande estabilidade (Tabelas 2.2, 2.5 e 3.2) (Clogston; Patri, 2011; Bhattacharjee, 2016).

As curvas reoldgicas comparativas (curvas de fluxo e dindmicas de frequéncia) para 0s

sistemas estdo apresentadas na Figura 3.5.



85

Figura 3.5 — Comparativo das curvas de fluxo, dinamico de frequéncia e fotografias das amostras equimolares 50
mM de (o) NaDC, (m) NaTDC e (%) NaDC/NaTDC acrescidas de 4,80 g L™ de CNC (a; b; ¢) ou CNF (d; e; f).
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Fonte: Graficos de autoria propria e fotografias de arquivo pessoal (2024).
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As diferentes nanoceluloses desempenham diferentes papéis na viscoelasticidade dos
sistemas. As curtas estruturas dos CNCs ndo sdo capazes de promover entrelagamentos entre
0s agregados, enquanto as estruturas mais alongadas das CNFs (Figura 1.9) promovem um
maior entrelacamento com as micelas de sais de bile. Este maior grau de entrelacamento confere
ao sistema NaDC/NaTDC/CNF um forte carater viscoelastico caracteristico de gel. O valor de
Go para a amostra contendo a mistura binéria dos sais de bile e maior concentracdo de CNFs é
de 2011 Pa, conferindo a esse sistema agregados com maior grau de entrelacamentos, em
comparacao aos sistemas analogos de NaDC/CNF e NaTDC/CNF, uma vez que Go, ho primeiro
caso, € cerca de 10 e 90 vezes superior aos outros sistemas, respectivamente. A forca do gel,
determinada por G’/G”, formado no sistema equimolar binario contendo maior concentragao
de CNFs, atinge o valor de 8,879 e é cerca de 1,06 e 1,33 vezes mais forte do que o observado
nos sistemas analogos de NaDC e NaTDC, respectivamente (Tabela 2.7).

As curvas mostraram que os sistemas contendo CNFs apresentaram os maiores valores
de no (Fig. 3.5 d) e sdo altamente viscoelasticos, com os modulos G’ ¢ G” independentes da
frequéncia o que € caracteristico de géis (Fig. 3.5 €). Os sistemas contendo CNCs possuem uma
viscosidade aparente mais baixo e sdo poucos viscoelasticos (Fig. 3.6 a e b). Ademais, CNF em
maior quantidade (4,80 g L) desempenhou um papel importante na estruturagio dos sistemas,
especialmente para o sistema binario de NaDC/NaTDC/CNF em que o valor de no € maior que
para aos sistemas NaDC/CNF e NaTDC/CNF, nos quais os valores no foram 3207 Pas, 1993
Pas e 42,75 Pas, respectivamente. As fotos dos sistemas contendo CNFs (Fig. 3.5 f) mostram
claramente o carater de gel desses agregados comparados aos sistemas formados por sais de
bile e CNCs (Fig. 3.5 ¢).

Os resultados de SAXS (Figuras 2.7, 2.13 e 3.4) mostraram que longas estruturas
cilindricas foram obtidas para a amostra 50 mM NaDC/ 50 mM NaTDC/ 4,80 g L™* CNF, e que,
de modo geral, os agregados de sais de bile na presenca das particulas de nanofibrilas sdo mais
alongados do que os obtidos na presenga do nanocristal. Este resultado corrobora com os dados
reoldgicos, nos quais as CNFs promovem uma maior estruturacdo dos sistemas em relacéo
aqueles formados pelas particulas do nanocristal. Essa maior estruturacdo dos agregados de sais
de bile na presenca das CNFs ocasionando a formacdo de géis mais fortes uma vez que as
particulas de CNFs possuem um maior comprimento quando comparado aos CNCs,
ocasionando um maior entrelacamento dos agregados e alta viscoelasticidade aos sistemas
(Moon et al., 2011; Cheng et al., 2022).
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A Tabela 3.4 resume os principais resultados obtidos de tamanho de particulas,
estabilidade coloidal, viscoelasticidade e estruturagdo, com potenciais aplicacdes, para 0s
sistemas contendo 50 mM dos sais de bile e maior concentragdo (4,80 g L) de CNCs ou CNFs,
0S quais apresentaram resultados mais promissores quando comparado aos demais sistemas

estudados neste trabalho.

Tabela 3.4 — Resumo dos principais resultados obtidos para os sistemas de 50 mM NaDC e/ou NaTDC contendo
4,80 g L"*de CNCs ou CNFs e potenciais aplicacfes desses nanomateriais.

NaDC
Sistema |Tamanho |PZ Mo Go Inclinacdo | Morfologia |Aplicacdes
(nm) (mV) [(Pas) |(Pa) |(a)

CNC 470,4 -53,2 4,255 | — -2,2 Lamelara |Sistemas injetaveis;
esférica Espessantes e

emulsificantes

CNF 596,1 -46,8 1993 210,1 |-1,91 Cilindricae |Hidrogéis para
lamelar liberacdo de farmacos

NaTDC
Sistema |Tamanho |PZ N0 Go Inclinacdo | Morfologia |Aplicagdes
(nm) (mV) [(Pas) [(Pa) |(w)

CNC 2454 -525 19,578 |— -1,6 Cilindrica Sistemas injetaveis;
pouco Espessantes e
alongada emulsificantes

CNF 1780 -68,0 42,75 |22,58 |-0,88 Cilindrica Géis e base para
mais cremes e pomadas
alongada

NaDC/NaTDC
Sistema |Tamanho |PZ No Go Inclinacdo | Morfologia |Aplicagdes
(nm) (mV) |(Pas) |(Pa) |(a)

CNC 209,2 -52,3 |0,9422 | — -1,8 Cilindrica  |Sistemas injetaveis;
curta Espessantes e

emulsificantes

CNF 304,2 -60,3 |3207 (2011 |-0,5 Cilindrica Hidrogéis fortes para
bem uso cosmeético e
alongada farmacéutico.

Fonte: Autoria propria (2024).
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CAPiTULO 4

Consideracoes Finais

4.1 CONCLUSOES

A mistura entre os surfactantes (NaDC e/ou NaTDC) e dispersdes de nanocelulose
(CNCs ou CNFs), em diferentes concentracdes e proporcdes, leva a formacéo de agregados de
diversos tamanhos. Em geral, os agregados mistos de NaDC/nanocelulose,
NaTDC/nanocelulose ou NaDC/NaTDC/nanocelulose formados s&o maiores que os agregados
de surfactante ou nanocelulose puros, sendo que a adi¢cdo de CNCs ou CNFs desempenhou um
papel importante na possivel formacdo de agregados com diferentes estruturacGes. As
dispersdes coloidais obtidas pela mistura de surfactante/nanocelulose, apresentaram, no geral,
sistemas mais estaveis conforme o incremento de nanocelulose, sendo que as amostras contendo
NaTDC e NaDC/NaTDC em quantidade equimolar (50 mM), apresentaram valores de PZ mais
negativos e menores que -35 mV.

As curvas de fluxo dos sistemas estudados apresentam dois fendmenos reoldgicos
caracteristicos de fluidos ndo-Newtonianos, a saber, o shear thinning devido ao alinhamento
dos agregados nos sistemas e o shear thickening, devido ao crescimento de agregados induzidos
pelo cisalhamento. O aumento da concentracdo de sal de bile ndo garante melhor estruturacéo
dos sistemas, porque o0s sistemas contendo maior concentracdo de NaDC (100 mM)
apresentaram menores valores de viscosidade de repouso (no) e, inclusive, menor estabilidade
coloidal quando comparado aos sistemas de 50 mM desse surfactante. Os sistemas binarios com
guantidades equimolares dos sais de bile foram mais efetivos na estruturacdo dos sistemas,
provavelmente devido a maior disponibilidade dos agregados de sais de bile para interacdo com
a nanocelulose.

As nanoparticulas de celulose desempenharam um papel importante na estruturacdo dos
sistemas. O incremento de CNFs permitiu maior entrelagamento entre os agregados. As
amostras de sal de bile/CNF sdo, em geral, mais estruturadas e mais viscoelasticos do que 0s
sistemas formados com CNCs. A adi¢do das CNFs nos autoagregados de sais de bile indica a
formagédo de estruturas auto-organizadas cilindricas mais longas em comparagdo com as

amostras com CNCs.
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Por fim, a quantidade de CNCs ou CNFs adicionada aos autoagregados de sais de bile
pode modular a forma, dimensdo e, consequentemente, a viscoelasticidade dos agregados,
contribuindo para a formacdo de diferentes nanomateriais de facil acesso, baixo custo e baixa
toxicidade, promissores para aplicaces como modificadores reolégicos ou encapsulacédo de
espécies de interesse, importantes para diversos setores. Na inddstria de cosméticos, por
exemplo, os sistemas mais viscoelasticos, como os contendo CNFs, podem ser utilizados na
confeccdo de géis de limpeza de pele com liberacdo de vitaminas, ou cremes de hidratagdo
corporal. Sistemas menos viscoelasticos, como os contendo CNCs, mas estaveis e estruturados,
podem ser importantes emulsificantes e estabilizantes a serem utilizados na industria
alimenticia. Ha ainda uso promissor no desenvolvimento de tintas com o intuito de se modular

o0s parametros reoldgicos do material, dependendo do substrato em que serdo aplicadas.

4.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros envolverdo mudancas de parametros fisico-quimicos, como pH e
temperatura, com o intuito de se observarem mudancas na viscoelasticidade dos agregados de
sais de bile/nanocelulose. Os resultados podem ser promissores para a elaboracdo de sistemas
injetaveis de liberacdo controlada de medicamentos e confec¢do de géis ou cremes para a
indUstria de cosméticos. A utilizacdo das nanoceluloses com carga superficial neutra ou positiva
pode ser promissora para a elaboracdo de novos nanomateriais com estruturacfes diversas.
Ademais, o estudo com diferentes sais de bile e sistemas ternérios desses surfactantes
misturados com nanocelulose, podem contribuir para um melhor entendimento de interacfes
intermoleculares estabelecidas entre as espécies quimicas e como elas interferem nos

parametros reoldgicos dos sistemas obtidos.
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APENDICE A

Figura 1A - Fotografias das solucbes de (a) NaDC, (b) NaTDC e (c) NaDC/NaTDC em
diferentes proporcoes.

(a) NaDC

(b) NaTDC

9,2 mM

50 mM/9,2 mM

50 mM/50 mM

100 mM/9,2 mM

100 mM/50 mM

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

Figura 2A - Fotografias das dispersdes estoque de (a) CNC 0,48% (m/v) e (b) CNF 0,7% (m/v), em

diferentes concentracdes, em meio aquoso.
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c¢) Controle CNF 0,7% (m/v

0,96gL? 2,40 g L1

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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Tabela 1B — Valores dos tamanhos de particulas, x, obtidos para as dispersdes de CNC ou CNF em 0,96; 2,40 ou
4,80 g.L"*, acompanhados da intensidade de aparecimento em %.

CNC
. Tamanho Tamanho Tamanho
Concentracéo (g L)
0,5<x <100 nm 101 <X <650 nm X > 651 nm

096¢gL? 50,93 nm — 10% 248,2 nm — 90% —
240¢gL? 64,70 nm — 15% 278,9 nm — 85% —
480gL? 32,45 nm — 1,0% 126,6 nm — 18% 677,9 nm —81%
CNF
Tamanho Tamanho Tamanho
Concentracéo (g L)
0,5<x<100 nm 101 < x <650 nm X > 651 nm

0,96¢gL? 83,05 nm — 38% 431,0 nm — 62% —
240¢gL* 48,02 nm — 25% 314,7 nm — 75% —
480¢gL? 23,22 nm - 19% 199,3 nm - 81% —

Fonte: Autoria prépria (2024).

Tabela 2B — Valores de PZ, em mV, para as dispersdes de CNC e CNF a 0,96, 2,40 e 4,80 g L.

PZ (mV)
Nanocelulose (g L) CNC CNF
0,96 -47,9 £ 9,45 -28,9+ 3,45
2,40 -51,0+£7,24 -576+£7,43
4,80 -49,9+4,13 -78,3 £ 6,82

Fonte: Autoria propria (2024).

Tabela 3B — Valores dos tamanhos de particulas, x, obtidos para as solu¢Bes dos sistemas binéarios de NaDC/
NaTDC nas diferentes proporc¢des de surfactantes e dispersdes apds a adicdo de CNC ou CNF em 0,96; 2,40 ou
4,80 g L'*, acompanhados da intensidade de aparecimento em %.

50 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC/Nanocelulose

Sistemas

Tamanho

0,5<x<100 nm

Tamanho
101 < x <650 nm

Tamanho

X > 651 nm

50 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC

1,344 nm - 23%

145,3 nm - 2,0%

843,9 nm — 75%

0,96 g L1 CNC 85,88 nm — 14% 598,4 nm - 86% —
2,40gL1CNC 86,68 nm — 15% 592,1 nm - 85% —
4,80gL*CNC 5,347 nm — 42% 141,9 nm — 58% —
0,96 g L1 CNF 2,799 nm — 6,0% 301,9 nm - 68% —

11,04 nm —4,0%
48,13 nm — 22%




2,40 g L1 CNF

4,569 nm—1,0 %
18,41 nm — 8,0%

171,4 nm - 91%

4,809 L' CNF 9,019 nm - 8,0% 259,0 nm - 51% —
59,17 nm — 41%
50 mM NaDC/ 50 mM NaTDC/Nanocelulose
. Tamanho Tamanho Tamanho
Sistemas
0,5<x<100 nm 101 <X <650 nm X > 651 nm

50 mM NaDC/ 50 mM NaTDC

1,623 nm — 18%

1356 nm — 82%

0,96gL*CNC

4,921 nm—4,0%
10,79 nm — 5,0%
50,85 nm — 22%

246,6 nm - 69%

2,40g L1CNC 8,006 nm — 22% 166,5 nm — 78% —
4,80gLICNC 4,558 nm — 6,0% 209,2 nm - 83% —
7,483 nm - 7,0%
16,08 nm — 4,0%
0,96 g L1 CNF 2,764 nm — 5,0% 230,1 nm — 83% —
17,12 nm - 12%
2,40g Lt CNF 1,434 nm - 6,0% 293,5 nm - 79% —
3,818 nm —3,0%
14,74 nm - 4,0%
23,71 nm - 8,0%
4,809 L*CNF 1,240 nm — 6,0% 304,2 nm — 75% —
3,764 nm — 5,0%
28,37 nm — 14%
100 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC/Nanocelulose
Sistemnas Tamanho Tamanho Tamanho
0,5<x<100 nm 101 <X <650 nm X > 651 nm

100 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC

1,413 nm — 56%
48,73 nm —2,0%

807,8 nm — 42%

0,96 g L' CNC 1,542 nm — 14% 280,5 nm — 29% —
24,73 nm — 3,0% 494,3 nm - 45%
71,61 nm—9,0%

2,40g L1 CNC 0,7094 nm — 2,0% 83,20 nm — 18% —
2,165 nm — 15% 266,5 nm — 35%
10,03 nm — 30%

4,80gL*CNC 0,7181 nm — 3,0% 204,4 nm — 35% —

1,363 nm — 3,0%
4,203 nm —2,0%

363,6 — 42%
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9,818 nm—7,0%
31,15 nm - 8,0%

0,96 g L' CNF 1,383 nm - 17% 306,9 nm — 83% —
2,40 g Lt CNF 1,452 nm - 8,0% 324,7 nm - 92% —
4,809 L' CNF 1,785 nm — 3,0% 262,3 nm - 85% —

50,62 nm — 12%

100 mM NaDC/ 50 mM NaTDC/Nanocelulose
. Tamanho Tamanho Tamanho

Sistemas

0,5<x<100 nm 101 <X <650 nm X > 651 nm

100 mM NaDC/ 50 mM NaTDC

1,642 nm -61%

128,4 nm —5,0%

764,9 nm — 34%

0,96 gL1CNC

1,998 nm - 44%
17,45 nm - 25%

160,0 nm — 31%

2,40gL1CNC

0,647 nm —11,0%
10,65 nm - 47%
26,56 nm — 33%

317,0 nm —9,0%

4,80 g L1 CNC

1,692 nm - 9,0%
3,226 nm — 16%
24,36 nm — 22%
58,04 nm — 28%
77,44 nm - 25%

0,96 g L' CNF

1,703 nm —9,0%
3,143 nm — 4,0%
22,82 nm - 29%

85,94 nm — 28%

195,1 nm - 30%

2,40g L1 CNF

1,744 nm — 15%

114,3 nm - 30%
510,2 nm - 55%

4,80g L CNF

0,7246 nm — 1,0%
1,593 nm - 5,0%
10,14 nm - 36%
18,65 nm — 5,0%

192,8 nm — 53%

Fonte: Autoria propria (2024).
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Figura 1C — Curvas de fluxo das solugdes de surfactantes nas diferentes concentracées de (a) NaDC, (b) NaTDC

e (c) NaDC/NaTDC.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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Figura 2C — Curvas de fluxo das dispersdes de (a) CNC e (b) CNF nas diferentes concentracdes estudadas.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 3C - Curvas de fluxo das amostras de NaDC/nanocelulose acrescidas de CNC ou CNF a (a) 0,96 g.L™?, (b) 2,40 g.L™*
ou(c)4,80g.L %
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(c) 4,80 g L* de Nanocelulose
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Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 4C - Curvas de fluxo das amostras de NaTDC/nanocelulose acrescidas de CNC ou CNF a (a) 0,96 g.L™?, (b) 2,40
g.L ou(c)4,80g.L%
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(c) 4,80 g L* de Nanocelulose
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Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 5C - Curvas de fluxo das amostras de NaDC/NaTDC/nanocelulose acrescidas de CNC ou CNF a (a) 0,96 g.L™, (b)
2,40g.L. ou (c) 4,80 g.L .
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(c) 4,80 g L* de Nanocelulose
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Figura 6C - Ensaio dindmico das dispersdes de 50 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC/nanocelulose (A ) contendo CNC ou CNF
a0,96gL? 240gLtou4,80gL? (e). Os simbolos preenchidos representam o médulo de elasticidade, G, ¢ os
vazados o de viscosidade, G”.

0,96g L™
(@ CNC (b) CNF
108 10°
10° 4 10% 4 . [ ]
[ ) ® 3 . [ ]
4
10° 4 ..o 10° 4 .
3 ° 2 4
10° 3 . 650 10° 4 o2 o
10% 4 ® 1) 1 ° ©
= [ ] N = 10" § Py 60090 o
o 104 00 .5 ° o a L4 °
= 0o < 1074 °
= 104 02 0 ° =
o® b e 002
) 3 o0 O 1024 o Q
102 o O.go 10% ] Oog
O
1074 gro 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNC % ¢ 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNF
f - e ' "
1044 0g4aQ G - G i ¢ -6
101 096gL*CNC 10° 4 0.96g L CNF
e G o G . e G 0 G
106 . . . . . 10 T T T T T
001 01 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
£/ (Hz) f/(Hz)
2409 LT
(c) CNC -
10°
1044 o?
10° + ° [ ) °
3
104 o® 1074 o®
[ ]
10°% 4 .QOOOO 1074 °®
[ X 1 ° o o
102 + o = 10" 4 ° o
— © a L 0r0°
$ 10t e = 100+ . © o
=107 °8° ° N 80% © Q ©
5, 1074 o° 2 O 10" 4 20
V] bl o) Py o
.- 10" 4 a9 O 107 ¢
© 2] 800838882 63
10 o 103 4 6%e [ ]
103 6° 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNF
1 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNC 104 N G G"
10 4 G G" 054 ® 240 gL CNF
10% 4 240gL*CNC e G o G
e G o G" 10° T T T T T
10° T T T T T 0,01 0,1 1 10 100
0,01 0,1 1 10 100
f/(H2)
f/(HD




112

480gL*
(e) CNC (f) CNF
10° 105
10° 4 o 10 4 o’
4 'Y °
10°1 8s 10% 4 P
10° 1 e 40 Q
5 o8 10 o o o
10° o ¢n ]
—~ a1 COe —~ 10'4 0 Q
S 1004 3 Dee S o
;’1001 ogg..co _:’1001 OO
010'{ eeeeeeeeqe ,° O 1004 aie
o ° 0 e o
(_')1021 o00Y0000 5 ° 010-21 99 .
103 4 10° o) O 2
1 o
10 4 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNC . 0© ° M 50 mM NaDC/9,2 mM NaTDC/CNF
S G' G" 10" 4 ) G G"
10™ . ° .
10 4,80gL*CNC 105 4 4,80 g L CNF
1 e G o G" e G o G"
107 T T T T T 10°® T T T T T
0,01 0,1 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
f/ (Hz) f/ (Hz)

Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 7C - Ensaio dindmico das dispersdes de 100 mM NaDC/ 9,2 mM NaTDC/nanocelulose (V) contendo CNC ou
CNFa0,96gL"240gL"ou4,80gL™(e). Os simbolos preenchidos representam o mddulo de elasticidade, G, e os
vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 8C - Ensaio dinamico das dispersdes de 100 mM NaDC/ 50 mM NaTDC/nanocelulose (¢) contendo CNC ou CNF
a0,96gL*? 240gL"ou4,80gL™ (e). Os simbolos preenchidos representam o médulo de elasticidade, G, e os
vazados o de viscosidade, G”.
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Fonte: Autoria prépria (2024).




