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Resumo

Em trabalhos anteriores membranas de celulose regenerada produzidas a partir
da celulose extraida do bagaco de cana de agucar foram preparadas a partir de uma
adaptacdo do método cupramodnio. Embora tenha sido possivel produzir as membranas
estas apresentaram elevado teor de fons Cu (II) fato que inviabilizou sua aplicacdo na
area médica. A preparacdo de membranas de celulose regenerada foi reexaminada e
alteracdes na metodologia como a remog¢ao de uma etapa intermedidria (banho alcalino)
e 0 aumento no tempo no banho 4cido de regeneracdo foram propostas como forma de
diminuir o teor de ions Cu(Il). Duas membranas foram produzidas: MBAG (usando
celulose extraida do bagago de cana-de-agicar) e MROD (usando uma polpa celulésica
da Rodhia produzida a partir da madeira de Pinnus). Com as altera¢cdes na metodologia,
a porcentagem de cobre (II) na membrana de celulose regenerada do bagaco (0,0236%)
apresentou uma diminui¢do de cerca de 15 vezes em relagdo as membranas produzidas
em trabalhos anteriores (0,3634%). Os dados de viabilidade celular, obtidos a partir da
técnica de incorporagdo de corantes vitais mostraram que as membranas MBAG e
MROD nao apresentam toxicidade as culturas celulares estudadas. Estes resultados
mostram uma evolu¢do na producdo de membranas de celulose regenerada a partir do
bagaco de cana de agticar devido principalmente a diminui¢do no teor de ions Cu(II)
mostrando possibilidades de aplicacdo destes sistemas com a melhora do processamento

das membranas.
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Abstract

In previous work regenerated cellulose membranes produced from the cellulose
extracted from sugar cane bagasse were prepared from an adaptation of the
Cuprammonium method. Although it has been possible to produce the membranes, it
showed high levels of Cu (II) ions, fact that can impossible their application in medical
field. In this work, the preparation of these membranes was realized through changes in
the methodology as the removal of an intermediate stage (alkaline bath) and the increase
in time in the acid bath for cellulose regeneration. Two membranes were produced:
MBAG (using cellulose extracted from sugar cane bagasse) and MROD (using cellulose
from Pinnus pulp supplied by Rhodia). With the changes in methodology, the copper
(IT) percentage on the membrane of MBAG (0.0236%) showed a decrease of about 15
times for the membranes produced in previous works (0.3634%). The cell viability data
obtained by the technique of incorporation of vital dyes showed that the membranes
MBAG and MROD have no toxicity to cell cultures studied. These results indicate a
positive way in order to reuse the sugar cane bagasse cellulose for production of devices

used in medicine as membranes for hemodialysis therapy.
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I. Introducao



Membranas de celulose regenerada sdo utilizadas comercialmente em varios
processos de separacdo devido as marcantes propriedades mecénica, térmica e elevada
hidrofilicidade, além disto, estas membranas podem ser amplamente utilizadas em
processos bioldgicos uma vez que sdo biocompativeis. Um exemplo de processo
bioldgico de elevada importancia é a hemodidlise. O aspecto que torna as membranas de
celulose regenerada ainda atrativas no emprego como rim artificial é seu baixo custo em
comparacdo a membranas sintéticas como poliacrilamida e polisulfonas e semi-
sintéticas como o hemophan (celulose modificada por substitui¢do de parte dos grupos
hidroxilas por grupos dietilamonoetil) [1, 2]. Em geral, o algodao é a fonte celulésica
mais empregada para a produgdo destas membranas devido a sua elevada pureza cerca
de 94,0% e elevada massa molar [3]. Polpas celuldsicas produzidas com elevada
porcentagem de o-celulose sdo adequadas a produgdo destas membranas, fato que
permite a utilizacdo de fontes lignoceluldsicas alternativas como bagaco de cana-de-
acucar para obtencdo de celulose e seu uso na preparacdo de materiais com aplicacdao

industrial como membranas de separagdo e em processos como a hemodiélise.

Em trabalhos anteriores realizados pelo Grupo de Reciclagem de Polimeros
IQUFU, membranas de celulose regenerada foram produzidas com sucesso a partir da
celulose extraida do bagaco de cana-de-acticar. As membranas foram preparadas a partir
da dissolucao da celulose em dois solventes tipicos: o hidréxido de tetramincobre (II)
[4, 5] e hidr6xido de bis(etilenodiamino)cobre(Il) [5]. As membranas apresentaram boa
trabalhabilidade no que se refere a manipulacio e propriedade mecanica. Entretanto, foi
observada a retencdo de um elevado teor de ions cobre (II) na estrutura das membranas,
6,18% [4]. Em trabalho posterior observou-se uma reducdo do teor de ions cobre (II):
0,4468 e 0,3634% para as membranas produzidas a partir da dissolu¢do em hidréxido de

tetramincobre(Il) e hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre (II) respectivamente [5].

Dois fatores estdo relacionados a elevada retencdo de fons cobre (II) observada

nos trabalhos anteriores:

1) A presenca de residuos dos processos de purificacdo (fragmentos de lignina,
por exemplo) que podem estar adsorvidos sob a estrutura da celulose
purificada uma vez que as amostras usadas como padrdo (papel de filtro

Whatman 4 e fibras de algoddo) apresentam sempre um teor de cobre (II)



inferior. Este fato foi ainda confirmado quando o processo de purificagdo da
celulose do bagaco de cana-de-agucar foi modificado para reduzir a
quantidade de lignina, observando com este procedimento uma diminui¢do

no teor de Cu(Il) com o aumento no tempo de purificagdo [5];

ii) Devido ao processamento, uma vez que mesmo as membranas preparadas a
partir das fontes mais puras de celulose apresentam teores de cobre elevados
frente ao valor observado para as membranas comerciais (2mg Cu(Il)/m?
cerca de 0,010%) [6]. Embora tenha sido observado uma diminuicdo nos
teores de ifons Cu(Il) nas membranas produzidas anteriormente, os valores
foram ainda muito altos mesmo para a realizacio de ensaios de

citotoxicidade e biocompatibilidade.

Neste trabalho a producdo de membranas de celulose regenerada a partir da
celulose extraida do bagaco de cana-de-aciicar foi retomada visando melhorar o
processo de producdo das membranas principalmente em relacio a diminuicdo da
porcentagem de ions cobre (II) e a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, primeiro
passo para a avaliacdo biologica do material. As membranas produzidas foram
caracterizadas através das técnicas espectroscopia na regido do infravermelho, andlise

termogravimétrica e microscopia eletronica de varredura.



I1. Revisao bibliografica



I1.1. Materiais lignocelulosicos — principais fontes, importancia e composigdo.

Na obtencgdo de celulose para a producao de derivados celulésicos sdo utilizados
freqlientemente o algoddo e a madeira como fonte de material lignoceluldsico devido a
necessidade de se trabalhar com polpas celuldsicas de elevada pureza cerca de 85,0% de
a-celulose [7]. Entretanto, em principio qualquer material lignocelulésico pode ser
empregado para o mesmo fim, bastando neste caso encontrar formas vidveis de se
extrair a celulose para a obtencdo de polpas adequadas. Na tabela 1, sdo apresentados
alguns materiais lignoceluldsicos e o conteudo aproximado de celulose encontrado em
cada um deles.

Tabela 1. Algumas fontes para obtencao de celulose [3].

Fonte (%) celulose
Algodao 94
Céanhamo 77

Linho 75
Sumatma 75

Sisal 75

Rami 73

Juta 63
Madeira 50
Bambu 40 - 50

Palha 40 - 50

Os dados apresentados na tabela 1 mostram a existéncia de um ndmero
expressivo de fontes celuldsicas que apresentam elevado conteido de celulose e que
podem ser empregadas para a producdo de polpa celuldsica. A producdo mundial de
polpa celuldsica da madeira em 2003 foi estimada em 170.358.000 toneladas enquanto a
producdo de polpas celuldsicas produzidas a partir de fontes alternativas atingiu cerca
de 1.869.500 tons. Mesmo com esta diferenca, os nimeros indicam um amplo
crescimento no aproveitamento de outras fontes celuldsicas [8].

Outras fontes alternativas de celulose sdo os residuos agroindustriais

lignoceluldsicos. Residuos lignocelulésicos tais como bagaco de cana-de-agucar, palha
5



de arroz, casca de aveia, residuos de frutas e residuos florestais representam fontes
abundantes e ndo dispendiosas de carboidratos (celulose e hemicelulose) com potencial
aplicacdo na producdo de polpa celulésica ou conversao quimica ou microbiana em
produtos de interesse comercial como os biocombustiveis. A composi¢cdo percentual de

alguns residuos agroindustriais esta resumida na tabela 2.

Tabela 2. Composicao percentual de residuos agroindustriais [9].

Fonte Celulose | Hemicelulose | Lignina

(%) (%) (%)
Farelo de Cevada 25 33 24
Sabugo de milho 31 34 20
Folhas do milho 38 34 13
Bagaco de cana-de-aciicar 40 26 25
Palha de arroz 43 22 17
Palha de trigo 34 32 20
Palha de sorgo 34 44 20

O bagaco de cana-de-agicar € um dos residuos agroindustriais mais estudados
do ponto de vista de sua aplicacdo na producdo de polpas celuldsicas assim como a
producdo de biocombustiveis a partir da celulose. Um dos aspectos que contribuem para
este fato é a elevada geracdo destes residuos pelas industrias de agucar e dlcool e o
elevado conteddo de celulose neste material. O Brasil é o maior produtor de cana-de-
acticar do mundo, seguido pela India e Australia. Em média, 55% da cana-de-agticar
brasileira é utilizada na produgao de dlcool e 45% para a producao de acgucar. No Brasil,
a producdo de cana-de-acticar no ano de 2007 foi de 514,1 milhdes de toneladas e a
producdo de 2008 foi de 561,8 milhdes de toneladas, uma safra 9,3% superior a obtida
em 2007 [10]. Para cada tonelada de cana-de-acticar empregada na producao de agtcar e
alcool sao produzidos como residuo cerca de 280 kg de bagaco de cana-de-agucar.
Embora as préprias usinas utilizem de 60% a 90% deste residuo como fonte energética
(substitui o 6leo combustivel no processo de aquecimento das caldeiras) e para a
geracdo de energia elétrica, ainda existe um excedente que pode ser utilizado. Merece
destaque seu emprego como matéria-prima na inddstria de papel e papeldo, na

fabricacdo de aglomerados, na construcao civil, como racdo animal entre outros.
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Os materiais lignoceluldésicos sao fontes renovdveis para possiveis rotas de
quimica verde, neste sentido os 3 principais componentes podem ser aproveitados para a
producdo de substincias de importancia comercial considerando o conceito de
valorizacdo da biomassa. Neste caso, celulose, hemicelulose e lignina podem sofrer
processos quimicos que levem a produgcdo de biomateriais, biocombustiveis e
substancias intermedidrias na producdo de polimeros, solventes entre outras substancias.
A figura 1 apresenta de forma resumida os caminhos para o aproveitamento destes

componentes majoritarios da biomassa.

Celulose/hemicelulose Lignina
A B ™ .
C Oxidagdo/microondas
. N - Hidrdlise,
Modificacdo quimica Fermentacio

Pirdlise \ Compostos arométicos

Moléculas importantes

glicerol,
Etanol, . acido succinico
gas combustivel.
Microondas ke
) . ~— Intermediarios
Derlyadns da celulose"e da sintese,
her{’lu:.ellulnse. producio de catalise.
materiais porosos .
i : Palimeros,
compdsitos, membranas de
separacdo entre outros Solventes,
Quimica fina.
Biomateriais Biocombustivels Bioguimicos

Figura 1. Representacdo esquemadtica do aproveitamento dos principais componentes da

biomassa.

Neste trabalho a celulose obtida do bagaco de cana-de-acucar foi convertida em
membranas de celulose regenerada, seguindo a linha A de aproveitamento da biomassa,

apresentada na figura 1 para a preparacdo de biomateriais.



11.2. Propriedades quimicas e estruturais dos principais componentes da biomassa.

11.2.1. Celulose

Anselme Payen sugeriu em 1838 que a parede celular de qualquer planta é
constituida a partir da mesma substancia. Apenas no século XX que a estrutura desta
substancia chamada celulose foi elucidada, a partir dos trabalhos pioneiros de Hermann
e Staudinger. Através de reacdes de acetilacdo e desacetilagcdo, Staudinger reconheceu
que a estrutura da celulose ndo era formada por agregados de unidades de glicose, e sim
por longas cadeias formadas pela ligagdo covalente entre as unidades de glicose. Este
fato, associado a pesquisa realizada com outras moléculas ligadas em cadeia marca a
descoberta do estado polimérico das moléculas e de reacdes correspondentes a estas
macromoléculas que sdo Unicas e representam a origem da ciéncia de polimeros [11,

12].

A celulose ¢ um homopolimero linear formado por unidades de glicose ligada
entre si através da posicdo 1 de uma das unidades e da posi¢do 4 da outra unidade
formando ligacdes B(1—4). O dimero, celobiose apresentado na figura 2, é a unidade
repetitiva da celulose. E importante salientar, no entanto que o grau de polimerizacio,
que fornece o tamanho da cadeia polimérica, é calculado em relagdo ao nimero de

unidades de glicose presentes no polimero [12].
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Terminag:é'o nao redutora Celobiose: unidade repetitiva da celulose Terminagﬁo redutora

Figura 2- Estrutura molecular da celulose.

A glicose € um agucar redutor, pois a posicdo 1 do anel glicosidico referente ao
carbono anomérico, estd em equilibrio com a estrutura aberta cuja funcdo quimica é um

aldeido. Considerando que a celulose ¢ formada a partir da ligacdo entre as unidades de
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glicose na posicao 1 e 4, as cadeias do polimero apresentam diferencas quanto a
reatividade quimica nas extremidades pois em um dos finais a unidade de glicose terd
um grupo C4-OH livre, uma extremidade ndo redutora, e na outra extremidade existira
um grupo C1-OH livre, uma extremidade redutora. Do ponto de vista quimico a
celulose pode ainda apresentar outros grupos funcionais dependendo da forma com que
foi isolada, no processo de polpacdo e branqueamento da madeira, neste caso a celulose

pode apresentar grupos carboxilicos e carbonilicos como resultado das reagdes [11, 12].

Devido a presenca de um elevado niimero de grupos hidroxila, a celulose € um
polimero altamente hidrofilico, sem, contudo ser solivel em dgua. A insolubilidade da
celulose em dgua e solventes comuns esta relacionado a organizagdo das estruturas em
relacdo as ligagdes de hidrogénio realizadas pelas hidroxilas presentes nas unidades de
glicose. Devido a este intrincado sistema de ligagdes de hidrogénio intra e

intermoleculares a celulose apresenta uma estrutura fibrosa e semicristalina.

Considerando as ligacOes de hidrogénio intra e inter cadeias na celulose, o
material apresenta ordenamento e consequentemente cristalinidade. A estrutura
cristalina da celulose é complexa apresentando 4 diferentes formas polimérficas
dependendo do tipo de tratamento que a celulose sofra. Estas estruturas sdo conhecidas
como celulose I, II, III e IV. A celulose I é a estrutura encontrada na celulose nativa
sendo ainda formada por 2 alomorfos I, e Ig. A celulose II € obtida por tratamento
quimico da celulose I em dois caminhos: i) no processo de dissolu¢ao da celulose e re-
precipitacdo ou regeneragdo das fibras ou dos filmes, € i1) no processo de mercerizagao
da celulose, processo no qual as fibras celuldsicas sdo inchadas em meio alcalino
visando aumentar a acessibilidade da fibra a agentes quimicos em processos de
modificacdo quimica, um exemplo, de processo desta natureza ocorre durante a
producdo da metilcelulose [13, 14]. Entre as duas estruturas citadas a celulose II € a
mais estdvel termodinamicamente e, portanto sua conversdo € favordvel e o produto
estavel (fibras, filmes de celulose regenerada ou polimeros modificados como a
metilcelulose). A celulose III é obtida a partir do tratamento da celulose I e II com

amonia liquida e a celulose IV € obtida pelo tratamento térmico da celulose Il [11, 12].

Considerando o objetivo deste trabalho, preparagdo e caracterizacdo de

membranas de celulose regenerada, a conversdo de celulose 1 para celulose 1I € o



processo de maior relevincia uma vez que a dissolucdo e subseqiiente
precipitacdo/regeneracio da celulose leva a formagdo de fibras bem orientadas e/ou de
filmes de celulose regenerada dependendo do processamento. Esta conversdo serd

eficiente se o processo de dissolucdo da celulose for efetivo.

A figura 3 apresenta a distin¢cdo da celulose I e II a partir da projecdo da cela
unitdria dos cristais ao longo do plano a — b(a) e a partir do sistema de ligacdes de

hidrogénio predominante em cada estrutura.

Celulose I celulose 11 (a)
/ / /
01 dr o) Q
50 5 0 3.6 O 0
O 0 o O""D
0 03 3 03
6 04 £ OB o P8 0 F,-O o s
0 ds o G5 0 ds .9 05
o (0]
[5}
@] ) (0] o
\ \ \

(b)
Figura 3. Estrutura dos cristais de celulose I e celulose II — (a) Projecdo da cela unitéria

ao longo do plano a — b, (b) distin¢do entre celulose I e II a partir do padrao de ligacdes

de hidrogénio [11, 12].

Ambas as estruturas observadas na figura 3b apresentam ligacdes de hidrogénio
intra-cadeias dominantes na posicdo O3-H...OS5. Estas ligacdes de hidrogénio ddo a

celulose a rigidez e linearidade da cadeia. A grande diferenca entre a celulose I e II
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surge em relacdo as ligacdes de hidrogénio inter-cadeias. Na figura 3b observa-se que a
celulose I apresenta predominantemente as ligacdes de hidrogénio em relagdo a posi¢cao
06-H....03 e na celulose II o conjunto dominante se refere a posicao O6-H....O2. Este
fato tem influencia direta na estrutura do reticulo cristalino como pode ser observado na

figura 3a, com a existéncia de duas formas polimérficas mais comuns para a celulose.

11.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolissacarideo encontrado nas paredes celulares das
plantas. Enquanto a celulose, como substancia quimica, tem como unidade fundamental
exclusivamente a B-D-glucose, nas hemiceluloses os aglicares que estdo presentes com
maior freqiiéncia sdo a B-D-glucose, B-D-xilose, B-D-manose, a-D-arabinose e a a-D-

galactose, conforme as estruturas apresentadas na figura 4.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS
H OH COOH
H J/J'_—FO:DH H _+—OoH H OoH
A H o' H oH' H
HO H HO H HO H
H OH H SH H OH
p-D-xilose p-D-glucose acidop-D-glucurdnico
H OH COOH
OH CoH o H _+4——0H
HH  H p H OH Vil : 0I—'|-| H
H H Hoo i H3CO OH
H OH H H H OH
a-D-arabinopirancse p-D-manose dcidow-D-4-O-metilglucurénico
OH
o OH . on COOHOH
HO H
oH H H QI—F H HC”-F H i
! H
HO™ H  OH e L LA
a-L-arabinosefuranose o-D-galactose acido-a-D-galacturonico

Figura 4. Actcares presentes nas hemiceluloses [15].

Enquanto a celulose apresenta elevada cristalinidade, resisténcia mecanica e
resisténcia a hidrélise dcida ou alcalina, as hemicelulose apresentam estrutura aleatdria,
amorfa, pequena resisténcia mecanica e sdo facilmente hidrolisadas com 4cidos ou bases

diluidas. As diferencas observadas entre a celulose e as hemiceluloses estdo associadas
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a estrutura quimica. As hemiceluloses sdo formadas a partir de vérios agucares
apresentando diversas ramificagdes que se ligam as microfibrilas de celulose. A baixa
cristalinidade pode estar relacionada a estrutura ramificada e aleatéria das
hemiceluloses. Em comparacdo a celulose as hemiceluloses apresentam cadeias

poliméricas menores e, portanto, menor massa molar.

Esses acucares possuem 5 ou 6 &4tomos de carbono, sendo, portanto
denominados pentoses e hexoses, respectivamente. Os polimeros formados por estas
unidades sdo denominados pentosanas e hexosanas, respectivamente. Essas cadeias
podem ainda conter em pequenas quantidades dcidos derivados de monossacarideos
como o 4cido B-D glucorénico, B-D-galactourdnico e dcido a-D-4-O-metilglucouroénico
[15]. Isoladas da madeira, essas macromoléculas apresentam-se como misturas
complexas de polissacarideos, dessa forma, o termo hemiceluloses ndo se refere a um

composto quimico, mas sim a um conjunto de polimeros [15].

11.2.3. Lignina

Entre os trés componentes principais da biomassa a celulose e a lignina sdo as
fontes naturais renovdveis mais abundantes. A lignina € uma macromolécula
polifendlica presente na parede celular das plantas conferindo rigidez. Sua funcdo é
“cimentar” as fibras celuldsicas agindo como uma barreira 4 degradagcdo enzimética da
parede celular. Bioquimicamente a lignina € produzida a partir da polimerizacao
enzimatica de 3 mondmeros: o alcool coniferilico, o dlcool sinapilico e o élcool p-
cumarilico, que levam as unidades guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxipropano (p-H)
conforme destacado na figura 5a. A macromolécula de lignina tem estrutura
tridimensional ramificada e suas unidades de repeti¢cdo ndo sao regulares ou ordenadas,
a complexidade estrutural pode ser observada na figura 5 b, uma representacdo

esquematica da estrutura da lignina proposta por Adler [16].
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Figura 5. Representacdo esquemadtica das (a) unidades estruturais da lignina ,

(b) estrutura da lignina proposta por Adler [16].

Os detalhes sub-estruturais das ligninas diferem de uma fonte para outra, sendo
que as madeiras duras ou angiospermas, como as do género Eucalyptus, sdo geralmente
formadas por unidades guaiacil e siringilpropandides, enquanto que em madeiras moles
ou gimnospermas, como as do género Pinus, t€ém suas ligninas formadas principalmente
por unidades guaiacilpropandides [15].

O tipo de lignina predominante em determinado residuo agroindustrial pode ser

classificado de acordo com a abundancia relativa entre as unidade G, S e H de acordo
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com Tejado et al. [16]. O bagaco de cana-de-agticar apresenta estrutura tipica de lignina
HGS de gramineas, ou seja, elevado conteido de unidades p-H (p-hidroxipropandides)
[17].

Devido as alteracdes que as ligninas sofrem durante seu processo de isolamento,
sua estrutura quimica ndo € totalmente conhecida.

Para a produgdo de polpa e papel, a lignina é removida por meio de processos
mecanicos e quimicos. Os processos quimicos se baseiam na solubilizacdo da lignina
por meio da hidrélise de suas ligagdes éter e da adi¢do de grupos hidrofilicos como os
grupos sulfito que se ligam aos anéis aromadticos. Geralmente, quando a lignina €
submetida a ataque 4acido em meio a solventes organicos, tém-se como produtos
soliveis as ligninas denominadas organossoliveis. Outra classe se refere aos produtos
das reagdes da lignina com reagentes inorganicos sendo os produtos as tioligninas,
ligninas alcalinas e lignossulfatos. Os licores escuros produzidos podem servir de fonte
para outros produtos quimicos como, por exemplo, os lignosulfonatos usados como

aditivos na industria de construcao civil.

14



11.3. Dissolucdo da celulose e producdo de membranas de celulose regenerada.

Embora a celulose ndo seja solivel em solventes organicos comuns, existem
varios métodos alternativos usados para dissolvé-la para a subseqiiente producdo de
fibras ou membranas por regeneracdo da celulose em um banho 4cido. A tecnologia
mais antiga para producdo de celulose regenerada € o processo Viscose que foi
desenvolvido a cerca de 100 anos atras [1, 18]. Este método consiste no tratamento da
celulose com hidréxido de sédio para producdo do dlcali — celulose e subseqiiente
reacdo com dissulfeto de carbono (CS,) cujo produto € uma solu¢do de xantato de
celulose. As fibras de celulose regenerada sdo produzidas por extrusdo continua da
solucdo em um banho 4cido. O que torna este processo um sucesso até os dias de hoje é
o baixo custo e boas propriedades mecanicas das fibras produzidas, utilizadas
principalmente na inddstria té€xtil. Entretanto, um dos aspectos negativos associados a
este processo industrial sdo os subprodutos gerados (CS,, H,S e metais pesados) que sdao
ambientalmente indesejaveis. Um método alternativo para a producdo de fibras
celulésicas (Cupro silk) e membranas de celulose regenerada (Cuprofane) é o método
Cuproamoénio. Neste processo a celulose em meio alcalino € dissolvida por meio da
reacdo das hidroxilas das unidades de glicose com o complexo tetramincobre(II). Este
método € utilizado para produgdo do Cuprofane, uma membrana com boa resisténcia

mecanica e biocompatibilidade usada no processo de hemodiélise [6].

Virios sistemas solventes para a celulose vém sendo desenvolvidos e testados
com o intuito de minimizar os efeitos ambientais em relacdo aos métodos mais antigos
discutidos acima, uma destas tentativas € o desenvolvimento do sistema Liocel, cujo
solvente € o N-6xido de N-metilmorfolina. Este método tem como vantagem a geracao
de menor quantidade de subprodutos indesejaveis, entretanto a fibra produzida ainda
tem problemas em comparacdo as produzidas por métodos tradicionais, como a
tendéncia a fibrilar no estado molhado. Recentemente outros sistemas solventes vém
sendo propostos alguns ambientalmente mais amigdveis como os sistemas NaOH/uréia

e NaOH/tiouréia [18] e os liquidos i6nicos como o 1-butil-3-metil imidazdlio [19].
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Os dois primeiros vem sendo usados na produ¢do de membranas de celulose
regenerada, entretanto o principal problema ainda a ser resolvido sdo as caracteristicas
finais dos filmes produzidos, uma vez que a dissolu¢do da celulose nestes solventes
ainda € limitada a fontes de baixa massa molar fato que pode levar a uma ma formacgao

do filme ou membrana.

Os liquidos i06nicos s@o um campo promissor em desenvolvimento sendo

utilizados com sucesso em processos de dissolu¢do da celulose para sintese posterior

[19].

O sistema mais antigo utilizado com sucesso, chamado Cuoxam foi reportado
por Schweizer como um poderoso solvente capaz de solubilizar a celulose. O
mecanismo de dissolucdo proposto para o sistema celulose solvente hidréxido de
tetramincobre(II) estd baseado na realizacdo de ligacdes coordenadas entre os fons cobre
e os grupos hidroxilas desprotonados nas posi¢des C2 e C3 das unidades de glicose,

conforme o apresentado esquematicamente na figura 6 [20].

m Cu(NH3},(OH);
-2 mHs0, = m{n—2) NH;

Figura 6. Parte do sistema de ligacdes de hidrogénio na celulose nativa e sua mudanga

apos a coordenacdo com ions cobre (II) presentes no cuoxam [20].
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A hidroxila na posicdo C3 participa de forma ativa das ligacdes de hidrogénio
intercadeias como pode ser observado na figura 3b. O fato do cobre se ligar a esta

hidroxila afasta as cadeias celuldsicas e promove a dissolucdo do polimero.

Embora este solvente seja extremamente eficiente neste trabalho se optou pelo
solvente comercial Cuen (hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre (I1)) utilizado de forma
eficiente na dissoluc@o da celulose para medidas de viscosidade de polpas. O processo
de dissolu¢do também envolve a desprotonacdo das hidroxilas nas posi¢des C2 e C3
entretanto, ndo ocorre ligacdo coordenada com o cobre e a solvatacdo ocorre
provavelmente devido a interacdes coulombicas entre as cargas negativas dos anéis
glicosidicos e a separagdo entre cadeias promovida pela interagdo com os ions positivos
cobre (II) [20]. Este fato pode diminuir a reten¢do de cobre na membrana uma vez que
estes fons ndo sao ligados por coordenacdo e possivelmente podem ser removidos com
maior facilidade. Este aspecto é importante na producdo de membranas para aplicacao

na drea médica, objetivo deste trabalho.

11.4. Didlise e hemodidlise

Diélise € um processo de separagdo que emprega uma membrana semipermeavel
para separar espécies por difus@o devido as suas diferencas de mobilidade através da
membrana. A forca motriz do processo € a diferenca de concentracao entre as solucdes
colocadas em ambos os lados da membrana. Estas membranas geralmente apresentam
poros pequenos de forma que apenas solutos de baixa massa molar e fons passardo
através da membrana retendo do outro lado macromoléculas. A figura 7 apresenta de
forma resumida o processo de didlise: em um dos lados da membrana é colocada a
solug@o que se deseja purificar ou remover solutos de baixa massa molar, do outro lado
¢ adicionado um solvente ou uma solucao de didlise. O transporte de solutos através da
membrana ocorre por difusdo devido a uma diferenga de concentracao do soluto entre as
duas interfaces da membrana, sendo a difusdo controlada pela mobilidade do soluto e o
tamanho dos poros do lado do soluto e do solvente. O desempenho do processo é
diminuido se o solvente ou solugdo de didlise atravessar a membrana em sentido oposto

diluindo assim a solucdo que estd sendo purificada.
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Figura 7. Representacdo esquemaética do processo de didlise.

A didlise é uma técnica empregada na industria no processo de recuperagdo de
substancias de importancia comercial. No entanto, pode-se dizer com certeza que a mais
importante aplicagdo da didlise € o tratamento de paciente com falha renal. Neste
tratamento emprega-se uma membrana de separagdo como filtro para remover toxinas,

ions e dgua que se acumulam nestes pacientes.

Esta técnica é chamada hemodiélise e € empregada para separar solutos de baixa

massa molar como a uréia e a creatina do sangue de pacientes com uremia cronica.

A figura 8 apresenta um esquema da técnica de hemodiélise, onde o sangue do
paciente conectado a maquina de didlise por uma artéria e uma veio do brago passa
através de um filtro onde estdo colocadas as membranas de separagdo. Durante a
passagem do sangue, solutos de baixa massa molar passam através da membrana em
direcdo a solucdo de didlise que é adicionada em fluxo contrdrio ao sangue levando

consigo as toxinas removidas durante o tratamento.
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Figura 8. Representacdo esquematica do processo de hemodidlise.

Existe uma série de membranas de hemodidlise manufaturadas a partir da
celulose ou de polimeros sintéticos. Mesmo com o avanco em relacdo a preparagcdo
destes materiais, ainda clinicamente as membranas de celulose regenerada sdo as
empregadas com maior freqiiéncia. Os fatores que influem nesta decisdao s@o o custo
relativamente baixo destas membranas de celulose regenerada em relagdo as membranas
sintéticas como as produzidas a partir do copolimero de poliacrilonitrila, hemophan e as
polissufonas, a elevada permeacdo de dgua e a extensiva experi€ncia no tratamento de
pacientes usando estas membranas [6]. A desvantagem em rela¢do a estas membranas é

a baixa biocompatibilidade observada.

Mesmo com este fator, membranas de celulose regenerada vém ainda hoje sendo
muito empregadas na terapia de hemodidlise devido ao seu bom coeficiente
custo/desempenho. O Cuprofane manufaturado pela AKZO Nobel (Wuppertal,
Germany) € uma membrana de celulose regenerada produzida a partir da dissolugcdo da
celulose em hidréxido de tetraamim cobre II e re-precipitacdo/regeneracdo da celulose
em uma solu¢do dcida diluida. O processamento permite a producdo de um material
com boa resisténcia mecanica e elevada permeabilidade com d&4gua, qualidades
essenciais ao processo de hemodidlise. Entretanto, a presenca de ions cobre (II) na
estrutura precisa ser bem controlada, pois a acumulacdo deste pode levar a

desequilibrios sérios no organismo.
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Para evitar efeitos adversos recomenda-se que o teor de cobre presente na
solucdo de didlise seja inferior a 1,6uM. As membranas comerciais de Cuprofane tem
um teor de cobre de aproximadamente 2 mg/m2 [6], sendo a drea empregada em geral de
1m?. Estes valores indicam que as membranas comerciais dever ter uma porcentagem de

cobre inferior a 0,015%.

I1.5. Ensaios de citotoxicidade

Por aproximadamente dez anos o Comité Técnico 194 da International
Organization for Standardization (ISO) e vdrios outros grupos desenvolveram um
documento conhecido como ISO 10993, o qual € composto por uma série de normas e
padrdes que organizam a avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos, esta € dividida
em até 16 partes, observando-se sua interacdo, desde a fabricagdo, esterilizagdo,
caracterizacdo e sua resposta bioldgica local sistémica [21].

Uma das primeiras consideracdes sobre a avaliagdo dos dispositivos médicos € a
caracterizacdo dos mesmos, quanto as propriedades fisico-quimicas, toxicoldgicas,
elétricas, morfoldgicas e mecanicas. Dessa forma a caracterizacdo dos biomateriais é
claramente identificada como o primeiro passo da sua avaliacdo. Neste processo sdao
avaliados o tipo de material, presenca de residuos, aditivos e contaminantes, substancias
nocivas, produtos de degradacao e caracteristica final do produto.

Virias técnicas sdo utilizadas na caracterizagdo dos materiais, os quais podem
ser avaliados diretamente sobre as amostras ou através de extratos preparados sob
condi¢des especiais. A andlise por espectroscopia no infravermelho, andlise térmica
diferencial, calorimetria exploratéria diferencial e microscopia eletronica de varredura
sao alguns testes usados para a caracterizacao dos materiais.

Apoés a realizacdo o teste de citoxicidade in vitro (ISO10993-5) deve ser
realizado para a observagdo dos efeitos biolégicos adversos agudos provenientes dos
materiais. Normalmente para este teste sdo usadas células cultivadas sob condicdes
padrées e submetidas a acdo do material. Os testes podem ser realizados com extrato
dos materiais, que sdo colocados na cultura de células. Uma alternativa para este
método € o cultivo em um meio nutritivo semi-sélido, como dgar, onde o material é

colocado em intimo contato com as células.
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O teste de citoxicidade € um método rapido, padronizado, sensivel e com baixo
custo para determinar a existéncia de extratos biologicamente nocivos.

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacio ao uso de animais de
laboratério, ha necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam
detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, principalmente aqueles
de aplicagcdo clinica, como os biomateriais. Varios métodos in vitro para avaliar a
toxicidade de biomateriais foram padronizados utilizando-se culturas celulares. Esses
testes de citoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares
por diferentes mecanismos, entre os quais a incorporagdo de corantes ou a inibicdo da
formacdo de coldnias celulares.

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade € a viabilidade celular, que
pode ser evidenciada com o auxilio de corantes vitais como o vermelho neutro, solivel
em agua e que passa através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos,
fixando-se por ligagcdes eletrostaticas hidrofébicas em sitios anidnicos na matriz
lisossomal. Muitas substincias danificam as membranas, resultando no decréscimo de
captura e ligacdo do vermelho neutro. Portanto é possivel distinguir entre células vivas e
danificadas ou mortas, pela medida de intensidade de cor da cultura celular.

O teste de efeitos locais apds implantacao (ISO 10993-6) € realizado com a
implantacdo do material no organismo do animal de laboratério e avaliam-se,
posteriormente, os efeitos no tecido vivo adjacente. Observa-se o efeito celular local que
ocorre em resposta a presenca do material que pode ser quase inerte, com pouquissima
mobilizacdo celular, até uma resposta celular aguda severa com necrose prolongada por
semanas. A norma ISO 10993-6 menciona o uso de ratos, camundongos, porquinhos da
india e coelhos devidos ao tamanho reduzido e ao facil manuseio. Normalmente utiliza-
se o leito subcutineo como sitio cirdrgico, mas também podem ser utilizados tecidos
especificos como 0sso, musculo, tecido nervoso, etc.

Ap6s intervalo de tempo varidvel de dias a meses, o material e o tecido adjacente
¢ biopsiado e uma avaliagdo histologica € realizada para a observacdo da resposta
tecidual frente ao material com presenca de macréfagos, linfocitos, neutréfilos,

lasmdcitos, cdpsulas fibrosa, vasos sanguineos e lise celular, entre outros.
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Considerando os aspectos discutidos, neste trabalho membranas de celulose
regenerada foram produzidas a partir da celulose extraida do bagaco de cana-de-agucar
usando uma modificagdo da metodologia empregada em trabalhos anteriores, onde o
banho bdsico foi removido e o tempo em banho dcido aumentado. Neste trabalho foi
usada uma solucdo comercial de hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre(Il), Cu(en),, e a
dissoluc¢do realizada em atmosfera inerte de N,. Para efeito de comparac¢do em relacdo
ao processamento, membranas de celulose regenerada foram produzidas usando a polpa
celulésica da Rodhia (originada da madeira Pinus) como padrdo. As membranas foram
caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho, andlise
termogravimétrica, espectroscopia de absorcdo atdmica, microscopia eletronica de

varredura e ensaios de citotoxicidade.
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II1. Parte Experimental



II1.1. Obtencgdo da celulose a partir do bagaco de cana-de-aciicar.

O bagaco de cana-de-acucar proveniente da usina Caeté localizada no municipio
de Delta MG, foi inicialmente lavado e tratado com uma solu¢do de hidréxido de sédio
0,25 mol.L', por 18hs, a temperatura ambiente. O material lavado e filtrado foi seco a
temperatura ambiente e tratado em refluxo com uma solugao 20% (v/v) de acido nitrico
/etanol, por 3 horas, com mudanga da mistura a cada intervalo de 1 hora. Depois disso,

o material resultante foi lavado com dgua destilada, e seco por mais 3h [21, 22].

I11.2. Caracterizacdo do bagago de cana-de-aciicar e da celulose purificada.

I11.2.1- Lignina Klason [13]

1,0000 g de bagaco, sem extrativos, foram transferidos para um baldo onde
foram adicionados 30,00 mL de &4cido sulftrico (72%), lentamente e sob agitacdo. A
amostra foi entdo mantida durante 2 horas em um banho a temperatura ambiente (25 °C)
sob agitacdo. Ao conteido do baldo foram entdo adicionados 560,00 mL de 4gua
destilada. O sistema foi colocado sob refluxo a uma temperatura de 100 °C, para que
ndo ocorresse perda de dgua por evaporacdo, e conseqiientemente, alteracdo na
concentracdo da solucdo de dcido. Apds 4 horas, o sistema foi deixado em repouso para
a sedimentacdo do material insoluvel. Este material foi filtrado em funil de placa
porosa, previamente tarado, e lavado com 500,00 mL de dgua destilada quente. Em
seguida, foi seco em estufa a 105 °C, por 12 horas, e pesado para quantificacdo do

residuo insolivel e determinacao da lignina Klason.

I11.2.2- Obtengdo da holocelulose [13]

5,0000 g de bagaco, livre de extrativos, foram colocados em um baldo e
adicionou-se 100,00 mL de 4gua destilada. O baldo foi colocado em banho-maria, a 75
°C e adicionou-se 0,50 mL de acido acético e 0,7500 g de clorito de sédio, nesta ordem,
tampando o balao para ndo ocorrer a perda do gis produzido na reagdo. Apds 1 hora,

adicionou-se novamente 0,50 mL de dcido acético e 0,7500 g de clorito de sédio.

Esse processo foi repetido por mais duas vezes. A mistura foi entdo resfriada a

10 °C, filtrada em funil de placa porosa, previamente tarado, e lavada com d4gua
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destilada a 5 °C até que o residuo fibroso apresentasse colora¢io esbranquicada. O funil
com o residuo fibroso foi entdo seco em estufa a 105 °C por 6 horas, resfriado em

dessecador e pesado para se quantificar o rendimento da holocelulose.

I11.2.3- Obtencdo da celulose [13]

Transferiu-se 3,0000 g de holocelulose para um erlenmeyer de 250 mlL,
adicionou-se 100 mL de solu¢do de KOH (5%) e fez-se uma atmosfera inerte pela
passagem de gds nitrogénio, durante os cinco minutos iniciais da extracdo para evitar a
oxidacdo da celulose. O erlenmeyer foi vedado, e mantido em agitacdo constante por 2
horas. A mistura foi entdo filtrada em funil de placa porosa, lavada com 50 mL de
solucdo de KOH (5%) e em seguida com 100 mL de 4gua destilada. O filtrado foi entao
recolhido em um erlenmeyer de 1L e precipitado com uma solug¢do de partes iguais de
acido acético e etanol (completando-se o volume do erlenmeyer), obtendo-se assim a
hemicelulose A.

Para a obtencdo da hemicelulose B, o residuo fibroso retido no funil foi
transferido novamente para o Erlenmeyer de 250 mL. O mesmo procedimento para a
obtencdo da hemicelulose A foi repetido utilizando solu¢do de KOH (24 %). Para
lavagem do residuo fibroso retido no funil, utilizou-se 25 mL de solucdo de KOH
(24%), 50 mL de 4gua destilada, 25 mL de &4cido acético (10%) e 100 mL de 4gua
destilada, respectivamente. O filtrado recolhido em erlenmeyer de 1L foi precipitado
com uma solucdo de partes iguais de dcido acético e etanol (completando-se o volume

do erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose B.

Ap6s a extracdo dos componentes soliveis em solugdes aquosas de hidréxido de
potassio, o residuo fibroso foi lavado com dgua destilada até que o filtrado apresentasse
pH neutro.O residuo foi entdo lavado com 50 mL de acetona, seco a 105 °C e pesado.

Esse residuo € denominado celulose purificada.
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II1.3. Preparacao das membranas de celulose regenerada

Preparou-se uma mistura utilizando-se 1,500g de celulose purificada extraida do
bagaco de cana-de-agicar e 30mL de dgua destilada. Homogeneizou-se a mistura por 5
minutos, utilizando-se um agitador magnético. Em seguida, filtrou-se em funil de placa
porosa e o sélido obtido foi colocado em um erlenmeyer de 150mL e adicionou-se
2lmL de Hidréxido de bis(etilienodiamino)cobre (II) (nome comercial
Cuproetilenodiamina) e 7,1 mL de dgua destilada, tampou-se o erlenmeyer com filme
pléstico e a solug@o foi agitada mecanicamente por 10 minutos. Apds a agitacdo, o
produto viscoso de coloragdo azul obtido foi purgado com gas nitrogénio por 20
minutos. A solugdo foi vedada com filme pléstico e submetida 4 agitagdo magnética por
2 horas, seguida de repouso por 24 horas. Apds este periodo, a solucdo foi colocada
sobre placas de vidro de 20cm X 20cm e distribuida com um extensor modelo TKB
Erkchsen, ajustado com uma abertura de 330um. As placas com as membranas foram
mantidas 4 temperatura de 26°C por 24 horas. A placa com a membrana foi colocada
em um banho com uma solug¢do de acido cloridrico 2,0 mol.L" até a perda da coloracao
azul da mesma, mantido por 10 minutos; as membranas foram lavadas 6 vezes com
agua destilada em uma bandeja; apds este processo as membranas foram secas ao ar por

24 horas. O mesmo procedimento foi realizado para as membranas da Rhodia.

Soluciio

Solugi Soluciio
Soluciio
."'-“. N: f i J /

L /

E repouso - 24h J:

celulose + hidroxido de

bis{etilenodiaminoe) cobre(II) E ]‘; 1
spalhador
abertura de 330 pm

10 minutos
[

Regeneraciio acida
da membrana

Secagem ao ar

s

Figura 9: Esquematizacdo da produgdo de membrana de celulose regenerada.
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II1.4. Caracterizacao dos materiais

I11.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR).

As modificagdes estruturais e quimicas nas amostras originais, bagaco de cana-
de-agucar, celulose do bagaco de cana-de-agucar purificada e celulose da Rhodia foram
avaliadas através da andlise dos espectros na regido do infravermelho usando um
equipamento de FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier) Shimadzu IR
Prestige-21 FTIR Spectrophotometer. Pastilhas com KBr foram produzidas com as
amostras em uma propor¢cao de 1:100 amostra:KBr (m/m). As membranas foram
analisadas com o auxilio de um suporte apropriado. Todos os ensaios foram feitos com

uma resolucio de 4 cm™ e 28 varreduras.
111.4.2. Analise termogravimétrica

A anélise termogravimétrica das membranas de celulose regenerada foi realizada
em um equipamento termogravimétrico Shimadzu modelo DTG-60H. O experimento
foi realizado da temperatura ambiente, 25°C a 600°C em atmosfera inerte de N, com

uma taxa de aquecimento de 10°C/mim.
111.4.3. Espectroscopia de Absorcdo atomica

Utilizou-se cerca de 0,2500g de membrana devidamente seccionada em
pequenas dreas e colocadas num béquer de 100 mL com posterior adi¢cdo de 20 mL de
Acido Cloridrico P.A., adicionados de 5 em SmL e aquecido em uma chapa elétrica por
20 minutos apds o resfriamento a solugdo foi filtrada em placa sinterizada e o filtrado
submetido & um baldo volumétrico de 100mL que foi completado com 4gua destilada
até seu valor volumétrico efetivo. Todo este material do baldo volumétrico foi enviado
para andlise de cobre em absor¢cdo atdmica e analisado para posteriores comparagoes
com niveis de cobre da membrana comercial Cuprofane. Foi utilizado para andlise de
cobre um espectrofotometro de absorcdo atdomica modelo AA905 e utilizou-se os
seguintes parametros : comprimento de onda de 324,7 nm, largura da fenda de 0,5 nm,
corrente da 1ampada de 3,0 mA, sensitividade de 0,025 pg.mL'1 e faixa de trabalho de
1-5 ug.mL" . Utilizando Ar/ Acetileno como combustivel. Realizado no laboratério

multiuso do Instituto de Quimica UFU.
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I11.4.4. Microscopia eletronica de Varredura

As microscopias das membranas apds a metalizacdo usando um equipamento
Bal-Tec modelo SCD, foram realizadas em um Microscépio eletronico de varredura
Marca Zeiss Modelo: EVO 50 sistema de vdcuo da ordem de 10 torr. Realizado na

USP Ribeirio Preto SP.

I11.4.5. Determinacdo da viscosidade intrinseca - Determinagdo da viscosidade
em solucoes de hidroxido de bis(etilenodiamino)cobre (II) (CUEN) com viscosimetro

capilar.
1. Preparacdo da solugdo de celulose em hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre (II).

Pesou-se 0,2500 +£0,0005 g de celulose triturada e secou-se em estufa (105 £ 2)
OC. Transferiu-se para um erlenmeyer a celulose pesada anteriormente e adicionou-se
25,0 mL de 4gua destilada. Tampou-se o frasco e agitou-se continuamente até a pasta
estar completamente dispersa. Deixou-se descansar por 2 minutos. Transferiu-se 25,0
mL da solucdo de cuproetilenodiamina e purgou-se com N, por 2 minuto. Fechou-se o
frasco e agitou-se por um periodo de 30 minutos, ou até que se observou-se completa

dissolucdo.
2. Determinagao do tempo de fluxo.

O equipamento usado é um viscosimetro capilar de Ostwald (nimero 150) que foi
colocado em um banho termostatizado a (25,0 O,I)OC. Inicialmente o viscosimetro foi
preenchido com a solucdo usada para dissolver a celulose (preparou-se anteriormente
25,0 mL de solu¢do 0,5 M de cuproetilenodiamina  pela adi¢do de 12,5 mL de
cuproetilenodiamina comercial e 12,5 mL de dgua). Transferiu-se um volume fixo de
solvente para o viscosimetro (10,0 a 15,0 mL). Manteve-se o solvente pelo menos 5
minutos para entrar em equilibrio térmico. Drenou-se o solvente no viscosimetro usando
um pipetador de 3 vias ou outro aparato para levar o solvente acima da marca superior
de medi¢do. Deixou-se o solvente escoar livremente e acionou-se o0 crondmetro assim
que este passe pela primeira marca e finalizou-se a medida quando este alcancou a
ultima marca. Repetiu-se as medidas pelo menos 5 vezes. (os resultados entre duas

determinag¢des devem concordar em *0,2 s).
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Repetiu-se o mesmo procedimento com a solucdo de celulose em

cuproetilenodiamina. A viscosidade intrinseca foi calculada a partir da equacédo 1.

nint = /(2 (psp — Innrel) /0,005 (1)

Onde nint é a viscosidade intrinseca, nsp a viscosidade especifica e mrel a

viscosidade relativa obtida através das relagdes abaixo:

nrel = Tempo de escoamento da solucdo, tsolucdo/Tempo de escoamento do solvente, ts

nsp =mnrel — 1

O grau de polimeriza¢do e a massa molar viscosimétrica média foram obtidos a

partir das relagdes abaixo:
DP™” =0,75-n,, (2)

M, =162-DP 3)

II1.5. Ensaios de citotoxicidade [23].

Os ensaios de citotoxicidade foram conduzidos com a exposicao de 929 células
do clone NCTC ao extrato obtido de uma amostra da membrana mantido em contato por
24 horas em um meio de cultura MEM (mininum Eagle’s medium, Sigma Co, Sao
Paulo, Brazil) na temperatura de 37°C. O efeito citotéxico foi avaliado usando o
método de ganho de vermelho neutro. As células foram mantidas em MEM contendo
10% de soro bovino fetal (soro amplamente empregado na cultura de células
eucariontes) e 1% de aminoacidos nao essenciais (MEM — FFCS) em uma incubadora
umidificada na presenca de 5% de CO; a 37°C. As células, na concentracdo de 2,5 x
10° células/mL, foram semeadas em uma microplaca com 96 pocos e foram incubadas
em uma estufa umidificada na presenca de CO, por 24 horas a 37°C. Apés esse
periodo, o meio foi descartado e substituido por 0,2 mL do extrato diluido (50, 25, 12,5,
6,25%). Controle da cultura celular foi substituido com MEM-FCS. No mesmo ensaio
as amostras do controle positivo (0,02% Fenol solucdo) e o controle negativo (estanho

ndo toxico estabilizado com cloreto de polivinila), foram executados. As amostras e 0s

29



controles foram testadas em triplicata. A placa foi incubada novamente por 24 h nas
mesmas condi¢des. Apds o periodo de incubagdo, o meio e os extratos foram
descartados e substituidos por 0,2 mL de solucdo de vermelho neutro (50pug/mL) diluido
1:100 em MEM-FCS. Ap6s a incubagdo a 37 ° C por 3h, o corante foi descartado e as
microplacas foram lavadas por duas vezes com solugdo salina tamponada de fosfato. As
células foram lavadas com uma solucdo 1% de Cloreto de célcio e 0,5% de formaldeido.
A ruptura das células e a liberacdo do vermelho neutro foi obtida por adi¢do de 0,2
mL/poco de solugdo de extracao contendo 50% de etanol em 1% acético dcido.
Absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro para microplacas Organon no
comprimento de onda de 540 nm. A densidade 6ptica média foi calculada apds a
subtracdo do branco. Realizado pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Tecnoldgicas
(IPEN) Sao Paulo SP, em colaboragcdo com o grupo de reciclagem de polimeros

IQUFU.
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IV. Resultados e Discussao



IV. 1. Caracterizacdo da celulose de partida.

O bagago de cana-de-actcar e a celulose purificada usada como matéria prima
para a producdo das membranas de celulose regenerada foram caracterizados em relagdo
ao conteudo de celulose, lignina e hemicelulose, os resultados estdo resumidos na tabela

3.

Tabela 3. Caracterizagdo do bagaco de cana-de-agicar bruto e da celulose apds a
extracao.

Componentes Bagaco de cana-de-agucar Celulose do bagaco de cana-de-
bruto acucar purificada
Hemicelulose A 31,98% 13,07%
Hemicelulose B 9,38% 9,03%
Celulose 44,98 % 74,19%
Lignina 24.72% 3,82%

Os dados apresentados na tabela 3 mostram que o bagaco de cana-de-agucar
utilizado como fonte de celulose neste trabalho apresenta um teor de celulose de cerca
de 45%, um valor préximo ao esperado para fontes celuldsicas tradicionais como a
madeira. Este resultado, semelhante ao que € descrito na literatura [9] aponta o bagaco
de cana-de-agicar como uma fonte valiosa de celulose e outros componentes de elevado

valor comercial.

A purificacdo da celulose do bagaco de cana-de-aciicar pelo método &cido
nitrico / etanol utilizado neste trabalho permite a produgao de uma polpa celulésica com
um teor de a-celulose de 74,19% e um teor de lignina de 3,82%. A reduc¢do do teor de
lignina é um requisito fundamental para a aplicacdo da celulose extraida do bagaco de
cana-de-acticar na producdo de dispositivos empregados na drea médica uma vez que
seus residuos podem interagir fortemente com fons cobre (II) provenientes do processo
de dissolucao da celulose. Substratos lignoceluldsicos exibem 2 tipos de sitios para
ligacdo: grupos carboxilicos e grupos fendlicos que possuem elevada afinidade com

ions cobre (II) [24].
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A celulose da Rhodia foi utilizada como padrao visando avaliar a retencdo de cobre
quanto composi¢cdo da amostra e em relacio a massa molar média do polimero
relacionada a qualidade da membrana formada. Na tabela 4, sdo apresentados os dados
de composicdo da pasta celulésica comercial fornecida pela Rhodia. Os valores
apresentados mostram uma elevada porcentagem de a-celulose e um teor de lignina de
4,1 %. Este valor é semelhante ao obtido na polpacdo do bagaco de cana-de-actcar,
mostrando que o processo de purificacdo empregado removeu a lignina de forma tdo
eficiente quantos os processos tradicionais de polpagdo, evitando assim a adsor¢do
significativa de cobre na membrana devido a interagdo com fragmentos de lignina

adsorvidos junto a celulose.

O teor de hemicelulose é elevado na celulose do bagagco de cana-de-agucar
comparativamente a polpa da Rhodia. Este fator poderia ser atribuido a diferencas
relativas a absorc@o de fons cobre nas duas membranas uma vez que as unidades de
acucares das hemiceluloses também podem adsorver ions cobre (II). Entretanto como
serd observada adiante, esta diferenca ndo influi no teor de fons cobre adsorvidos nas

membranas.

Tabela 4. Composicdo dos 3 principais componentes da pasta celulésica da Rhodia

usada como padrao.

Componentes da pasta da Rhodia Composicao (%)
Celulose 93,0
Polioses 2,9
Lignina 4,1
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Além do teor de hemicelulose, outra diferenca pode ser observada entre as duas
fontes celuldsicas avaliadas, os valores de massa molar viscosimétrica média,

apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Massa molar média obtida por viscosimetria capilar.

Massa molar viscosimétrica média,
Amostra 1
g.mol
Celulose Bagaco de cana-de-agucar 108.000
Celulose Rhodia 160.000
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Embora ambas as amostras apresentem massa molar moderada € nitida a
diferenca entre os valores obtidos. A celulose obtida a partir da polpacdo da madeira de
Pinus (Rhodia) apresenta uma massa molar mais elevada que a celulose do bagaco de
cana-de-actcar. Além das diferencas da estrutura das fibras entre estas duas fontes de
celulose, um fator que pode influenciar de forma decisiva no tamanho das cadeias
poliméricas e conseqiientemente na massa molar € o processo de isolamento da
celulose. Embora este processo tenha como finalidade principal remover a lignina isto
ndo € conseguido sem alteragdes na cadeia polimérica da celulose. Degradacdo pode
ocorrer levando a hidrolise das ligacdes entre as unidades de celulose e diminuindo a
massa molar do polimero. Este fator é acentuado nas reacdes de polpacdo em meio
acido e ocorre em menor grau em reagdes em meios alcalino. A celulose isolada a partir
bagaco de cana-de-agucar por emprego do método 4cido nitrico / etanol sofre hidrélise
durante o tratamento. Este fato estd diretamente relacionado ao valor de massa molar da
celulose do bagaco de cana-de-acicar uma vez que dependendo do tipo de polpagdo, a
massa molar da celulose pode chegar a 177000 g.mol'1 (Grau de polimerizagdo igual a
1097) [7]. Entretanto como pode ser observado na figura 10, o menor valor de massa

molar da celulose do bagaco de cana-de-agiicar parece ser pouco significativa em

relacdo a habilidade de produzir membranas.

Na figura 10 observam-se as etapas de processamento dos materiais
estudados desde a polpacgdo até a preparacdo das membranas. As membranas de celulose
regenerada da celulose do bagaco de cana (MBAG) e da celulose da Rodhia (MROD)
secas apresentam boa trabalhabilidade no que se refere a manipulacao, sdao ligeramente

opacas quando comparadas ao material comercial.
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Bagaco de Cana-de-acicar in natura Madeira pinus in natura

Celulose extraida do bagaco de cana-de- | Celulose extraida da madeira pinus (Rhodia)
acdcar

Membrana de celulose regenerada Membrana de celulose regenerada extraida
extraida do bagaco de cana-de-aciicar da celulose da madeira de Pinus (Rhodia)

Figura 10. Imagens de varias etapas da producdo de membranas(MBAG e MROD).
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Na etapa de re-precipitagdo / regeneragdo, as membranas produzidas apresentam
uma matriz inchada e altamente gelatinosa. Em presenca de dgua a matriz absorve
elevadas quantidades mantendo o aspecto gelatinoso. Este aspecto é semelhante ao
observado em membranas de celulose regenerada comerciais. Devido ao elevado carater

hidrofilico estas membranas absorvem entre 75 a 100% de 4dgua [25].

As fibras celul6sicas sdo preparadas, industrialmente, através da extrusdao de
uma solucdo por rolos dentro de um banho coagulante. O processo de preparacdo de
celulose regenerada envolve a reorganizacdo das macromoléculas, que podem ser
regeneradas na forma de fios (rayons) ou membranas (Celofane® ou Cuprofane®). Nos
fios, as macromoléculas estdo orientadas, predominantemente ao longo do comprimento
da fibra, ji4 nas membranas as macromoléculas tendem a se arranjar mais
desordenadamente [26]. Neste tipo de organizacdo, as membranas apresentam menor
grau de ordem e conseqiientemente menor indice de cristalinidade que as fibras, sendo
por isto mais adequada a processos de separacdo que envolve o transporte de solutos de
baixa massa molar. Um dos aspectos do emprego destas membranas na hemodidlise é
justamente a elevada quantidade de 4gua e a estrutura que esta forma na membrana que
facilita a dissolucdo dos solutos para sua separacdo posterior [1]. A organizacdo das
membranas produzidas implica em uma mudanga na estrutura da celulose quando esta é
dissolvida uma vez que durante a formag¢dao do complexo entre os ions metdlicos (Cu
(IT)) e os grupos hidroxilas da celulose ocorre a ruptura das ligagdes de hidrogénio entre
as cadeias de celulose. No processo de regeneragdo da membrana, as ligacdes de
hidrogénio sdo novamente formadas e a organiza¢cdo retomada é normalmente diferente
daquela existente na celulose original, neste processo ocorre a conversiao da celulose I
para celulose II. O que implica em mudancas estruturais como diminuicdo no indice de
cristalinidade e aumento no potencial para absorcdo de dgua [26]. Estes aspectos sdo
importantes indicadores para a qualidade das membranas produzidas e serdo avaliados

através da espectroscopia na regido do infravermelho, apresentada no tépico a seguir.
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1V.2. Espectroscopia na regido do infravermelho.

Como o bagaco de cana-de-acticar ¢ um material lignocelulésico composto em
sua maior parte por celulose, lignina e hemiceluloses, um dos objetivos da andlise dos
espectros de infravermelho € avaliar o processo de remog¢do principalmente da lignina

para o emprego de uma celulose mais pura na produ¢do das membranas.

Considerando as propriedades visuais observadas no item anterior, esta técnica
permite além de caracterizar o polimero em relagdo a presenca de grupos funcionais
caracteristicos e identificar a presenca de residuos que podem apresentar alguma reagcao
citotoxica em relagdo a membrana estudada, avaliarem as modificacdes estruturais
ocorridas na preparacdo das membranas quanto a conversdo de celulose I para celulose
II. Estas informagdes sdo importantes, pois tem implicacdo direta na qualidade da

membrana quanto ao conteido de d4dgua absorvido, transporte de solutos e

conseqiientemente seu aproveitamento em processos de separacdo como a hemodialise.

Celulose Rodhia (b)

T(%)

Celulose Bagago de cana de
acucar purificado (a)

1169

T
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda/cm’

Figura 11: Espectros na regido do infravermelho para: (a) celulose purificada do bagago

de cana-de-agucar e (b) celulose da Rodhia usada como padrao.

O perfil dos espectros apresentados na figura 11 € tipico de materiais celuldsicos
sendo que as principais bandas observadas sio a banda em 3430 cm’ atribuida ao

estiramento da ligacdo O — H, 2900 cm™ atribuida ao estiramento do grupo C — H, 1645
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cm’ atribuida a deformacdo angular das moléculas de dgua que estio absorvidas na
estrutura da celulose, 1169 cm’! atribuida ao estiramento assimétrico da ligacdo (C; —
O —Cs) e 898 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo glicosidica (C; — O — Cy) [27]. A
tabela 6 apresenta de forma mais detalhada as atribuicdes das bandas para as amostras

de celulose usadas na produ¢ao das membranas.

Tabela 6. Principais atribui¢cdes das bandas de absorcdo dos espectros na regidao do
infravermelho para a celulose purificada do bagaco de cana-de-agicar (A) e da celulose

da Rodhia (B)

A B o
o] Atribuigdes
3377 3350 Estiramento da ligacdo O - H
2898 2900 Estiramento da ligagdao C — H
1641 1643 Deformacgao angular da molécula de dgua
1428 1415 Deformagao angular CH,/deformacao O - H
1370 1368 Deformacgao C — H
1340 1331 Deformacao da ligacdo O - H
1313 1313 “wagging” balanco grupo CH,
1250 1260  Deformacgao da ligagao O — H / estiramento simétrico C-O-C
1165 1160 Estiramento assimétrico (C5-O-C1)
1072 1065 Estiramento O - H/C - O
897 897 Estiramento (C1-O-C4) da ligacdo glicosidica

As principais bandas na regido do infravermelho associadas a presenca

de lignina nos materiais estao atribuidas na tabela 7.

A auséncia das bandas localizadas em 1510 cm™ (v C-C de anéis aromaticos) e
1250 cm™ (v C-O de anéis guaiacila), presentes em espectros do bagaco de cana-de-
actcar sem modificac¢ao, confirma os resultados de teor de lignina indicando que a esta
foi em sua maior parte removida. E importante salientar que a porcentagem de lignina
encontrada na celulose purificada pelo método empregado (HNOs/Etanol) é de 3,84%

[13], o que estd muito proximo das polpas celuldsicas comerciais.
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Tabela 7. Principais bandas de absor¢do de ligninas [28, 29].

Nimero de onda (cm-1) Atribuicao
Estiramento da liga¢do C = O de grupos carboxilicos
~1700 n , - .
alifaticos ou ésteres arilicos ou insaturados.
1610 — 1595 Estiramento das ligacdes .C = C dos anéis arométicos em
ligninas
1510 Estiramento das ligacdes C = C dos anéis aromdticos em
ligninas
1315 Deformacao do anel siringila associada ao estiramento C-O
1250 Deformacao do anel guaiacila associada ao estiramento C-O
~1200 Deformacao angular O-H, com caréter de estiramento do
anel aromatico.

A figura 12 apresenta os espectros na regido do infravermelho para as
membranas de celulose regenerada produzidas a partir do bagaco de cana-de-agucar

(MBAG) e para as membranas produzidas com a celulose da Rodhia (MROD).

(b)) Cuprofane comercial

A A
(@) membranas de celubrse regeneada ._ | .";
™ ] I N
o 1 WA T
i il W
MROD)
=
=
(WEAG)
BOE
2900 N
1169
T T T T T T
1000 S00

: : :
4000 3500 000 2500 2000 1500
Mimere de ondafcm™

Figura 12: Espectros na regido do infravermelho para as membranas de celulose

regenerada (a) e para Cuprofane comercial (b) [25].
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Os espectros apresentados na figura 12 sdo muito semelhantes a membrana
comercial (Cuprofane) ressaltada na figura 12 (b) em detalhe. Este resultado mostra que
o processo empregado na producdo das membranas permite produzir um material
quimicamente e estruturalmente semelhante ao Cuprofane comercial, o que pode ser

confirmado por inspecdo da regido entre 1700 a 500 cm™, apresentada na figura 13.

A figura 13 apresenta em destaque a regido entre 1700 a 500 cm™. Nesta regido
sdo observadas as principais alteracdes dos espectros das membranas de celulose
regenerada em relacdo a celulose ndo modificada. As bandas entre 1500 e 1150 cm™ sdo
bem definidas e finas, indicando uma mudanca de padrido em relacdo a celulose original
que apresenta apenas algumas bandas nesta regido com menor defini¢do. Este aspecto é
tipico da organizagdo obtida nos filmes devido a transicdo do padrdo das ligagdes de
hidrogénio reformadas durante a regeneracdo levando a celulose original (celulose I —
padrdo tipico de celulose nativa) a celulose II (que é formada apds o processo de
interacdo com reagentes altamente alcalinos como o solvente usado no processo de

dissolucdo da celulose).
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membranas de celulose regenerada |

mudanca do padrao da celulose e medida de ordem lateral
1500 a 1150 cm™'

(a)celulose - pasta da Rodhia

T(%)

(b)celulose - bagaco de cana de acticar

1368 1158
v T v T
1500 1000 500

numero de onda/cm’

Figura 13. Espectros na regido do infravermelho para as membranas de celulose

regenerada — regido de 1700 a 500 cm’.

Segundo Reddy et alli [29], em celuloses tratadas em meios fortemente alcalino

ocorre o aparecimento de 2 picos de absor¢dao proximos a 1265 e a 1225 em-1, que
confirmam a modificacdo estrutural de celulose I para celulose II. A origem destas
absor¢des nao € muito clara, mas assume-se que estas sao devido ao estiramento da
ligacdo C-O-C e deformacdes no plano OH na estrutura da celulose II. Na celulose

nativa esta regido € pouco definida, onde apenas uma banda de pequena intensidade é

observada em 1230 cm-! [30], na celulose purificada esta regido apresenta algumas
bandas de baixa intensidade e mal resolvidas ou que indica um padrao tipico de celulose

L

A propor¢do entre regides amorfas e cristalinas na celulose é um importante
parametro do ponto de vista das aplicacdes quanto a acessibilidade e reatividade de
polpas, como propriedades mecanicas e capacidade de absor¢do de dgua e transporte de

ions em membranas. Considerando este aspecto os espectros na regiao do infravermelho
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foram empregados para obter relacdes quantitativas associadas ao grau de ordem dos
materiais de partida e das membranas produzidas. Esta técnica € baseada no fato que o
espectro de infravermelho de materiais apresenta uma série de informacdes relativas a
regides moleculares que sdo influenciadas pelo grau e tipo de ordem. Algumas bandas
de absor¢ao na celulose sdo modificadas com um aumento ou diminuicdo do grau de
ordem da celulose podendo ser consideradas quantitativamente como um fator ou razao
proporcional ao aumento da cristalinidade. Um exemplo cldssico € a razdo entre as
intensidades das bandas em 1370 e 2900 cm™'. Esté razdo aumenta de forma linear com

o aumento do grau de cristalinidade conforme pode ser observado na figura 14.

Grau de ordem por infravermelho

1,54 : . O
I < Cellulose-IT ,é}-
sz' C O Cellulosel P 5
0,9+ 4 :
0,6+
0,3+
0 20 40 60 80

indice de eristalinidade por Raio-X [%]

Figura 14. Razdo entre a intensidade das bandas em 1370 e 2900 cm™ e o grau de

cristalinidade das amostras obtida pela técnica de difracao de raios — X [31].

Na tabela 8 estdo resumidos os resultados do cdlculo das razdes entre as
intensidades das bandas em 1370 e 2900 cm™ para a celulose sem modificacdo e para as
membranas de celulose regenerada [31, 32]. Esta razdo aumenta linearmente com o
aumento da cristalinidade da amostra e reflete as mudangas observadas no
processamento da celulose regenerada. Na figura 15, estd apresentado como as

intensidades foram medidas e o corte da linha de base no espectro de infravermelho.
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Tabela 8. Grau de ordem obtido por espectroscopia na regidao do infravermelho

Amostra Ra1370/42000 cm”
Celulose Rodhia 1,12
Celulose bagaco 1,22

MROD 0,83

MBAG 0,78

Os valores maiores encontrados para razao Ra1370/42900 Cm'l estao de acordo com
o esperado uma vez que as amostras de celulose originais, ndo modificadas apresentam
maior cristalinidade frente as membranas de celulose regenerada. Este fato é esperado
pois o processo de dissolu¢do e re-precipitacdo/regeneracdo modifica a estrutura
morfolégica das fibras celuldsicas considerando um novo rearranjo no filme, para que
isto ocorra as fibras inicialmente sofrem um inchamento drastico que leva a ruptura
parcial de algumas regides cristalinas para uma posterior reorganizacio em uma

estrutura polimorfica diferente, no entanto mais estavel.

AT AZN00
0,16 -
KR
2]
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=
012 A
0,10
1 oy \H‘-"-

e L S e e e LA
oo 33500 J000 2500 2000 1500 1000 S00

Mumero de ondafcm™1

Figura 15. Modelo para o corte das linhas de base e da intensidade referente as bandas

analisadas.
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IV.3. Anadlise termogravimétrica.

A figura 16 apresenta a curva de perda de massa para as membranas de celulose
regenerada em funcdo da temperatura. Observam-se trés estdgios nitidos de perda de
massa sendo o primeiro estidgio atribuido a dessorcdo de dgua da estrutura do

polissacarideo. As membranas secas t€ém cerca de 10% de dgua adsorvida.

% Perda de massa

I T '
100 200 200 400 500 GO0

Temperatura/"C
Figura 16. Curva termogravimétrica para as membranas de celulose regenerada

O segundo estdgio é também aquele em que se observa a maior perda de massa
dos materiais iniciando com o material desidratado seguido por despolimerizacdao
térmica. Finalmente o material sofre uma decomposi¢do pirolitica completa. Ambas as
membranas apresentam praticamente o mesmo perfil de perda de massa, entretanto
existe uma pequena diferenca de estabilidade térmica entre as duas sendo aquela
produzida com a celulose da Rhodia mais estavel. Este fato pode estar associado a
maior massa molar deste material ja observada nos resultados de viscosidade intrinseca.
Embora se observe maior estabilidade da membrana MROD, o material produzido com
a celulose do bagaco de cana-de-agticar apresenta boa estabilidade térmica compativel

ao fim que se propde a hemodiédlise. As diferencas entre as curvas também podem estar
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relacionadas a diferenca de composi¢do particularmente em relagdo a hemicelulose. O
processo de decomposicdo, o segundo estdgio na membrana de celulose regenerada do
bagaco € iniciado aproximadamente na temperatura de 216°C, temperaturas proximas a

decomposicao de hemiceluloses [33].

IV.4. Microscopia eletronica de varredura.

Outra forma de avaliar a morfologia das membranas € o uso da microscopia
eletronica de varredura (MEV), que permite identificar o tipo de membrana produzida

(densa ou assimétrica) e a existéncia de estruturas como poros estaticos [34].

Na figura 17 estdo apresentadas as micrografias das membranas MBAG e

MRHOD superficie e corte transversal (espessura).

EHT=10.00kV Mag= 200KX Detector = SE1 [ 0.00kv  Mag= 10.00KX Detector = SE1

(a) MBAG (superficie) (b) MROD (superficie)

Sy oy Rl

EHT=10.00kV Mag= 500KX Detector = SE1 — EHT=10.00kV Mag= 7.50KX Detector = SE1

(c) MBAG (CT) (d) MROD (CT)
Figura 17. Microscopia eletronica de varredura para as membranas de celulose

regenerada.
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Embora as membranas apresentem praticamente a mesma estrutura quanto a
cristalinidade e ordenamento, observados através dos dados de espectroscopia na regiao
do infravermelho, este fato ndo se repete quanto a morfologia que é observada mais
diretamente através da microscopia eletronica de varredura. A superficie da MBAG
apresenta uma morfologia mais heterogénea com a formacao de pequenos aglomerados,
diferente da morfologia da MROD que ¢ mais homogénea. Dois fatores podem estar

relacionados as estruturas observadas:

1) A diferenca entre as massas molares médias das celuloses utilizadas como
matéria prima, uma vez que a pasta de celulose da Rhodia apresenta uma massa
molar viscosimétrica média maior que aquela da preparada a partir do bagago de
cana (tabela 5). Este fator esta relacionado a qualidade do filme formado quanto

a reorganizagdo das cadeias poliméricas,

ii) A existéncia de um elevado contetido de hemicelulose na polpa produzida a
partir do bagagco de cana-de-agucar. Estes fragmentos de baixa massa molar
podem interferir no processo de formagdo da membrana devido a produgdo de
uma solugdo de baixa qualidade, com a precipitacdo de pequenos aglomerados.
Estes aglomerados interferem durante a formacao da membrana com a producdo

de um material mais heterogéneo.

Embora existam estas diferencas superficiais, ambas as membranas apresentam uma
estrutura densa que pode ser observada nos cortes transversais, com a auséncia de poros

estaticos caracteristicos.

IV.5. Espectroscopia de absor¢do atomica.

Um dos aspectos mais importantes neste trabalho foi a tentativa de diminuir o
teor de fons Cu(Il) nas membranas de celulose regenerada, visando a realizacdo dos
ensaios de citotoxicidade e a previsao relativa a possivel aplicagdo deste material em
processos bioldgicos como a terapia de hemodidlise. Na tabela 9, sdo apresentados os
teores de fons cobre (II) das membranas produzidas neste trabalho e aquelas avaliadas

em trabalho anterior [5].
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Tabela 9. Teor de ions Cu(Il)

Amostras Teor de Cobre (II) (%)
MCR - Bag' [5] 0,4468
MCR - Bag” [5] 0,3634
MCR - Bag 0,0248
MCR - pasta Rodhia 0,0236
Cuprofane comercial’ 0,0130
Cuprofane comercial® 0,0050

" membrana produzida com hidréxido de tetramimcobre (IT)

? membrana produzida com hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre (1I)
3Material comercial — ref. [6]

*Material comercial — ref. [4, 5]

Os resultados apresentados na tabela 9 mostram que as membranas produzidas a
partir da celulose extraida do bagaco de cana-de-agicar apresentaram uma reducdo na
porcentagem de fons Cu(Il) de cerca de 15 vezes em relacdo as membranas produzidas
em trabalho anterior. As altera¢des no procedimento foram responsaveis pela melhora
do processo, principalmente relacionado a remo¢do da etapa em meio alcalino
observada nos outros trabalhos e o aumento do tempo no banho 4cido (10 minutos) que
provavelmente remove a parte do cobre da estrutura com maior eficiéncia. Embora os
valores obtidos ainda sejam cerca de 4 a 2 vezes superiores aos encontrados nas
membranas comerciais (Cuprofane), a redu¢do de Cu(Il) observada para as membranas
produzidas neste trabalho permitem a realizagdo dos ensaios de citotoxicidade para

avaliar a resposta de sistemas biologicos ao contato com as membranas.

1V.6. Ensaios de citotoxicidade.

Nos ensaios de citotoxicidade o material em estudo foi colocado diretamente em
contato com uma cultura de células de mamiferos onde alteragdes celulares sdao
observadas através de diversos mecanismos sendo que um deles consiste na
incorporagdo de corantes vitais, como o realizado neste trabalho. O corante € solivel em
dgua e atravessa a membrana celular concentrando-se nos lisossomos. Danos causados a
membrana celular devido a presenca de substancias toxicas resultam na diminui¢do da

adsor¢ao do corante pela célula. Neste caso, células vivas podem ser distinguidas de
48



células mortas pela intensidade da cor do meio de cultura [23, 35]. O resultado do
ensaio foi registrado em relacdo a porcentagem de viabilidade celular em funcdo da
concentracdo do extrato produzido a partir das membranas analisadas, como

apresentado na figura 18.
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—A— Cuprofane celulose Rhodia

0 —w— Cuprofane bagaco cana
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Concentracao extrato (%)

Viabilidade celular (%)

Figura 18. Resultado dos testes de citotoxicidade. Curvas de viabilidade celular usando

a absorc¢do do corante vermelho neutro.

Os resultados apresentados na figura 18 mostram que as culturas celulares
expostas ao extrato das membranas nio apresentam toxicidade, mesmo na presenga de
100% do material. Tanto o material padraio (MROD) como a membrana produzida com
o bagaco de cana-de-acicar (MBAG) ndo apresentam reacOes adversas as culturas
celulares, o que indica que as membranas produzidas a partir da celulose do bagaco de
cana-de-acticar através de uma adaptacdo do método Cupramodnio, usando como
solvente o hidréxido de bis(etilenodiamino)cobre (II) podem, segunda esta primeira

analise bioldgica, ser usadas na confeccao de materiais para area médica.
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V. Conclusao



Os resultados apresentados neste trabalho mostraram a viabilidade de produzir
membranas de celulose regenerada com potencial de aplicacdo na drea médica a partir
da celulose extraida do bagaco de cana-de-acticar. Este material apresentou 74% de
celulose, 22% de hemiceluloses e 4% de lignina em comparacdo com a celulose de
madeira “pinus” Rhodia que apresentou 93% de celulose, 2,9% de hemiceluloses e 4%
de lignina. A potencial para aplicagdo deste sistema na drea médica foi observado a
partir dos resultados de citotoxicidade onde extratos das membranas ndo apresentaram
citotoxicidade mesmo em elevadas concentracdes do extrato. A membrana de celulose
regenerada do bagaco de cana-de-acucar apresentou uma diminui¢do de cerca de 15,0
vezes na porcentagem de Cu(Il) (Teor de incorporado na estrutura em comparagdo as
membranas produzidas em trabalhos anteriores. Este fato foi atribuido a melhora do
processamento com a retirada de um banho alcalino intermedidrio que visava melhorar a
estrutura da membrana, mas que pode ser responsavel por fixar o Cu(Il) na estrutura
mesmo depois do banho 4cido. O tempo em banho dcido também foi alterado de 8 para
10 minutos o que garante a regeneracao da celulose e a remog¢do mais eficiente dos ions
Cu (IT). Estas mudangas melhoraram de forma significativa a qualidade das membranas
que apresentou boa estabilidade térmica, massa molar viscosimétrica de 108000 g.mol’
e grau de ordem de 1,22 para celulose I e 0,78 para a celulose II sem modificar o
reordenamento com a producdo de celulose regenerada, menos cristalina que a celulose
original e, portanto com maior capacidade de absorcao de dgua, uma qualidade essencial

no transporte de solutos.
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V1. Trabalhos futuros



ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE INFLAMATORIA
(BIOCOMPATIBILIDADE) DAS MEMBRANAS DE CELULOSE REGENERADA

1-

2-

3.

DO BAGACO DE CANA-DE- ACUCAR

ANIMAIS

Deverdo ser utilizados camundongos Swiss fémeas, adultos pesando 20-50g,
obtidos do laboratério de experimentacdo animal da UFU. Os animais sao
mantidos em gaiolas adequadas com fornecimento adi libitum de 4gua e
ragao.

OBTENCAO DOS MACROFAGOS

Estas células serdo obtidas a partir do lavado intraperitoneal de camundongos
eutanasiados por meio de deslocamento cervical. Injetar-se-d4 na cavidade
peritoneal 3 a 5 mL de solucdo salina a 4°C, e massagear-se-4 o peritoneo
para obtencdo do exsudato celular. A predominancia de macréfagos (maior
que 90%) serd confirmada por caracteristicas morfoldgicas das células
coradas com Giemsa.

ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A suspensdo celular obtida da cavidade peritoneal dos camundongos, serda
permitida aderir nas membranas em andlise por 30 — 60 minutos a 37°C. A
viabilidade celular serd estimada pelo teste de exclusdo do azul de Tripan, a
quantificacdo serd realizada por microscopia Optica, através da contagem da %
de células vivas e mortas (azuis) em uma populacdo de 200 células.

ENSAIO DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

Para esta finalidade serd feito um macerado em salina da membrana de
celulose regenerada do bagagco de cana-de-actcar e apos esterelizacdo em
autoclave, ImL da suspensdo serd injetado no peritdoneo dos animais. Apds 4
dias, obter-se-a o exsudato peritoneal e avaliar-se-a a populagcdo de leucdcitos
presentes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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