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RESUMO

Questbes ambientais tém suscitado o interesse por fontes renovaveis e 0s
residuos agroindustriais tornaram-se uma importante matéria prima para a
producdo de novos materiais, de produtos quimicos e de energia. Esta tese
propbe o uso de residuos agroindustriais (suco de caju e liquido de sisal) na
obtencdo de celulose bacteriana (CB) para posterior preparo de
nanocompositos com hidroxiapatita (HA). A obtencédo de CB se deu por cultivo
de Gluconacetobacter hansenii em meio Hestrin & Schramm (contendo
principalmente glicose como fonte de carbono), suco de caju e residuo liquido
de sisal, sob condi¢des estaticas. Apds o periodo de incubacdo, as membranas
de CB foram purificadas e 0s nanocompdsitos preparados por imerséo
sucessiva das membranas purificadas em solucbes de Cloreto de Calcio
(CaCl,) e Fosfato de Sdodio (NaHPO,), seguida de secagem e posterior
caracterizagdo. As membranas de CB e 0s materiais nanocompdsitos obtidos
foram caracterizados por Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia de
Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS),
Analise Termogravimétrica (ATG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e ensaios mecanicos.
Adicionalmente, foram realizados testes in vitro para 0os hanocompdésitos. Os
resultados mostraram que houve producdo de celulose a partir dos trés
substratos estudados, sem a necessidade de suplementacdo adicional ou
alteracdo do pH. Por meio das caracterizac6es, foi possivel verificar que as
peliculas obtidas apresentaram estrutura e comportamento tipicos de celulose
bacteriana. A microscopia eletrbnica de varredura permitiu investigar a
morfologia das fibras de celulose e observar a deposicdo das particulas de
hidroxiapatita. As propriedades mecéanicas dos nanocompaositos, baseados em
CB e HA, apresentaram diminuicdo do modulo eléstico, comparativamente as
peliculas puras, com aumento da elongagdo na ruptura. Os compositos
apresentaram bioatividade, estabilidade em solugéo e capacidade de adsorcéo
de proteinas, aspectos que servem de indicativo para a biocompatibilidade

desses materiais.



ABSTRACT

Environmental issues have supported the interest in renewable sources and
agroindustrial residues became a significative resource for the production of
new materials, chemicals and energy. This thesis proposes the use of
agroindustrial residues (cashew juice and sisal liquid waste) to obtain bacterial
cellulose (BC) for further elaboration of nanocomposites with hydroxyapatite
(HA). The production of BC membranes by Gluconacetobacter hansenii
occurred in Hestrin & Schramm medium (containing mainly glucose as carbon
sources), cashew juice and sisal liquid waste cultivated under static conditions.
After the incubation period, the BC membranes were purified and
nanocomposites prepared by successive immersion of the purified membranes
in solutions of Calcium Chloride (CaCl,), and Sodium Phosphate (NaHPO,),
followed by drying and subsequent characterization. The materials obtained
were characterized by X-ray Diffraction (XRD), Fourier Transform Spectroscopy
(FTIR), Energy Dispersive Spectroscopy (EDS), Thermogravimetric Analysis
(TGA), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and mechanical tests. Additionally, in vitro tests were performed for
nanocomposites. The results showed the production of cellulose from the three
substrates studied, without the need for further supplementation or pH change.
In all characterizations, structure and typical behavior of bacterial cellulose were
found. Scanning electron microscopy allowed investigation of morphology of
cellulose fibers and observation of deposition of hydroxyapatite particles. The
mechanical properties of nanocomposites based on BC and HA showed
decrease in elastic modulus compared to pure films with increase in elongation.
The composites showed bioactivity, stability in solution and the adsorption
capacity of proteins, which lead to potential biocompatibility of these materials.
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Introducdo 1

1. Introducéo

O interesse crescente por materiais poliméricos que produzam
melhor desempenho ambiental vem impulsionando estudos sobre novas fontes
e aplicagbes inseridas no conceito de quimica verde. Entre os materiais de
grande interesse esta a celulose, o polimero natural mais abundante e um dos
principais constituintes da parede celular de plantas, também sintetizado por
alguns micro-organismos - conhecido como Celulose Bacteriana (CB).

Os estudos desenvolvidos com CB envolvem principalmente
mecanismos de sintese deste biopolimero e aspectos relacionados a sua
estrutura e propriedades, que sdo fatores determinantes para o tipo de
aplicacao (FU; ZHANG; YANG, 2013).

Tradicionalmente, celulose bacteriana € produzida a partir de meios
de cultura sintéticos, contendo glicose como fonte de carbono e outras fontes
de nutrientes, resultando em custo de producdo muito elevado, o que limita o
uso deste material para aplicagcdes diversas (GOMES et al., 2013; LEE et al.,
2014). O uso de fontes de carbono e nutrientes de baixo custo, como residuos
da agroindustria, € uma estratégia interessante para superar esta limitacdo e,
portanto, aumentar a competitividade deste material singular (CAVKA et al.,
2013; CAKAR et al.,, 2014). Nesse contexto, alguns residuos industriais ou
subprodutos, como cana de agucar, sucos de frutas diversas e agua de coco ja
foram utilizados com sucesso como fonte de carbono para a producdo de CB
(CARREIRA et al.,, 2011). Todavia, ha ainda inameros outros produtos ou
residuos da agroindustria com potencial aplicacdo nesta area de estudo. No
processo de beneficiamento da fibra de sisal, por exemplo, gera-se um liquido
que responde por mais de 90% do peso da planta, conhecido como suco de
sisal. Esse residuo liquido é totalmente descartado no campo. Até 2009, por
exemplo, a quantidade estimada de desperdicio ja alcancava a marca de dois
bilhdes de litros anuais, segundo dados da FAPESP.

Problemas associados as perdas no campo também envolvem o
pedunculo do caju. Estima-se que 80% do pedunculo sdo desperdicados,

valores que chegam a quase 1,5 milhdes de toneladas anuais (PINHEIRO,
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2011). Essa quantidade do pedunculo, hoje perdida, representa uma fonte de
acucar e nutrientes, com potencial para ser utilizada como meio de cultura para
o desenvolvimento de celulose bacteriana.

A CB possui uma estrutura reticulada ultrafina naturalmente
nanometrica e quimicamente pura, o que a distingue da celulose obtida a partir
de fontes vegetais, usualmente associada a lignina e hemicelulose (SHI et al.,
2014). E biocompativel, ndo téxica e ndo alergénica, apresenta alta porosidade,
baixa densidade e alta capacidade de absorcdo e retencdo de agua
(RECOUVREUX, 2008). Além disso, sua estrutura altamente cristalina favorece
a producdo de materiais com propriedades mecéanicas superiores, 0 que
permite seu emprego na obtencdo de nanocompdsitos com materiais variados,
como, por exemplo, hidroxiapatita (GRANDE et al., 2009).

As propriedades biolégicas da hidroxiapatita sintética sdo bem
documentadas na literatura. Ela tem sido estudada por tratar-se de uma
substancia bioativa e ndo toxica que provoca pouca reacdo tecidual. Seu
emprego tem sido muito diversificado, sendo utilizada para a reconstrucéo e
preenchimento de falhas ou defeitos 0sseos e revestimento de componentes
metalicos para fixacdo 6ssea (DONINI et al., 2010).

Em geral, compdsitos obtidos a partir de celulose bacteriana e
hidroxiapatita (CB-HA) apresentam potencial para aplicacdo em engenharia de
tecido 6sseo (GRANDE et al.,, 2009) em razdo de caracteristicas como
elevadas propriedades mecanicas, maior controle do tamanho de poro,
moldabilidade, estrutura de rede tridimensional, alta capacidade de retencao de
agua, excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade ajustavel, dentre
outras (GRANDE et al., 2009; SHI et al, 2009; TAZl et al, 2012;
ZIMMERMANN et al., 2011).

A presente proposta visou ampliar as possibilidades de uso da CB,
avaliando fontes alternativas de substrato, oriundas de residuos agroindustriais,
e abrir espagco para novas aplicacdes deste biopolimero com énfase em
materiais nanoestruturados, especificamente nanocompdsitos elaborados a
partir de celulose bacteriana e hidroxiapatita. Técnicas tradicionais de
caracterizacdo de materiais foram utilizadas, a exemplo de difracdo de Raios X,
espectroscopia de transformada de Fourier, microscopia eletrbnica e analise

termogravimétrica. Adicionalmente, foram conduzidos testes in vitro a fim de se
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averiguar propriedades importantes requeridas para 0s compoésitos como

bioatividade e biocompatibilidade.
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2. Objetivos

Geral

Este trabalho tem como objetivo principal a obtencdo de
nanocompositos de celulose bacteriana e hidroxiapatita como forma de

aproveitamento de residuos agroindustriais.

Especificos
No escopo do objetivo geral, foram definidas as seguintes etapas:

1. Obtengcdo de celulose bacteriana mediante inoculacdo da bactéria
Gluconacetobacter hansenii em um meio sintético de composicao
definida e, posteriormente, nos diferentes substratos, suco de caju e
residuo liquido de sisal.

2. Preparo de nanocompdsitos de celulose bacteriana e hidroxiapatita.
Realizagdo de ensaios visando a caracterizagbes microestrutural e
mecanica dos biopolimeros de celulose bacteriana e seus
nanocompositos.

4. Realizacdo de ensaios para estudo in vitro dos nanocompdsitos.
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3. Reviséo Bibliogréafica

3.1. Celulose

Originalmente isolada e caracterizada pelo quimico francés Anselme
Payen (1838), a celulose (CsH1005)n € um polimero de cadeia longa composto
de um sO6 mondmero (glicose), classificado como homopolissacarideo.
Apresenta uma estrutura fibrosa, na qual se estabelecem multiplas ligacfes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila das distintas cadeias justapostas de
glicose, originando fibras compactas que constituem a parede celular dos
vegetais. A estrutura da celulose (FIGURA 1) se forma pela unido de moléculas
de B-glicose (uma hexosana) através de ligagdes B-1,4-glicosidicas (KLEMM et
al., 2001; SHI et al., 2014).

Figura 1 - Representag&o da molécula de celulose
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Fonte: Klemm (2001)

A celulose é o polimero natural mais abundante da terra, podendo
ser encontrada como um dos principais constituintes das paredes celulares das
plantas (celulose vegetal) ou sintetizada por alguns micro-organismos, tais

como bactérias (celulose bacteriana).

3.2. Celulose Bacteriana

Os polissacarideos de origem microbiana tém sido bastante
estudados devido a algumas vantagens de sua obtencéo, tais como: producéo

independente de condi¢des climéticas, possibilidade de utilizacdo de matérias-
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primas regionais, maior rapidez na obtencdo do produto acabado e
necessidade de espaco relativamente pequeno (SOUZA; GARCIA-CRUZ,
2004). Além disso, esses polimeros apresentam maior uniformidade em suas
propriedades fisico-quimicas devido a especificidade do micro-organismo
utiizado e a possibilidade de um rigido controle dos parametros de
fermentacdo, o que garante uma alta regularidade estrutural (SOUZA,
GARCIA-CRUZ, 2004).

Dentre os biopolimeros atualmente estudados, a celulose bacteriana
vem apresentando interesse crescente (FIGURA 2) por apresentar
propriedades peculiares que a diferem consideravelmente da celulose vegetal.
Além de ser obtida quimicamente pura, ou seja, livre de lignina e hemicelulose,
€ extremamente hidrofilica e possui cristalinidade superior a apresentada pela
celulose vegetal (RECOUVREUX, 2008).

Figura 2 - Namero de documentos publicados no periodo 1973 - 2013 com o titulo
"bacterial cellulose" segundo a base de dados Scopus
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Fonte: Base de dados Scopusl

As membranas de CB apresentam ainda caracteristicas importantes,
tais como: biocompatibilidade, biodegradabilidade e permeabilidade seletiva
(NUNES, 2012). Além disso, também desempenham o papel de barreira contra

micro-organismos em feridas e queimaduras, acelerando o processo de

! http://www.scopus.com/home.url
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cicatrizacdo, proporcionando alivio da dor e reducédo da formacéo de cicatriz
(SASKA et al, 2011). Essas propriedades aliadas a sua estrutura
tridimensional nanométrica conferem um amplo leque de aplicagbes que se
estende desde a industria de papel e téxtii até a industria alimenticia
(BIELECKI et al., 2005).

Na area médica, destaca-se a aplicacdo de CB como substituto
temporério da pele no tratamento de queimados e feridas de dificil cicatrizagdo
(BIELECKI et al., 2005; KLEMM et al., 2001; SASKA et al., 2011; SHELKE et
al., 2014; HUANG et al., 2014). Membranas de CB tém sido usadas para
regeneracao 6ssea guiada, em lesbes periodontais e como uma membrana de
barreira reabsorvivel. Em paralelo, a estrutura da celulose também tem
encontrado uso como "template” para a preparacao de metais com dimensdes
nanomeétricas (BARUD et al., 2008). A incorporacao de metais na membrana de
celulose é bastante interessante devido as propriedades de coordenacao e
porosidade da matriz (BARUD et al., 2008). A sua incorporacdo em tecidos e
membranas para curativos ja pode ser encontrada em produtos comerciais
(ABEER et al., 2014; FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012; PERTILE, 2007,
SASKA et al., 2011).

3.3. Obtencao de Celulose Bacteriana

O primeiro estudo documentado relacionado a producéo de celulose
por bactérias foi relatado em 1886 por Adrian Brown. Ele observou um material
gelatinoso que se formava na superficie do caldo de fermentacdo do vinagre
(DONINI et al., 2010;). A analise desse material revelou que se tratava de
celulose e a bactéria produtora foi identificada como Acetobacter xylinum
(BROWN, 1886). Entre os anos de 1940 a 1960, pesquisadores da Hebrew
University em Jerusalém investigaram intensamente a bioquimica da producédo
de celulose por A. xylinus. Eles publicaram quatro artigos detalhando métodos
simplificados para a producéo e quantificacdo da celulose produzida por esse
micro-organismo (HESTRIN; SCHRAMM, 1954b; SCHRAMM; HESTRIN, 1954;
GROMET; SCHRAMM; HESTRIN, 1957; SCHRAMM; GROMET; HESTRIN,
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1957). Tais meétodos sdo amplamente utilizados nos dias atuais
(RECOUVREUX, 2008).

Estudo filogenético desenvolvido por Yamada, Hoshino e Ishikawa
(1997) reclassificou a bactéria A. xylinum (= A. aceti ssp. xylinum, A. xylinus)
incluindo-a no novo género Gluconacetobacter. A bactéria A. xylinum ATCC
23769, utlizada neste estudo, foi reclassificada como Gluconacetobacter
hansenii (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997). G. hansenii € uma bactéria
conhecida por produzir celulose na forma de uma pelicula na interface liquido-
ar do meio de cultivo, em cultura estatica (RECOUVREUX, 2008). Bactérias do
género Gluconacetobacter, sdo bacilos retos ou ligeiramente curvos, moveis ou
ndo. Produzem &cido acético na presenca de oxigénio, apresentam tolerancia a
condicBes acidas, sendo capazes de crescer em valores de pH inferiores a 5,0,
e a faixa 6tima de temperatura de crescimento esta entre 15 e 34°C. Além
disso, G. hansenii € estritamente aerdbica, Gram negativa, catalase positiva,
incapaz de liquefazer gelatina e ndo reduz nitrato e nitrito. Sua temperatura de
destruicdo térmica € de 65 a 70°C (MADALOZZO, 2008).

Embora seja comum o emprego de G. hansenii, existem muitos
outros organismos que também produzem celulose, incluindo plantas, bactérias
eucaridticas, organismos procaridticos e fungos (LUCIA; ROJAS, 2009).
Entretanto, G. hansenii tem sido aplicada como micro-organismo modelo para
estudos basicos e aplicados sobre a celulose devido a sua capacidade de
produzir niveis relativamente altos do biopolimero a partir de uma ampla gama
de fontes de carbono e nitrogénio.

Em geral, os meios para producdo de polissacarideos apresentam
uma fonte de fosforo (fosfato de potassio) e nitrogénio (sulfato de aménio) em
concentracfes adequadas para o crescimento do microrganismo; uma fonte de
carbono (glicose, sacarose, manose, frutose e outras) como reserva energetica
e ainda oligoelementos como Na*, K*, Ca®*, Mg?*, Fe*" e outros, os quais tém
um papel importante como cofatores enzimaticos nas vias de producdo do
polissacarideo. Um meio bastante utilizado tem sido o ALABAN (ALABAN,
1962). Madalozzo (2008) constatou que a producédo da celulose na superficie
do meio de cultura ALABAN (caldo) é caracteristica da G. hansenii, por ser
uma forma de assegurar sua permanéncia na interface liquido-ar, onde o

oxigénio esta mais concentrado. Acredita-se que a celulose sirva para manter a
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bactéria em ambiente aerdbico na superficie do meio onde se encontra. A
celulose produzida pode atuar como uma matriz extracelular para acentuar a
colonizacdo no meio e prevenir a potencial presenca de competidores pelo
substrato. A pelicula de celulose também pode auxiliar na retencdo da umidade
impedindo o ressecamento dos substratos naturais durante o crescimento da
bactéria.

A celulose produzida por bactérias é também conhecida como
celulose nativa. A celulose nativa € encontrada em duas formas cristalinas,
celulose | e celulose I, sendo mais comumente encontrada como celulose I. As
cadeias glucanas séo orientadas paralelamente na celulose | e por cadeias
antiparalelas na celulose Il, termodinamicamente mais estavel, pois possui uma
ligacdo de hidrogénio adicional por cadeia de glicose (CHAWLA et al., 2009). A
estrutura em forma de microfibras da celulose bacteriana é responsavel por
boa parte de suas propriedades, a saber: alta resisténcia a tracdo, elevado
grau de polimerizacao e cristalinidade (HU et al., 2014).

Existem duas formas de se produzir celulose bacteriana: cultivo
estatico, que resulta na formacéo de uma membrana gelatinosa de celulose na
superficie do meio, e cultivo agitado, através do qual a celulose é sintetizada na
forma de pellets. Alguns pesquisadores tém sugerido que a cultura agitada
pode ser a técnica mais adequada para producdo em escala econdmica
(CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; DONINI et al., 2010; ROSS; MAYER,;
BENZIMAN, 1991; YOSHINAGA; TONOUCHI; WATANABE, 1997). Contudo, a
maior parte das cepas de G. hansenii usadas em pesquisa produz celulose em
condi¢cBes puramente estaticas. Quando o cultivo é feito em condi¢cBes agitadas
0s resultados muitas vezes apresentam um baixo rendimento. Almeida et al.
(2008) realizaram estudo a fim de verificar o crescimento da biomassa de G.
hansenii com a producédo da celulose bacteriana. O cultivo ocorreu em agua de
coco maduro na forma estatica e em agitacdo e com adicdo de diferentes
solugdes salinas. Apos 16 dias, ndo foi observado nenhum aumento
significativo na sintese de celulose em cultura agitada, enquanto que a pelicula
cultivada em cultura estacionaria atingiu um valor de massa seca de 10 g/L.
Através da analise dos pellets, os autores observaram que a maior parte das
células ficava concentrada na sua superficie, ao passo que apenas uma

pequena quantidade podia ser encontrada no seu interior. Outro aspecto
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interessante diz respeito a comparacdo microscopica entre as fibras de
celulose sintetizadas nos dois diferentes casos. Enquanto fibras obtidas via
cultivo estatico apresentaram uma orientacdo preferencial na direcdo axial,
aguelas geradas por cultivo agitado se mostraram mais desordenadas e
sobrepostas. Tal desordem para a microestrutura pode ser atribuida a
movimentagao constante durante a agitagéo.

Madalozzo et al. (2008) conseguiram, através de folhas de capim-
lim&o in natura, isolar G. hansenii, capaz de produzir uma pelicula na superficie
do meio de cultura ALABAN, embora em pequena quantidade. O isolamento
dessa bactéria em folhas de capim-limao foi atribuido ao fato de que esse
micro-organismo é comumente encontrado na natureza, principalmente em
superficie de plantas, frutas e flores, quando h& inicio de decomposicéo
envolvendo a acidificagdo do meio.

Um aspecto importante na obtencédo de celulose bacteriana diz
respeito a sua remocgao do meio e purificagdo. Saharman Gea e colaboradores
(2011) desenvolveram um processo de purificacdo que melhora
significativamente o comportamento estrutural, mecanico, térmico e morfolégico
de CB produzida em cultura estatica. Nessa pesquisa, ressalta-se a
importancia dos tratamentos de purificacdo, os quais visam, sobretudo, a
remocdo dos compostos organicos (como acidos nucleicos e proteinas
remanescentes a partir do meio de cultura) ou alguma impureza. Ao mesmo
tempo, impedem a transformacao polimorfica de celulose tipo | para celulose
tipo Il. A purificagdo também melhorou a estabilidade térmica e morfologica das

peliculas. ApGs a etapa de purificacdo, a CB pode ser prontamente utilizada.

3.3.1. Uso de Meios Alternativos para Obtencé&o de Celulose Bacteriana

Residuos agroindustriais (bagacos, tortas, restos de frutas e
hortalicas, etc.) sédo provenientes de usinas sucroalcooleiras, matadouros,
industrias do processamento de carnes (visceras e carcaga de animais), frutas
e hortalicas (bagacgo, tortas, refugo e restos), industria da celulose e papel

(residuos da madeira, lodo do processo de producéo e do tratamento de aguas
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residuarias), curtumes (aparas de couro e lodo do processo e tratamento de
aguas residuarias) e outros (DANTAS; AQUINO, 2010).

O descarte de residuos representa um crescente problema devido
ao aumento da producdo. Os maiores impactos ambientais provocados por
residuos organicos sdo decorrentes da fermentacdo do material, podendo
ocasionar a formagao de acidos organicos (“‘chorume” — liquido de elevada
demanda bioquimica de oxigénio formado com a degradacdo do material
organico e a lixiviagdo de substancias toxicas) com geracdo de maus odores e
diminuicdo do oxigénio dissolvido em aguas superficiais (GRAMINHA et al.,
2008).

Devido a quantidade de nutrientes disponiveis nos residuos
agroindustriais, esses podem ser convertidos em produtos comerciais ou
matérias-primas para processos secundarios. Neste contexto, a fermentacao
desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos visando a
sintese de diversos compostos de alto valor agregado e de grande interesse
industrial (DANTAS; AQUINO, 2010). A producédo de biopolimeros a partir de
residuos, por exemplo, se mostra interessante por duas razdes: utilizacdo de
matéria prima de baixo custo e reducdo de poluentes ambientais (MATIAS,
2009).

Véarios residuos da agroindustria foram avaliados como fonte
econbmica de carbono e demais nutrientes para a producdo de celulose
bacteriana, os quais, acredita-se, apresentam cargas organicas e nutrientes
adequados para o crescimento microbiano (CARREIRA et al., 2011). Segundo
0s autores, a exploracdo macica dos recursos fosseis durante o século
passado, associada a problemas de poluicdo levantou uma série de
guestionamentos dos pontos de vista ambiental e econémico. Além disso, a
escassez de recursos fosseis num futuro proximo tem contribuido
progressivamente para uma economia baseada em matérias-primas renovaveis
(biomassa) visando a producdo de produtos quimicos, materiais variados,
combustiveis e energia dentro da nascente bioeconomia. Sob este ponto de
vista, polimeros obtidos a partir de recursos renovaveis, como polissacarideos,
entre outros, estdo ganhando consideravel atencéo.

O Brasil produz uma grande quantidade de substratos, mas que na

realidade ainda sdo residuos descartados pelas agroindustrias, tornando-se
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agentes poluidores do meio ambiente ou utilizados em pequena escala para a
alimentacao de animais (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007).

Danesi e Wosiacki (1998) relatam que residuos agroindustriais,
como soro de leite ou mesmo suco de frutas, podem ser utilizados como meio
de cultivo para a G. hansenii. Gomes et al. (2013), por sua vez, enumeraram
alguns residuos industriais ja empregados com sucesso para a producao de
CB, como, por exemplo, pos de konjac, melago de beterraba, melaco de cana
de acuUcar, agua de maceracdo do milho e varios sucos de frutas, incluindo
laranja, abacaxi, maca, pera japonesa e uva, bem como agua de coco.

O suco de caju e o residuo liquido de sisal pertencem a duas
importantes cadeias agroindustriais e representam fontes potenciais de
carbono e nutrientes, que podem ser estudados como meio alternativo para a

obtencéo de CB.

Suco de caju

O cultivo do cajueiro tem grande importancia para a agroinduistria
dos Estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, onde séo colhidos 95% da
producdo brasileira e onde é feito todo o processamento da castanha. O
agronegdcio do caju movimenta cerca de 157 milhdes de dolares somente em
exportacdbes de améndoas (LAMAS, 2010). Apesar da importancia sécio-
econbmica da cajucultura, esta exploracédo ainda ndo é intensa em tecnologia.
O uso de técnicas modernas pode ser decisivo para a mudanca do atual perfil
deste importante agronegocio pela possibilidade de aumento da produtividade
e qualidade dos seus produtos (LAMAS, 2010).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia
anacardiaceae, nativo da América do Sul e cresce também nos trépicos das
Ameéricas, Africa e Asia. Em funcdo do porte da planta, ele é dividido em dois
grupos: o comum e o ando. O comum é 0 que apresenta maior porte,
conhecido também como cajueiro gigante. E o mais difundido, de altura entre 8
e 15 m e envergadura que pode atingir até 20 m. O cajueiro ando € de porte
baixo, altura inferior a 4 m, didmetro do caule e envergadura inferiores ao do
tipo comum e inicia o florescimento entre 6 e 18 meses, enquanto que o

comum tem sua primeira floragao entre o terceiro e quinto ano (PINHO, 2009).
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Apesar do aumento do consumo in natura e do caju ser uma
importante fonte de nutrientes do Nordeste do Brasil, 0 mesmo representa
grande quantidade de matéria-prima perdida anualmente. Estima-se que 80%
do pedunculo seja desperdicado, correspondendo a valores que chegam a
quase 1,5 milhdes de toneladas (PINHEIRO, 2011). Dentre os fatores que
influenciam o elevado desperdicio estdo o curto periodo de poés-colheita
associado a pequena capacidade de aproveitamento pela industria, o curto
periodo de safra e a inexisténcia de métodos econémicos de preservacado da
matéria-prima. Ha diversas possibilidades de aproveitamento industrial do
pedunculo, tais como: producdo de sucos, doces, cajuina, bebidas alcodlicas,
sorvetes e outros produtos alimenticios, além de usos medicinais (PINHO,
2009).

O pedunculo, apesar de ser utilizado na obtencéo de sucos e doces,
ainda é bastante desperdicado nas agroindustrias de fabricacdo de bebidas,
pois o0 bagago geralmente é transformado em adubo ou em racédo para animais,
e poderia ser mais bem aproveitado em outras aplicacbées como a producao de
celulose bacteriana. O aproveitamento de residuos pode representar um
segmento importante para as industrias. Esses residuos sdo constituidos
basicamente de matéria organica, bastante rica em acucares e fibra, com alto
valor nutritivo, abundantes e de baixo custo econémico (SANTANA; SILVA,
2008).

Residuo Liguido de Sisal

O sisal (Agave sisalana) é uma planta pertencente a classe das
monocotiledéneas, com elevada complexidade morfofisioldgica, cujo produto
principal é a fibra tipo dura, com altos teores de celulose e lignina (NOGUEIRA;
PIRAS, 2011). Em 2008, a producgéo de sisal foi de cerca de 250 milhares de
toneladas, com Brasil, Tanzania e Quénia se destacando como 0s maiores
produtores mundiais (ANDRADE et al., 2012). Segundo dados da Embrapa
Algodédo (Campina Grande — PB), o Brasil € o maior produtor mundial da fibra
de sisal, uma das fibras naturais mais amplamente utilizadas em todo o mundo,
com uma producdo anual de cerca de 140.000 ton. A grande utilizacdo das

fibras de sisal se deve a caracteristicas como seu baixo custo e densidade,
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boas propriedades mecéanicas e nao toxicidade (ANDRADE et al., 2012). Ha
ainda um interesse crescente na exploracao de novas aplicagbes para o sisal,
como, por exemplo, reforco de polimeros, borracha, gesso e matrizes de
cimento, criando uma vasta gama de aplicacdes tecnoldgicas. No entanto, a
sua utilizacdo principal é, ainda hoje em dia, como matéria-prima para a
industria de corda. Os principais produtos séo os fios biodegradaveis utilizados
em artesanato; no enfardamento de forragens; cordas de varias utilidades,
inclusive navais; torcidos, terminais e cordéis.

O beneficiamento do sisal para a producéo da fibra produz residuos,
como pedacos de folhas e fibras de diferentes tamanhos. Além disso, no
processo de beneficiamento da fibra, gera-se um liquido que responde por
mais de 90% da planta, usualmente conhecido como suco de sisal. Esse
residuo liquido, resultante da extracdo da fibra do sisal, é totalmente
descartado no campo. Segundo Nogueira e Piras (2011), a presenca de alto
teor de carboidratos no residuo torna vidvel seu emprego em processos que
envolvem modificagbes fermentativas, indicando seu potencial para ser
transformado em produtos de valor agregado.

Vale ainda frisar, como motivacdo para a utilizacdo de liquido de
sisal, a crescente preocupacao em todo mundo no que diz respeito a poluicéo
ambiental, o que tem encorajado o desenvolvimento de estratégias diversas

como alternativas para a simples eliminacéo de residuos.

3.4. Aplicacdes da Celulose Bacteriana

A celulose, em especial a produzida pela bactéria G. hansenii,
destaca-se como biomaterial para cicatrizacdo de feridas e produgcao de
scaffolds (arcaboucos) na engenharia de tecidos (FARIA-TISCHER; TISCHER,
2012). Sua estrutura tridimensional € uma caracteristica essencial para 0 uso
como suporte, pois facilita a fixacéo e a proliferacdo de células que formam o
tecido novo (SILVA, 2012).

Em 1980, a Johnson & Johnson iniciou a produgao em larga escala
da membrana de CB e, posteriormente, a empresa Xylos iniciou a manufatura

da XCell® para o tratamento de feridas. No Brasil, a principal produtora de
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membranas de celulose para diversos usos no tratamento de feridas da pele e
queimaduras € a empresa Bionext Produtos Biotecnolégicos Ltda., antiga e
pioneira BioFill (DONINI et al., 2010). Além do Brasil, no Canada, nos Estados
Unidos e no Japdo, ha empresas que atuam comercializando a membrana de
celulose bacteriana (HOENICH, 2006). No entanto, ainda existem poucas
aplicacbes em nivel comercial. Outra aplicacdo comercial de celulose
bacteriana € em transdutores acusticos, tendo em conta a grande resisténcia
mecanica que adquire depois de ter sido submetida a um tratamento quimico
(PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012).

Nas Filipinas € consumido como alimento conhecido como nata de
coco (DANESI; WOSIACKI, 1998; SHI et al., 2014).

No campo da eletronica foram desenvolvidas membranas com alta
condutividade elétrica e dispositivos emissores de luz através da incorporacao
de metais na estrutura da celulose. Além disso, algumas das membranas foram
modificadas com paladio e platina para serem utilizadas em células de
combustivel e de reatores cataliticos, mostrando boa adesédo das substancias
introduzidas na estrutura de celulose (PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012).

Outros estudos demonstraram o0 uso de membranas de celulose
bacteriana em processos de separagao, como o realizado por Wanichapichart
et al. (2002), em que membranas de celulose foram avaliadas para permeacao
de solucbes de soro bovino. As membranas foram também utilizadas para a
separacdo de poliois, clarificacdo de suco de frutas, pervaporacao de misturas
etanol-agua, pervaporacdo de componentes aromaticos de frutas, didlise e
permeacado de gases (PINEDA; MESA; RIASCOS, 2012).

Donini et al. (2010) enumeraram diversas aplicacdes tecnoldgicas da
membrana de CB como no diafragma para fones de ouvido da multinacional
japonesa Sony, na utilizacdo como substrato para OLEDs e como base para
compositos pela insercdo de: prata, fosfato, pectina, amido, termoplasticos,
ouro, silica etc. A elaboracdo de compdsitos pode ocorrer durante a
fermentacdo (“in situ”) ou ao final, apés a formagdo da pelicula. Esta
possibilidade de insercdo de materiais nas fibras de CB, ndo sO atraves do
cultivo, mas também com a membrana in natura, levou a um crescente

interesse em pesquisas com a CB na elaboragdo de nanocompositos (BARUD,
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2006; BARUD, 2010; DONINI et al., 2010; RECOUVREUX et al., 2008;
SOMSUB; AHT-ONG, 2012; WAN et al., 2006).

A insercao “in situ”, permite que materiais sejam incorporados na
rede de fibras através da difusdo dos mesmos no meio de cultura, o que leva a
formacédo de estruturas com qualidades adicionais. As adi¢gdes “in situ” vém
sendo bastante abordadas na literatura, a exemplo da hidroxiapatita (WAN et
al., 2007) e colageno (LUO et al., 2008) em regeneracdo 0ssea guiada e
nanotubos de carbono (JUNG et al., 2008; YAN et al., 2008) que possuem
diversas aplicacOes tecnoldgicas.

No caso da incorporacdo de materiais sobre a superficie da pelicula
ja formada, Hutchens e colaboradores (2006) publicaram uma patente
envolvendo compdsito de celulose bacteriana para aplicacdo como biomaterial.
Para tal, pelicula de CB foi imersa em solucfes de hidrogénio fosfato de sédio
e cloreto de célcio, alternadamente. Através da difracdo de Raios X
comprovaram a incorporacdo de célcio e fosfato no biopolimero (YAN et al.,
2008).

3.5. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de célcio hidratado de composicéo
Caio(PO4)s(OH),, componente majoritario da fase mineral dos ossos e dentes
humanos (95%). Compde o esqueleto dos vertebrados, atuando como reserva
de calcio e fésforo, e pode ser produzida em laboratério. Em funcdo de sua
semelhanca quimica com a fase mineral dos tecidos 6sseos se torna um dos
materiais mais biocompativeis conhecidos, sendo capaz de favorecer o
crescimento de 0sso nos locais em gque ela se encontra (osteocondutora), de
estabelecer ligagfes de natureza quimica entre ela e o tecido 6sseo (bioativa) e
de permitir a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas,
as quais nao a distinguem da superficie 6ssea, dada sua grande similaridade
quimica superficial (CUNHA, 2010; RIBEIRO, 2009; SANTOS, 2002). A
superficie da hidroxiapatita permite a interacdo de ligagbes do tipo dipolo,

fazendo que moléculas de agua e, também, de proteinas e colageno sejam


file:///D:/Documentos/Doutorado/Papers/TESES/haP/luis_alberto%20-%20tem%20TABELA%20DE%20SOLUBILIDADE%20pH%20Fosfatos.pdf

Revisdo Bibliografica 17

adsorvidas na superficie induzindo, assim, a regeneracéao tecidual (LICKORISH
et al., 2004; SANTOS, 2002).

Produzida sinteticamente desde o inicio dos anos 70, a
hidroxiapatita tem sido usada clinicamente desde o inicio dos anos 80
(SCHMITZ; HOLLINGER; MILAM, 1999). No tratamento de tumores, esse
biomaterial vem sendo usado como suporte de acao prolongada. A introducao
de farmacos anticancerigenos em blocos de hidroxiapatita porosa permite que
o tratamento da doenca seja realizado com a liberagcdo gradual da droga no
organismo. Sob este aspecto, essa técnica € atrativa, pois combina o
tratamento do tumor com a neoformacdo do osso reabsorvido. Na area
odontoldgica, a hidroxiapatita € utilizada para evitar perda 6ssea apds extracdo
de um ou Vérios elementos dentarios, como também, recuperacdo de areas
com reabsorcdo 0Osseas. Pinos de titanio revestidos com hidroxiapatita sao
usados no implante para a substituicdo da raiz (COSTA et al., 2009).

A estrutura favoravel a invasdo vascular e as caracteristicas
quimicas da hidroxiapatita possibilitam seu uso na area médica e odontoldgica,
como material biocompativel em implantes e préteses, principalmente, na
forma particulada. Porém, um dos maiores problemas de sua utilizacdo nessa
forma é sua dispersao para zona de tecidos moles, causando problemas como
a perda de particulas (COSTA et al.,, 2009; RIGO; GEHRKE; CARBONARI,
2007). Esta dificuldade em manter os granulos no local do defeito 6sseo, bem
como a lentiddo de reabsorcéo e integracdo, levaram a necessidade de criar
compdsitos e pastas com caracteristicas de biofuncionalidade superiores as
dos seus constituintes individuais (RIBEIRO, 2009). Nesse contexto, a literatura
propde sua utilizagdo na forma particulada e combinada com materiais
diversos, tais como: elastina, quitosana e colageno, a fim de facilitar o
manuseio e a adaptacdo adequada do material e minimizar o desalojamento
das particulas (ANGELE et al., 2004; SOSNIK; SEFTON, 2005). Varios autores
sugerem o colageno para este fim, pois este material constitui-se em um
grande agente de unido, biocompativel e reabsorvivel, responsavel pela
preservacdo da migracdo das particulas ceramicas, até a incorporacdo pelo
tecido do paciente (COSTA et al., 2009).

As aplicacdes da hidroxiapatita sintética ndo se restringem a area

biomédica. Devido a sua grande afinidade por proteinas, ela tem sido aplicada
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como adsorvente em cromatografia liquida. Na linha de controle ambiental, a
hidroxiapatita vem sendo estudada como catalisador na decomposicdo de
compostos organicos clorados poluentes provenientes da industria metalUrgica
e da incineracdo do lixo industrial (COSTA et al., 2009). E um catalisador
efetivo para desidratacéo e desidrogenacdo de alcoois primarios para aldeidos
e cetonas, a altas temperaturas. Ainda na area ambiental, a HA apresenta uma
alta capacidade em remover metais pesados, ndo s0 de aguas e solos
contaminados, como também de dejetos industriais (COSTA et al., 2009). Essa
aplicacdo tem sido objeto de grandes investigacdes devido ao alto grau de
toxidez proveniente desses metais, em especial o chumbo por ser mais
difundido no meio ambiente, aliado ao fato da hidroxiapatita representar um
material de baixo custo que poderia ser usado no controle da poluicdo
ambiental (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Santos (2002) e Ribeiro (2009) enumeram ainda como principais
aplicacbes da hidroxiapatita: reparo de defeitos O6sseos em aplicacdes
ortopédicas, aumento de rebordo alveolar, regeneracdo guiada de tecidos
0sseos, reconstrucdo bucomaxilofacial, equipamentos percutaneos, reparo e
substituicdo de paredes orbitais, substituicdo do globo ocular e recobrimento de

implantes metalicos.

3.5.1. Obtencéo de Hidroxiapatita

A hidroxiapatita pode ser obtida por desproteinizacdo de tecido
0sseo, por tratamento hidrotérmico de corais e também por processos
sintéticos, tais como: precipitacdo de solucdes aquosas e rea¢des no estado
sélido (COSTA et al., 2009). Um dos métodos mais utilizados para sintese de
pos de hidroxiapatita € a técnica de precipitacdo, que envolve reacdes por via
Uumida entre precursores de calcio e fosforo com controle de temperatura e pH
da solucdo. O po6 precipitado € calcinado a 400-600°C ou até mesmo a
temperaturas mais elevadas, a fim de obter uma estrutura de apatita
estequiométrica. Outro método quimico via Umida, mas que dispensa a

BN

utilizacdo de temperaturas elevadas € o processo sol-gel. Devido a

M-

possibilidade de um controle cuidadoso dos parametros do processo,
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possivel preparar um po6 altamente puro e com boa homogeneidade quimica e
fisica (COSTA et al., 2009).

O método de sintese adotado para a obtencéo de hidroxiapatita ou o
seu tratamento posterior pode levar ao aparecimento de outras fases de
compostos de fosfato de célcio. Estando presentes, podem ser detectadas
através de difratometria de Raios X. Normalmente, estas fases apresentam-se
em quantidades pequenas (ao redor de 5%) em compostos comerciais.
Entretanto, cuidados devem ser tomados para controlar a quantidade destes
compostos, por possuirem propriedades extremamente diferentes da
hidroxiapatita que podem comprometer a osteoconducéo, a integridade e a
eficiéncia mecanica do material (SALEH et al., 2004; COSTA et al., 2009).

A hidroxiapatita na forma de p6 pode ser obtida por:

Métodos Via Umida

a) Reacdao acido-base
10Ca(OH)2 + 6H3P04 — Ca10(P0O4)s(OH)2 +18H20 (1)
b) Reacdao entre sais de fosfato

O produto é um po de particulas pequenas (<10 um) e cristalinidade

similar aos tecidos naturais, porém, apresenta baixa cristalinidade:
10CaClz + NazP04 + H20 — Ca10(P04)6(OH)2 + 12NaCl + 8HCI (2)

10Ca(NO3)2 + 6(NH4)2HPO4 + 2H20 — Ca10(P0O4)s(OH)2 + 12NH4NO3 + 8HNO3
(3)

Método Via Seca

O produto é um po de alta cristalinidade, obtido por volta de 900°C:
6CaHPO4 + 2H20 + 4CaCO03 — Ca10(P0O4)s(OH)2 + 4CO2 + 14H20 (4)

Método Hidrotermal

Método idéntico a via Uumida sob alta pressdo e temperatura. O
produto € um po nanométrico ou milimétrico, sendo possivel a obtencdo de
materiais com porosidade similar a hidroxiapatita obtida de corais. A partir dos

diferentes pos, podem-se obter diferentes morfologias e formatos de materiais,
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sejam densos ou extremamente porosos, 0s quais incluem técnicas de
processamentos ceramicos tradicionais e avancadas como: prensagem, gel

casting, injecao, sol-gel etc. (COSTA et al., 2009).

3.6. Materiais Compdsitos

Em termos gerais, um material compdsito pode ser definido como
um material multifase exibindo uma combinacdo de resultados que o torna
superior a cada fase de sua composi¢cdo de modo que suas propriedades finais
sejam melhores do que as dos seus materiais constituintes. O conceito de
compésitos ndo foi inventado pelos seres humanos, eles sdo encontrados na
natureza. Um exemplo € a madeira que € um compdésito de fibras de celulose
em uma matriz de lignina. O casco dos invertebrados, como os caracois e
ostras também €& um exemplo de compdésito (BARUD, 2006).

Hoje em dia, os materiais compdésitos sdo amplamente utilizados
para variados fins, devido as suas melhores propriedades mecéanicas e
térmicas quando comparados a materiais comuns. Além disso, a maioria dos
compositos atualmente disponiveis no mercado é feita usando materiais
poliméricos ndo degradaveis e/ou derivados do petrdleo. A crescente
consciéncia ambiental global, a alta taxa de reducéo dos recursos petroliferos e
0s conceitos de sustentabilidade, em conjunto, causaram a busca por novos
produtos e processos que sejam ecologicamente corretos (SOMSUB; AHT-
ONG, 2012).

Os materiais que constituem um compdésito dividem-se em duas
categorias principais: matriz e refor¢o. Os reforcos podem ser fibras, particulas,
e as matrizes podem ser polimeros, ceramicas e metais. As fibras podem ser
continuas, longas ou curtas. Compdsitos obtidos através de matrizes
poliméricas sdo mais comuns e largamente usados em varias industrias. Neste
contexto, polimeros organicos apresentam propriedades especiais como:
flexibilidade, baixa densidade, alta dureza, excelente propriedades mecanicas e
Opticas tais como: transparéncia e indice de refracdo elevado. Portanto séo

matrizes adequadas para o preparo de novos compositos.
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3.6.1. Compadsito de Celulose Bacteriana e Hidroxiapatita (CB-HA)

O objetivo principal de se produzir um compdsito € a obtencdo de
um sistema com propriedades superiores as dos componentes unitarios.
Algumas limitacbes associadas aos polimeros, por exemplo, podem ser
superadas pelo emprego de seus compositos, dependendo da aplicacdo (Ul-
ISLAM et al., 2014).

Compaositos bioativos envolvem geralmente a matriz — que confere
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas ao implante — e uma fase bioativa
— que assegura a interacao favoravel entre implante e tecido vivo através da
interface, adesdo e proliferacdo celular. Um exemplo importante é o tecido
0sseo. Como se sabe, a matriz 6ssea € constituida por uma parte organica
(composta na sua grande maioria por colageno) e uma parte inorganica, cuja
composicao é dada basicamente por ions de fosfato e calcio, formando cristais
de hidroxiapatita (HUTCHENS et al., 2006). Por conta disso, a fabricacdo de
compoésitos baseados em apatitas e uma matriz organica (apatite-organic
polymer composites) tem sido a base para o desenvolvimento de biomateriais a
serem utilizados em substituicdes 6sseas.

Compositos de matriz polimérica proporcionam ductilidade e outras
propriedades necessarias a substituicdo Ossea, contendo particulas de
componente bioativo, que promovem a adeséao e proliferacdo celular a partir da
superficie do implante. Sdo, portanto, uma escolha natural para substituir 0sso
(TURRER; FERREIRA, 2008). Vérias tentativas foram realizadas no intuito de
usar polimeros naturais como matriz orgénica, tais como: quitosana, quitina,
gelatina e o préprio colageno (ANGELE et al.,, 2004; SOSNIK et al., 2005).
Seguindo essa tendéncia, dois trabalhos, publicados em 2006 pelo mesmo
grupo de pesquisadores (HONG et al., 2006; WAN et al., 2006), introduziram a
celulose bacteriana nesse rol de possibilidades. Embora Svensson et al. (2005)
ja houvessem destacado a celulose bacteriana como material promissor para
scaffolds na engenharia de tecidos, até entdo, nenhum estudo sobre a
combinagdo de HA com CB havia sido relatado.

Os dois trabalhos apresentaram a celulose bacteriana como um
novo substrato polimérico para a preparacdo de compésitos CB-HA em fluido

corporal simulado (SBF), exibindo a caracterizagdo dos compostos resultantes.
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De forma intercomplementar, eles ressaltam as qualidades da celulose bem
como suas aplicacdes mais gerais. Também h& destaque para a aplicacédo
potencial da celulose em substituicdo ao colageno, no que diz respeito a
preparacdo de compdsitos com hidroxiapatita, tendo em vista que colageno
apresenta alguns problemas praticos como alto custo e dificuldade no controle
de infecgdes.

Basicamente, os trabalhos apenas divergem quanto a técnica
empregada para a modificacdo superficial da celulose, necessaria para
estimular a formacdo de apatita na sua superficie. No primeiro, a CB foi
guimicamente modificada por simples tratamento com solu¢cdo 0,1 mol/L de
CaCl, a 37°C e, em seguida, imersa em fluido corporal simulado, no qual
ocorreu a mineralizacdo biomimética ou, como alguns autores preferem, a
precipitacdo biomimética. No segundo, as fibras foram inicialmente fosforiladas,
para s6 entdo serem tratadas com CacCl, e imersas em SBF. Nos anos que se
seguiram, métodos alternativos de obtencdo dos compdsitos passaram a ser
apresentados.

Um material nanocompédsito formado por redes de celulose
bacteriana e poOs de hidroxiapatita calcio-deficiente foi sintetizado e
caracterizado (GRANDE et al., 2009). O estudo teve como meta a fabricacdo
de nanocompdsitos de CB-HA pela formacdo de nanofibrilas de celulose na
presenca de uma fase mineral em cultura estatica. As nanoparticulas de HA
foram previamente preparadas por precipitacdo quimica em via Umida, a partir
de solucbes aquosas de nitrato de célcio e de sais de diaminofosfato. A fim de
suspender as nanoparticulas de HA, os meios de cultura foram modificados
pela adicdo de carboximetilcelulose (CMC). Os compdsitos foram preparados
introduzindo-se CMC no meio de cultura da bactéria, antes da adicdo das
nanoparticulas de HA, que se mantiveram em suspensdo no meio a medida
que ocorria a formacdo das nanofibras de celulose. A CMC aumenta a
viscosidade do meio de cultura e melhora a capacidade da solugcdo em reter as
particulas de HA em suspenséo, evitando que as particulas precipitem antes da
formacao do hidrogel celulésico. A biocompatibilidade e a viabilidade de células
nos nanocompositos obtidos foram confirmadas pela cultura de células
embrionarias de rim humano (HEK), fatores que fazem deste nanocompdsito

um material com potencial para aplicacfes biomédicas.
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Com a introducdo de um tratamento alcalino para otimizar o
processo de mineralizacdo biomimético, Shi et al. (2009) sintetizaram
nanocompositos de hidroxiapatita calcio-deficiente e celulose bacteriana em
uma rede 3D de nanofibras de celulose. Um novo mecanismo de formacéo de
cristais ao longo das fibras de celulose foi descrito.

A biomineralizacdo € um processo natural para a formacéo de ossos
e dentes em seres humanos e animais. O chamado método biomimético para
recobrimento de materiais com fosfato de calcio € inspirado por esse processo
e consiste na formacdo de uma camada biologicamente ativa de apatita sobre
uma superficie atravées da imersdo desta em uma solugdo artificial
supersaturada de célcio e fosfato (LIU et al., 2002).

Zimmermann et al. (2011) também descreveram a sintese de
nanocompoésitos de celulose bacteriana/hidroxiapatita para aplicacbes de
tratamento 6sseo usando uma abordagem biomimética. No entanto, celulose
bacteriana, com véarias morfologias superficiais (peliculas e tubos), foi
carregada negativamente - através da adsorcdo de carboximetilcelulose -
visando a nucleacdo de hidroxiapatita deficiente em calcio (cdHA). A
hidroxiapatita se destina a promover a formacdo o6ssea em defeitos,
proporcionar rigidez e ser substituida ao longo do tempo a medida que novas
formas de osso ocupam o seu lugar. A cdHA foi preparada in vitro em fluido
corporal simulado, durante um periodo de uma semana. A quantidade de cdHA
observada variou entre as diferentes amostras. Observou-se que o tamanho
dos cristais de cdHA aumentou com o aumento da densidade das fibrilas de
nanocelulose. Para determinar a viabilidade dos scaffolds in vitro, a morfologia
e a diferenciacdo de células osteoprogenitoras foram analisadas usando
microscopia de fluorescéncia e expressdo dos genes de fosfatase alcalina. A
presenca de cristais de cdHA na superficie da celulose resultou num aumento
da adesao celular.

Para aplicagcbes na area de engenharia de tecidos ésseos €
necessaria uma estrutura de poros microscopicos para facilitar o ingresso de
osteoblastos e a formacdo de um tecido mineralizado (SILVA, 2012).
Zaborowska e colaboradores (2010) incorporaram microesferas de parafina ao
meio de cultura do microorganismo G. hansenii visando a obtencédo de

scaffolds. Posteriormente, a parafina foi removida. No scaffold de CB
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microporoso e nanoporoso  (controle) foram  cultivadas células
oesteoprogenitores MC3T3-E1. A nova configuracdo melhorou a penetracdo
das células no scaffold e a viabilidade celular na membrana de CB. Esse
estudo mostrou que a CB microporosa é um biomaterial atraente como um
scaffold para aplicacdes em regeneracao 0ssea.

Com a consolidacdo das técnicas de preparo e obtencdo dos
compositos de celulose e hidroxiapatita, novas investigacdes passaram a ser
realizadas visando a avaliar o comportamento destes materiais em meios
biologicos. Caracteristicas como biocompatibilidade in vitro e in vivo,
bioatividade e comportamento osteogénico tornaram-se foco de investigagéo.
Em um destes trabalhos, Saska e colaboradores (2011) desenvolveram
membranas de CB-HA para regeneracdo Ossea e estudaram suas
propriedades biologicas. Os testes in vivo, realizados em defeitos 6sseos nédo
criticos em tibias de ratos, ndo mostraram reacdo inflamatéria. Apés quatro
semanas, os defeitos 6sseos foram completamente preenchidos pelo novo
tecido 6sseo, comprovando a eficiéncia das membranas CB-HA em aplicacbes
para regeneracao 0ssea.

Tazi et al. (2012) estudaram a viabilidade da celulose bacteriana
como scaffold para o crescimento de osteoblastos e formacdo de osso. A CB
foi obtida a partir de uma cultura de Acetobacter xylinum em meio
suplementado com hidroxiapatita para favorecer a formacdo do compésito. As
membranas foram ainda usadas para avaliar o crescimento de osteoblastos,
atividade fosfatase alcalina e a formacdo de nddulos de osso. A cultura de
osteoblastos mostrou que a pelicula de CB por si s6 ndo apresenta toxicidade e
pode sustentar a adesdo de osteoblastos. Além disso, o crescimento e a
adesao de osteoblastos foram significativamente melhorados nos compdsitos
quando comparados a pelicula pura. Tanto pelicula pura como compdsitos
melhoraram a osteocondutividade, confirmada pelo nivel de atividade de
fosfatase alcalina. Os compdsitos também apresentaram maior formacao de
nédulos e mineralizacdo do que as membranas de CB isoladas. Por fim, o
trabalho demonstrou que tanto peliculas puras de CB como compdésitos de CB-
HA podem ser Uteis em aplicacGes da engenharia de tecido 6sseo.

Para a formagdo de compdsitos a base de celulose bacteriana e

hidroxiapatita, ttm sido propostas duas vias principais (UI-ISLAM et al., 2014).
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A primeira envolve a adicdo de pds de hidroxiapatita ao meio de fermentacéo
de modo que a hidroxiapatita seja incorporada a celulose na medida em que
ela € formada. No entanto, como as apatitas tendem a sedimentar, &
necessario o uso de um agente auxiliar a fim de manter as particulas
suspensas numa condicdo homogénea. Em geral, emprega-se
carboximetilcelulose — CMC - para este fim. Deste modo, ocorre a
incorporacdao in situ da hidroxiapatita no hidrogel formado. Segundo a literatura,
a adicdo de CMC durante a formacdo da celulose também aumenta sua
capacidade de retencdo de agua (MORMINO, 2002). A segunda via envolve a
proposta apresentada por Hutchens e colaboradores (2006) segundo a qual CB
€ incubada em solucdo de hidrogeno fosfato de sddio e em cloreto de calcio.
Este método parte de uma pelicula de celulose ja formada e devidamente
purificada mediante técnica apropriada (PINEDA; MESA; HABERT, 2010).

Vale salientar que no método in situ, é possivel especificar a
estequiometria da hidroxiapatita a ser incorporada. Porém, € preciso definir as
concentracfes ideais de HA e CMC a serem empregadas, de modo que a
adicdo destes dois ndo comprometa a cinética de formacdo do hidrogel no
meio considerado. Na técnica de Hutchens (2006), ndo existe este controle,
sendo obtida hidroxiapatita calcio-deficiente.

Hidroxiapatita deficiente em calcio pode ser usada como precursor
do componente inorganico da hidroxiapatita biologica (VALLET-REGI;
RODRIGUEZ-LORENZO; SALINAS, 1997), uma vez que a formacdo de HA
envolve uma nucleacgdo inicial com subsequente crescimento de cristais
(HONG et al., 2006). Estudos sobre o crescimento de cristais sugerem que a
nucleacdo ocorre nas superficies que expdem padrées repetitivos de grupos
anidnicos. Estes grupos anidnicos tendem a concentrar 0s cations inorganicos
criando um ambiente supersaturado, promovendo dessa forma a nucleacao
orientada dos cristais (HARTGERINK; BENIASH; STUPP, 2001). Inserida neste
contexto, a celulose possui na sua cadeia grupos aniénicos OH" (hidroxilas com
cargas negativas) livres que permitem a ligacdo do Ca™ numa solugdo Acida
de CaCl,. Deste modo, o calcio pode se ligar ao fosforo para formar o fosfato
de célcio (HUTCHENS et al., 2006).

Ha ainda algumas rotas alternativas, como a que consiste em um

pré-tratamento da membrana com Ca(OH), ou CacCl,, seguido de imersdo em
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solucdo de SBF, de modo a favorecer a formacdo de HA na sua superficie
(SASKA et al., 2011).

3.7. Estudo in Vitro

A celulose bacteriana tem se mostrado um biomaterial de grande
potencial para uso em medicina regenerativa e outras aplicacbes em
engenharia tecidual. As aplicagbes nessas areas se devem as suas
caracteristicas e propriedades, tais como: alta cristalinidade, porosidade,
biocompatibilidade, atoxicidade e biodegradabilidade. Por essas propriedades,
a CB esta sendo utilizada em pesquisas de regeneracao de cartilagens, vasos
artificiais e em engenharia de tecidos 6sseos (OLIVEIRA; RAMBO; PORTO,
2013). Alguns pesquisadores utilizaram a celulose bacteriana como biomaterial
base para a fabricacdo de scaffolds adequados para aplicacbes em engenharia
de tecidos (HUANG et al, 2014; LI et al., 2009). Entretanto, qualquer
biomaterial a ser implantado para testes in vivo deve ter sua origem e
composicdo conhecidas para se evitar danos ao organismo, seja através de
caracterizacao fisico-quimica, estudos de biocompatibilidade com tecidos vivos
e/ou testes in vitro (OLIVEIRA; RAMBO; PORTO, 2013).

Os ensaios in vitro sdo normalmente efetuados como testes iniciais
na primeira fase da avaliacdo da biocompatibilidade de um material. O termo
biocompatibilidade envolve dois fenbmenos associados, de modo que: o
implante do material ndo pode ser afetado pelo meio fisiolégico (corroséo,
degradacédo) e o tecido local ndo pode sofrer danos pela presenca do material
(necroses, reacgfes celulares, infeccbes pela acdo de bactérias) (RATNER,
1996). A avaliagdo in vitro possibilita a obtencdo de um resultado rapido e de
baixo custo, além de minimizar o uso de animais em pesquisa (RATNER,
1996).

Além dos ensaios de biocompatibilidade, podem ser realizados
testes de citotoxicidade. Tais testes fazem uso de técnicas in vitro para
identificar efeitos adversos que os materiais ou dispositivos meédicos possam
acarretar as células, tornando-os improprios para uso como biomateriais. Esses

ensaios utilizam cultura celular, envolvendo técnicas que determinam a lise das
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células (ou morte celular), a inibicdo de crescimento celular e outros efeitos
causados nas células pelos artefatos, materiais e/ou seus extratos. Portanto,
para ser aprovado em um teste de citotoxicidade in vitro, um material ndo deve
causar a morte das células nem afetar suas funcdes celulares (ALMEIDA,
2000).

3.7.1. Estudo de Degradacdao in Vitro dos Materiais Compositos

Além da caracterizacdo do biomaterial, € importante que sejam
também conhecidos seu tempo de degradacao, os produtos da degradacéo e
os efeitos desses no organismo (OLIVEIRA; RAMBO; PORTO, 2013). Para os
compoésitos CB-HA, especificamente, procura-se verificar se a apatita
depositada nao se “desprendera” da matriz celuldésica quando o compdsito for
inserido no meio fisiol6gico. Este tipo de estudo é normalmente realizado pela
colocacdo de amostras com tamanhos e massas definidos em solucbes de
PBS (Phosphate Buffered Saline) ou SBF (Simulated Body Fluid), deixados em
incubadora a 37°C, durante tempo pré-determinado.

3.7.2. Bioatividade

O requisito essencial para um material artificial se ligar ao 0sso vivo
€ a formacdo de apatita na sua superficie quando implantando no organismo
vivo (KOKUBO, 1991; KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Em 1990, Abe et al.
propuseram método de recobrimento de materiais bioinertes em solucdo similar
ao fluido corp6reo acelular com o objetivo de mimetizar o processo de
formacdo de apatitas biolégicas (método biomimético). O tratamento
biomimético de superficie se baseia na precipitacdo heterogénea de fosfatos de
calcio — tais como a hidroxiapatita — sobre os substratos de interesse. Essa
deposicdo da camada de apatita aumenta a osseocondutividade e potencializa
0 processo de osseointegragdo do material implantado, melhorando a
qualidade da interface osso-implante, principalmente nos periodos iniciais da
cicatrizacdo (ALVES-REZENDE et al., 2011).
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Em geral, a capacidade de ligacdo de um material com o osso &
avaliada examinando a capacidade de formacdo de apatita sobre sua
superficie quando imerso em fluido corporal simulado, que contém
concentracfes ibnicas aproximadamente iguais as do plasma sanguineo
humano. Todo material que em SBF seja capaz de formar apatita na sua
superficie também é capaz de ligar-se ao 0sso vivo através da camada de
apatita formada, desde que o material ndo contenha qualquer substancia que
induza reacdes toxicas ou de anticorpos (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

A analise da formacao de apatita sobre um material, tal qual celulose
bacteriana e seus compdésitos, em SBF € util ndo apenas para predizer a
bioatividade do material in vivo, seja do ponto de vista qualitativo como
guantitativo, como também permitir que o numero de animais utilizados e a
duracdo das experiéncias com eles possam ser consideravelmente reduzidos
(KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

3.7.3. Adsorcéao de Proteina

O estudo quantitativo do fenbmeno da adsorcdo de proteinas na
superficie de biomateriais é de grande importancia, uma vez que a adsorcao de
proteinas plasmaticas € um dos primeiros eventos que ocorre quando um
biomaterial entra em contato com o sangue (NOGUEIRA, 1999). A adsorc¢ao de
proteinas € um processo complexo, envolvendo ligacbes de van der Waals,
ligacdes de hidrogénio e ainda interacdes eletroestaticas, sendo dependente
das caracteristicas fisicas e quimicas da superficie onde a adsorcéo ira ocorrer
(NUNES, 2012). Além disso, ela estd diretamente relacionada a
biocompatibilidade, sendo que o desempenho de materiais sintéticos em
contato com o sangue dependera, principalmente, da camada de proteina
adsorvida, porque € esta camada a mediadora das interacbes entre o0s
biomateriais e os componentes do sistema bioloégico (NOGUEIRA, 1999).

O estudo de adsorcdo de proteinas objetiva a determinacdo da
guantidade de proteina adsorvida em uma unidade de area a uma dada
concentracdo desta proteina em solugdo. E possivel utilizar um modelo

bastante simples, baseado em uma curva de calibracdo. No presente estudo,
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optou-se por trabalhar com a Albumina do Soro Bovino (BSA), uma proteina
globular largamente utilizada como proteina modelo nos estudos de adsorgéo
em diversas superficies (NUNES, 2012). A escolha da albumina como proteina
de estudo deve-se a sua importancia no organismo humano, uma vez que
possui inumeras funcdes fisioldgicas importantes, como controle da pressao
osmatica e transporte de acidos graxos livres no sangue (NOGUEIRA, 1999),
sendo ainda a proteina em maior concentracdo no plasma humano,
representando 60% das proteinas totais no plasma (NUNES, 2012; SILVA,
2008). Além disso, a BSA €& uma proteina de custo acessivel, quando
comparada a outras proteinas, como, por exemplo, a proteina A/G, utilizada em
muitos ensaios de separacéo e purificagdo com membranas de afinidade.
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4. Material e Métodos

4.1. Material

4.1.1. Micro-organismo

G. hansenii ATCC 23769, adquirida da Colecdo de Cultura Tropical da
Fundacao André Tosello (cédigo CCT 1431), foi crescida e mantida em meio de cultura
HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

A bactéria foi inoculada em caldo HS e incubada a 30°C/48h até a formacéao
de uma pelicula na superficie do meio. Aliquota de 0,1mL da cultura foi estriada em
placa de Agar HS e incubada a 30°C/48h. Uma alcada da cultura foi inoculada em Agar
HS inclinado e incubada a 30°C/48h e mantida sob refrigeracédo (4-5°C). A partir da
cultura da placa também foi preparada uma suspenséo espessa de células em 0,7mL
de caldo HS adicionado de 25% (v/v) de glicerol (80% v/v). Os tubos foram

armazenados a -18°C e -80°C.

4.1.2. Meios de Cultura e Substratos Agroindustriais

O in6culo de G. hansenii foi obtido a partir da cultura mantida sob
refrigeracdo, a qual foi crescida em caldo HS e incubada a 30°C/48h. Aliquotas de 3%
(v/v) dessa cultura foram adicionadas aos meios sintéticos (ALABAN e Hestrin &
Schramm, aqui denominado HS), e aos substratos (sucos de caju e residuo liquido de
sisal).

A composicdo do meio ALABAN foi: 100 g-L™ de sacarose, 5 g-L™* de fosfato
acido de potassio, 2,5 g-L™* de extrato de levedura, 0,6 g-L™* de sulfato de aménio e 0,2
g-L™! de sulfato de magnésio heptahidratado (ALABAN, 1962).



Material e Métodos 31

A composicdo do meio HS foi: 20 g-L ™ de glicose, 5 g-.L™ de peptona, 5 g-L™
de extrato de levedura, 2,7 g-L™! de fosfato bibasico de sédio anidro e 1,15 g-L'1 de
acido citrico monohidratado (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

O residuo liquido de sisal congelado foi fornecido pela Embrapa Algodao
(Campina Grande — PB) e mantido em camara fria a -5°C a fim de preservar suas
propriedades e evitar fermentacdo indesejada. Apenas para fins de utilizacdo imediata,
o0 mesmo era descongelado sob refrigeracdo. Para a utilizacdo como meio de
fermentacao, realizou-se filtragdo simples e autoclavagem a 120°C durante 15 min.

O suco de caju foi obtido a partir de uma mistura de pedunculos de diversos
clones de cajueiro (CCP 76; CCP 09; BRS 189, dentre outros) provenientes do Campo
Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado em Pacajus — CE. O suco
de caju foi mantido em camara fria a -5°C. As amostras foram descongeladas apenas
para fins de caracterizacdo e preparo dos meios para fermentacdo. O material foi

filtrado e esterilizado como descrito anteriormente.

4.1.3. Precursores da Hidroxiapatita

Os reagentes usados para sintese de hidroxiapatita em solucdo foram
cloreto de calcio — CaCl, (ref. C1016-5009) e fosfato de sédio dibasico — Na;HPO, (ref.
S5136-1Kg), ambos da Sigma-Aldrich.
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4.2. Métodos

4.2.1. Caracterizagdo dos Residuos Agroindustriais

Acidez e pH

Para a analise de acidez dos residuos, procedeu-se a titulagdo com
hidréxido de sédio (NaOH) 0,1mol/L, empregando-se titulador automético digital modelo
HI-901. Trés leituras de cada amostra foram realizadas, sendo o resultado expresso em
porcentagem de acido malico.

Para a determinacdo de pH, empregou-se pHmetro digital previamente
calibrado. Realizaram-se trés leituras por substancia, a fim de se obter um valor médio,
sendo o eletrodo lavado com agua destilada nos intervalos.

Determinou-se o pH inicial de todos os meios trabalhados.

Refratometria na Escala Brix

As amostras foram aplicadas diretamente a um refratdmetro digital na

temperatura de 25°C para realizacdo das leituras.

4.2.2. Obtencdo e Purificacdo da Pelicula de Celulose Bacteriana

Os primeiros testes de inoculacdo do micro-organismo Gluconacetobacter
hansenii foram realizados em tubos de ensaio empregando-se o meio ALABAN (1962).
Uma vez observada a formacédo da pelicula neste meio, seguiram-se 0s testes nos
substratos de interesse, suco de caju e residuo liquido de sisal.

Com base na literatura (KESHK et al., 2005; PERTILE, 2007; PINEDA;
MESA; HABERT, 2010; RECOUVREUX, 2008; SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004) e em
testes preliminares, que incluiram o monitoramento da densidade o6tica e do pH dos
meios de cultivo (APENDICE A), adotou-se um protocolo padronizado de obtencdo e
purificacdo de CB visando evitar possiveis alteracdes nas suas propriedades. Manteve-
se o0 pH inicial dos meios de cultura (substratos), por ja apresentarem naturalmente
carater acido favoravel ao crescimento do micro-organismo G. hansenii (CCT 1431). Os

substratos foram inoculados com 3% de inéculo (v/v) e, posteriormente, mantidos a
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temperatura de 30°C por pelo menos 168h, em cultivo estatico. Para a remoc¢ao da

pelicula formada, realizaram-se lavagens sucessivas com dodecil sulfato de sodio 2%

(SDS) e tratamento térmico com hidréxido de sodio 1 mol/L a temperatura de 80°C por

30min. Por fim, a biocelulose foi neutralizada e submetida a secagem (FLUXOGRAMA

1).

Fluxograma | - Protocolo de obtencéo e purificacao da pelicula de celulose bacteriana

Inoculacdo da cepa de G. hanseniino | 30°C/168h

substrato

h, 4
Remo¢ao do
substrato

T 3
Lavagem da pelicula de

celulose

b 4

Tratamento térmico com NaOH

Armazenamento

k]

¥

Neutralizacdo

h 4

Secagem em
" estufa

h 4

Caracterizacdo

Fonte: Elaborada pelo autor

T0%C

80°C/30min

Para fins de caracterizacdo, considerou-se como ultima etapa de tratamento

a secagem em estufa (70°C) visando a obtencdo de biofilmes e compositos

devidamente secos e sem qualquer umidade residual.
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4.2.3. Obtencédo dos Compadsitos CB-HA

O composito de celulose bacteriana e hidroxiapatita foi preparado por meio
de duas técnicas. A primeira envolveu a adicdo dos pos de hidroxiapatita in situ, isto €,
ao substrato recém-inoculado, de modo que a celulose formou-se na presenca do
biomaterial ceramico. A segunda, adaptada de Hutchens (2006), consistiu na
deposicao da apatita a pelicula ja formada e devidamente purificada.

Para o teste in situ, foram preparadas formulacées com 1% de hidroxiapatita
(m/V) e concentragfes distintas de CMC: 1,5; 2,0; 2,5%. Também foi preparada uma
pelicula sem adicdo de CMC para fins de controle e comparacéao.

Para a segunda técnica foi utilizado um protocolo baseado no proposto por
Hutchens et al. (2006), segundo a adocdo de ciclos de imersdo, de 24h cada, em
solucdes de cloreto de célcio (CaCl, — 11 g.L™") e fosfato de sédio dibasico (Na;HPO4 —
8,52 g.L™"), & temperatura ambiente. Inicialmente, as peliculas de CB foram imersas por
24 horas em solugao de CaCl,. Subsequentemente, as amostras foram lavadas com
agua destilada e novamente imersas por mais 24 horas, sob as mesmas condi¢des, em
solucédo de Na;HPO,. Este processo sequencial de imersdo em solucédo de CaCl, e de
Na;HPO, visou a formacéo de HA sobre a CB e foi denominado ciclo de HA. Foram

realizados seis ciclos de HA.

4.2.4. Caracterizacdo dos Materiais Obtidos (CB e CB-HA)

Anélise Termogravimétria (ATG)

A analise foi realizada em um analisador termogravimétrico Shimadzu,
modelo TGA STA 6000, conduzida sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 40
mL/min, razdo de aquecimento de 10°C/min e temperatura final de 700°C. Procurou-se
uniformizar as massas das amostras trabalhadas para valores compreendidos entre 5-7

mg.
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Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As analises de calorimetria exploratoria diferencial foram obtidas utilizando-
se um equipamento DSC Q20 dpUnion com as seguintes condi¢des: atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, razdo de aquecimento de 20°C/min e temperatura
final de 400°C. Procurou-se uniformizar as massas das amostras trabalhadas para

valores préximos a 5 mg.

Difracdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas de Raios X foram obtidos no difratdmetro da marca Rigaku
modelo DMAXB, empregando-se tubo de cobre. O intervalo angular (em 20) utilizado
foi de 10 a 70° com uma velocidade de varredura de 0,5°/min.

Calculou-se a cristalinidade da celulose de acordo com a Equacéo (5):

I, —Iam )
W-I—ml % 100

% % 3 (
Cristalindade(%) = :
002

(5)

em que:
loo2 — intensidade da celulose cristalina em 26 ~ 23°;
lam — intensidade da celulose amorfa em 26 ~ 17°.

Este método, desenvolvido por Segal e colaboradores (1959), tem sido
largamente utilizado para o célculo da cristalinidade da celulose.

Os difratogramas obtidos foram comparados a padrbes encontrados na
literatura através do banco de dados JCPDS, com auxilio do programa X-Pert

Highscore 1.0.

Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho foram obtidos no
espectrometro Nicolet 800 associado a uma célula MTech PAS, apds o preparo das
amostras com KBr pulverizado, sob as seguintes condi¢bes: porcentagem de
transmitancia (%T) com resolucéo de 4 cm™, na faixa de absorcéo de 4000-400 cm™.
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Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

Para analise microscoépica, os biofilmes foram mantidos secos em estufa a
70°C. Todas as amostras foram colocadas cuidadosamente em suportes metalicos,
com a ajuda de uma fita de dupla face de carbono a fim de melhorar a condugéo. Por
fim, procedeu-se a metalizacdo, ou seja, a deposicdo de uma camada de ouro de
aproximadamente 30 nm de espessura, também condutora, por sputtering,
empregando-se um metalizador da marca Emitech, modelo K650.

As fotomicrografias foram obtidas em um microscopio eletrénico de
varredura modelo Zeiss DSM-940A, a 30 keV em um modo de imagem secundaria de
elétrons (SEI).

Para determinacdo da espessura das fibras de celulose bacteriana, as
micrografias foram analisadas através do ImajeJ, programa de dominio publico
desenvolvido pelo National Institute of Health, NIH, Estados Unidos. Realizaram-se

aproximadamente 50 medi¢des considerando-se fibras aleatérias de cada imagem.

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Empregou-se EDS, uma técnica de analise de superficie, para determinacéo
da razao carbono/oxigénio das peliculas purificadas de celulose bacteriana e da razéo

calcio/fésforo dos depdsitos de hidroxiapatita sobre as mesmas.

Determinacdo da Espessura

A espessura das peliculas de celulose pura e dos compdsitos CB-HA foi
obtida pela média das medidas tomadas em pelo menos cinco pontos aleatorios de
cada amostra, utilizando micrometro QuantuMike IP65 (Mitutoyo; 0-25 mm).

Empregaram-se apenas amostras secas.

Ensaios Mecénicos

Antes da realizacdo dos testes mecanicos, os filmes secos foram
acondicionados por dois dias em ambiente climatizado a 24°C e umidade relativa de
50-55% (solucéo saturada de nitrato de magnésio), a fim de evitar que a agua
absorvida pelos filmes pudesse agir como agente plastificante e modificar suas
propriedades mecanicas (MEIRA, 2012). As espessuras dos filmes foram medidas
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(precisédo de 1pm) usando um micrémetro digital QuantuMike IP65 (Mitutoyo Co.,
Japao) em cinco pontos diferentes da amostra.

Para determinar as propriedades mecanicas das peliculas puras de celulose
e materiais compésitos foram realizados testes de tracdo (ensaios de tensdo e
deformacé&o na ruptura) em uma maquina de ensaio universal EMIC modelo DL3000. A
metodologia utilizada foi baseada na norma ASTM D882 para filmes finos. As amostras
foram cortadas em dimensbes de 12,6 cm por 1,2 cm e ajustadas as garras do
equipamento, cuja separacao inicial (grip separation) foi fixada em 10 cm. A velocidade
de tracdo foi de 12,5 mm/min e a célula de carga empregada de 500N ou 50 kgf. Cinco

amostras para cada teste foram avaliadas.

4.2.5. Estudo in Vitro

Estudo de Degradacao in Vitro dos Materiais Compositos

Com vistas a potenciais aplicacdes em engenharia de tecido 6sseo, estudou-
se a degradacao in vitro do compésito CB-HA. A degradacéo foi avaliada através da
medicdo da variacdo de massa, que seria atribuida a perda de apatita pelo material.

Amostras quadradas de 1 cm de lado foram imersas em 0,1 mol/L de
solugéo salina — phosphate buffered saline (PBS) — no pH de 7,25 e mantidas em
incubadora a 37°C. Todos os compdsitos foram inicialmente lavados, para remocao de
excesso dos meios e particulas fracamente unidas, secos em estufa, pesados e
colocados na solucdo salina, durante o periodo de 30 dias. Apds este tempo, 0s
materiais foram novamente lavados com agua deionizada, secos e pesados.

Trabalhou-se com amostras em triplicata e, ao final do teste, realizou-se um
tratamento estatistico para verificar se havia diferenca significativa ente os valores de
massa tomados antes e apds a realizacdo do experimento. As massas determinadas
para cada amostra (triplicata) e as médias, juntamente com o0s desvios-padrao foram
registrados. Os grupos foram comparados por meio da analise de variancia (ANOVA) e

um valor de p < 0,05 foi adotado para indicar diferencas estatisticamente significativas.
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Bioatividade

A realizacdo do teste de bioatividade seguiu 0s passos abaixo:

(1) Volumes iguais das solucbes A e B (TABELA 1) foram armazenados
separadamente, em tubos falcon, hermeticamente fechados, e acondicionados a

37°C em incubadora.

O volume necessario de SBF foi calculado através da Equacdo (6)
(KOKUBO; TAKADAMA, 2006):

Vs = Sa/10 (6)

Nessa equacédo, Vs € o volume de SBF (mL) e Sa a area superficial do

espécime (mm?).

(2) Preparou-se outro tubo falcon com a amostra do material a ser testado.
(3) Procurou-se injetar simultaneamente o contetdo das solu¢cdes A e B no tubo
falcon contendo a amostra para, em seguida, coloca-lo na incubadora a 37°C

por um periodo de 14 dias.

Como a mistura sucessiva de reagentes sélidos sob agitacdo a 37°C envolve
0 risco de precipitagdo prematura da hidroxiapatita, um modo alternativo para a
preparacao de solucdes de SBF foi adotado segundo metodologia proposta por Bohner
e Lemaitre (2009), a qual consistiu em preparar previamente duas solugdes A e B de
reserva (ALVES-REZENDE et al., 2011). O preparo da solugdo A envolveu todos os
reagentes solidos, a excecdo de CaCl,, mais metade da solucdo de HCI prescrita, ao
passo que a solugcéao B incorporou CaCl, e a outra metade de HCI, conforme pode ser
visto na TABELA 1.
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Tabela 1 - Quantidades de reagentes

requeridas para o preparo das solucdes A e B

Massas (9)
Reagentes Solugcdo A Solucéo B
NaCl 6,213 6,213
NaHCO3; 5,948
KCI 0,450
K2HPO,4.3H,0 0,462
MgCl,.6H20 0,622
CaCl, 0,584
Na,SOg4 0,144
Volumes de HCI (mL)
HCI 0,850 0,850

Fonte: Elaborada pelo autor

Verificou-se, na solucao resultante, transparéncia e auséncia de cristais ou

precipitados em suspensdo, bem como depdsitos de precipitado na superficie do

recipiente, tendo em vista que SBF é
e um método de preparacdo inapro
ensaio.

Os espécimes (quadrados

uma solucao supersaturada em relacédo a apatita

priado pode levar a sua precipitacdo durante o

de 2 cm de lado) foram mantidos no SBF como

mostrado na FIGURA 3, com o cuidado de manté-los completamente submersos.

Figura 3 - Posicionamento das amostras no SBF

.

Fonte: Kokubo e

Takadama (2006)
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As amostras foram avaliadas segundo diferencas de massa tomadas antes e
depois do experimento e através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), para
se caracterizar as superficies dos depdsitos obtidos.

A guantidade percentual de apatita, depositada sobre a CB (m%) e sobre o0s
compasitos, foi calculada a partir da Equacédo (7), em que as massas das amostras
antes e ap0s a realizacdo dos experimentos foram representadas por mi e mf,

respectivamente.
m% = L% 100 (7)

1

Adsorcao de Proteinas

Neste trabalho estudou-se a adsorcao, a 37°C, de albumina de soro bovino,
BSA, (Albumin bovine fraction V, pH 7.0) ref. 11930 da Sigma, uma das
macromoléculas presentes no liquido sinovial (SILVA, 2008), aos compadsitos CB-HA.

Seguiu-se o procedimento abaixo.

(1) Preparou-se PBS 0,5 mol/L com pH ajustado para 7,4;

(2) Os compésitos foram pesados e postos em PBS por 24 h;

(3) Para o teste de adsorcdo promoveu-se agitacao branda do meio* contendo o
BSA de concentracdo conhecida e os compadsitos ja previamente pesados e
tratados com PBS;

(4) Apos o experimento, realizado na temperatura de 37°C, removeram-se as
amostras e determinou-se a quantidade de proteina adsorvida através da
concentracdo remanescente de BSA (medigcdo de absorbancia a 272 nm).
Antes do experimento as absorbancias também foram tomadas e uma curva
padréo foi tragada.

(5) Os compdositos foram secos e pesados.

*Para o preparo do meio, colocou-se, em 40 mL de PBS, 200 mg de amostra
e 20 mg de BSA (0,5 g/L).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizagdo dos Residuos Agroindustriais

Os valores de °Brix, pH e acidez para os diferentes meios de cultivo
sdo apresentados na TABELA 2. Comparando-se ao meio padrdo ALABAN,
inicialmente empregado, e levando-se em conta de que a medida em °Brix
guarda uma relacao direta com o teor de acucares, observou-se que tanto o
suco de caju quanto o residuo liquido de sisal apresentam teores proximos ao
meio sintético, indicando potencial para serem utilizados pelo micro-organismo
Gluconacetobacter hansenii como fonte alternativa de aclUcar durante o
processo fermentativo. Tanto o suco de caju quanto o residuo liquido de sisal
também apresentaram valores de pH préximos a 5, valor dentro da faixa
considerada 6tima (4-6) para o crescimento do G. hansenii (CHAWLA et al.,
2009).

Tabela 2 - Valores determinados de Brix, pH e acidez para os substratos estudados

Substrato °Brix pH Acidez
ALABAN 10,4+0,01 5,13+0,02 0,85+0,02
Caju 10,1+0,01 4,84+0,04 0,39+0,04

Sisal 12,0+ 0,02 4,82+0,02 1,17 +0,01
Fonte: Elaborada pelo autor

Embora os valores de acidez tenham se mostrado distintos,
principalmente em relacdo ao caju, tal diferenca ndo afetou a qualidade dos
residuos como substratos para o0 crescimento do micro-organismo e
consequente formacao do biopolimero.

Esta etapa de caracterizagcdo proporcionou uma comparacao
preliminar dos residuos trabalhados com o meio sintético utilizado como
controle. Posteriormente, foi realizado um estudo complementar (LIMA, 2014)
que enriqueceu as informagOes sobre a caracterizagcdo destes substratos

(ANEXO A) e que permitiu avaliar a influéncia direta de parametros, como
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concentracdo de acuUcares, pH e suplementacdo com fontes de nitrogénio, na
producéo de CB.

5.2. Obtencéo da Pelicula de Celulose Bacteriana

A formacao de pelicula costuma ser evidenciada ja no terceiro dia de
incubacdo. No entanto, o tempo médio estipulado para remocédo do meio e
purificacdo da celulose bacteriana foi de sete dias, visando obter uma pelicula
mais resistente. As peliculas formadas podem ser observadas na imagem da
FIGURA 4.

Figura 4 - Peliculas de celulose bacteriana obtidas apds sete dias de cultivo em meio
ALABAN

Fonte: Elaborada pelo autor

Posteriormente, Erlenmeyers passaram a ser empregados (FIGURA
5), mas sem qualquer modificacdo da técnica empregada com os tubos de
ensaio. Manteve-se o tempo médio de sete dias para remocao e tratamento
das peliculas de celulose.
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Figura 5 - Peliculas de celulose bacteriana obtidas apds sete dias de cultivo em (a) suco de
caju; (b) residuo liquido de sisal

Fonte: Elaborada pelo autor

A pelicula, na sua forma natural, recém-extraida do meio de cultivo,
ndo é adequada para caracterizacdo. Por isso, adotam-se procedimentos de
purificacdo e secagem visando a melhoria da cor, reducdo do odor organico —
através da remocédo de impurezas proteicas e micro-organismos — e facilidade
de manuseio (GEORGE et al., 2005). Estes procedimentos envolveram o
tratamento térmico das celuloses com NaOH 1 mol/L, na temperatura de 80°C
pelo periodo de 30 min, seguido de neutralizacdo e secagem em estufa a 70°C.

O protocolo de purificacdo utilizado mostrou-se eficaz, levando a
obtencéo de peliculas sem quaisquer tracos de contaminantes e resquicios dos
meios. As peliculas purificadas apresentaram aspecto gelatinoso, resisténcia

ao manuseio e translucidez (FIGURA 6).
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Figura 6 - Pelicula de celulose bacteriana obtida em meio de cultivo ALABAN apds
etapa de purificacao

Fonte: Elaborada pelo autor

Vale frisar que mesmo para as peliculas oriundas do residuo liquido
de sisal, que apresentam aspecto mais opaco e enegrecido, a purificacao
mostrou-se eficaz (FIGURA 7).
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Figura 7 - Pelicula de celulose bacteriana obtida em residuo liquido de sisal a) pré-
purificacéo b) pos-purificacédo

Fonte: Elaborada pelo autor

Embora a obtencao de CB tenha sido conseguida a partir do meio de
cultura ALABAN, dados da literatura nos motivaram a adotar outro meio
sintético conhecido como HS (HESTRIN; SCHRAMM, 1954). Diferente do
ALABAN, o meio HS apresenta glicose na sua composi¢do o0 que o torna mais
interessante, pelo fato da glicose ser a principal fonte de carbono utilizada pelo
Gluconacetobacter hansenii na produgdo de CB (CARREIRA et al., 2010;
HUANG et al., 2014; HUTCHENS, 2007;). Nao é por acaso que, desde a
descoberta da producdo da celulose bacteriana, HS tem sido o meio sintético
mais utilizado (GOTTSCHALK et al., 2013).

No meio HS, foi possivel realizar um pequeno aumento de escala
passando-se a obter peliculas maiores (21x13 cm) como a que esta
representada na FIGURA 8.
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Figura 8 - Pelicula de celulose bacteriana obtida a partir do meio de composicao
definida (HS)

Fonte: Elaborada pelo autor

Posteriormente, este aumento de escala foi também direcionado as

peliculas produzidas a partir dos residuos agroindustriais (FIGURA 9).

Figura 9 - Celulose bacteriana obtida a partir de: a) suco de caju, b) residuo liquido de
sisal
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b)

Fonte: Elaborada pelo autor

As peliculas obtidas em meio HS e sisal apresentaram boas
propriedades a partir das condicbes de sintese adotadas: 3% de indculo
bacteriano, temperatura de incubacéo de 30°C e periodo de incubacéo de sete
dias. No entanto, a pelicula de caju apresentou-se muito fragil e, por vezes,
pouco resistente ao manuseio, de modo que, para suprir este problema, o
periodo de incubacdo para o caju foi estendido para dez dias. Este periodo
adicional de incubacéo n&o levou a um acréscimo diferenciado em termos de
tamanho ou espessura do material, mas proporcionou um pequeno ganho de

estabilidade do hidrogel formado, permitindo assim seu adequado manuseio.

5.3. Obtencéo dos Compdésitos CB-HA

A técnica in situ ndo permitiu obter uniformidade na deposi¢cdo da
hidroxiapatita.  Independentemente das formulacdes testadas com
hidroxiapatita e carboximetilcelulose, observou-se um baixo grau de deposicao
da hidroxiapatita sobre a celulose formada. E possivel que, mesmo com a
adicdo de CMC, boa parte da HA tenha sedimentado e apenas uma pequena
parcela tenha permanecido em suspensdo. A preparacdo dos compdsitos via

adaptacao de Hutchens (2006) apresentou resultados mais satisfatorios. Apos
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o final dos seis ciclos de HA, obteve-se um compdsito mais denso e

esbranquicado com revestimento uniforme de hidroxiapatita (FIGURA 10).

Figura 10 - Pelicula de celulose bacteriana e compoésito celulose bacteriana-
hidroxiapatita

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em funcdo destes resultados, da facilidade da técnica e do método
simular bem o efeito biomimético que ocorre naturalmente no meio fisiolégico,
optou-se por trabalhar apenas com esta técnica.

Como ja observado, a pelicula de caju se mostrou muito fragil e, de
algum modo, essa fragilidade se refletiu no processo adotado para a
preparacdo dos compdsitos. Prolongou-se o periodo de formacao das peliculas
de caju para dez dias, visando sempre a obtencdo de uma pelicula mais rigida
e resistente ao manuseio, ainda Umida. Na etapa de purificagdo com NaOH,
procurou-se evitar tratamento muito agressivo que pudesse fragilizar ainda
mais o material. Por fim, para se conseguir uma reprodutibilidade similar aos
compoésitos HS-HA e Sisal-HA, o namero de ciclos de imersdo para o caju
precisou ser duplicado, ou mesmo triplicado, até se conseguir um grau de
deposicdo proximo ao dos demais residuos utilizados. SO0 entdo o material

seguiu para caracterizacao.

5.4, Caracterizagdo dos Materiais Obtidos (CB e CB-HA)

5.4.1. Determinacao da Espessura

As amostras de celulose bacteriana apresentaram pequenas

variacbes nas espessuras, sendo que a adicdo de apatita para formacédo do
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compdosito contribuiu para o aumento dos valores medidos. Os valores médios
de espessura foram de 15 + 3 um para as peliculas puras e 88 + 6 um para 0s

compaositos com deposicdo média de 43,3% de apatita.

5.4.2. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A composicdo elementar das celuloses produzidas foi determinada
por meio de EDS, confirmando a presen¢a majoritaria de carbono e oxigénio
(FIGURA 11).

Figura 11 - EDS de celulose bacteriana obtida a partir de a) meio HS; b) suco de caju;
¢) residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em todas as peliculas analisadas, o teor de carbono encontrado foi

de aproximadamente 53,17% do peso da amostra, sendo o restante
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predominantemente constituido por oxigénio e concentracdes insignificantes de
outros elementos como tragos de contaminantes. Comparativamente, em seu
trabalho, e partindo também de diferentes fontes de carboidratos, Demello
(2012) obteve o valor de 55% para o teor de carbono.

Com base na formula molecular da celulose (CgH10Os5)n é possivel
estimar sua razdo C/O - levando-se em consideracdo sua relacéo
estequiométrica de seis atomos de carbono para cada cinco atomos de
oxigénio — como sendo igual a 1,2. Valores de razdo C/O préximos sao uteis
para se identificar um paralelo na composicéo quimica das diferentes amostras.
Pequenas discrepancias podem ser atribuidas a contaminagcédo de carbono na
camara de EDS. Para as amostras de celulose obtidas a partir de meio HS,
suco de caju e residuo liquido de sisal, a relacdo atdmica de carbono para
oxigénio foi determinada através dos dados da TABELA 3 como sendo de 1,20;
1,22 e 1,21, respectivamente, 0 que sugere sua proximidade em termos de

estequiometria, composicdo quimica e pureza.

Tabela 3 - Analise quimica por EDS da celulose bacteriana obtida a partir de meio HS, suco de
caju e residuo liquido de sisal

HS Caju Sisal
Elemento massa % massa % massa %
Carbono 53,02 £ 0,16 53,25 + 0,00 53,24 £ 0,16
Oxigénio 44,21 + 0,39 43,67 + 0,17 43,91 £ 0,21
Saodio 1,14 £ 0,15 1,35+ 0,08 1,23 £ 0,06
Cloro 1,15+0,15 1,37 £ 0,01 1,38 £0,16
Célcio 0,47 £ 0,07 0,38+ 0,10 0,24 + 0,17

Fonte: Elaborada pelo autor

A razdo Cal/P, por sua vez, € uma das formas utilizadas para
caracterizar a composicao dos fosfatos de célcio, sendo que as apatitas podem
apresentar diferentes composicdes (ARAUJO, 2006). A formula da
hidroxiapatita estequiométrica & Ca19(PO4)s(OH). , com razéo Ca/P igual a 1,67
e é o fosfato de calcio mais estavel e 0 menos solluvel de todos. No entanto, a

técnica de Hutchens (2006) envolve a obtencdo de apatita ndo estequiométrica
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(Ca/P < 1,67). Para corroborar esta ideia procedeu-se a analise de EDS dos

nanocompositos CB-HA. Os espectros sdo apresentados na FIGURA 12.

Figura 12 - EDS dos compésitos CB-HA obtidos a partir de a) Meio HS; B) Suco de
caju; c) Residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor

As razdes Ca/P, calculadas com auxilio da TABELA 4, variaram
entre 1,53-1,58 demonstrando que a hidroxiapatita é, realmente, deficiente em
calcio. Tracos de cloro, sodio e carbono também apareceram nos espectros.
Os reagentes CaCl, e Na;HPO,, utilizados durante a mineralizagdo, podem ter
deixado algum residuo de cloro e sodio, respectivamente, enquanto que o
carbono presente é atribuido a celulose (HUTCHENS, 2007).
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Tabela 4 - Andlise quimica por EDS dos compdsitos obtidos a partir de meio HS, suco de caju

e residuo liquido de sisal

HS-HA Caju-HA Sisal-HA

Elemento massa % massa % massa %
Carbono 10,79+ 0,71 9,36 + 0,14 12,23 +0,72
Oxigénio 41,55 0,58 53,29 + 0,37 45,92 + 0,22
Sédio 1,35+ 0,98 3,31+0,11 3,63+0,11
Fosforo 17,69 + 0,26 12,56 + 0,60 13,76 £ 0,20
Cloro 1,20 + 0,52 2,24 + 0,32 2,87 +0,84
Célcio 27,43+0,41 19,24 + 012 21,70 £ 0,29

Fonte: Elaborada pelo autor

5.4.3. Analise Termogravimétrica (ATG)

A analise termogravimétrica € usada para determinar mudancas de
massa da amostra, a fim de se estabelecer a faixa de temperatura na qual o
material adquire composi¢cdo quimica definida ou a temperatura em que se
inicia o processo de decomposicdo (ARAUJO, 2006). Ao se lancar mao desta
técnica, combinada com DSC, a CB pode ser caracterizada por meio da
identificacdo das faixas de temperatura em que ocorrem, respectivamente,
perda de umidade e degradacao de suas cadeias poliméricas. Desta maneira,
0s biopolimeros obtidos, a partir dos diferentes meios, podem ser comparados
entre si e com dados da literatura.

As curvas de ATG e sua derivada (DTG), para as peliculas de
celulose bacteriana, estédo representadas na FIGURA 13.
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Figura 13 - Andlise termogravimétrica da pelicula de celulose bacteriana obtida em a) meio HS;
b) suco de caju; c) residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor

As trés peliculas apresentaram perfis de degradacdo semelhantes.
Analisando-se as curvas, observa-se uma primeira perda de massa (4-8%),
aproximadamente a 100°C devido a evaporacdo de pequena quantidade de
agua absorvida. Em temperaturas mais elevadas, ocorre outra perda de massa
devido aos processos de degradacéo da celulose, tais como: despolimerizacéo,
desidratacdo e decomposicdo das unidades glicosidicas, seguida pela
formacao de residuos de carbono (BARUD et al., 2007; BARUD et al., 2008;
SASKA et al., 2011; WAN et al., 2007). Este € o principal evento caracteristico
da celulose podendo assumir valores entre 220 e 400°C (NUNES, 2012;
ROMAN; WINTER, 2004; SASKA et al., 2011; WONG; KASAPIS; TAN, 2009).
Ha ainda outra fase, mais discreta, que se estende da regido de 400 até 500°C,
correspondente a degradacdo termo-oxidativa do material. Todo esse
comportamento térmico observado esta bem de acordo com os resultados
relatados na literatura (BARUD et al., 2007; GEA et al., 2011; GEORGE et al.,
2005; JEON et al., 2010; SANZ; RUBIO; LAGARON, 2011; STUMPF et al.,
2013; SURMA-SLUSARSKA,; PRESLER; DANIELEWICZ, 2008).
Adicionalmente, verifica-se que o inicio da segunda fase de perda de massa

apresenta diferencas sutis para os trés materiais. A temperatura onset (Tonset),
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observada nas curvas, nao indicou diferenca significativa de estabilidade
térmica entre as peliculas de celulose pura. No entanto, pode-se considerar,
para efeito de comparacdo, a pelicula de HS (Tonset = 304°C) como a mais
estavel termicamente, seguida pelas de sisal (Tonset = 299°C) e caju (Tonset =
294°C). Por outro lado, ao se analisar as curvas de DTG, pode-se constatar
que a maxima degradacao térmica ocorreu ao redor de 340°C. Este valor esti
em concordancia com os obtidos por Pértile (2007), Wong et al. (2009) e Gea
et al. (2011), que observaram a méaxima degradacao térmica (DTG) da CB no
intervalo de 300 a 350°C. Tal resultado também é uma evidéncia de que o
processo de purificacdo aplicado as peliculas foi adequado. Gea et al. (2011)
testaram dois métodos de purificacdo comparando as peliculas purificadas com
as nao purificadas. Para estas, constataram a ocorréncia de picos de DTG
entre 150 e 250°C, atribuidos a presenca de estruturas proteicas
remanescentes do processo de obtencdo. Essas mesmas peliculas, quando
submetidas aos métodos de purificacdo, apresentaram picos de DTG ao redor
de 320°C.

A TABELA 5 apresenta os dados de perda de massa percentual para
cada meio de cultivo com suas respectivas temperaturas, tomadas a partir das
curvas DTG. Como os valores encontrados ndo séo fixos e dependem da fonte
de celulose (UESU; PINEDA; HECHENLEITNER, 2000), € comum observar
pequenas variacdes entre os valores de perda de massa e temperatura
dependendo da fonte de nutrientes empregada. Vale salientar que as perdas de
massa podem apresentar variacdes mesmo para amostras obtidas a partir do
mesmo meio de fermentacdo. No presente estudo, desconsiderando-se as
perdas associadas a desidratacdo, observa-se perda de massa maxima da
ordem de 77,4% na temperatura de 341°C para a pelicula de caju. Ao final da
analise, um residuo carbonaceo, calculado a partir das diferencas de massa
final e inicial, foi observado para todas as membranas de celulose pura de

cerca de 24,8% (valor médio).
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Tabela 5 - Perda de massa percentual das amostras

Mesio | Evento

|Temperatura\ Perda de Massa Percentual

HS 22 perda de massa
Caju 22 perda de massa
Sisal 2?2 perda de massa

340°C
341°C
332°C

74,3%
77,4%
74,0%

Fonte: Elaborada pelo autor

A FIGURA 14 mostra os resultados de ATG para os compositos CB-

HA. A analise termogravimétrica foi realizada para estimar a estabilidade

térmica e os perfis de degradacdo desses materiais.

As amostras

apresentaram uma pequena perda de massa inicial (5-11%) devido a

eliminacéo de agua.

Figura 14 - ATG do compdsito CB-HA obtido a partir de a) meio HS; b) suco de caju; c) residuo

liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor

Por volta de 340°C (DTG), a decomposicdo das amostras levou a
uma perda importante de massa. Mais uma vez, este evento pode ser
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associado ao processo de degradacao da celulose, seguido pela formacao de
um residuo carbonizado (BARUD et al., 2007; BARUD et al., 2008; SASKA et
al., 2011; WAN et al., 2007). Os compositos CB-HA apresentaram um residuo
de 68,1%, (valor médio) superior ao observado para a membrana de celulose
pura, de 24,8%. A quantidade maior de residuo para os compadsitos foi
atribuida a presenca de hidroxiapatita. Como, em geral, ela apresenta
estabilidade térmica na faixa de temperatura considerada, a diferenca entre
esses valores permitiu estimar a quantidade de HA depositada. O valor obtido
foi de aproximadamente 43,3%. Saska et al. (2011), também trabalharam com
compositos CB-HA obtidos via Hutchens e, através de ATG, estimaram a
quantidade de HA depositada como sendo de 50%. No entanto, 0 maximo valor
de temperatura a que as amostras foram submetidas foi de 600°C.

A temperatura onset (Tonset) Observada nas curvas nao indicou
diferenca expressiva de estabilidade térmica entre a celulose pura e o0s
compositos. A (Tonset) da CB ficou em aproximadamente 299°C (valor médio),
ao passo que a (Tonset) para os compositos CB-HA ficou em =304°C.

Os valores de temperatura, tomados pelos picos das curvas DTG, e

as perdas de massa associadas, podem ser consultados na TABELA 6.

Tabela 6 - Perda de massa percentual das amostras

Meio | Evento Temperatura |Perda de Massa Percentual
HS 22 perda de massa 331°C 27,5%

Caju 22 perda de massa 339°C 32,2%

Sisal 22 perda de massa 340°C 34,0%

Fonte: Elaborada pelo autor

5.4.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As FIGURAS 15 e 16 exibem as curvas DSC das membranas
obtidas a partir de HS, suco de caju e residuo liquido de sisal e seus materiais
compositos, respectivamente. Como se pode observar, todas as curvas S&o
praticamente idénticas entre si.

Normalmente, um pico endotérmico a cerca de 100°C é observado,

devido a perda de agua, porém, em temperaturas superiores a 100°C um
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evento amplo endotérmico também é caracteristico de desidratacdo (FIGURA
15). A literatura destaca que em temperaturas elevadas (>270°C), a curva de
DSC apresenta um aumento de fluxo de calor (fenbmeno exotérmico), que é
atribuido ao estagio inicial de degradacéao da celulose, sendo que em torno de
350°C, ocorre efetivamente a degradacdo das cadeias celulésicas. Quanto
mais largo for este pico, que também corresponde ao inicio da fase de
oxidacdo do material, maior a estabilidade térmica da amostra (NUNES, 2012).

Neste trabalho, os dois eventos caracteristicos da celulose foram
evidenciados para todas as peliculas obtidas. O evento principal, de
degradacdo térmica, apresentou carater exotérmico, tal qual alguns trabalhos
encontrados na literatura (BARUD et al., 2007; SURMA-SLUSARSKA;
PRESLER; DANIELEWICZ, 2008).

Figura 15 - Calorimetria exploratéria diferencial da pelicula de celulose bacteriana
obtida em meio HS, suco de caju e residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Em relacdo aos materiais compositos, as curvas mantiveram o
comportamento tipico de CB, mesmo na presenca de hidroxiapatita, indicando
a estabilidade térmica deste material no intervalo de temperatura estudado.
Este resultado estd de acordo com Araujo (2006), segundo o qual a
decomposicdo de HA ocorre apenas em temperaturas acima de 700°, sendo
frequentemente observada durante a fabricagcdo de HA ceramica. Portanto,
comparando-se os perfis das curvas, pode-se concluir que as modificacdes

introduzidas na CB nao alteraram sua estabilidade térmica.

Figura 16 - Calorimetria exploratéria diferencial dos compdsitos HS-HA, Caju-HA e
Sisal-HA
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.4.5. Difragdo de Raios X (DRX)

A FIGURA 17 mostra os difratogramas de Raios X das peliculas de
CB.
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Figura 17 - Difratograma da celulose bacteriana obtida a partir de meio HS, suco de
caju e residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor

Analisando-se os resultados obtidos no DRX, observa-se que a
celulose apresenta trés picos de difracdo em 26 = 15°, 17° e 22,5° que séo
normalmente atribuidos a distancia interplanar caracteristica das fases la e I
da estrutura cristalina elementar da celulose (100,4, 110, € 010, sé@o referentes
ao angulo de 15° e 110, € 200;3 a0 de 22,5°) (BARUD et al., 2008; COSTA;
ROGERO; LUGAO, 2007; SASKA et al., 2011). A estrutura I8, monoclinica, é
dominante na celulose de origem vegetal, enquanto que la, triclinica, €
prevalente na celulose produzida por algas e bactérias (COSTA; ROGERO;
LUGAO, 2007; HUANG et al., 2014). A auséncia de picos adicionais nos
difratogramas elimina a presenca de precursores ou de outras impurezas (Ul-
ISLAM, 2014).
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O comportamento fisico-quimico de um polimero é fortemente
influenciado pelo grau de cristalinidade da sua estrutura. Por exemplo, a
cristalinidade da celulose influencia diretamente as propriedades de
degradac&o, absorcdo e retencéo de agua (SCHENZEL et al., 2005; PERTILE,
2007). Os estudos de difracdo de Raios X permitiram avaliar a cristalinidade
dos substratos celulésicos. As intensidades dos picos foram obtidas através
dos graficos da FIGURA 17, caracteristicos de celulose tipo la, onde o halo
amorfo e o pico cristalino ficaram situados entre os angulos de 17 <260 < 19°e
22 <26 < 23°.

A TABELA 7 apresenta os indices calculados a partir da Equacéo

(5).

Tabela 7 - indices de cristalinidade (IC) para CB obtida em meio HS, suco de caju e
residuo liquido de sisal

Meio | IC (%)
HS 70,1
Caju 66,7
Sisal 79,0

Fonte: Elaborada pelo autor

Para as amostras em estudo, a cristalinidade ficou entre 66,7 e
79,0%, sendo a menor obtida para a celulose de caju e a maior obtida para a
celulose de sisal, a qual superou até mesmo o valor de IC para o meio padrao.
Essa pequena diferenca ocorre pelo fato do grau de cristalinidade da celulose,
definido como a proporgcdo relativa de polimero com zonas altamente
ordenadas, variar consoante a sua origem e 0 seu pré-tratamento. Vale
salientar que esses resultados estdo dentro de valores esperados, uma vez
que a celulose bacteriana possui um grau de cristalinidade entre 60 e 90%, que
é relativamente superior ao dos filmes de celulose regenerada, que se encontra
entre 40 a 45% (UI-ISLAM, 2014; KLEMM, 1998). Pértile (2007) trabalhando
com membranas de CB sintetizadas pela bactéria G. Hansenii, cultivadas em
meio HS a 30°C por sete dias, obteve um grau de cristalinidade estimado em
56 + 5%.

A cristalinidade da HA pode ser avaliada qualitativamente pelos

picos de difracdo de Raios X, pois amostras contendo picos acentuados e
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agudos tem maior cristalinidade do que amostras que apresentem picos de
difracdo largos e de baixa intensidade (ARAUJO, 2006). Para todos os
compositos obtidos, a mais alta cristalinidade da hidroxiapatita promove
reducdo da intensidade das reflexdes dos picos da celulose, embora esta fase
também apresente comportamento cristalino. De acordo com Hutchens et al.
(2006), a diminuicdo da intensidade dos picos de celulose, em comparacéo
com o padréo obtido a partir de membrana de celulose pura, ocorre em funcéo
da deposicao de HA sobre as nanofibrilas de CB.

Foram identificados picos caracteristicos de cristais CB-HA (FIGURA
18). Picos de difracdo (PDF#03-0289) em 26 = 15° e 22,5° foram atribuidos as
fases la e I8 da celulose (planos 100i, 110i3€ 010:8 em 15° e 110i4€
200,53 em 22,5°C) (BARUD et al.,, 2008). Os principais picos de difracdo
caracteristicos da HA foram observados em 26 = 31,7°, 32,2°, relativos aos
planos [211], [112] da rede cristalina (ARAUJO, 2006). A identificagéo foi
realizada de acordo com a ficha JCPDS 46-0905 para hidroxiapatita calcio-
deficiente.

Figura 18 - Difratograma dos compdsitos CB-HA
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5.4.6. Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os principais grupos funcionais caracteristicos da celulose
bacteriana com suas principais bandas e respectivas atribuicdes, encontradas
nos materiais estudados, sdo mostrados na TABELA 8. Os espectros de FTIR
(FIGURA 19) das amostras analisadas seguem o perfil caracteristico reportado
na literatura (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2008; OH et al., 2005; SANZ;
RUBIO; LAGARON, 2011; YAMAMOTO; HORII; HIRAI, 1996).

Figura 19 - Espectros de infravermelho das amostras celulose bacteriana de HS, suco
de caju e residuo liquido de sisal
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Fonte: Elaborada pelo autor

A banda na regi&o de 3350 cm™ é caracteristica do estiramento dos
grupos hidroxila presentes na celulose tipo I. Além desta, as principais
atribuicbes que caracterizam o polimero de celulose sdo: 2900 cm™
estiramento CH e estiramento assimétrico CH,; 1637 cm™: deformacéo OH:;
1427 cm™: deformagdo CH,; 1336 cm™: deformagdo OH. Outra banda
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interessante, localizada ao redor de 400 a 700 cm™, é caracteristica de torcéo

angular dos grupos OH.

Tabela 8 - Modos vibracionais na regido do infravermelho para as peliculas de celulose puras

Nimero de Onda (cm™)

Tipo de Ligagéo HS Caju  Sisal Referéncia
(YAMAMOTO; HORII; HIRAI,
0(O-H) Celulose | 3350 3348 3346 1996)
(MOVASAGHI; REHMAN;
0(CH); va (CH2) 2897 2918 2920 REHMAN, 2008)
(O-H) de absorcao de
agua 1637 1647 1628 (OH et al., 2005)
8(HCH,OCH)no plano 1429 1427 1425 (OH et al., 2005)
CH, deformacéo angular 1371 1371 1371 (OH et al., 2005)
C-O-H 1337 1337 1337
(MOVASAGHI; REHMAN,;
0(CH2) no plano 1317 1315 1315 REHMAN, 2008)
va (C-O-C), deformacéo (MOVASAGHI; REHMAN,;
CH 1163 1163 1161 REHMAN, 2008)
0(C-C), polissacarideos (MOVASAGHI; REHMAN;
celulose 1111 1112 1111 REHMAN, 2008)
5(C-0) de C-O-H de (MOVASAGHI; REHMAN;
carboidrato 1061 1061 1059 REHMAN, 2008)
0(C-0O-H), fora do plano 669 665 669 (OH et al., 2005)

L = estiramento; va = estiramento assimétrico; & = ligacao

Fonte: Elaborada pelo autor

Varias bandas relevantes caracteristicas da CB foram encontrados
nas amostras analisadas, muitas delas relacionadas com ligagbes OH e CH.
Esta técnica também permitiu confirmar que o processo de lavagem e
purificacdo das peliculas foi bem sucedido uma vez que picos vibracionais
adicionais referentes a nitrogénio (3150-3220, 3420), estruturas proteicas e
lipidios (1730-1735) ou possiveis contaminantes n&o foram encontradas, sendo
indicativos de pureza nas amostras de CB (GEA et al., 2011).

Os espectros de infravermelho dos compédsitos CB-HA sao
apresentados na FIGURA 20. Frequéncias de vibracdo caracteristicas
atribuidas a celulose foram observadas em 3500-3200 cm™ (grupos OH), 2910
cm™ (grupos CH, CHy), 1647 cm™ (ligacdo OH da agua), 1427 cm™ (CH,), 1373
cm™ (CH) (BARUD et al., 2008).
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Figura 20 - Espectros de infravermelho dos compdsitos CB-HA
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Fonte: Elaborada pelo autor

A banda na regido de 3500-3200 cm™, atribuida aos grupos
hidroxila, foi observada com intensidade relativa decrescente e alargamento da
banda para o compdésito, em comparacdo a membrana de CB pura. Este
decréscimo de intensidade sugere que a presenca dos cristais de HA afetou os
grupos hidroxila da celulose (WAN et al., 2006). Além disso, o desvio da banda
atribuida & ligacdo de hidrogénio intramolecular (=3.400 cm™) confirma a forte
interacdo entre o grupo OH e a apatita. Do ponto de vista biol6gico, essa
interacdo quimica entre HA e CB estabiliza o composto de modo que possa
manter a integridade mecéanica necessaria para a substituicdo 0ssea (SASKA
et al., 2011). As bandas de infravermelho em 1030 e 560-600 cm™ foram
atribuidas aos modos vibracionais dos fons PO,

A analise FTIR, além de confirmar a deposicdo de HA sobre as
nanofibras de CB, também forneceu informagfes adicionais sobre como a
hidroxiapatita foi formada sobre a matriz celulosica. Usualmente, a formagéo de

HA a partir de solugbes aquosas € precedida por uma fase precursora,
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geralmente fosfato de célcio amorfo (ACP), Cay(PO,)s, ou fosfato octacalcio
(OCP), CagH»(PO4)s.5H,0, que se hidroliza para formar uma fase mais estavel
de HA. A presenca da banda dupla de PO, & 602cm™ e 561cm™, sugere
fortemente que esta fase precursora € o fosfato octacélcico (HUTCHENS,
2007; SASKA et al., 2011). Antes da mineralizag&o, o precursor conduz a uma
complexacdo e organizacdo dos cations de calcio, antes de se combinarem
com o fosfato, o que garante o aparecimento de uma fase de hidroxiapatita
mais cristalina e ordenada. O OCP, por possuir estrutura quimica proxima a
hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2, é considerado um precursor da hidroxiapatita
biolégica. Quando o precursor € ACP, observa-se uma UuUnica banda
caracteristica no lugar de duas (HUTCHENS, 2007).

5.4.7. Ensaios Mecéanicos

Neste trabalho, as membranas de HS e residuo liquido de sisal
apresentaram resisténcia média a tracao, respectivamente de 23,2 e 19,9 MPa
(TABELA 9). Nao foi possivel realizar os testes com as peliculas de caju, pois
elas romperam durante a manipulacdo, antes mesmo de ser iniciado o

experimento.

Tabela 9 - Dados de ensaio de tragao para as peliculas de HS e sisal

Tenséo
Espessura Maxima Tensdo na Deformacéo na Médulo de
(um) (MPa) Ruptura (MPa) Ruptura (%) Elasticidade (MPa)
HS 153+3,0 23,3+4,1 23,2+3,9 0,6+0,1 5339,3 + 1004,3
Sisal 14,9+3,0 20,2+3,7 19,9+ 3,6 0,8+0,3 3836,6 + 1742,0

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores obtidos para tensdo estdo de acordo com dados da
literatura. Segundo Pértile (2007), a resisténcia a tracdo das membranas de
celulose bacteriana néo tratadas apresenta valores geralmente maiores que 65
MPa. Porém, quando se realiza o tratamento ou purificagcdo com NaOH, esta
resisténcia diminui em fungdo das propriedades de absorcdo do material.

Durante o inchamento das fibras de celulose, as junc¢des intramoleculares entre
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as fibras se rompem, como resultado da tensdo interna produzida pela
absorcdo (MANTANIS; YOUNG; ROWELL, 1995; OLIVEIRA; PANDOLFELLI,
2011). Por conta disso, a ordenacgdo entre as fibras € reduzida contribuindo
para uma possivel reducdo na resisténcia mecanica. Nos trabalhos realizados
por Pértile (2007) e Recouvreux (2008), a resisténcia média obtida para as
membranas de celulose secas, sintetizadas em meio HS, foi de 28 MPa. Em
uma investigacao prévia, George et al. (2005) obtiveram o valor de 43,68 MPa,
mas o periodo de obtencéo das peliculas foi de duas semanas.

No presente estudo, considerando-se que nao houve qualquer
suplementacao auxiliar, que se empregou uma pequena quantidade de indculo
(3%) e que o periodo de cultivo foi de apenas sete dias, os resultados obtidos
mostraram-se satisfatorios.

No que diz respeito aos compdsitos, 0s parametros mecanicos,
tensdo na ruptura e deformacédo na ruptura mudaram em relacéo aos filmes de
celulose bacteriana (TABELA 10). Observa-se que a adi¢do da apatita mudou a
estrutura polimérica do filme dando-lhe menor resisténcia, porém maior
alongamento (FIGURA 21). Em outras palavras, houve reducéo da resisténcia
a tracao e do mdodulo de Young do compdsito CB-HA em relacdo a CB pura.
Como contrapartida, o compdésito apresentou aumento na deformacdo na
ruptura, demonstrando incremento na elasticidade do material (QUEIROZ,
2012).

Tabela 10 - Dados de ensaio de tracdo para os compoésitos HS-HA e Sisal-HA

Tensao Tenséo na Maodulo de
Espessura Maxima Ruptura Deformacéo na Elasticidade
(um) (MPa) (MPa) Ruptura (%) (MPa)
HS-
HA 81,7+00 6,7+1,0 6,6 +0,8 4,0+0,6 352,5+3,2
Sisal-
HA 82,100 40+0,7 40+0,7 3,1+£1,4 4154+ 3,1

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 21 - Curvas de tenséo - deformacédo para peliculas e compdésitos
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Fonte: Elaborada pelo autor

A diminuicdo da resisténcia a tracdo pode ser explicada em funcao
da quantidade de hidroxiapatita depositada e da formacdo de aglomerados de
particulas que favorecem o aparecimento de falhas e defeitos internos como
poros, vazios e microtrincas, 0s quais atuam como concentradores de tensao,
reduzindo a resisténcia mecanica do material.

E evidente que materiais ceramicos, como as apatitas, e poliméricos,
como a celulose, tendem a apresentar comportamento mecanico diferenciado,
tal qual evidenciado pelos resultados apresentados. Contudo, a combinacéo de
suas propriedades se mostra relevante dentro do escopo da area biomédica.

Bioceramicas apresentam alto grau de bioatividade. Por outro lado,
apresentam propriedades mecanicas, em geral, ndo adequadas a necessidade
de producédo de implantes para fins estruturais (JUNIOR; OREFICE, 2001). Os
materiais ceramicos apresentam baixa tenacidade a fratura, o que os torna
frageis e pouco indicados para o uso em regifes submetidas a tensdes
elevadas, e ndo tém boa capacidade de se deformar sob agdo de uma forca, o

gue, por sua vez, limita o uso de implantes ceramicos quando o objetivo é
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restauracdo de forma e contorno. Para contornar este tipo de problema e
buscar materiais mais resistentes e com maior tenacidade, um dos principais
recursos utilizados € o desenvolvimento de compdsitos em matriz polimérica
(TURRER; FERREIRA, 2008). A combinacdo com polimeros confere maior
ductilidade, ou seja, capacidade de sofrer deformacéo plastica para absorver a
energia de um impacto antes de ocorrer a fratura do material. Além disso, suas
propriedades mecéanicas permitem a sua utilizagdo para substituicdo de tecidos
moles ou rigidos como 0sso, observadas as questdes relacionadas a tensdes
no sitio receptor. Deste modo, quando utilizado um compdsito de hidroxiapatita
com celulose, a matriz fibrosa passa a responder pela resisténcia mecéanica e a
apatita pelas propriedades de osteocondutividade e habilidade de ligacdo com
0 0sso (TURRER; FERREIRA, 2008).

5.4.8. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A FIGURA 22 mostra uma imagem tipica da membrana de CB seca
obtida para o meio de composicdo definida. Uma estrutura de rede ultrafina

formada por nanofibras continuas pode ser observada.

Figura 22 - Fotomlcrografla da pehcula seca de ceIquse bacteriana
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Fonte: Elaborada pelo autor
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A estrutura morfolégica da CB produzida pela G. hansenii foi
caracterizada por uma orientacdo aleatéria de nanofibrilas, com didmetro médio
de 90 nm, interconectadas entre si, formando, apds secagem em estufa, uma
estrutura tridimensional compacta. Contudo, pode-se visualizar que sua
estrutura morfolégica ndo € de todo uniforme. Ha areas que revelam a
presenca de agregados de estruturas fibrilares e outras onde as fibras estdo
mais dispersas e onde a matriz é, por isso, mais porosa. Acredita-se que esta
organizacdo possa ser resultante do processo de secagem. Em estufa, a
remocao de agua da matriz 3D resulta na aproximacéo das nanofibras que irdo
se agregar através da formacao de pontes de hidrogénio. Sendo a organizacdo
tridimensional destas fibras aleatéria, a sua agregacdo também o sera,
resultando neste efeito de regides mais agregadas de fibras e outras mais
dispersas (NUNES, 2012). Ainda assim, essa estrutura nanométrica propicia
uma grande area superficial para a estabilizacdo de particulas (MENDES et al.,
2009).

Adicionalmente, a nanomorfologia Unica da CB resulta numa elevada
capacidade de retencdo de agua, que é um indicativo de uma area superficial
também elevada e que implica uma alta capacidade de adsorcdo de
biomoléculas (NUNES, 2012).

As Figuras 23, 24 e 25 mostram imagens dos nanocompasitos CB-
HA secos. Foram observados cristais de HA tipicas na forma globular e de
haste (FIGURA 23a), semelhantes aos cristais de HA também observados por
outros autores (MOREJON-ALONSO et al., 2007; MOREJON-ALONSO;
CARRODEGUAS; GARCIA-MENOCAL, 2008; SASKA et al., 2011). Cristais de
HA foram precipitados sobre as nanofibrilas de CB como aglomerados de
cristalitos e poros distribuidos regularmente na superficie da membrana
(FIGURA 24a).
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Figura 23 - Fotomicrografias do compdsito CB-HA (a) aumento de 1000x (b) aumento
de 3000x

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 24 - Fotomicrografias do compdsito Caju-HA (a) aumento de 1000x (b) aumento
de 3000x

Fonte: Elaborada pelo autor

Em funcé@o das micrografias, combinadas ao método de preparacéo
dos compdsitos e aos resultados DRX, FTIR e EDS, acredita-se que a
hidroxiapatita depositada seja célcio-deficiente, que € uma fase semelhante a
apatita biologica. Essa fase é desejavel por viabilizar a proliferacdo dos

osteoblastos, que sdo células responsaveis pela sintese dos componentes
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organicos da matriz 6ssea (LE GUEHENNEC et al., 2004; MISCH, 2006;
SASKA et al., 2011).

Visualmente, percebe-se o carater nanométrico das fibras de
celulose. Principalmente, quando se considera o maior aumento (3.000x) e a
escala reduzida (5um). Através de medicdes realizadas a partir do programa
Imaged, obteve-se valor médio de espessura das fibras de 90 nm, o que esta
de acordo com trabalho de Huang et al. (2014), segundo o qual a espessura
das fibras de celulose produzidas por G. hansenii, pode variar de 40 a 100 nm.

Quanto a hidroxiapatita, embora essa apresente uma maior
distribuicdo de tamanho de particulas (FIGURA 25a), ha predominéncia na
microescala (=2pm).

Figura 25 - Fotomicrografias do compdésito Sisal-HA (a) aumento de 1000x (b) aumento
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Fonte: Elaborada pelo autor

As diferentes imagens de micrografia eletrbnica confirmaram a
estrutura tridimensional caracteristica da CB, bem como a auséncia de
contaminantes, ndo existindo diferencas significativas entre as membranas

obtidas com os diferentes meios.

5.5. Estudo in Vitro

5.5.1. Estudo de Degradacéo in Vitro dos Materiais Compésitos

A ANOVA consiste de um teste usado para comparar a média
aritmética de grupos amostrais através da andlise de variancias. Para
realizacdo do teste, consideram-se duas hipéteses:

Ho: Todas as médias dos grupos amostrais sdo iguais.

Hi: Pelo menos uma das médias é diferente.

var iancia entre grupos
var iancia dentro dos grupos

A estatistica usada para teste é F =
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Se o valor observado (F) for menor que o valor critico (F critico), @
hipotese Hy ndo pode ser rejeitada. Caso contrério, se F for maior que o valor
critico (F critico), rejeita-se Ho.

Também se deve levar em consideracdo, a probabilidade de a
hipétese nula ser verdadeira, determinada pelo p-value (valor-P), e o nivel de
significancia do teste (a). Para este teste, a significancia deve ser maior que
0,05 ou 5%. Se p-value for maior que a, ndo podemos rejeitar Hy. Caso
contrario, se p-value for menor que q, rejeitamos Hy.

No presente estudo, pretende-se demonstrar que nao houve
diferengas significativas entre as massas médias tomadas antes e apos a
realizacdo do experimento. Ou, em outras palavras, que nao ocorreu dessor¢ao
significativa de apatita, apos imersdo dos compdsitos na solucdo salina e nas
condicdes do teste (30 dias, 37°C). Portanto, ndo queremos rejeitar Hoy,

As TABELAS 11, 12 e 13, abaixo, reproduzem os valores médios e

as respectivas variancias das massas (g) analisadas para cada compaésito.

Tabela 11 - Andlise de variancia para o compoésito HS-HA

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Massa inicial 3 0,0360 0,012000 1,03E-06

Massa final 3 0,0364 0,012133 2,53E-07

ANOVA

Fonte de

variagao SQ Gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 2,67E-08 1 2,67E-08 0,041558 0,848415 7,708647
Dentro dos

grupos 2,57E-06 4 6,42E-07

Total 2,59E-06 5

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 12 - Analise de variancia para o compésito Caju-HA

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Massa inicial 3 0,0383 0,012767 3,33E-09

Massa final 3 0,0384 0,012800 4,00E-08

ANOVA

Fonte de

variacao SQ Gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 1,67E-09 1 1,67E-09 0,076923 0,795255 7,708647
Dentro dos

grupos 8,67E-08 4 2,17E-08

Total 8,83E-08 5

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 13 - Andlise de variancia para o composito Sisal-HA

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Massa inicial 3 0,0253 0,008433 8,33E-08

Massa final 3 0,0250 0,008333 8,33E-08

ANOVA

Fonte de

variagao SQ Gl MQ F Valor-P  F critico
Entre grupos 1,5E-08 1 1,50E-08 0,18 0,693197 7,708647
Dentro dos

grupos 3,33E-07 4 8,33E-08

Total 3,48E-07 5

Fonte: Elaborada pelo autor

Nas Tabelas, SQ é a soma dos quadrados de todos os desvios em
relacdo a média de todas as observacfes (entre e dentro dos grupos), gl séo
os graus de liberdade e MQ é a média quadratica (entre e dentro dos grupos).

Observa-se que, para todos os tratamentos realizados, o valor-P é
maior que a (0,05). Neste caso, ndo se rejeita a hipotese Hy de modo que ndo
h& diferencas significativas entre as medidas das massas. Chegariamos a
mesma conclusdo comparando-se F com Fcritico. Como o valor observado F é
sempre menor que o0 Fcritico, Ho Ndo é rejeitada.

O resultado demonstra também a eficiéncia da lavagem que
antecede o processo de secagem. A medida que as peliculas sdo lavadas para

remogcdo das solugbes ainda impregnadas no material, as particulas néo
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ligadas ou fracamente unidas sédo arrastadas deixando apenas aquelas que
estdo mais fortemente unidas a superficie e & matriz interna dos filmes de CB
(UI-ISLAM, 2014).

5.5.2. Bioatividade

Os compositos obtidos foram observados quanto a habilidade de
induzir a nucleacéo de apatita, quando submetidos ao teste de bioatividade em
fluido corpéreo simulado (SBF). A bioatividade de um material se refere a sua
capacidade de desenvolver uma ligacdo estavel com tecidos vivos via
deposicdo de hidroxiapatita (CZARNECKA et al., 2008; OLIVEIRA;
PANDOLFELLI, 2011). Em geral, a precipitagdo de HA na superficie de um
material exposto a solugdo SBF in vitro fornece uma indicacdo se o material €
bioativo. O SBF pode ser usado ndo apenas para avaliar a bioatividade de
materiais artificiais in vitro, mas também recobrir com apatita varios materiais
sobre condi¢des biomiméticas (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

O experimento foi realizado por 14 dias, periodo apdés o qual as
amostras foram retiradas do SBF e postas para secar. Elas foram avaliadas
segundo diferencas de massa tomadas antes e depois do experimento e
atraves de visualizagbes no MEV.

A TABELA 14 apresenta as massas percentuais de hidroxiapatita
(m%) depositadas sobre os compdésitos mediante o teste de bioatividade. Os

calculos foram feitos com auxilio da Equacéo (7).

Tabela 14 - Massa percentual de hidroxiapatita depositada apés teste de bioatividade
Compésito\ m% HA
HS-HA | 17,7+0,5
Caju-HA | 23,014
Sisal-HA | 22,5+5,9
Fonte: Elaborada pelo autor

A formacdo de uma camada de apatita sobre o compdsito em um
curto periodo de tempo (14 dias) esta de acordo com a literatura. Segundo
Chern Lin et al. (2001) e Hutchens (2007), a cdHA, originalmente formada

sobre a celulose durante os ciclos de imersédo, permite a deposicao imediata da
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camada biomimética de apatita em sua superficie, o que favorece a ligacao
rapida com o 0sso quando implantada em um organismo vivo.

Para as peliculas puras, que foram utilizadas como controle, também
ocorreu deposicao, porém em menor extensao, como pode ser observado nas
micrografias da FIGURA 26. Em geral, a deposicdo no compésito foi até 3x

maior do que a deposicdo de apatita observada sobre a celulose pura.

Figura 26 - Imagens comparativas de filmes de CB e compositos CB-HA apds teste de
bioatividade usando MEV

2014/03/13 AL D82 x500 200um MEV-UFC 2014/03/13 AL D84 x500 200um

MEV-UFC

Pelicula HS Compdsito HS-HA

2014103117 AL D82 X1O0K 100um MEV-UFC 2014/03/17 AL D84 x1.0k 100um

MEV-UFC

Pelicula de Caju Compdsito Caju-HA
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MEV-UFC 2014/03/24 AL D84 x1.0k 100 um

MEV-UFC 2014/03/24 AL D82 x1.0k 100um

Pelicula de Sisal Compdsito Sisal-HA

Fonte: Elaborada pelo autor

A formagdo da camada de HA na superficie dos materiais
compoésitos em contato com a solucéo de fluido corporal simulado atesta sua
bioatividade. Materiais que exibem esta propriedade podem ser usados para
reparar doencas ou danos no tecido O0sseo e podem permanecer in situ
indefinidamente (COLEMAN et al., 2007; OLIVEIRA; PANDOLFELLI, 2011).

5.5.3. Adsorcéao de Proteina

Quando um material estranho entra em contato com o organismo,
imediatamente ocorre a adsor¢cao de proteinas a sua superficie e a camada
proteica adsorvida passa a determinar eventos futuros como adesdo de
plaguetas, agregacéo ou resposta inflamatéria (MACHADO, 2007). A resposta
do tecido aos materiais implantados surge principalmente das diferencas na
adsorcdo das proteinas que, por sua vez, dependem de parametros de
superficie, composi¢do quimica e rugosidade, entre outras (TALLARICO et al.,
2012).

Os fenbmenos fisico-quimicos que ocorrem na superficie da
interface osso/implante determinam as respostas bioldgicas apés a
implantacdo dos biomateriais e, portanto, sdo fundamentais para a eficacia do
processo de osseointegracdo. Entretanto, alguns biomateriais com

propriedades mecanicas adequadas ndo possuem um bom desempenho em
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algumas caracteristicas de superficie importantes para aplicacbes clinicas
como, por exemplo, a citotoxicidade (TALLARICO et al., 2012).

Os modelos de culturas celulares in vitro, que favorecem a interacao
biomaterial/célula, tém sido usados para o desenvolvimento de novos
biomateriais, permitindo estudar as interacdes célula/material sem a existéncia
de reacBes concomitantes que acontecem quando um material estranho é
implantado in vivo. Deste modo, ndo apenas a citotoxicidade e a
biocompatibilidade do material podem ser estudadas, como também eventos
especificos tanto das células como dos materiais. Em suma, a adeséao celular a
biomateriais € considerada como um dos estadgios mais importantes na
interacao célula/material (MACHADO, 2007).

O objetivo principal deste teste foi o de constatar a adsorcdo de
proteinas nas superficies dos materiais preparados. O trabalho envolveu a
adsorcdo de uma das proteinas chave na adesdo celular, a albumina,
proveniente de solugcbes simples preparada em PBS. A albumina é a proteina
predominante do plasma e é conhecida como “passivante” das superficies
prevenindo a adesédo celular e reduzindo a resposta inflamatoria ao material
implantado. Dai, sua importancia, como fator relevante na biocompatibilidade
do material em estudo.

Para determinacdo da quantidade de BSA adsorvida em cada
compésito, procedeu-se inicialmente a elaboracdo de uma curva padrdo
partindo-se de concentracdes variadas de BSA (0,1-0,5 mg/mL) na solucdo de
PBS, como pode ser visto na FIGURA 27.
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Figura 27 - Curva-padréo para proteina BSA em solucdo de PBS

R =0,99562
///

0,30 rd

0,25 | u

0,20 -]
» A
2 015- P

0,10

75
e
m_
0,05 | Wl
0,00 . , ’ , . , . ,
0,0 0,1 02 0,3 0,4 05

Concentragdo (mg/mL)

Fonte: Elaborada pelo autor

A quantidade adsorvida (madsorvida) nos materiais compésitos foi
calculada por diferenca entre as concentracdes inicial e final de BSA em PBS,
tomando por base a curva padrdo obtida. Observou-se uma diminuicdo da
quantidade estimada de BSA em solugéo, a qual foi atribuida a adsor¢cao nos

compositos CB-HA. A TABELA 15 sumariza os valores calculados.

Tabela 15 - Quantidade de BSA adsorvida (mg de BSA/ g de compdsito)

Compésito| madsorvida (mg/g)
HS-HA 47,7+5,1
Caju-HA 43,4+2,0
Sisal-HA 59,5+ 3,8

Fonte: Elaborada pelo autor

Com base nos dados da TABELA 15, observa-se que, embora todos

os trés materiais estudados apresentem biocompatibilidade favoravel no que
diz respeito a adsorcao da proteina, o compdésito Sisal-HA é o que apresenta a

maior quantidade adsorvida frente aos demais.
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6. Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho reforcaram a possibilidade de
uso de residuos agroindustriais como fontes alternativas para producdo de
celulose bacteriana. Comprovou-se, através das caracterizacdes realizadas,
que suco de caju e residuo liquido de sisal podem ser empregados como
substratos naturais para a formacdo de celulose bacteriana Vvia
Gluconacetobacter Hansenii, sem a necessidade de qualquer suplementacgéo
auxiliar. As peliculas obtidas a partir do residuo liquido de sisal superaram as
expectativas revelando propriedades préximas, ou até superiores, as obtidas a
partir do meio de composicdo definida HS. Embora CB também tenha sido
preparada a partir de suco de caju, dificuldades de manuseio e baixas
propriedades mecanicas foram observadas nas peliculas resultantes. Por outro
lado, em relacdo a aspectos de natureza quimica e microestrutural, as
bioceluloses n&o apresentaram diferengas significativas entre si.

Demonstrou-se a habilidade da celulose bacteriana em fornecer um
“template” adequado a formacdo ordenada de hidroxiapatita deficiente em
calcio, através da elaboracdo de compositos. Os compdsitos CB-HA foram
submetidos as mesmas caracterizacdes realizadas para as peliculas de
celulose pura. Através dos ensaios mecanicos observou-se que a adicdo da
apatita mudou a estrutura polimérica dos filmes dando-lhe menor resisténcia,
porém maior alongamento. A deposicao de hidroxiapatita calcio-deficiente
ocorreu com certa regularidade, ocupando espacos entre as fibras dos
biopolimeros, e apresentou comportamento cristalografico bem préximo a
apatita natural ou biolégica.

Realizaram-se ainda testes in vitro dos materiais compaositos
simulando as condi¢cbes do meio fisioldgico, através dos quais se verificou sua
integridade estrutural, a capacidade de absorcao de proteinas e a bioatividade.
Nesta avaliacdo preliminar, todos os biocompoésitos testados mostraram-se
aptos ao desenvolvimento de estruturas do tipo scaffold para aplicacdes

biomédicas, no que diz respeito a biocompatibilidade e bioatividade.
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Anexo 105

Anexo A - Caracterizacao Fisico-Quimica do Residuo
Liquido de Sisal e do Suco de Caju Integral

Parametro Liquido de sisal Suco de caju
Acucares redutores (g/L) 13,31 +£0,35 109,11 £1,96
Acucares totais (g/L) 15,05 £ 0,26 107,40 £ 1,90
Glicose (g/L) 12,39 £ 0,01 72,07 £0,01
Sacarose (g/L) 1,49 £ 0,01 0,00 £ 0,01
Frutose (g/L) 1,17+£0,01 31,80+ 0,01
Nitrogénio Total (g/L) 0,62 +0,17 0,32 £ 0,02
Proteina bruta (g/L) 3,84+1,04 2,01+£0,11
pH 4,48 +£ 0,01 4,33+ 0,03
Polifenois (g/L) 1,73+0,04 1,19+0,01
SST (°Brix) 6,83+0,21 11,37 £ 0,06

Fonte: Lima (2014)
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