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BIOMATERIAL CONSTITUIDO DE CELULOSE BACTERIANA
E APATITA DE ESTRONCIO
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RESUMO - O presente estudo propBe a obtencdo de um biomaterial & base de
celulose bacteriana combinado com apatita formada, predominantemente, por
fosfatos de estroncio. A celulose bacteriana (CB) foi obtida por um processo
fermentativo da bactéria Gluconacetobacter hansenii. Essas peliculas de CB foram
imersas em solucgdes de cloreto de estroncio e fosfato de sodio dibasico, por ciclos de
imersdo, correspondendo a etapa de formacdo da hidroxiapatita de estréncio. O
biomaterial foi avaliado quanto a quantidade de estroncio (Sr) adsorvida a cada ciclo
de imersdo e quanto ao perfil de eluicdo desse metal. Os resultados mostraram que o
material é capaz de adsorver 237,32 mg de Sr por g do adsorvente ao final de cinco
ciclos de imersdo. Ja o perfil de dessorcao apresentou uma liberacdo mais lenta do
metal, com apenas 15,76% de Sr dessorvido, em 26 horas. Conclui-se que o
biomaterial consegue adsorver Sr em sua estrutura e sugere que 0 processo de elui¢édo
do Sr foi lento devido a ligacdo forte formada entre o adsorbato e a superficie do
adsorvente.

1. INTRODUCAO

Quem trabalha com biomateriais esta numa busca incessante da combinacdo que faca a
otimizacdo das propriedades dos materiais de origem para que o material obtido sirva como
substituinte de algum tecido danificado do organismo humano (Oréfice et al, 2006). O foco deste
trabalho estd no desenvolvimento de um biomaterial visando aplicacbes biomedicas no tecido
0sseo.

E feito uma combinacio entre duas grandes classes dos biomateriais: 0s materiais
poliméricos com os materiais ceramicos, mais especificamente, sdo utilizados celulose bacteriana
(CB) que é biopolimero de excelentes propriedades mecénicas, comparado a celulose vegetal, alta
cristalinidade, biocompatibilidade e alta capacidade de retencdo de agua, também € livre de lignina
e hemicelulose, por isso, é considerado um material de alta pureza. Essas propriedades abrem um
amplo espectro para sua aplicacdo, em especial no campo dos biomateriais (Rajwade et al., 2015;
Ahn, Sung-Jun, et al., 2015). Fazendo uma combina¢do com a apatita (Ap) que é uma ceramica
bastante explorada em pesquisas para reparacdo Gssea por ser um constituinte natural dos 0ssos e
dos dentes, apresentando elevada biocompatibilidade, estabilidade em pH fisiologico e estimula

PROMOGAD REALIZACAD ORGANIZACAD

Departamento do Engenharia Quimica

e ———E—E— aad o
qﬁ ABEQ igostain @ UNIVERSIDADE \ =N e
ANOS e e’ FEDERAL Do CEARA " EvEnTOS



& ENREQ

s
SN 7T (v accm s o
Anl LONGresso |
i v \ de Enag | 1
{ ce LIg I
f

} 2016

AN\ T I/ Fortaleza/CE Encontro Brasileiro sobre o

l‘%' ) 1_%“ &] - J - r L\ » ,] 25 a 29 de setembro Ensino de Engenharia Quimica
S ._Z.Ofl_e L Fortaleza/CE

interacBGes Osseas (Pigossi et al., 2015). Sua semelhanga com o tecido 6sseo faz com que 0s
fosfatos de calcio sejam bastante explorados. A matriz mineral 6ssea possui cristais a base de
hidroxiapatita (Ca10(POa4)(OH)2) (Sato, Webster, 2004). A composi¢cdo quimica da hidroxiapatita
bioldgica varia ao longo da vida (Kokubo et al., 2003), podendo ser formada por outros ions,
como o carbonato ou até mesmo ocorrer o agrupamento de outros elementos como estroncio,
silicio, magnésio, fltor, entre outros. Dessa combinacdo é obtido um material hibrido, possuindo
uma fase organica (CB) e fase inorganica (HA).

Os compositos produzidos a partir de celulose bacteriana e hidroxiapatita tém sido
direcionados para aplicacdo em engenharia de tecidos 0sseos, pois a interacdo desses dois tipos de
materiais tém favorecido a reparacdo éssea por apresentar caracteristicas como elevadas
propriedades mecénica, biocompatibilidade e biodegrabilidade ajustavel, além de ter estabilidade
em solucdo e ser excelente na adsorcdo de proteinas (Duarte et al, 2015).

Além de sintetizar o hibrido é realizado a introducdo do estroncio (Sr) no material, pois tem
como intuito potencializar os beneficios que a interagdo CB e HA possui e contribuir para 0s
mecanismos de remodelacdo dssea. Esse metal tem despertado interesse em razio em de
apresentar uma relacdo direta com a qualidade dos o0ssos. Estudos pré-clinicos demonstram 0s
mecanismos de acdo do estroncio sobre o metabolismo 0sseo e comprovam sua atuagdo como
inibidor da reabsorcdo Ossea, reduzindo a atividade dos osteoclastos (Caudrillier et at., 2010), e
também indutor na formacdo Gssea, estimulando a atividade dos osteoblastos (Marie et al., 2011).
Sua dupla acdo vem despertando um grande interesse nas pesquisas devido sua semelhanca
quimica com o célcio e o surgimento do ranelato de estrdncio que é um farmaco utilizado no
tratamento da osteoporose (Querido et al., 2016).

Portanto, neste trabalho foi desenvolvido um biomaterial funcionalizado com estréncio em
matrizes de celulose bacteriana/apatita para avaliar a adsorcao e a dessor¢céo desse metal, de modo
a potencializar a interacdo CB e Ap, no beneficio do tecido dsseo.

2. MATERIAISE METODOS

2.1. Cultivo do microrganismo

O cultivo foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da EMBRAPA
Agroindustria Tropical. Foram utilizadas cepas de Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
adquiridas da Cole¢do de Culturas da Fundacdo André Tosello, Campinas-SP. O cultivo dessa
bactéria foi feito em meio liquido HS (Hestrin; Schramm, 1954) com pH 5,8 e incubados a 30°C
durante seis dias. Na etapa de estocagem da cepa foram retiradas aliquotas de 0,1 mL da cepa
cultivada em caldo HS e estriadas em placas contendo agar HS e incubadas a 30°C/48h. A partir
da cultura da placa foi removida uma suspensdo espessa de células adicionado em caldo HS e
misturado a glicerol 80% em tubos de eppendorf e armazenados a -80°C.

2.2. Sintese do biomaterial celulose bacteriana e apatita de estroncio (CB/SrAp)

O biomaterial foi produzido com o cultivo da cepa bacteriana em tubos contendo caldo HS
com adicdo de 5% (v/v) de inoculo e incubados a 30°C/6 dias. A bactéria produziu uma pelicula
de celulose, a partir de um processo fermentativo. Em seguida, foi removido o meio de cultivo e
essa pelicula foi esterilizada em autoclave e submetida a purificacdo segundo a metodologia de
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Pineda et al. (2010). O material hibrido foi obtido utilizando-se o método proposto por Hutchens
et al. (2006), adaptado. Foram realizados 5 ciclos de imersdo para causar a precipitacdo quimica e
formacdo da apatita de estroncio sobre a CB. O esquema reacional desse processo estd
representado na Figural.

Meio de cultivo HS

Incubacio 4 30°C | 6 dias

Precipitagio quimica de ions Sre P
vara formacio da apatita

CB/SrAp

Figura 1- Sintese do CB/SrAp.

2.4. Método analitico

Solugbes de Sr foram analisadas por Espectrometria de Absorcdo Atomica (AAS), em um
comprimento de onda de 460 nm, que corresponde ao estroncio. Foram utilizados Lampadas de
catodo 6co de Sr, acetileno como gas combustivel e ar como gas suporte. Os valores fornecidos
pelo espectrofotdmetro estdo em absorbéncia, por isso, foi plotado uma curva-padrdo feita de
solucdo padrédo de Sr para a identificacdo das concentracfes nas amostras. Na amostra analisada
foi necessario adicionar o supressor KCl e o removedor de interferentes, lantanio, para aumentar a
sensibilidade do equipamento, devido a utilizacdo do gas ar-acetileno.

2.5. Quantificacéo de estroncio a partir dos ciclos de imersao

Adsorcdo de Sr foi verificada através do acompanhamento do procedimento de sintese do
hibrido (CB/SrAp) a partir dos ciclos de imersdo da CB para producdo de apatita de estréncio.
Foram realizados cinco ciclos de imersdo, com a utilizacdo de 100 mg/L e 1000 mg/L de Sr, com
intervalos de lavagens e retirada da mineralizagdo residual. Aliquotas das solugcdes de imersédo
foram analisadas por espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) para medir a quantidade de Sr
residual da solucdo e consequentemente, determinar a quantidade de Sr adsorvido no material.

2.6. Estudo de dessorgéao

Para avaliar a quantidade de estréncio que pode ser dessorvido do material sintetizado,
foram realizados ensaios com tampdo fosfato salino de pH 7,4 a 37°C sob agitacdo, nos seguintes
intervalos (0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 24 e 26 horas). A cada ensaio foram coletadas aliquotas de 3mL da
solucéo residual e analisadas por AAS para quantificacdo de estroncio dessorvido.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO
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3.1. Cultivo do microrganismo

A formacdo de CB se inicia no terceiro dia de incubacgdo, porém, com fina espessura e baixa
resisténcia. Por isso, é necessario deixa-la durante 6 dias na incubadora (BOD) a 30°C para
garantir que o polimero apresente fiboras com resisténcia mecénica, como mostra a figura 2.

Figura 2 - Celulose bacteriana, em meio de cultivo HS, com seis dias de incubacéo.

3.2. Sintese do biomaterial celulose bacteriana e apatita de estroncio (CB/SrAp)

A associacdo da celulose bacteriana com a apatita possibilitou obtengdo de um material que
visa mimetizar o 0sso humano, pois a apatita apresenta propriedades de biocompatibilidade e
osseointegracdo. Ja a utilizacdo da celulose bacteriana é adequada devido a sua
biocompatibilidade, relativa flexibilidade, alta pureza (quando comparada com a celulose vegetal),
0 que proporciona propriedades interessantes para utilizagdo como um biomaterial.

A Figura 3 mostra o material hibrido sintetizado CB/SrAp. Neste trabalho foi sintetizado um
biomaterial, visando obter um hibrido com uma quantidade consideravel de estréncio em sua
estrutura, visando a utilizacdo desse material em aplicaces de osseointegracéo.

Figura 3 - Biomaterial dopado de estréncio (CB/SrAp).
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2.3. Quantificacéo de estroncio a partir dos ciclos de imersao

Na Figura 4 tem-se que a adsorcao € maior nos primeiros ciclos, devido a disponibilidade de
sitios ativos. A formacdo de hidroxiapatita de estroncio pode ser observado devido a reducéo de

estroncio na concentracdo residual.

A concentracdo de 1000 mg/L conseguiu alcancar uma maior adsorcao obtendo 237,32 mg/g
do somatério de cada ciclo. Ja a concentracdo de 100 mg/L alcancou apenas 109,54 mg/g de
adsorvente. Com o decorrer dos ciclos ha uma reducéo na adsorcdo podendo ser interpretada como
ocupacdo dos sitios disponiveis. Esta etapa estd atrelada a formagdo da apatita por precipitacdo

quimica com a sintese de fosfatos de estroncio.

Qta adsorvida de Sr (mg/g)
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Figura 4 — Determinac@o de estroncio a cada ciclo de imersdo em concentracfes de (a) 100 e
(b) 1000 mg/L.

Sugere-se que a adsorcdo que estd ocorrendo nesse ensaio € uma ligacdo ibnica, pois o
adsorbato liga-se a superficie do adsorvente através de uma ligacdo forte, havendo,
predominantemente, a formagdo de fosfatos de estroncio.

3.4. Estudo de dessorcéo

No teste de eluicdo foi avaliado a capacidade do biomaterial produzido em liberar estroncio
adsorvido. Na Figura 5 pode-se constatar que o CB/SrAp mostrou ter uma liberagdo mais lenta.
Com trinta minutos de dessorcdo o material liberou 3,62% de Sr, com uma hora liberou mais
2,04% de Sr. De 2 horas até 24 horas o perfil de eluicdo encontrava-se numa fase estacionaria
liberando em torno de 1,8%. Completado as 26 horas foi contabilizado a liberacdo de apenas
15,76% de Sr.

3.0 —

% dessorvida de Sr
|

2.0

"i'ii -

T T T T T T
a s 1a 15 2q 25 3]

Tempo (horas)

Figura 5 — Perfil de dessorcdo de Sr do material produzido (CB/SrAp).

O resultado de dessorcdo do composto CB/SrAp mostra-se interessante para 0 uso in vivo.
Além de ter sido capaz de adsorver elevada quantidade de estréncio, realizou uma liberagéo lenta
do metal durante as 26 horas de ensaio, mantendo em torno de 85% do estrdncio ainda
incorporado em sua estrutura, demonstrando uma liberacdo controlada de Sr, tornando-o um
material promissor no uso como carreador de farmacos.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho verificou-se que o biomaterial produzido é capaz de adsorver ions Sr2* em
solugdo. O teste de dessorcdo indica que o biomaterial CB/SrHA libera estroncio de forma
controlada. Esse comportamento pode ser atribuido a interacdo forte entre 0 metal e a superficie
do material, mostrando-se um material promissor para entrega de farmacos.
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