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RESUMO

Na selecdo de materiais para aplicaces na biomedicina, existe uma demanda crescente
por biomateriais multifuncionais de origem natural. Os polissacarideos naturais derivados
de fontes renovaveis vém se destacando por serem biocompativeis, biodegradaveis e ndo
apresentarem toxicidade. As B-glucanas sdo polissacarideos com configuragdes B no
carbono anomeérico e podem ser produzidas por bactérias e fungos, apresentando ampla
disponibilidade na natureza. Buscou-se neste trabalho desenvolver um biomaterial
composto de uma mistura de celulose bacteriana (CB) e esquizofilano (SPG). Desta
forma, para producdo de membranas de CB, a bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC
23769 foi utilizada. O SPG de Schizophyllum commune BRM 060008 foi obtido por
cultivo submerso em meio MCM, precipitado com etanol e liofilizado. Biocompésitos
foram preparadas pelo método ex-situ e por adaptacdes do método. Com o intuito de
melhorar a interacdo de ambos os polissacarideos, a CB foi primeiramente amino-
funcionalizada com (3-aminopropil) trietoxisilano — APTES e o0s biocompdsitos
reticuladas com vanilina. Neste estudo foi possivel obter o SPG de uma cepa ainda ndo
utilizada para fins de producdo da B-glucana. Os resultados de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear
(RMN) confirmaram a producdo do polissacarideo de ligacdo B-(1—3)-glucana com
ramificacdo B-(1—6) de alta massa molar (1,093 x 10° g mol ) bastante similar ao SPG
comercial. A analise termogravimétrica (TGA) revelou uma temperatura maxima de
degradacéo de ~ 324 °C e com massa residual 60% inferior ao SPG comercial. Quanto a
modificacdo quimica superficial com APTES, os espectros de FTIR de um grupo de
amostras comprovaram a modificacdo da CB pela presenca de novas bandas na regido
aproximada de 1600 cm™ que sdo caracteristicas de grupos NH. e comprovado pela
analise de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS). Entretanto, a
segunda metodologia selecionada de modificacdo com APTES, ndo foi suficiente para
propiciar a bem-sucedida modificacdo da CB. No desenvolvimento de biocompdsitos,
dentre as trés metodologias testadas, foi possivel obter um composto dos polissacarideos
produzidos com adaptacdes do método, evidenciado por FTIR, microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e difratometria de raios X (DRX). A terceira metodologia testada de
desenvolvimento de biocompositos (CB-SPG) mostrou-se satisfatria pelas adaptacdes
do método aplicado, visto por FTIR, pela presenca de bandas caracteristicas do SPG em
matriz de CB. Contudo, novas analises devem ser avaliadas a fim de qualificar o
biocomposito para aplicacdo na biomedicina.

Palavras-chave: celulose bacteriana, esquizofilano, celulose bacteriana amino-
funcionalizada



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A BIOMATERIAL COMPOSED OF BACTERIAL
CELLULOSE AND FUNGAL POLYSACCHARIDE

There is a growing demand for multifunctional biomaterials of natural origin in selecting
materials for biomedical applications. Natural polysaccharides derived from renewable
sources have been highlighted as biocompatible, biodegradable, and non-toxic. f-glucans
are polysaccharides with  configurations on the anomeric carbon and can be produced
by bacteria and fungi, being wide availability in nature. The aim of this work was to
develop a biomaterial based on bacterial cellulose (BC) and schizophyllan (SPG). Thus,
the bacterium Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 was cultivated. The SPG of
Schizophyllum commune BRM 060008 was obtained by submerged cultivation in MCM
medium, precipitated with ethanol, and freeze-dried. Biocomposites were prepared by the
ex-situ method and by method adaptations. In order to improve the interaction of both
polysaccharides, BC was firstly amine-functionalized with (3-aminopropyl)
triethoxysilane - APTES and the biocomposites cross-linked with vanillin. In this study,
obtaining the SPG of a strain not yet used for the production of B-glucan was possible.
The results of Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic
resonance (NMR) confirmed the production of B-(1—3)-glucan with B-(1—6)-branching
with high molar mass (1.093 x 10° g mol™) very similar to the commercial SPG.
Thermogravimetric analysis (TGA) revealed a maximum degradation temperature of ~
324 °C and a residual mass 60% lower than the commercial SPG. As for surface chemical
modification with APTES, the FTIR spectra of a group of samples confirmed the
modification of the CB by the presence of new bands around 1600 cm™ attributed amino
groups (NH>) and confirmed by the analysis of X-ray photoelectron spectroscopy (XPS).
However, the second selected methodology of modification with APTES was not enough
to provide the successful modification of the BC. In the development of biocomposites,
among the three methodologies tested, it was possible to obtain a compound of the
polysaccharides produced with adaptations of the method, evidenced by FTIR, scanning
electron microscopy (SEM), and X-ray diffraction (XRD). The third methodology tested
for the development of biocomposites (CB-SPG) proved satisfactory due to the
adaptations of the applied method, confirmed by FTIR, due to the presence of
characteristic bands of SPG in a CB matrix. However, new analyzes must be evaluated in
order to qualify the biocomposite for biomedical application.

Keywords: bacterial cellulose, schizophyllan, amine-functionalized BC



RESUMEN

DESARROLLO DE UN BIOMATERIAL COMPUESTO POR CELULOSA
BACTERIANA Y POLISACARIDO FUNGICO

En la seleccion de materiales para aplicaciones biomédicas, esta creciendo la demanda de
biomateriales multifuncionales de origen natural. Los polisacaridos naturales derivados
de fuentes renovables se destacan por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y falta de
toxicidad. Los PB-glucanos son polisacaridos con configuraciones B en el carbono
anomérico y pueden ser producidos por bacterias y hongos, y se encuentran ampliamente
disponibles en la naturaleza. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un biomaterial
compuesto por una mezcla de celulosa bacteriana (CB) y esquizofilano (SPG). Para la
produccién de membranas de BC, se utilizé la bacteria Komagataeibacter hansenii ATCC
23769. El SPG de Schizophyllum commune BRM 060008 se obtuvo mediante cultivo
sumergido en medio MCM, y posteriormente se precipitd con etanol y liofiliz6. Los
biocompuestos se prepararon utilizando el método ex situ y sus variantes. Con el fin de
mejorar la interaccion entre ambos polisacaridos, primero se funcionalizé la CB con (3-
aminopropil) trietoxisilano - APTES, y luego se reticularon los biocompuestos con
vainillina. En este estudio, se logré obtener el SPG de una cepa que aln no se habia
utilizado previamente para la produccion de P-glucano. Los resultados de la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la resonancia magnética
nuclear (RMN) confirmaron la produccion del polisacarido de glucano B-(1—6)
ramificado B-(1—6) de alta masa molar (1,093 x 10° g mol™?), muy similar al SPG
comercial. El analisis termogravimétrico (TGA) revel6 una temperatura maxima de
degradacién de aproximadamente 324 °C y una masa residual un 60 % inferior a la del
SPG comercial. En cuanto a la modificacion quimica superficial con APTES, los
espectros FTIR de un grupo de muestras confirmaron la modificacién de la CB debido a
la presencia de nuevas bandas en la region aproximada de 1600 cm™, las cuales son
caracteristicas de los grupos NH.. Estas modificaciones también fueron confirmadas
mediante el analisis de espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS). Sin embargo, la
segunda metodologia seleccionada para la modificacion con APTES no fue suficiente
para lograr una modificacion exitosa del BC. En el desarrollo de los biocompuestos, de
las tres metodologias probadas, fue posible obtener un compuesto de los polisacaridos
producidos mediante adaptaciones del método. Esto se evidencié mediante FTIR,
microscopia electronica de barrido (SEM) y difraccion de rayos X (XRD). La tercera
metodologia probada para el desarrollo de los biocompuestos (CB-SPG) resultd
satisfactoria debido a las adaptaciones aplicadas al método, como se pudo observar en
FTIR, debido a la presencia de bandas caracteristicas del SPG en una matriz de CB. No
obstante, es necesario llevar a cabo nuevos analisis para evaluar la idoneidad del
biocompuesto en aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: celulosa bacteriana, esquizofilano, CB amino-funcionalizada
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos séo macromoléculas poliméricas de carboidratos com unidades
de monossacarideos ligados covalentemente por ligagdes glicosidicas, em uma
configuracdo linear ou ramificada (YANG; ZHANG, 2009). Assim como outras
macromoléculas bioldgicas, estes polimeros estdo intimamente ligados a papéis
essenciais nas atividades de vida de todos os organismos conhecidos (MENG et al.,
2020). Sabe-se que alguns polissacarideos podem atuar como potentes
imunomoduladores (SINDHU et al., 2021; TZIANABOS, 2000), sendo capazes de
impactar positivamente o sistema imune pela interacdo com as células T, leucdcitos,
monocitos e macrofagos, além de possuirem propriedades antitumorais. Polissacarideos
com propriedades antitumorais ja se encontram disponiveis em paises como Japao e india
(SINDHU et al., 2021). Dentre os polissacarideos estudados, as B-glucanas sdo
amplamente descritas como modificadores da resposta bioldgica (DALONSO;
GOLDMAN; GERN, 2015; MAJTAN; JESENAK, 2018; MENG et al., 2020;
VETVICKA, 2011).

As pB-glucanas podem ser produzidas extracelularmente e secretadas por
microrganismos, por este motivo sdo conhecidas como exopolissacarideos (EPS). Um
exemplo € o EPS fungico chamado de esquizofilano (SPG). O SPG ¢ produzido pelo
basidiomiceto Schizophyllum commune e consiste de unidades de B-(1—3)-D-glucana na
cadeia principal e B-(1—6)-D-glucosil na cadeira lateral, a cada trés unidades de glucose
da cadeia principal (RAU et al., 1992). Este SPG adota naturalmente uma estrutura em
tripla hélice que é essencial para a atividade antitumoral contra sarcoma 180 (ZHONG et
al., 2013). O SPG foi descrito pela primeira vez na literatura no final da década de 1960
e 0 interesse por este polissacarideo aumentou fortemente a medida que a comunidade
cientifica comegou a aponta-lo como um polissacarideo eficaz contra infec¢des e tumores
(CARVALHO et al., 2021). E um biopolimero importante que tem chamado muita
atencdo por suas Dbioatividades, incluindo atividades imunomoduladoras,
anticancerigenas, antitumorais, anti-inflamatérias e antioxidantes (DU et al., 2016;
ZHANG et al., 2013; ZHONG et al., 2015). Além disso, apresenta efeito cicatrizante em
feridas (SEO et al., 2019) e tambeém é empregado em produtos cosmeticos para a pele
com diversos beneficios, dentre os quais, impulsionador da imunidade da pele, ajuda na

inflamacédo cronica, efeito calmante, suporte da barreira cuténea, excelente para peles
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sensiveis propensas a eczema, combate a inflamacé&o, reduz as rugas, efeito antipoluicao,
suporte ao microbioma da pele (CONTIPRO, 2022, web).

A celulose bacteriana (CB) também é um polissacarideo extracelular (CHAWLA
et al., 2009). A biossintese da CB ocorre quando as bactérias polimerizam residuos de
glucose em cadeias lineares de B-(1—4)-glucana (CZAJA et al., 2006). Algumas das
principais vantagens da CB séo a sua estrutura porosa, composta por nanofibrilas, alto
teor de agua e grupos hidroxila livres (CACICEDO et al., 2016). A ultima caracteristica
é importante na modificacdo quimica da CB, que € possivel justamente pela presenca de
grupos hidroxila em sua estrutura (WAHID et al., 2021). Pode-se citar outras
propriedades da CB como a alta pureza, biocompatibilidade, ndo toxicidade, estabilidade
mecanica, permeabilidade a liquidos e gases (PORTELA et al., 2019; SULAEVA et al.,
2015). A CB se apresenta como um material promissor para aplicacdo como curativo no
processo de cura de feridas, pois fornece um ambiente Umido acarretando melhor
cicatrizacdo, mas nao possui atividade antimicrobiana a fim de prevenir as possiveis
infeccbes (LIYASKINA et al., 2018; MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT,
2008; BARUD et al., 2016).

Estratégias a fim de superar os pontos fracos da CB e ampliar sua area de aplicacdo
vém sendo largamente estudadas e, uma das alternativas consiste em combinar a CB com
outros materiais (plastificantes, polimeros sollveis em &gua, extratos naturais e agentes
antimicrobianos) pelo método de modificacdo conhecido como ex-situ (CAZON;
VAZQUEZ, 2021). Na modificacdo ex-situ, a CB é modificada por tratamento quimico
ou pela absorcao de outros materiais apds a membrana ja formada (STUMPF et al., 2018).
Diferentes biopolimeros vém sendo misturados pelo método ex-situ com a CB para
melhorar suas propriedades bioldgicas e funcionais. A combinacéo da CB com diferentes
biopolimeros pode ser alcangada por mistura fisica, grafitizacdo quimica ou pelo uso de
agente de reticulagdo (WAHID et al., 2021). Alguns exemplos de biopolimeros
misturados com a CB séo a quitosana (CACICEDO et al., 2020) e a dextrana (LIN et al.,
2017).

Um exemplo é o trabalho de Hamedi et al. (2020), em que os pesquisadores
desenvolveram um novo hidrogel combinado pelos biopolimeros de CB e SPG com
propriedades mecanicas, capacidade de absorcdo de agua e atividade antibacteriana
incrementadas. A fim de promover melhor interacdo com o SPG, a CB foi primeiramente
funcionalizada com 3-(aminopropil)trietoxisilano (APTES) e o compasito reticulado com
glutaraldeido. Em relacdo a atividade antibacteriana, o compoésito de CB amino-
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funcionalizada/SPG néo inibiu o crescimento bacteriano significativamente, mostrando
efeito inibitério de 50% e 30% contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
respectivamente. Entretanto, esses resultados considerados moderados podem ser
aprimorados pela adicdo de agentes antibacterianos. Em outro estudo, Hamedi e
Shojaosadati (2021) incorporaram nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) na mistura de
CB amino-funcionalizada/SPG para promover aumento da atividade antibacteriana, e
atingiram efeito inibitorio de 90% e 70% contra E. coli e S. aureus, respectivamente.

Com base nos resultados observados em pesquisas anteriores, o presente estudo
buscou desenvolver, pelo método ex-situ de misturas, assim como, pelo uso de um agente
de reticulacdo diferente do comumente utilizado, um material com propriedades aliadas
de cada biopolimero separadamente. Além disso, neste estudo também foi comparada as
caracteristicas do SPG de S. commune de uma nova linhagem néo relatada ainda na
literatura na producéo de SPG com o polissacarideo comercialmente disponivel.

Dentro deste contexto, o presente trabalho se justifica pelas inimeras propriedades
benéficas de ambos os biopolimeros na area da salde. Além disso, polimeros
extracelulares apresentam um largo campo de aplicacGes, incluindo seu uso na cura e
cicatrizacdo de feridas. Do ponto de vista ambiental, os biopolimeros produzidos séo de
origem natural, sustentaveis e biodegradaveis. No que se refere a area de materiais, 0s
biopolimeros sdo complementares, uma vez que a CB pode ser obtida por culturas
estaticas que produzem uma membrana de celulose na interfase liquido/ar (ROSS;
MAYER; BENZIMAN, 1991), e o SPG pode ser extraido da cultura precipitada (pela
adicdo gradual de etanol 96%) de S. commune, porém apresenta baixa capacidade de
formacdo de filme (HAMEDI et al., 2020). Ao modificar e combinar a CB com outro
biopolimero, o biomaterial resultante pode apresentar propriedades superiores e suplantar

algumas limitagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver biocompdsitos a partir de CB e SPG visando aplicagfes como um

biomaterial

2.2 Objetivo Especificos

e Produzir e caracterizar o exopolissacarideo SPG utilizando fungo Schizophyllum
commune BRM 060008;

e Produzir membranas de CB utilizando a bactéria Komagataeibacter hansenii
ATCC 237609;

e Funcionalizar a CB com aminosilano, (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES),
para obter melhor interacdo entre CB e SPG;

e Incorporar o SPG na membrana de CB utilizando um agente de reticulacdo
“verde”;

e Caracterizar as amostras dos biopolimeros puros e das misturas obtidas quanto as

suas propriedades morfoldgicas, fisicas e quimicas.



CAPITULO 1

Revisao da Literatura

23



24

3 CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros de carboidratos formados por reacbes de
condensacdo de monossacarideos por meio de ligagdes hemiacetais ou hemicetais. Os
polissacarideos também existem como sequéncias curtas de oligossacarideos ou unidades
de repeticdo poliméricas ligadas a outras biomoléculas para formar glicoproteinas,
lipopolissacarideos, acidos teicoicos e acidos nucleicos (RAMESH; THARANATHAN,
2003). Compostos de varios monossacarideos, os polissacarideos sdo ligados por
diferentes ligacGes glicosidicas, apresentando estruturas lineares ou até mesmo hiper
ramificadas. Alguns polissacarideos isolados de fontes naturais apresentam diversas
atividades bioldgicas importantes (antitumoral, imunomoduladora e anti-inflamatoria)
que sdo grandemente afetadas por suas estruturas quimicas e conformacgdes em cadeia
(YANG; ZHANG, 2009).

Essas biomacromoléculas desempenham inimeras funcfes benéficas e possuem
uma ampla gama de aplicacBes industriais que estdo intimamente relacionadas as suas
caracteristicas estruturais. O conhecimento estrutural de cada polissacarideo
individualmente é a base tedrica para o entendimento da relacdo estrutura-funcdo do
polissacarideo. Em comparagdo com outras macromoléculas bioldgicas, a estrutura do
polissacarideo € muito mais complexa devido a diversidade de unidades monoméricas e
tipos de ligacdo envolvidas (HONG et al., 2021).

Os polissacarideos sdao amplamente encontrados na natureza com diferentes
origens, incluindo algas, plantas, animais, bactérias e fungos. S&o sintetizados com
distintas funcdes, como a funcdo de armazenamento de energia em plantas (amido) e
suporte estrutural de células vegetais (celulose) (TORRES; ARROYO; TRONCOSO,
2019). Depois das proteinas e dos acidos nucleicos, os polissacarideos naturais sdo as
biomacromoléculas mais abundantes encontradas na natureza (MENG et al., 2020).

Diversos polissacarideos isolados de algas, cogumelos, leveduras e plantas
superiores vém atraindo a atengdo das areas de nutricdo e da medicina em funcao de suas
caracteristicas como baixa toxicidade, raros efeitos colaterais negativos, custo
relativamente baixo e amplo espectro de acles terapéuticas (KOROLENKO;
BGATOVA; VETVICKA, 2019). Biopolimeros de polissacarideos vém se tornando cada
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vez mais conhecidos como materiais modernos para curativos de feridas uma vez que séo
de origem natural, altamente abundantes, de baixo custo, absorventes, ndo tdxicos e nao
imunogénicos (ADUBA Jr; YANG, 2017).

No que se refere aos principais polissacarideos usados em aplicacfes biomédicas,
alguns se destacam, como a celulose, alginatos, glicosaminoglicanos, quitina e quitosana,
polissacarideos marinhos e polissacarideos sulfatados artificialmente (modificados)
(SOUZA et al.,, 2021). Os polissacarideos derivados de microrganismos também
apresentam grande potencial para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas (L1 et al., 2018),
sendo alguns deles produzidos comercialmente, como no caso da xantana e dextrana
(REHM, 2010; SUTHERLAND, 1998) e a CB aplicada a curativos (PICHETH et al.,
2017).

Além de aplicacdes biomédicas, devido a versatilidade e biodegradabilidade,
alguns polissacarideos sdo amplamente utilizados nas industrias de embalagens,
alimentos e produtos farmacéuticos como materiais sustentaveis e renovaveis (TORRES;
ARROYO; TRONCOSO, 2019). Na industria de embalagens de alimentos,
polissacarideos vém sendo utilizados para criar revestimentos e filmes comestiveis para
reduzir as embalagens plasticas tradicionais. Polimeros comestiveis naturais sdo feitos de
constituintes comestiveis naturais que podem ser consumidos por animais ou seres
humanos sem risco para a saude. Além disso, os polimeros petroquimicos, amplamente
utilizados para embalagens de alimentos, ndo séo renovaveis e biodegradaveis e ao final
de seu tempo de vida Gtil necessitam de aterros sanitarios e contaminam o meio ambiente
(MOHAMED; EL-SAKHAWY; EL-SAKHAWY, 2020).

O polissacarideo mais abundante na Terra é a celulose, formada a partir de
unidades repetidas de B-D-glucopiranose covalentemente ligadas por fungdes acetais
entre o grupo hidroxila (OH) equatorial do atomo de carbono 4 (C4) e o 4tomo de
carbono 1 (C1). Esse polissacarideo é o principal constituinte da parede celular das
plantas, uma matéria-prima praticamente inesgotavel (KLEMM et al., 2005) e seu
contetido em fibras e plantas depende das diferentes fontes naturais (GUIMARAES et al.,
2009). Segundo Chandra e Rustgi (1998) muitos pesquisadores da area de polimeros
consideram que a quimica destes materiais teve sua origem na caracteriza¢do da celulose,
que foi isolada pela primeira vez ha cerca de 150 anos. A celulose, obtida a partir das
paredes celulares das plantas, é isolada em microfibrilas por extragdo quimica. Em todas
as formas, a celulose é um polimero altamente cristalino e de alta massa molar, infusivel

e insolivel em todos os solventes que quebram as ligacdes de hidrogénio, exceto os mais
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agressivos. Por causa de sua infusibilidade e insolubilidade, este biopolimero é
geralmente convertido em derivados para torna-lo mais processavel. E um excelente
substituto para polimeros ndo renovaveis a base de petroleo e € considerado uma materia-
prima inesgotavel (GOPI et al., 2019).

A celulose pode ser também biosintetizada por microrganismos, como por
exemplo 0 género Komagataeibacter (denominada anteriormente como Acetobacter e
Gluconacetobacter) (CACICEDO et al., 2016). Embora com a mesma estrutura quimica
da celulose vegetal, as propriedades da CB séo bastante diferentes, especialmente em
relagdo a ultrafina rede de arquitetura, alta hidrofilicidade e moldabilidade durante
formagdo (KLEMM et al., 2001). Além disso, a celulose vegetal é produzida como um
polimero lignocelul6sico, fortemente associada a lignina, a hemicelulose e outras
substancias, ja a CB apresenta elevada pureza (KLEMM et al., 2001). A CB € considerada
um material ndo citotoxico, ndo genotdxico e altamente biocompativel, atraindo interesse
em diversas areas, como em aplicacdes biomédicas (GORGIEVA; TRCEK, 2019).

De forma geral, os polissacarideos podem ser divididos em trés grupos de acordo
com sua localizacdo morfologica, o primeiro como polissacarideo intracelular, localizado
dentro ou como parte da membrana citoplasmatica; o segundo como polissacarideo de
parede celular, formando parte estrutural da parede celular; e por fim, o polissacarideo
extracelular, localizado fora da parede celular (WILKINSON, 1958). Os
exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros de carboidratos extracelulares produzidos e
secretados por microrganismos que acumulam esses polissacarideos fora das células.
Apesar de sua composicdo monomérica similar a produtos de animais e plantas, os EPS
de diferentes origens microbianas (bactérias e fungos) apresentam uma larga variedade
de combinac6es estruturais que proporcionam suas propriedades Unicas. Além disso, sdo
facilmente obtidos de recursos renovaveis, sdo biocompativeis e aparentemente ndo
toxicos (MOSCOVICI, 2015). Esses EPS podem ser encontrados no meio extracelular na
forma de uma “matriz gelatinosa” amorfa. Nos ambientes naturais onde séo encontrados,
tais polimeros podem estar associados a viruléncia, como no caso de patdgenos vegetais
ou animais, com interagdes microbianas vegetais ou mesmo protegendo a célula
microbiana contra a dessecacdo ou ataque de bacteriéfagos e protozoarios
(SUTHERLAND, 1998).

A CB é considerada um polissacarideo extracelular, ou seja, um EPS (CHAWLA
et al.,, 2009). Outro EPS é o esquizofilano (SPG) produzido pelo basidiomiceto

Schizophyllum commune. O SPG é um homopolissacarideo de glucose que consiste em
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residuos de -1,3-D-glucose ligados linearmente formando a cadeia principal, com uma
cadeia lateral de B-1,6-D-glucose a cada trés residuos da cadeia principal (KUMAR,;
SINGHAL, 2011; ZHANG et al., 2013).

Os polissacarideos apresentam estruturas diversas variando no tipo de mondémeros
de agucares. Os cogumelos por exemplo, apresentam uma ampla gama de polissacarideos,
ndo somente D-glucanas, mas também uma classe de polimeros mais complexos,
chamados de heteropolissacarideos (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016). Alguns
EPS fangicos baseados no tipo de mondmeros podem ser galactomananas, xilomananas,
glucomananas, quitina e quitosana, entre outros (HAMIDI et al., 2022).

Entre os polissacarideos, as glucanas sdo uma classe importante de biopolimeros
de D-glucose, que podem apresentar distintas configuracdes da estrutura anomérica das
unidades de D-glucopyranose (D-Glcp), incluindo o-D-glucose, PB-D-glucose e
configuragdes mistas. Esses polissacarideos podem ser diferenciados ainda com base nas
posicdes das ligacdes glicosidicas ou massa molar (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Nos
cogumelos comestiveis, as D-glucanas apresentam estruturas quimicas diversificadas,
sendo o tipo mais comum composto de uma cadeia principal de p-D-glucose (1—3)-ligada
frequentemente em O-6 por moléculas de B-D-glucose como cadeias laterais (RUTHES;
SMIDERLE; IACOMINI, 2015).

3.2 p-(1—3)-D-glucana

B-glucana é um nome quimico de uma variedade de polimeros de B-glucose que
diferem no tipo de ligacdo glicosidica. Existe uma variedade desses polimeros, incluindo
a celulose, que é uma (1—4)-p-D-glucana (NOVAK; VETVICKA, 2008). Nos fungos
especificamente, as glucanas sdo os polissacarideos mais abundantes, sendo o0s
polissacarideos com ligacdo f-(1—3) 0s mais importantes. Alguns destes polissacarideos
sdo intracelulares, outros, sdo secretados para 0 meio e a maioria deles sdo constituintes
importantes da parede celular (RUIZ-HERRERA, 1991).

Entre uma variedade de imunomoduladores até entdo conhecidos e testados, 0s
polissacarideos isolados de varias fontes naturais ocupam uma posicéo de destaque, entre
eles 0s polissacarideos homopolimeros de [-glucose, incluindo pB-glucanas que
apresentam cadeias lineares com ligagdo (1—3)-B-D-glicosidica ou ramificagdes
contendo adicionalmente ligagdo (1—6)-p-D-glicosidica (NOVAK; VETVICKA, 2008;
VETVICKA, 2011). As (1—3)-p-D-glucanas que apresentam unidades [3-D-
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glucopiranosil ligados com ligagdes (1—6) como ramificagdes unitdrias, aumentam
sistematicamente o sistema imune, resultando em atividades antitumorais,
antibacterianas, antivirais, anticoagulantes e cicatrizantes, sendo a cadeia principal
(1—3)-B-D-glucana essencial (BOHN; BEMILLER, 1995). Os polissacarideos de fungos
basidiomicetos lentinan e esquizofilano, sdo exemplos de polissacarideos com
propriedades anticancer (LEMIESZEK; RZESKI, 2012), usados como agentes
imunoterapéuticos, em conjunto com quimioterapia ou radioterapia, para o tratamento do
cancer no Japéo desde 1986 (MENG et al., 2020; BOHN; BEMILLER, 1995).

A conformacao das -glucanas desempenham um papel crucial em suas atividades
biologicas (WANG et al., 2017) que geralmente dependem da composi¢do quimica, da
configuracdo em cadeia e das propriedades fisicas. Para B-D-glucanas com estrutura em
tripla hélice, as atividades bioldgicas ainda se distinguem com base na razdo de
ramificacdo, massa molar ponderal média (Mw) e influéncia de conformacao das cadeias
poliméricas. Desta forma, as glucanas com ligagdes B-(1—3) ndo sdo todas iguais, pois
diferencas na massa molar e estrutura da cadeia lateral sdo importantes determinantes de
propriedades fisicas, como a solubilidade. Em contraste ao SPG (soltvel em agua), outra
B-(1—3)-glucana, a curdlana; € um polimero de alta massa molar que n&o possui cadeia
lateral e, como consequéncia, apresenta solubilidade limitada em agua a temperatura
ambiente (ZHANG et al., 2002).

Geralmente os grupos hidroxila do Carbono 6 (C6) nas cadeias laterais exibem
mais agilidade para se associar com agua do que nas cadeias principais devido ao
impedimento estérico (XU; XU; ZHANG, 2012). Desta forma, entende-se que a hidroxila
da cadeia lateral se associa facilmente aos aglomerados de agua, levando a uma boa
dissolucdo em solucdo aquosa (OKOBIRA et al., 2008).

Na Tabela 1 estdo alguns exemplos de B-(1—3)-glucanas solGveis em agua que

apresentam conformacdo em tripla hélice.
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Tabela 1 - Algumas B-(1—3)-glucanas com conformagcdo tripla hélice sollveis em dgua

Nome Origem fungica Estrutura quimica
_ (RAU, 1999;
o Schizophyllum
Esquizofilano % YANAKI et al.,
commune o+o o
. (SCHMID;
Scleroglucana Sclerotium rolfsii on oM —o MEYER;

¥
TN\ o SIEBER, 2011)

(MIZUNO;
Lentinan Lentinula edodes RNl R NISHITANI,
[ A e At 2013)

Outra questdo relevante que pode influenciar a formacédo de tripla hélice esta
relacionada a Mw. Yanaki et al. (1983) em seu estudo sobre a correlagdo da atividade
antitumoral do SPG e sua conformacgdo em tripla hélice em solucdo aquosa mostraram
que 0 SPG com My = 9 x 10* em &gua apresentou-se como triplas hélices rigidas, porém
quando a massa molar foi reduzida, abaixo de My = 9 x 10* coexistiram na solucio a
formacdo de tripla hélice e cadeia simples. Ja quando a My foi reduzida para 5 x 103,
foram observadas apenas cadeias simples. Os autores ainda observaram que a medida que
a My diminui, a razéo de inibicdo do tumor Sarcoma 180 também foi reduzida. Assim, 0s
autores concluiram que o potencial antitumoral do SPG em &gua esta relacionado a
quantidade de triplas hélices em relacéo a cadeias simples. Ainda neste estudo observou-
se que a sonicacgéo extensiva pode enfraquecer as ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
datripla hélice. Quando a My, da amostra processada for inferior a um determinado valor,
a tripla hélice sera decomposta em cadeias simples. Assim, a poténcia e o tempo do
ultrassom devem ser controlados quando os polissacarideos forem processados por esta
técnica.

Meng et al. (2020) explicam que existe relacdo entre My, e bioatividade sendo que,
geralmente, os polissacarideos com maior My exibem maior atividade. Entretanto,
quando se trata de B-glucanas com tripla helice, esta relacdo pode ser diferente e pode
variar de acordo com o tipo de polissacarideo, mas os autores acreditam que quando a Mw

é relativamente mais baixa, as atividades anticancerigenas sdo mais altas de forma geral.
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Porém, se a My for muito baixa, como no caso citado acima de Yanaki et al. (1983), a

bioatividade também diminuiré.
3.2.1 Esquizofilano (SPG) — Origem, estrutura, propriedades gerais e aplicacdes

O SPG pode ser produzido pelo cultivo submerso do fungo S. commune, utilizando
meio de cultivo composto de: glucose 3,0%; 0,3% extrato de levedura; 0,15%
(NH4)2HPO4; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSOa4-7H20 e pH 4,8. Esse polissacarideo pode ser
precipitado de culturas filtradas de 4-8 dias e concentrado a 35%-45% pela adi¢do de
solventes organicos misciveis em agua, como o metanol (KIKUMOTO et al., 1970) e
etanol (MOHAMMADI et al., 2018). Um meio comumente citado na literatura € descrito
por Rau et al. (1992) sendo composto de: 30 g L™ de glucose, 3 g L de extrato de
levedura; 1 g L™ de KH2POs e 0,5 g L™ de MgSO47H20 e pH 5,3. O polissacarideo
produzido pelo fungo S. commune se separa espontaneamente do micélio e migra
livremente para a fase liquida (meio de cultivo). Frequentemente a literatura traz como
meio de manutencdo da cultura de S. commune o meio agar batata dextrose (PDA) com
incubacdo de 7 dias a 28 °C (JAMSHIDIAN et al., 2016; KUMARI; SURVASE;
SINGHAL, 2008; MOHAMMADI et al., 2018), também se encontra incubacdo a 29 °C
por 7 dias ou até o micélio atingir a borda da placa de Petri (SMIRNOU et al., 2017). Na
Figura 1 é apresentada a cultura de S. commune BRM 060008 em meio PDA. O
basidiomiceto S. commune é um fungo filamentoso de madeira apodrecida (RAU et al.,
1992; RAU, 1999). Fungos do género Schizophyllum s&o encontrados em todas as partes

do mundo onde crescem plantas lenhosas (COOKE, 1961).

Figura 1 — Cultura do fungo S. commune BRM 060008 em meio PDA

Fonte: A autora
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O polissacarideo SPG é convencionalmente produzido por fermentagao de cultura
submersa utilizando glucose como fonte de carbono, entretanto, o fungo S. commune pode
utilizar substratos de biomassa agricola na producdo eficiente de SPG, resultando em
reducdo do valor de producdo do polissacarideo (JAMSHIDIAN et al., 2016;
LEATHERS et al., 2016; SUTIVISEDSAK et al., 2013).

O SPG é um polissacarideo neutro extracelular que desde a sua descoberta, no
final dos anos 1960, tem atraido grande atencdo da comunidade cientifica e da industria.
Esse polissacarideo, também conhecido como sizofiran ou sonifilan, apresenta ampla
aplicacdo na industria farmacéutica (ZHANG et al., 2013), com muitas bioatividades
reportadas, entre as mais promissoras estdo a antitumoral e a imunobiol6gica (BOHN;
BEMILLER, 1995) O SPG é uma B-(1—3)(1—6)-D-glucana formada por unidades de
1,3-B-D-glucopiranose na cadeia principal com substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-glucopiranose a cada trés moléculas de glucose da cadeia principal
(RAU et al., 1992) (Tabela 1), com massa molecular variando de 6 e 12 x 10° g mol*
(RAU, 2004) e grau de ramificacdo de 0,33 (NOVAK; VETVICKA, 2008). Esse
polissacarideo adota uma conformacao de tripla hélice em agua a 25 °C (NORISUYE;
YANAKI; FUJITA, 1980) que se funde em cadeias simples enroladas aleatoriamente a
cerca de 135 °C, mas ndo é recuperavel a conformacdo inicial por volta de 150 °C
(YANAKI; TABATA; KOJIMA, 1985).

Em relacdo ao arranjo das cadeias poliméricas do SPG em sua estrutura tripla
hélice, as cadeias laterais estdo do lado de fora da hélice (Figura 2) impedindo assim a
formacdo de grandes agregados insolUveis de tripla hélice por meio de ligacbes de
hidrogénio (BOT et al., 2001). Acredita-se que 0s grupos hidroxila nas cadeias laterais
desempenham um papel crucial na interacdo com a agua, levando assim a uma melhor
solubilidade em &gua. Em geral, B-glucanas lineares sdo insolUveis em agua, mas quando
ramificadas séo sollveis, o que é uma forte evidéncia de que a hidroxila da cadeia lateral
se associa facilmente com a 4gua (XU; XU; ZHANG, 2012).

Quanto a solubilidade, o SPG pode ser soltvel em agua e/ou em dimetilsulfoxido
(DMSO). Entretanto, a tripla hélice sofre uma "fusdo" abrupta quando o contetdo de
DMSO adicionado a solugdo aquosa excede cerca de 85% em massa (NORISUYE;
YANAKI; FUJITA, 1980). Outras condic¢des que desestabilizam a estrutura tripla hélice
incluem temperaturas acima de 135 °C em meio aquoso neutro (YANAKI; TABATA,
KOJIMA, 1985) e em solugdes basicas fortes (pH>13) (KITAMURA et al., 1996). A
tripla hélice do SPG em solugdo de NaOH (pH 13,5) foi dissociada para bobina aleatéria
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por Sakuragi et al. (2008) sendo que, quando o SPG recupera a conformacéo forma um
dominio hidrofébico. O SPG na forma de hélices simples (s-SPG) pode recuperar a sua
conformacao de tripla hélice original (t-SPG) trocando DMSO por agua ou neutralizando

a solucdo alcalina com acido (ZHANG et al., 2013).

Figura 2 — Tripla hélice do SPG (discos hachurados — moléculas de D-glucose da cadeia lateral;
o cilindro central — nucleo da hélice. Os discos, juntamente com as moléculas de agua
intervenientes formam uma cadeia helicoidal indicada pela linha tracejada)

Fonte: Modificada de Itou ¢ Teramoto (1987)

Quanto a aplicacdo, o SPG € um biopolimero ja utilizado em cosméticos como o
Murad’s Sleep Reform Serum (HYDE; BAHKALI; MOSLEM, 2010). A companhia
Macrocare Tech Co. Ltd., com sede na Coreia do Sul, fornece ingredientes cosméticos
funcionais e aditivos alimentares, incluindo o SPG como ingrediente bioativo para
cosmeéticos, apresentando efeito anti-inflamatério, hidratante e diminuicdo de outros
danos devido a exposicao a luz solar (MACROCARE, 2022, web).

A GfN & Selco, na Alemanha, fornece matérias-primas para cosméticos, produtos
farmacéuticos e suplementos alimentares, também oferta 0 SPG com a descri¢cdo de um
po6 branco a ligeiramente amarelado, polissacarideo soltvel em agua, e o destaca como
sendo um valioso agente natural para o tratamento de acne e manchas na pele. Destaca-
se ainda suas propriedades imunomoduladoras, efeito na melhora da sintese de colageno,
efeito na proliferacdo de queratindcitos, necrofagos radicais e efeito antioxidante (GfN &
SELCO, 2022, web).
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A Contipro, empresa checa que tem como principal produto o acido hialurdnico,
também fornece o SPG na forma de po6, fibras ou grénulos brancos a ligeiramente
amarelados ou acinzentados. Apresentam o SPG como um polissacarideo extracelular do
fungo S. commune que é capaz de regular a resposta de diferentes tipos de células a
estimulos externos que afetam sua viabilidade e sintese proteica. Destaca-se a capacidade
que o polissacarideo tem de influenciar positivamente os efeitos visiveis do
envelhecimento da pele (CONTIPRO, 2022, web).

Outras aplicacdes como o0 uso do SPG na industria petroquimica também vém
sendo investigada, uma vez que a estabilidade deste biopolimero sob alta temperatura e
salinidade torna-o promissor na recuperacao de 6leo (GAO, 2016).

O SPG pode ser misturado com outros polimeros no desenvolvimento de materiais
curativos para cicatrizacdo de feridas. Safaee-Ardakani et al. (2019) prepararam blendas
de SPG/Poli(alcool vinilico) — PVA por eletrofiacdo variando as propor¢des de ambos 0s
polimeros. O solvente escolhido para a preparacdo das solucdes foi a dgua. A solucdo
aquosa de SPG (1,5% m/v) foi misturada com a solucao de PVA (10% m/v) em diferentes
concentracdes para preparacdo da solucdo final a ser submetida ao processo de
eletrofiacdo. O glutaraldeido foi utilizado como agente reticulante. Em relac&o aos testes
biol6gicos, observaram que a mistura SPG/PVA na proporcéo 20:80 (v/v) apresentou 0s
melhores resultados. A citotoxicidade das nanofibras foi realizada pelo método MTT com
fibroblastos do rato (L929) por 1 a 3 dias. Os resultados revelaram que as nanofibras
obtidas ndo apresentaram citotoxicidade ao crescimento da célula L929 e teve uma boa
biocompatibilidade in vitro. O filme SPG/PVA-20 exibiu maior viabilidade celular (~
132%) em relacdo ao PVA puro (~ 82%) no dia 1. A viabilidade das células em relacédo a
amostra SPG/PVA-20 foi ainda maior (~ 150%) no dia 3.

Hamedi et al. (2020) desenvolveram um compdsito hidrogel de SPG e CB. Para
promover uma melhor interacdo com o SPG, a celulose foi funcionalizada com um
aminoalquilsilano (3-aminopropil triethoxisilano - APTES) e, posteriormente, foi imersa
em uma solugdo aquosa de SPG (1% m/v) por 72 h. Em seguida, o glutaraldeido foi
empregado como um agente de reticulagdo. O estudo de citotoxicidade foi conduzido
pelos autores com intuito de investigar o efeito dos agentes de modificacdo (APTES) e
reticulacdo (glutaraldeido). Para tal, a biocompatibilidade (in vitro) foi investigada na
presenca de células fibroblasticas dérmicas humanas e os resultados mostraram que a CB
e CB amino-funcionalizada exibiram toxicidade insignificante. Para o composito, a

viabilidade celular aumentou significativamente, indicando que o SPG pode estimular a
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proliferacdo celular. Os pesquisadores concluiram que a presenca do agente de reticulagdo
e do APTES néo afetou a biocompatibilidade da nova membrana desenvolvida. Quanto a
atividade antibacteriana, amostras foram avaliadas contra as bactérias E. coli e S. aureus.
Os autores nao observaram diferenca significativa entre as curvas de crescimento de
ambas as bactérias na auséncia e presenca da membrana de CB. J& na presenga do
composito, o crescimento bacteriano foi inibido significativamente, mostrando efeito
inibitdrio de 50% e 30% contra E. coli e S. aureus, respectivamente. Segundo 0s autores,
esses resultados considerados moderados podem ser melhorados pela adi¢do de agentes
antibacterianos.

Em outro estudo conduzido por Hamedi e Shojaosadati (2021), foram
incorporadas nanoparticulas de oOxido de zinco (ZnO) na mistura CB amino-
funcionalizada/SPG para incrementar a atividade antibacteriana. A mistura CB amino-
funcionalizada/SPG mostraram 40% e 20% de efeito inibitdrio contra E. coli e S. aureus,
respectivamente. Para 0 nanocomposito com ZnO o efeito inibitorio foi de 90% e 70%
contra E. coli e S. aureus, respectivamente. Estes resultados revelaram que as
nanoparticulas diminuiram ainda mais o crescimento bacteriano das bactérias testadas. A
citotoxicidade dessas amostras foi investigada em células de fibroblastos humanos
normais pelo ensaio MTT. A viabilidade celular foi superior a 70%, sendo assim
consideradas amostras biocompativeis e ndo tdxicas para as células fibroblasticas (norma
ISO 10993-5). A viabilidade celular aumentou para 0 compdsito em relacdo a amostra
controle; e um aumento foi observado com o tempo de exposicao (24, 96, 240 e 360 h).
Os autores atribuem o aumento da viabilidade celular a presenca do biopolimero SPG que
pode estimular a proliferacdo celular. Com a introducdo de nanoparticulas de ZnO, a
viabilidade celular diminuiu ligeiramente e foi atribuida ao elevado teor de ions de zinco

das nanoparticulas, o que mostrou um efeito adverso na viabilidade celular.

3.3 Celulose bacteriana (CB) — Origem, estrutura, propriedades gerais e aplicagdes

A celulose ndo é apenas sintetizada por plantas, alguns microrganismos séo
capazes de produzir este biopolimero, como as bactérias do género Komagataeibacter.
Bactérias do género Komagataeibacter podem ser definidas como Gram-negativa,
estritamente aerobia, vivendo principalmente em frutas e vegetais em processo de
decomposigdo. Essas bactérias sdo capazes de converter glucose, glicerol, sacarose,

frutose, manitol e outras fontes, em fontes de carbono em temperaturas entre 25-30 °C e
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na faixa de pH 3-7, com propriedades e rendimentos diferentes (CACICEDO et al., 2016).
A CB foi descoberta por A. J. Brown em 1886 que observou a formacdo de uma
membrana gelatinosa na superficie do caldo de fermentacdo do vinagre. Por anélise
microscopica, a estrutura identificada foi quimicamente semelhante a celulose vegetal
com a presenca de bactérias distribuidas por toda a superficie da membrana (BROWN,
1986; CACICEDO et al., 2016; KLEMM et al., 2001). Diferentemente da celulose
vegetal a CB possui suas fibras na ordem de nandmetros e mesmo apresentando a mesma
estrutura quimica da celulose vegetal, sdo morfologicamente diferentes (ESA; TASIRIN;
RAHMAN, 2014). Outra diferenca interessante é que a CB apresenta elevada pureza, ja
a celulose sintetizada por plantas necessita de processos de purificagdo complexos,
dispendiosos e altamente poluentes para a extracdo da lignina e hemicelulose, ja o
processo de obtencdo e de purificacdo da CB é relativamente simples (BROWN JR;
SAXENA; KUDLICKA, 1996).

A producéo da CB tem sido tradicionalmente realizada usando o meio de cultura
comumente denominado HS, homenageando Hestrin e Schramm que desenvolveram o
meio em 1954 (CACICEDO et al., 2016). O meio HS é composto de glucose, peptona,
extrato de levedura, fosfato dissodico, &cido citrico e pH 6 (HESTRIN; SCHRAMM,
1954). Pesquisadores buscam desenvolver varias estratégias a fim de aumentar a
producdo da CB incluindo o projeto de reatores avancados e a utilizacdo de vérias fontes
de carbono alternativas, como, sucos de frutas, melagco de cana, restos de alimentos e
residuos agricolas e industriais (ISLAM et al., 2017).

A celulose é um biopolimero de carboidrato formado a partir da repeticdo de
moléculas de B-D-glucopiranose que estdo covalentemente ligadas por fungdes acetais
entre o grupo OH equatorial do atomo de carbono-4 (C4) e o atomo de carbono-1 (C1),
conhecida por ser uma B-(1—4)-glucana. A celulose é um polimero extenso de cadeia
linear com elevado nimero de grupos hidroxilas, sendo trés por unidade de anidroglucose
(AGU) (Figura 3A), presentes na conformacéo p-(1—4) (ligacdo entre o carbono 4 e o
carbono 1) termodinamicamente preferida (KLEMM et al., 2005). Para acomodar 0s
angulos de ligacao pelos grupos acetais em liga¢6es de oxigénio, todo segundo anel AGU
é rodado em 180° no plano. Desta maneira, duas unidades estruturais adjacentes definem
o dissacarideo celobiose. Como resultado, a celobiose ¢é a unidade estrutural de repeticdo
das cadeias de glucana na celulose (Figura 3B) (BROWN JR; SAXENA; KUDLICKA,
1996; KLEMM et al., 2005).
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Figura 3 - Estrutura da celulose: A) Estrutura molecular da celulose e B) Unidade de repeti¢éo
da celulose (celobiose) - entre parénteses
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Fonte: (A) KLEMM et al. (2005); (B) BROWN JR; SAXENA; KUDLICKA (1996)

A estrutura molecular da celulose confere propriedades caracteristicas como
hidrofilicidade, quiralidade, degradabilidade e ampla variabilidade quimica iniciada pela
alta reatividade do doador dos grupos OH. E também a base para extensas redes de
ligacBes de hidrogénio (Figura 4), que fornecem a celulose uma infinidade de estruturas

e morfologias de fibras parcialmente cristalinas (KLEMM et al., 2005).

Figura 4 — LigacOes de hidrogénio na celulose: intramolecular (----) e intermolecular (----)

Fonte: PHANTHONG et al. (2018)

Como um EPS, a CB pode ser produzida em condicdo estatica formando uma
pelicula de celulose na interface liquido/ar (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991) e em
condic&o agitada pode se apresentar na forma de esferas (SCHRAMM; HESTRIN, 1954).
Uma pelicula de CB é formada por microfibrilas, compostas por cadeias de glucanas

interligadas por ligacdes de hidrogénio de modo que um dominio cristalino € produzido



37

(ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). Chawla et al. (2009) explicam o mecanismo de
sintese da CB produzida por Komagataeibacter xylinus ocorrendo na forma de fibras de
celulose. As bactérias produzem duas formas de celulose, a celulose I, o polimero em
forma de fita; e a celulose Il, o polimero amorfo termodinamicamente mais estavel. A
estrutura microfibrilar da CB é responséavel pela maioria de suas propriedades como
elevados valores de resisténcia a tracéo, grau de polimerizacao e indice de cristalinidade.
A sintese compreende o transporte da fonte de carbono, como a glucose, de fora para
dentro da célula, onde ocorre a transformacao da glucose em uridina difosfoglucose
(UDP-glucose) via glucose-6-fosfato e glucose-1-fosfato, a celulose sintase considerada
a enzima essencial no processo de sintese produz a celulose a partir da UDP-glucose. A
bactéria K. xylinus sintetiza a celulose entre a membrana externa e a citoplasmatica. Os
complexos terminais estdo dispostos linearmente e em associa¢do com poros na superficie
da bactéria. Na primeira etapa da formacdo da celulose, os agregados de cadeia de
glucanas consistem em, aproximadamente, 6-8 cadeias alongadas no complexo. Essas
fibrilas subelementares na segunda etapa formam as microfibrilas que formam na terceira
etapa o ribbon em que a matriz de ribbons entrelacados constitui a membrana de CB
(KLEMM et al., 2001). Na Figura 5 é demonstrado as fibrilas por micrografia de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e um esquema de formacéo de microfibrilas
da CB produzidas K. xilinus.

Figura 5 - Esquema de montagem de microfibrilas de celulose por K. xilinus e micrografia de
MEV mostrando uma estrutura de rede de nanofibras

Ribbon

Microfibrila
Cadeias de glucana agregada —» t O
Complexo termina)-lﬂ'
Komagataeibacter Morfologia da Celulose Bacteriana

Fonte: Elaborado e modificado de CHAWLA et al. (2009) e CACICEDO et al. (2016)

A CB tem despertado grande interesse devido as suas caracteristicas estruturais
Unicas e impressionantes propriedades fisico-mecanicas (SHAH et al., 2013). Cacicedo
et al. (2016) destacam a sua estrutura porosa composta por nanofibras dispostas

aleatoriamente, a alta capacidade de adsorcdo de agua e os grupos de hidroxila livres
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como as vantagens mais importantes da CB. Klemm et al. (2018) destacaram a alta
pureza, estrutura de rede de nanofibras e um alto teor de agua de 99% na forma de corpos
de hidrogel mecanicamente e termicamente estaveis, com grau de polimerizacao de 4.000
a 10.000 como propriedades unicas da CB.

Devido a estas propriedades, a CB vem sendo estudada para uma variedade de
aplicacdes em diferentes campos, incluindo seu uso como um biomaterial para suporte
em engenharia de tecidos (STUMPF et al., 2018) e na cicatrizacdo de feridas (KUMAR
et al., 2018). Curativos de CB com potencial cicatrizante podem ser encontrados pelo
nome Bionext® e Xcell® (PICHETH et al., 2017).

O produto Bionext® é uma membrana semitransparente projetada para regular a
umidade da &gua, promover o metabolismo celular e proteger as feridas de
microrganismos externos. Essa membrana adere completamente a lesdo de forma préatica
e segura, formando uma camada salina que se desprende de forma independente quando
o tecido é reconstruido. O curativo permanece intacto até 15 dias o que elimina as trocas
frequentes de curativos e apresenta como vantagens o auxilio na reducao da dor, manter
a temperatura de cicatrizacdo, hemostasia, diminuir a perda de eletrolitos e otimizar o
processo de cicatrizacdo (BIONEXT, 2022, web). Na Figura 6 é demonstrada a evolucéo
em um periodo de 20 dias de tratamento de queimadura utilizando a membrana Bionext®

em um estudo de caso com queimadura de segundo grau.

Figura 6 - Estudo de caso com a membrana Bionext® em queimadura de segundo grau
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Fonte: BIONEXT, 2022, web

Um filme em gel de CB, é um sistema supramolecular contendo 99% de 4gua em
relacdo a sua massa total (KOIZUMI et al., 2008), mas seu potencial de reidratacdo é
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reduzido ap0s sua primeira secagem como resultado do colapso da rede tridimensional da
estrutura da CB apls a desidratagdo. Desta forma, a absor¢do de &gua diminui
drasticamente o que pode causar limitacbes quando se trata de algumas aplicacdes
biomédicas (MEFTAHI et al., 2018; UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012). Entende-se que
os métodos de secagem podem afetar as propriedades da CB e que a sua estrutura original
pode ser destruida por secagem, mas também pode ser modificada de maneira controlada.
A secagem por ar e prensagem (a temperatura ambiente ou aquecimento até
aproximadamente 200 °C) resultam em perda da estrutura tridimensional e na porosidade.
Entretanto, a liofilizacdo é um procedimento suave e a CB ndo é sensivel a danos por
congelamento, sendo a estrutura original de nanofibras da CB preservada (KLEMM et
al., 2018).

A CB pode ser utilizada em varias aplicaces de forma individual ou combinada
com diferentes componentes (biopolimeros e nanoparticulas) para proporcionar
organizacao estrutural e matrizes flexiveis com distintas finalidades (PICHETH et al.,
2017). Shah et al. (2013) em sua revisao da literatura sobre abordagens para sintese de
compositos com CB descrevem que existem duas formas basicas de misturas, conhecidas
como in-situ e ex-situ. A in-situ ocorre durante a producdo da CB e a ex-situ que acontece
depois da purificacdo da CB (CACICEDO et al., 2016). Outra forma de obter compdsitos
de CB ¢ a partir de solugdes da CB dissolvida, porém o maior problema associado a este
método € a limitada solubilidade da celulose (SHAH et al., 2013) tanto em agua quanto
em muitos solventes organicos, em que esta insolubilidade em agua esta associada a forte
ligacdo de hidrogénio intermolecular entre as moléculas de celulose (LINDMAN;
KARLSTROM; STIGSSON, 2010).

3.3.1 Modificagéo ex-situ da CB

As modificac¢fes quimicas da CB estdo relacionadas as alteracfes nas estruturas e
funcionalidades quimicas, j& as modificacbes fisicas sdo realizadas para alterar
porosidade, cristalinidade e densidade das fibras. Basicamente, existem duas estratégias
para executar essas modificagOes citadas, chamadas de in-situ e ex-situ (Figura 7). Na
modificagdo in-situ, a CB é modificada durante o cultivo das células bacterianas pela
variagdo das condigdes de cultivo, adicionando novos materiais (aditivos, materiais de
reforco e outros) e ou alterando a fonte de carbono fornecida que pode ou ndo causar

mudancas quimicas na CB. A modificacdo ex-situ da CB diferentemente da in-situ €
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realizada ap06s a formacéo deste polissacarideo e é feita por métodos quimicos e fisicos
(STUMPF et al., 2018).

Figura 7 — Esquema representando métodos de modificacdo da CB: A) Modificagdo in-situ e B)
Modificacao ex-situ

A

Meio de cultivo sem Meio de cultivo  Produgdo de CB
modificagio modificado modificada

' Preparacio de Composito de CB
Material aditivo CB + Material

Fonte: Adaptado de STUMPF et al. (2018)

Na literatura € possivel encontrar muitos estudos que utilizam o método ex-situ
com intuito de incorporar diferentes materiais na estrutura da CB na formacao de blendas
ou compdsitos/nanocompositos, sejam eles, outros polimeros (CACICEDO et al., 2020;
KIM et al., 2011), nanoparticulas (MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT, 2008;
TEIXEIRA et al., 2020), extratos vegetais (UL-ISLAM et al., 2021) ou antibiéticos
(LI'YASKINA et al., 2017).

Neste sentido, a CB vem sendo bastante utilizada na sintese de compositos com
varios outros polimeros, sendo que a natureza semelhante e a presencga dos sitios de
ligagdo de hidrogénio facilitam a sintese desses materiais. A literatura mostra uma
diversidade de estudos sobre compositos de CB com outros biopolimeros que levaram a
melhorias em aplicacGes biomédicas (SHAH et al., 2013).

Ul-Islam et al. (2011) utilizaram a bactéria K. hansenii PJK (KCTC 10505BP) na
preparacdo de CB e, posteriormente, desenvolveram compositos de CB e quitosana (Ch)

pela imerséo de membranas de CB em uma solucgéo de Ch. O processo de penetracdo da
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Ch foi avaliado considerando diferentes fatores, como a variagdo de temperatura (0, 25,
50 e 75 'C), 0 modo de operagao (estatico e agitado em 150 rpm) e o tempo de tratamento
(5, 20 e 40 h). Os autores observaram que a penetracdo de Ch aumentou em funcéo do
aumento da temperatura até 50 ‘C, atribuida a diminuicdo da viscosidade da solucio de
Ch, o que facilitou a penetracdo na CB. Em 75 “C esse efeito também foi observado, mas
sem nenhum aumento significativo. Quanto aos modos de operagdo estatico e agitado, 0s
resultados obtidos demonstraram que em condic¢des de agitacdo a penetracdo de Ch foi
melhorada, o que pode estar associada ao aumento no coeficiente de transferéncia de
massa devido & agitagcdo. O tempo de tratamento (h) com temperatura de 50 ‘C e modo de
agitacdo de 150 rpm também foram estudados. Os autores constataram que a penetragao
da Ch aumentou com o tempo de tratamento de até 20 h e pequenos aumentos foram
encontrados até 40 h.

Micrografias obtidas por MEV mostraram diferencas na morfologia para os
compdsitos em relacdo a CB, a solugdo de Ch penetrou dentro dos espacos vazios (poros)
da CB, a superficie das membranas se tornou mais densa e compacta com o tempo de
tratamento, ainda observaram o aumento da espessura das microfibrilas com o tempo de
tratamento. Imagens de micrografia da secdo transversal mostraram que a Ch penetrou
profundamente na CB e a sua estrutura mudou para uma rede arranjada com poros
especificamente orientados. A analise de FTIR para os compasitos revelou a presenca de
praticamente todas as bandas da CB e algumas bandas adicionais foram visualizadas para
0s compositos em torno de 1550 cm™! caracteristicos de vibragdo de deformacdo NH; e
em 1404 cm™ atribuida ao estiramento C-N de amida primaria, justificando a presenca da
Ch. Analises de DRX mostraram que ocorreu diminuicdo da cristalinidade em relagéo a
CB, de 71,1% para 65%, 64,5% e 64,3% segundo tratamento de 5, 20 e 40 h,
respectivamente, sendo associado a penetracdo de moléculas de Ch nas microfibrilas da
CB que interagem por ligacédo de hidrogénio, acarretando em perturbacéo da ligagédo de
hidrogénio original entre as cadeias microcristalinas da CB. Sobre a capacidade de
absorcdo de &gua, os resultados mostraram que a CB absorveu 85 vezes sua massa seca
em agua, ja os compositos apresentaram maior capacidade de absor¢do de agua com a
penetragdo de Ch na matriz, chegando a 106 vezes para amostras tratadas em 40 h devido
a natureza hidrofilica da Ch. Os resultados mecanicos mostraram aumento das
propriedades dos compositos em relacdo a CB e mostraram que a resisténcia mecénica do

compdsito aumentou com o tempo de tratamento.
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Hamedi et al. (2020) recentemente desenvolveram um novo material compdsito
de CB e SPG. A fim de promover melhor interagdo com o SPG, a CB foi primeiramente
funcionalizada com 3-(aminopropil)trietoxisilano (APTES), sendo posteriormente
utilizado o glutaraldeido como agente de reticulacdo. Membranas de CB Umidas e
liofilizadas (25 mm x 25 mm) foram escolhidas para a modificagdo com APTES. Os
pesquisadores mantiveram as membranas de CB umidas em solucdo de etanol antes da
funcionalizacdo para estimular a taxa de difusdo de APTES na nanoestrutura de CB. O
teor de nitrogénio (N) foi determinado a fim de verificar a quantidade de
aminoalquilsilano nas amostras de CB (liofilizadas e umidas) e constataram que a CB
(sem secagem) modificada apresentou maior teor de N, sendo assim escolhida para
preparacdo da mistura. Na preparacdo dos compdsitos, os pesquisadores utilizaram uma
solucdo aquosa de SPG 1% (m/v) e as membranas de CB modificadas liofilizadas foram
embebidas por 72 h na solucdo. Apds este procedimento, o glutaraldeido foi empregado.

Micrografias obtidas por MEV revelaram uma estrutura de rede tridimensional
para a CB. Entretanto, algumas fibrilas foram fundidas ap6s a modificacdo, porém,
também foi observada uma estrutura 3D, mas com espessamento das fibrilas, resultado
da cobertura com silano na superficie da membrana que pode estar associada a formacéao
de pontes Si-O-Si na superficie da CB. Em relacdo as misturas com SPG, a morfologia
da superficie mudou, sendo que o espaco entre as fibrilas da CB foi preenchido e a rede
de fibrilas foi totalmente coberta com o SPG, tendo ocorrido segundo 0s autores a adesdo
entre as fibrilas em funcdo da atragdo intermolecular entre a CB modificada e o SPG.
Resultados também de espectroscopia por energia dispersiva (EDS) indicaram a presenca
de carbono e oxigénio para CB; e carbono, nitrogénio, oxigénio e silicio para os filmes
de CB amino-modificada/SPG. Resultados de FTIR mostraram bandas em 870 e
1600 cm™ (grupo NH2) que confirmaram a presenca do aminosilano na amostra
modificada de CB. Esses resultados encontrados pelos autores determinam o sucesso da
modificacdo pelo grupo aminoalquilsilano na superficie do filme de CB. Em relagéo aos
resultados do DRX ¢ importante destacar que a presenca do pico agudo em 5,7° (20)
caracteristico do SPG aparece nas misturas de CB amino-modificada/SPG, indicando
assim a bem-sucedida intercalacdo do SPG dentro da rede de CB. Em relacdo a
estabilidade térmica (analise TGA), os compositos apresentaram maior estabilidade que
0 SPG puro. No que diz respeito a capacidade de absorver agua, a CB amino-modificada
mostrou capacidade inferior em relacdo a CB pura, fato que estd relacionado ao

espessamento das fibrilas da CB que tornou a superficie da mesma mais compacta e
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menos porosa com a modificagdo com aminosilano. J& a adicdo do SPG (altamente
hidrofilico) intensificou a absor¢do de agua nos compadsitos. A propriedade mecanica de
resisténcia a tracdo do compdsito apresentou-se superior quando comparada a CB com a
CB amino-modificada, o que segundo 0s autores torna esse Novo composito promissor na
substituicdo de pele, em implantes cirdrgicos, como suporte para liberacdo de

medicamentos e como uma membrana para cicatrizagéo de feridas.

3.3.2 Modificacdo quimica superficial da CB com aminosilanos

Na literatura encontra-se alguns estudos sobre modificacdo quimica da CB com
aminosilanos (FERNANDES et al., 2013; FRONE et al., 2020; HE et al., 2020; SHAO
et al., 2017). Fernandes et al. (2013) produziram membranas de CB modificadas com 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APS) que apresentaram atividade contra E. coli e S. aureus
com concentragdo bacteriana inicial de 12 x 10° e 50 x 10* UFC/mL e concentracéo final
na presenca de CB-NH: de 25 x 10% e 34 x 10* UFC/mL, respectivamente. As membranas
de CB-NH> ndo foram toxicas para as células tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo humano, sendo Uteis em aplicagdes biomédicas. Além disso, as membranas
modificadas apresentaram propriedades mecanicas e térmicas aprimoradas.

A modificacdo quimica de grupos aminoalquil em superficies de celulose
normalmente se divide em trés etapas. A primeira compreende a hidroélise do derivado de
silano para formacdo de silanol; a segunda etapa corresponde a adsor¢do das espécies
hidrolisadas nas nanofibrilas da CB por ligacdo de hidrogénio entre o silanol e 0 OH
celulosico; e terceira tem relacdo com a reacdo de condensacdo quimica levando a pontes
de siloxano (Si—O—Si) e ao enxerto na superficie das nanofibrilas de celulose atraves de
ligacdes Si—O—C. As pontes de siloxano resultantes da autocondensacao contribuem para
a formacdo de uma rede de polissiloxano na superficie das nanofibras de CB
(FERNANDES et al., 2013). A Figura 8 apresenta o procedimento de grafitizacéo

quimica/modificacdo com aminosilano da CB usando APS.
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Figura 8 - Procedimento geral para grafitizacdo quimica da CB usando APS; Imagens das
membranas de CB e sua flexibilidade antes e depois da modificacdo quimica
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Fonte: Adaptado de FERNANDES et al. (2013)

Shao et al. (2017) obtiveram membranas de CB modificadas com (3-aminopropil)
trietoxisilano - APTES pelo método de grafitizacdo quimica. Membranas de CB foram
imersas em solucdes previamente preparadas de 2, 4, 6, 8 e 10 (% m) de APTES em
etanol. Os pesquisadores observaram que o rendimento em relacao a grafitizacéo foi mais
efetivo a medida que a quantidade de aminoalquilsilano foi maior. A analise de FTIR
confirmou o sucesso na grafitizacdo de grupos aminoalquilsilano na membrana de CB
(A-g-CB), apresentando duas bandas em 1560 cm™ e 780 cm™, atribuidas a flexdo de
grupos amino primarios (NHz) e vibragdo de estiramento de Si-O-Si, respectivamente.
Além disso, as intensidades do pico em 2864 cm™, atribuida as vibragdes de CH, da
porcédo propil e silano, tornaram-se mais evidentes com o aumento no rendimento da
grafitizacdo. As vibraces tipicas das ligacdes Si-O-C e Si-O-Si aparecem por volta de
1150 e 1135 cm?, dificilmente sdo vistas nas curvas, pois suas bandas sdo mascaradas
pelas grandes e intensas faixas de vibracdo da CB (C-O-C). A presenca de aminosilano
na membrana de CB também foi confirmada pela analise XPS. Imagens de MEV
mostraram que a CB1o (10% de APTES) apresentou uma morfologia mais densa e espessa

em relacdo a CB devido a cobertura com grupos aminoalquilsilano. A analise de EDS
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mostrou que os elementos Si e N foram distribuidos uniformemente na membrana da A-
g-CB. Na anélise de angulo de contato, contatou-se que a hidrofobicidade da membrana
de CB1o foi consideravelmente aumentada pela modificagdo com APTES. Membranas A-
g-CB obtiveram um melhor desempenho em relacéo a atividade antibacteriana comparada
a CB, verificou-se que este resultado foi proporcional ao aumento do rendimento de
grafitizacdo da CB. As membranas A-g-CB apresentaram atividade antibacteriana contra
E. coli, S. aureus e Bacillus subtilis e ainda apresentaram propriedade antifingica contra
Candida albicans.

Estudos de citoxicidade foram realizados a fim de investigar o efeito da
grafitizacdo na membrana de CB na proliferacdo de linhagens celulares de rim
embrionario humano (HEK293), pelo ensaio MTT por 24 h. A viabilidade celular relativa
foi ligeiramente diminuida com o aumento do rendimento de grafitizacdo da membrana
de CB, entretanto, ainda em uma faixa toleravel. Os pesquisadores destacam que a
possivel razdo para a viabilidade celular ligeiramente mais baixa se deve as diferencas
morfolégicas entre membranas de CB e A-g-CB, visualizado no MEV, em que a CB se
apresenta em uma rede 3D porosa que € ideal para abrigar o crescimento celular. J& nas
membranas A-g-BC, a introducdo de grupos aminoalquilsilano nas nanofibrilas de CB
reduzem a porosidade das membranas, 0 que leva a um menor suporte para crescimento
celular. A morfologia das células de HEK293 também foi avaliada e ndo foram
constatadas alteraces na morfologia das células HEK293 tratadas com membranas A-g-
CB quando comparadas com as células em branco. Estes resultados mostram que as
membranas A-g-CB sdo candidatas promissoras em aplicacdes biomédicas.

Frone et al. (2020) propuseram uma nova estratégia para o desenvolvimento de
esponjas de CB com porosidade elevada. Os pesquisadores usaram a glucose (GL), a
vanilina (V) e o &cido citrico (AC) como agentes de reticulacdo verdes (ndo toxicos e de
baixo custo) em substituicdo aos comumente utilizados que apresentam toxicidade. O
aminosilano y-aminopropiltrietoxisilano (APS) foi usado para substituir parcialmente os
grupos OH de superficie da celulose pelos grupos amino (Figura 9) e os agentes de
reticulacdo foram usados a fim de que fossem covalentemente ligados a celulose pela
reacdo entre o0 NH. da celulose funcionalizada com os grupos aldeido ou carboxila dos
agentes de reticulagéo verde usados. Os resultados dos ensaios de FTIR-ATR, EDX e
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) confirmaram a grafitizacdo
de grupos amino na superficie da CB e as reacdes de reticulacdo envolvendo os agentes

utilizados e os grupos amino da CB funcionalizada, destacando formacéo de reacdo de
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base de Schiff entre vanilina e CB modificada. A viabilidade celular das células de
fibroblastos murinos (L929) foi avaliada pelo ensaio MTT e demonstrou que as esponjas
de CB funcionalizadas e reticuladas nao séo citotoxicas. O oxido nitrico (NO) e 0 TNF-a
(um prototipo de citocinas pro-inflamatérias) foram medidos na linha celular de
macrofagos RAW 264.7 para avaliar a ativagdo da funcdo secretora de macrofagos
induzidos pela modificagdo quimica da superficie da CB. Os autores observaram que as
modificagdes propostas na CB ndo desencadeiam uma resposta inflamatoria em
macrofagos, com excecdo da esponja de CB modificada com glucose, o que requer uma

investigacdo mais aprofundada.

Figura 9 - Grafitizagdo de por¢des de aminosilano na superficie da CB (CBA)
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Fonte: Adaptado de FRONE et al. (2020)

3.3.3 Método de reticulacdo quimica com aldeido - Reacdo de base de Schiff

Os hidrogeis de polimeros naturais podem ser preparados pela reacdo de base de
Schiff, no qual envolve a interacao entre dois polimeros contendo grupos amina e aldeido,
levando a formacdo de ligagdes imina (Figura 10). Polimeros naturais que ndo apresentam
grupos aldeido ou amina sdo geralmente modificados para incorporar esses grupos na
cadeia do polimero (GHORPADE, 2020). Os hidrogéis podem absorver elevada
quantidade de agua e fluidos bioldgicos (YANG et al., 2022), como no caso da CB que
apresenta alta pureza, alta resisténcia mecénica e sistema microporoso interconectado
(KLEMM et al., 2021).
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Figura 10 — Representacgdo da reacéo de base de Schiff entre polimeros contendo amino e grupos
aldeido
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Fonte: Adaptado de GHORPADE (2020)

No caso de aplicacbes biomédicas, em funcdo de muitos biomateriais nao
apresentarem propriedades mecanicas e estabilidade requeridas em ambientes aquosos, a
reticulacdo pode ser feita com intuito de suprir suas desvantagens, porém a maioria dos
agentes de reticulacdo causam alteracfes indesejaveis na funcionalidade dos
biopolimeros ou resultam em citotoxicidade. O glutaraldeido € um agente de reticulacéo
que resulta na melhora das propriedades mecénicas da CB, porém evidéncias
contraditorias sdo fornecidas na literatura sobre a citotoxicidade de materiais reticulados
com glutaraldeido (REDDY; REDDY:; JIANG, 2015).

Outros caminhos vém sendo explorados, como o uso de acidos carboxilicos (acido
citrico) (CIECHOLEWSKA-JUSKO etal., 2021; FRONE et al., 2020; MEFTAHI et al.,
2018). Aldeidos considerados “verdes” também vém sendo utilizados como agentes de
reticulacdo, exemplo, a vanilina (FRONE et al., 2020; PENG et al., 2010; TOMADONI
etal., 2019; XU et al., 2018; ZHANG et al., 2015; ZOU; L1I; LI, 2015) e o cinamaldeido
(GADKARI et al., 2019; GAO; YANG, 2017). Além disso, esses aldeidos podem
apresentar outras propriedades interessantes para aplicacdes biomedicas, como atividade
antibacteriana e antioxidade (COX et al., 2021; TOMADONI et al., 2019).

Frone et al. (2020) utilizaram a vanilina como agente de reticulagdo na produgéo
de esponjas de CB e ndo relataram efeito citotoxico. Os autores propuseram em seu estudo
0 desenvolvimento de scaffolds 3D de CB a fim de imitar a estrutura da matriz
extracelular (MEC). Diante disto, os pesquisadores abordaram uma nova estratégia na
tentativa de obter estruturas 3D altamente porosas, com propriedades superiores, usando

CB funcionalizada com aminosilano e reticulagdo com agentes ndo téxicos, como a



48

glucose (GL), vanilina (V) e acido citrico (AC). Os agentes de reticulacdo foram ligados
covalentemente a celulose pela reacdo entre 0 NH2 da celulose funcionalizada (Figura
11). Alguns fatores benéficos na engenharia de tecidos, como a elevada porosidade,
podem comprometer a integridade estrutural dos scaffolds e suas propriedades mecanicas.
Desta forma, a modificacdo quimica da celulose por reticulacdo pode ser utilizada para
melhorar as propriedades mecanicas e a estabilidade no ambiente corporal. Os resultados
mostraram que existe um comprometimento na porosidade em termos percentuais em
relacdo a CB (92,1%) de 86,1% para a CBA (CB amino-funcionalizada); 83,5% para a
CBA-50V; 79,1% para a CBA-50AC e 84,2% para CBA-GL. Embora a reticulagéo tenha
levado a uma ligeira diminui¢do do tamanho médio dos poros e da porosidade, os autores
verificaram o aumento de resisténcia mecanica e um melhor controle da estrutura porosa,
concluindo que a reticulacdo da CB com agentes “verdes” € uma forma promissora de
obter simultaneamente boa porosidade e resisténcia mecénica, o que é importante para a

engenharia de tecidos.

Figura 11 — Reac0es de reticulacdo possiveis no caso do agente de reticulagdo vanilina com a
celulose; destaque para a reacdo de base de Schiff
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Fonte: Adaptado de FRONE et al. (2020)

Xu et al. (2018) utilizaram a vanilina natural, o principal componente do extrato
da fava de baunilha, como agente de reticulacdo para desenvolver um hidrogel de
quitosana de autocura. O grupo aldeido da vanilina reage com o grupo amino de uma
molécula de quitosana pela reacéo de base de Schiff, enquanto seu grupo hidroxila forma

ligacGes de hidrogénio com o grupo hidroxila ou amino em outra molécula de quitosana,
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que fornece a base para a construgdo de uma rede reversivel. Os autores descobriram que
o efeito de autocura do hidrogel quitosana/vanilina originou-se principalmente da
reconstrucdo da ligacdo base de Schiff, enquanto as ligacbes de hidrogénio eram
relativamente estaveis a temperatura ambiente. Neste estudo, diferentes solucdes do
agente de reticulagdo vanilina foram preparadas (de 0,05 até 1,0 g de vanilina em 2 mL
de &lcool anidro). Em seguida, varios hidrogéis com diferentes propor¢des em massa de
quitosana:vanilina foram preparados. Os autores constataram que 10 mL de solucdo de
quitosana a 5% (m/v) com 0,3 g de vanilina alcancou um bom equilibrio entre a
capacidade de autocura e a resisténcia mecanica, tendo um tempo de gelificagéo
moderado de 6 min. Quando a dosagem de vanilina excedeu 0,3 g, formou-se uma rede
compacta em que as cadeias da quitosana ndo puderam mover-se livremente, pois as
ligacGes foram fixadas pelas ligacdes massivas de hidrogénio, o que reduziu a formacéo
de novas ligagdes hibridas por meio da troca dindmica de ligac6es da base de Schiff. Isso
fez com que o hidrogel de quitosana/vanilina perdesse sua capacidade de autocura. A

ilustracdo esquematica das possiveis ligacOes esta apresentada na Figura 12.

Figura 12 — Esquema mostrando as possiveis ligagdes no caso do agente de reticulagdo vanilina
com a quitosana e formagéo de hidrogel
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Tomadoni et al. (2019) utilizaram a vanilina como um agente de reticulagéo
natural na formacdo de filmes de quitosana como uma maneira de melhorar as
propriedades mecanicas e barreira de dgua dos filmes de quitosana. A analise de FTIR
mostrou a vibragdo da banda imina que apareceu em 1637,3 cm™ no filme composito, que
apoiam que pode ocorrer interagdes da vanilina com grupos amino da quitosana. Analises
matematicas e estatisticas usando a metodologia da superficie de resposta (MSR)
assinalaram que a propriedade de barreira a permeabilidade ao vapor de agua tende a
diminuir com o0 aumento da concentracao de vanilina e que a adi¢ao de vanilina propicia
um incremento no médulo de Young nos filmes de quitosana. Além disso, a incorporacéo
de vanilina melhora significativamente a capacidade antioxidante dos filmes de

quitosana.

3.4 Polissacarideos em curativos

Na atualidade existem uma diversidade de curativos que podem proteger a ferida
de agravamentos nas lesfes e que podem propiciar o isolamento da regido do ambiente
externo. Entretanto, considerando possiveis infeccdes e lentiddo dos processos normais
de cicatrizagéo, torna-se urgente o desenvolvimento de curativos ideais que apresentem
boa compatibilidade e forte atividade antibacteriana para promover a cicatrizacdo de
feridas (ZHENG et al., 2020). Os polissacarideos cada vez mais apresentam-se como
alternativa no desenvolvimento de materiais modernos para curativos de feridas por
serem de origem natural, altamente abundantes, de baixo custo, absorventes, ndo toxicos,
ndo imunogénicos, biocompativeis e alguns deles também antimicrobianos. Os
polissacarideos sdo estruturalmente diversos o que pode fornecer uma ampla gama de
parametros estruturais e propriedades para a fabricacdo de curativos especificos para a
etiologia da ferida (ADUBA Jr; YANG, 2017).

No desenvolvimento de curativos, a CB é um agente promissor, pois a facilidade
de inspecéo (devido a transparéncia da CB), de propiciar um ambiente imido adequado
para a cicatrizacdo, do efeito de alivio da dor, reducédo da infeccdo com capacidade de
retencdo de exsudato, tempo de cicatrizacao reduzido, aderéncia a ferida e facil remocao
apo6s melhor epitelizacdo, barreira fisica densa contra contaminac¢éo microbiana e lesdes
adicionais, troca gasosa, biocompatibilidade e propriedades mecénicas satisfatorias séo
algumas caracteristicas atrativas da CB em aplicagdes como curativos (AHMED;
GULTEKINOGLU; EDIRISINGHE, 2020; GORGIEVA, 2020; ZHENG et al., 2020).
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Alguns produtos comerciais usados no tratamento de feridas a base de CB s&o: Biofill®,
Bionext®, XCell®, Dermafill® e Membracel® (ADITYA et al., 2022; PICHETH et al.,
2017).

Embora a CB forneca barreira fisica que pode reduzir a penetracéo de bactérias na
pele, em sua forma nativa a CB néo oferece atividade antimicrobiana. Porém, compostos
especificos podem ser adicionados na matriz de CB para fornecer propriedades
antimicrobianas e/ou anti-inflamatorias (GORGIEVA, 2020; PORTELA et al., 2019;
ZHENG et al., 2020). Neste sentido, Cacicedo et al. (2020) desenvolveram blendas de
CB modificadas com quitosana para liberagdo controlada de ciprofloxacina (Cip) pelo
método ex-situ com intuito de obter filmes com alta atividade antimicrobiana para
curativos. A atividade antibacteriana dos filmes foi testada contra Pseudomonas
aeruginosa e S. aureus e a incorporacdo do Cip mostrou forte inibicdo para ambas as
bactérias. Porém, os autores observaram uma citotoxicidade moderada em células de
fibroblastos humanos (GM07492), com valores comparaveis a um curativo comercial.

Em relag¢do as B-glucanas, esses polissacarideos podem apresentar efeitos anti-
inflamatdrios significativos no processo de cicatrizacdo da ferida, melhorando a
proliferacdo de células e a angiogénese (LIU et al., 2017). Como exemplo disso, Kim et
al. (2012) desenvolveram membranas de B-glucana (BG) e poli(acido lactico-co-
glicélico) (PLGA) por eletrofiacdo, e investigaram o comportamento de fibroblastos
diante dessas membranas com posterior ensaio in vivo. A taxa de crescimento de
fibroblastos dérmicos humanos foi mais elevada na presenca das membranas com BG e
aumentou com concentracdes de BG mais elevadas nas membranas. As membranas
contendo BG melhoraram a interacdo com as células vizinhas ao local do ferimento e
aceleraram a cicatrizacdo da ferida melhorando a interacdo, a proliferacdo de células e a
angiogénese. Os autores concluiram que as membranas BG/PLGA podem ser Gteis como
um substituto da pele para melhorar a cicatrizacéo de feridas.

Em outro estudo de Muthuramalingam et al. (2019) a capacidade de acelerar a
cicatrizacdo de feridas de um hidrogel da mistura de 3-glucana (origem de Schizophyllum
spp.) e poli(alcool vinilico) (PVA) foi avaliada. O hidrogel com a p-glucana acelerou
significativamente a cicatrizacdo da ferida como visto em seus resultados in vivo usando
um modelo de ferida em camundongo. Os autores do estudo constataram que os hidrogéis
a base de B-glucana sdo promissores como curativos imidos na industria de sadde.

Grip et al. (2018) desenvolveram um curativo de nanofibras por um método de

eletrofiagdo de B-glucana, hidroxipropilmetilcelulose e 6xido de polietileno com intuito
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de melhorar a cicatrizagdo de feridas em camundongos diabéticos. A B-glucana utilizada
foi uma p-(1—>3)(1—>6)-glucana isolada das paredes celulares da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Todos os grupos incorporados com a nanofibra de f-glucana
exibiram melhora significativa na cicatrizacdo da ferida em comparacao com o filme sem
a B-glucana, indicando o potencial das nanofibras com B-glucana para aplicacdo em
curativo. Além disso, as nanofibras ndo afetaram a viabilidade celular durante a fase de
proliferagéo da cicatrizacdo de feridas.
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4 CAPITULO 2 - PRODUCAO DO POLISSACARIDEO FUNGICO DE
SCHIZOPHYLLUM COMMUNE

4.1 Materiais e métodos
4.1.2 Manutencdo do microrganismo e producdo do EPS de S. commune

O fungo S. commune BRM 060008 foi fornecido pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, coletado em Brasilia (DF) no Bioma Cerrado. A cepa
do fungo de S. commune foi mantida sob refrigeracéo a 4 °C em placas de Petri em meio

agar batata dextrose (PDA), conforme demonstrado na Figura 13.

Figura 13 — Micelio fungico de S. commune BRM 060008 em meio PDA (14 dias)

A cepa BRM 060008 foi testada quanto a sua capacidade de producdo do
polissacarideo fungico. O meio selecionado foi 0 MCM, sem o extrato de levedura (0,2%
de peptona, 2% de glucose, 0,05% de MgSO4.7H20, 0,05% de KH2PO4 e 0,1% de
K2HPO,) (KIM et al., 1999). O pH foi ajustado para 5,5 (+ 0,2) com HCI e o meio liquido
foi autoclavado a 121 °C por 15 min a 1 atm. Como inoculo, 1 disco de &gar (12 mm)
completamente preenchido pelo micélio fungico foi adicionado a 100 mL de meio MCM
em frasco de Erlenmeyer de 500 mL e incubado a 28 + 2 °C, 120 rpm (movimento
reciproco) por 10 dias. A fim de garantir a separacdo do caldo de cultivo dos residuos do
meio, 0 processo de filtragdo a vacuo em papel filtro Whatman n° 1 foi realizado. No
caldo obtido foi adicionado etanol 96% na proporcdo de 1:3 (caldo: etanol, (v/v)) e
mantido a 4 °C por, pelo menos, 24 h ou até precipitar o polissacarideo. Entretanto, um
gel (EPS) (Figura 14) formou-se na superficie da mistura caldo/etanol e foi coletado, ndo

havendo formacgéo de precipitado. Os experimentos foram realizados em triplicata. Na
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Figura 14 esté o fluxograma da primeira etapa do procedimento experimental de produgéo
de EPS.

Figura 14 — Procedimento de producdo do EPS de S. commune
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‘ EPS produzido

‘ Caracterizagao

4.1.3 Estimativa da producédo de biomassa e consumo de glucose

A biomassa separada dos cultivos foi lavada com agua destilada (30% em relacdo
ao caldo) e seca em estufa com circulacao de ar a 60 °C por 48 h. O consumo de glucose
do caldo de cultivo ao final de 10 dias de crescimento do fungo foi obtido pelo método
colorimétrico com kit de glicemia enzimatica (Wienner lab.), utilizando curva de
calibragdo com padrdo de glucose 1 g L. A determinacio espectrofotométrica foi
realizada a 505 nm em espectrofotometro UV-visivel (Biospectro SP- 2000).

4.1.4 Producéo de EPS de S. commune da amostra dialisada

Este mesmo procedimento descrito acima foi novamente realizado com alguns

ajustes de condicdes de cultivo [1 disco do micélio (12 mm) com o &gar em meio PDA,
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100 mL de meio MCM em frasco de Erlenmeyer de 500 mL e incubacéo a 28 + 2 °C, 110
rpm por 12 dias]. O caldo de cultivo e o micélio fingico foram separados por método de
filtracdo simples, empregando uma peneira de malha fina. No filtrado obtido foi
gradualmente adicionado etanol 96% na proporcdo de 1:1 (caldo: etanol, (v/v)) até
separacgdo do polissacarideo na forma de um gel. O EPS foi dialisado em membranas de
6-8 KDa por 24 h em &gua, antecedendo o processo de liofilizagdo. A Figura 15 mostra o
procedimento de producao do EPS dialisado de S. commune.

As amostras caracterizadas neste estudo foram nomeadas da seguinte forma: SPG
como o polissacarideo comercial e SPG-s-D e SPG-D como o polissacarideo produzido
da linhagem S. commune BRM 060008 sem e com didlise, respectivamente.

Figura 15 - Procedimento de producéo do EPS dialisado de S. commune
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4.1.5 Caracterizagdo do EPS de S. commune

4.1.5.1 Andlise de determinacéo de estrutura dos polissacarideos

A caracterizagdo dos grupamentos funcionais do polissacarideo flangico
liofilizado foi feita por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), em um
equipamento da Perkin Elmer Spectrum One no Laboratorio de Caracterizacdo de
Materiais da Universidade da Regido de Joinville - UNIVILLE, no intervalo de 4.000 a
400 cm™, resolucdo de 4 cm™ e acessorio de refletancia total atenuada (ATR).
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A analise de RMN foi realizada no Centro de Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal do Parana — UFPR. Os espectros de RMN das amostras foram
analisados de acordo com um método anterior descrito, com algumas modificacdes
(Sassaki et al., 2013). As amostras (10 mg) foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO) a 70 °C e os espectros de RMN de carbono e hidrogénio foram obtidos
usando um espectrometro Bruker Avance 111 14.1 T equipado com uma cabeca de sonda
inversa de 5 mm TCI-N2. Os deslocamentos quimicos *H e *C foram determinados por
experimentos 2D COSY (homonuclear), HMBC e HSQC (heteronuclear). Os ultimos
foram realizados por correlagdo via transferéncia inepta dupla com desacoplamento
durante a aquisi¢do usando pulsos de melhoria de sensibilidade na transferéncia inepta e
pulsos modelados para todos os pulsos de 180 graus no canal *C, que foram compilados
no programa de pulso hsgcedetgpsisp2.2. Os espectros 2D HSQC foram registrados
usando deteccdo de quadratura na dimensdo indireta e 8 varreduras por série de 1024 x
256 pontos de dados.

4.1.5.2 Metilagédo

A analise de cromatografia gasosa com detector de massa (CG-MS) foi realizada
no Centro de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Parana —
UFPR. Os polissacarideos soltveis em DMSO foram metilados usando NaOH-Me,SO-
Mel (Ciucanu; Kerek, 1984); 1,0 mg de polissacarideo foi solubilizado em Me>SO (250
uL), seguido pela adicdo de NaOH recém-pulverizado (10 mg) e agitacdo no vortex por
10 min. Mel (500 pL) foi adicionado a mistura, agitado vigorosamente por 30 min,
neutralizado com HOAC, e a amostra foi extraida com CHCI3 e evaporada até a secura
com uma corrente de Ny, este ciclo de metilagdo foi repetido para completar a reagéo. O
polissacarideo Per-O-metilado foi metanolizado com MeOH-HCI anidro 0,5 M (1,0 mL
por 20 h a 80 °C) e cuidadosamente deixado para evaporar em uma capela de exaustéo.
Os Per-O-metilados-glucosideos foram acetilados com Ac2O-piridina (1:1, v/v; 200 pL)
por 24 h a 25 °C. O excesso de gelo-agua foi adicionado a solucdo e os derivados de
acetato Per-O-metilado-glucosideo (PMGAS) resultantes foram extraidos com CHCIs e
cuidadosamente deixados para evaporar em uma capela de exaustdo. As amostras foram
analisadas por GC-MS usando um cromatdgrafo Shimadzu QP-2020NX equipado com
auto-injetor AOC 20i e eluidas em coluna capilar DB1ms da seguinte forma: injetor
250 °C, forno inicia a 100 °C (mantido 3 min) a 220 °C (10 °C min™*, entdo mantido por
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3 min), 250 °C (10 °C min’, entdo mantido por 3 min) e até 280 °C (10 °C min, entdo
mantido por 3 min). Os espectros de impacto de elétrons de (PMGAS) foram comparados
com aqueles EI-MS deduzidos por Kochetkov e Chizhov (1966).

4.1.5.3 Anélise de Massa Molar do SPG-D

HPSEC acoplado a um indice de refracédo (RI) (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA) e um espalhamento de luz multilaser Dawn-F (MALLS) (Wyatt technology, EUA)
foi usado para determinar a massa molar ponderal média (Mw) e polidispersdo (Mw/Mn)
de SPG-D. A amostra foi solubilizada a 1 mg mL™ em NaNO2 0,1 M e NaN3 0,02% e
depois filtrada através de uma membrana de acetato de celulose de 0,22 pum antes da
injecdo. As analises cromatograficas foram realizadas a 25 °C usando quatro colunas
Ultrahydrogel (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) conectadas em série (2000; 500;
250 e 120) e a solucdo eluente foi 0,1 M NaNO2 e 0,02% NaNz em um fluxo de
0,6 mL min’*. Foi utilizado um incremento do indice de refracdo da solucéo de soluto do
solvente em relagdo a uma mudanca na concentragio do soluto (dn/dc) de 0,159 mL g*
(CARBONERO et al., 2012). Os dados foram analisados usando o software Wyatt
Technology ASTRA (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA).

4.1.5.4 Andlise de estabilidade térmica

A andlise termogravimétrica (TGA) do polissacarideo flungico liofilizado foi
realizada no Laboratério de Materiais da Universidade da Regido de Joinville -
UNIVILLE em um equipamento da TA Instruments modelo TGA-Q50. As amostras
liofilizadas foram aquecidas de 25 a 1000 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,

sob atmosfera inerte (N2) em um porta amostra de platina.
4.2 Resultados e Discussdo
4.2.1 Rendimento do EPS de S. commune
A cepa BRM 060008 apresentou um rendimento de EPS de 0,8 + 0,15 g L™,

concentracéo de biomassa de 3,2 + 0,21 g L™ e glucose residual de 1,8 +0,02 g L™t em 10

dias de cultivo. Resultado de rendimento semelhante para EPS foi encontrado por
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Dalonso (2018), apresentando valor de 0,75 + 0,22 g L™* com a cepa de S. commune H4-8
em meio de cultivo MCM durante 9 dias de fermentacdo. Nas condigdes de cultivo
testadas, o contetdo de EPS dialisado (SPG-D) apresentou um rendimento de 0,64 +
0,099 L, acarretando em alguma perda em termos de rendimento decorrente do
processo.

De forma geral, sabe-se que a quantidade de SPG produzida é influenciada

diretamente pela linhagem do fungo, meio de cultivo e condi¢des de cultivo (Figura 16).



Figura 16 — Producdo de EPS a partir de diferentes linhagens de S. commune; destaque para diferentes linhagens em roxo
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Sutivisedsak, Leathers e Price (2013) em seu estudo com as cepas de S. commune
ATCC 20165 e CBS 266.60, obtiveram rendimento de 10,1 + 0,7 ¢ 12,7 + 0,1 g L},
respectivamente, em 8 dias de cultivo a 30 °C. Os autores testaram 11 cepas do mesmo
fungo, no qual apenas uma produziu quantidades inferiores que a encontrada no presente
estudo, alcangando 0,6 + 0,1 g L™ para a linhagem ATCC 44200. O meio liquido utilizado
continha 1% de grédos secos de destilaria com sollveis (DDGS), 2% (m/v) de extrato de
malte e 0,1% (m/v) de peptona.

Shu e Hsu (2011) obtiveram rendimentos inferiores com outra linhagem de S.
commune (ATCC 38548) em meio completo com glucose, obtendo 0,61 + 0,07 g L™%. De
maneira separada em cada experimento, 0s autores compararam glucose, xilose e cascas
de arroz hidrolisadas. O maior rendimento foi alcancado com meio completo e xilose
como fonte de carbono, obtendo 0,68 + 0,04 g L™, ja a menor obtengao foi observada com
cascas de arroz hidrolisadas, de 0,11 + 0,02 g L. O hidrolisado foi completamente
neutralizado com Ca(OH): e tratado com carvao ativo, sendo adicionados em g L™: 3,0
de extrato de levedura, 0,5 de KH2PO4, e 0,25 de MgSO47H20. Desta forma, a
produtividade passou para 1,30 + 0,02 g L™ de SPG em 16 dias, a 28 °C.

4.2.2 Caracterizagdo do EPS de S. commune por FTIR, RMN, CG-MS e HPSEC

A anélise de FTIR foi utilizada com intuito de identificar os grupos funcionais
presentes no polissacarideo conhecido como esquizofilano (SPG), pertencente a familia
das B-(1—3)-glucanas com ramificacdo em O-6 distribuidas regularmente a cada trés
unidades da cadeia principal (RAU, 1999).

O espectro de FTIR do polissacarideo fungico (Figura 17) apresenta uma banda
por volta de 3200 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo O-H. Bandas na regido entre
3200-3600 cm* estdo atribuidas a banda do grupo funcional OH e sinais encontrados em
torno 2900 cm™ sdo atribuidas as vibragBes de estiramento C-H para o SPG
(JAMSHIDIAN et al., 2016; MOHAMMADI et al., 2018; MOUSAVIASL et al., 2018;
SAFAEE-ARDAKANI et al., 2019). Duas regiGes espectrais sdo importantes para a
caracterizagdo estrutural de polissacarideos, a “regifo de agucares” (1.200-950 cm™) e
“regido anomérica” (950-750 cm™) (SYNYTSYA; NOVAK, 2014). Bandas proximas de
890 cm foram encontradas para todas as amostras analisadas (Figura 17), tipicas de
configuracdo 3 dos carbonos anoméricos (DALONSO et al., 2021). Em termos de perfil

do espectro, o SPG-D apresentou maior semelhanca ao SPG comercial. Os
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polissacarideos podem conter impurezas e também sais que sdo removidos por didlise.
Portanto, o polissacarideo dialisado apresentou-se mais semelhante ao disponivel

comercialmente.

Figura 17 — Espectro de FTIR dos exopolissacarideos de S. commune de SPG, SPG-s-D e SPG-
D; destaque para a banda em torno de 890 cm™ (seta)
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Para corroborar com os resultados de FTIR e confirmar que o material resultante
obtido do cultivo do fungo S. commune trata-se do SPG, a analise de RMN (Figura 18)
também foi realizada. Os espectros de RMN-*C de SPG e SPG-D foram bastante
semelhantes e apresentaram sinais em 6 102,81 e 102,71 ppm que representam a regido
anomérica da estrutura, indicando a presenca de configuragdes em . O SPG e 0 SPG-D
apresentaram sinais caracteristicos de substituicdo O-3 (6 86,50/86,14/85,83 ppm) e em
0O-6 (6 68,47/68,47/68,23 ppm), assim como, a presenca de unidades de C-6 ndo ligadas,
correspondentes a —CH: (sinais do DEPT). Os polissacarideos foram também analisados
por heteronuclear single-quantum correlation-RMN (HSQC-RMN, Figura 19). O
espectro de correlagio HSQC H-*C do SPG-D mostrou correlagdes em & 102,7/4,55 e
102,8/4,24 ppm atribuidas a C1/H1 das unidades de glucose3-O-substituidas e 3,6-di-O-
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substituidas, respectivamente (MOHAMMADI et al., 2018; SUTIVISEDSAK et al.,
2013). Em azul mais claro (Figura 19) estéo os sinais invertidos no experimento de DEPT
(em detalhe) que correspondem ao C-6 livre (-CH2).

A My, do SPG-D foi de 1,093 x 10° g mol™e o valor do indice de polidispersao da
amostra foi baixo (1,059 + 0,014). Resultado semelhante foi encontrado por Jamshidian
et al. (2016) para o polissacarideo de S. commune ATCC 38548, com uma My de
1,4 x 106 g mol. No entanto, esse polissacarideo apresentou indice de polidispersio
maior (1,58) do que o encontrado no presente estudo. Sais inorganicos, monossacarideos,
oligossacarideos e substancias apolares de baixa massa molar geralmente sdo removidos
usando o método de dialise (SHI, 2016), o que implicaria menor distribuicdo de massa
molar. No entanto, a My a de um polissacarideo pode ser determinada usando diferentes
técnicas, e os resultados sdo dependentes do solvente e da abordagem utilizada. Além
disso, a My também depende das condicGes de cultivo. Vanin et al. (2023) produziram
EPS de S. commune 227E.32 em frascos e em reator agitados e encontraram My, de 1,5 x

10% g molte 1,1 x 106 g mol:, respectivamente.

Figura 18 — Espectros de RMN-23C dos polissacarideos de S. commune: A) SPG e B) SPG-D (em
detalhe - C-DEPT)
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Figura 19 — Espectros de HSQC dos polissacarideos de S. commune: A) SPG e B) SPG-D
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Os SPG, SPG-s-D e SPG-D foram metilados e analisados por GC-MS a fim de
identificar os tipos de ligacdes glicosidicas estabelecidas nas glucanas. Os resultados para
SPG-s-D e SPG-D indicaram a presenga de uma B-D-glucana (1—3),(1—6)-ligada,

semelhante ao SPG comercial (Tabela 2).

Table 2 - Analise dos derivados parcialmente O-metilados de SPG, SPG-s-D e SPG-D

Acetatos de glicosideos % Tipo de ligagdo
parcialmente O-metilados SPG SPG-s-D SPG-D

2,3,4,6-Mes-GlcOMe 18,81 23,92 21,95 Glep—(1—>
2,4,6-Mes-GlcOMe 54,43 48,85 51,47 3> (-Glep-(1—>

2,4-Me,-GlcOMe 26,76 27,22 26,58 3,6 > (-Glep — (1 -
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4.2.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

A analise termica foi utilizada a fim de conhecer as alteragcdes que 0 aquecimento
pode provocar na massa do polissacarideo e comparar 0 seu comportamento com a
literatura. De acordo com a literatura, a decomposicao térmica do SPG puro ocorre por
volta de 310 °C (HAMEDI et al., 2020). Em outro estudo, as curvas de TG/DTG
mostraram que o SPG apresentou decomposicéo térmica em 307 °C (ABDEL-MOHSEN
etal., 2014). Neste trabalho, 0 SPG-s-D apresentou decomposicdo térmica maxima (Tmax)
em 310 °C e para 0 SPG-D a temperatura subiu para 324 °C. Para 0 SPG a Tmax €St em
aproximadamente 322 °C. Observou-se que a dialise, além de contribuir com aumento da
estabilidade térmica do polissacarideo, influenciou na diminuicdo do percentual de
residuo ao final da curva TG (1000 °C) apresentando diferenca de 68% como pode ser
visualizado na Figura 20.

Figura 20 — Curvas TG e DTG dos polissacarideos SPG, SPG-s-D e SPG-D
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4.3 Conclustes

Nesta etapa do estudo foi possivel obter o SPG de S. commune BRM 060008 com
caracteristicas semelhantes ao SPG disponivel comercialmente. A cepa de S. commune
BRM 060008 apresentou um rendimento maximo de EPS de 0,8 + 0,15 g L™,
concentragéo de biomassa de 3,2 + 0,21 g L™ e glucose residual de 1,8 + 0,02 g L em
10 dias de cultivo.

A anélise de FTIR de amostras do EPS permitiu identificar grupos funcionais
caracteristicos do SPG. O perfil do espectro do SPG-D (dialisado) apresentou maior
semelhanca ao SPG comercial. A analise de RMN corroborou com os resultados de FTIR
confirmando que o EPS obtido do cultivo do fungo S. commune trata-se do SPG.

Pela técnica escolhida para determinacdo de massa molar, obteve-se um
polissacarideo de My de 1,093 x 10° g mol* com baixo valor do indice de polidisperséo
(1,059 + 0,014).

A didlise pode ser uma alternativa para obtencdo de um material de maior pureza
como visualizado nas curvas TG/DTG.
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5 CAPITULO 3 - MODIFICACAO QUIMICA SUPERFICIAL DA CELULOSE
BACTERIANA (CB) COM (3-AMINOPROPIL) TRIETOXISILANO (APTES) E
PREPARACAO DE MISTURAS

5.1 Materiais e métodos

5.1.1 Materiais

As membranas de celulose bacteriana (CB) foram produzidas no laboratério de
Biotecnologia 1 (Biotec 1) da Universidade da Regido de Joinville — Univille, utilizando
a bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769. O (3-Aminopropil) trietoxisilano
(APTES ou APTS) (99%) (CAS Number 919-30-2) foi adquirido da Sigma-Aldrich. A
vanilina (99%) (CAS Number 121-33-5) foi adquirida da Sigma-Aldrich. O SPG
comercial foi gentilmente fornecido pela empresa da Republica Checa Contipro
intermediado pelo grupo MCassab — Brasil. O SPG dialisado denominado como SPG-D
obtido pelo cultivo submerso da cepa de S. commune BRM 060008 foi escolhido da

sessdo anterior deste estudo.

5.1.2 Producéo de CB

O meio de cultivo, tanto na fase de ativacdo das células (pré-indculo) quanto na
fase de producdo das membranas foi 0 meio padrédo HS adaptado de Hestrin e Schramm
(1954), constituido de: manitol (20 g L), peptona de soja (5 g L), extrato de levedura
(5 g LY, fosfato dissddico (2,7 g L™?) e &cido citrico (1,15 g L™?). O meio para obtenc&o
do inéculo e o meio de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20 min a 1 atm. Para
preparacdo do indculo, uma suspensédo de células de densidade oOptica (DO) igual a 1,
medida em espectrofotbmetro a 600 nm, foi preparada. As células foram incubadas a
30 °C, sob condicdo estatica, por 24 h. Apds este periodo, o indculo foi transferido para
0 meio de cultivo a uma taxa de 20% (v/v). Esta etapa foi conduzida em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio para crescimento (40 mL de meio + 10
mL de inoculo) e incubados a 30 °C em condicdo estatica por 12 dias para a formacao das
membranas Umidas de CB (FISCHER et al., 2017). Para a remocdo das celulas
bacterianas, as membranas de CB foram lavadas com &gua destilada e transferidas para
um Becker contendo NaOH 0,1 M em banho-maria a 80 °C por 1 h. As membranas foram
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lavadas abundantemente com agua destilada repetidas vezes, a fim de remover residuos
celulares bacterianos, componentes do meio e 0 excesso de NaOH. O processo de
lavagem foi finalizado até atigir pH proximo da neutralidade. Posteriormente, as
membranas umidas foram autoclavadas em agua destilada a 121 °C por 20 mina 1 atm e
mantidas a 4 °C até uso futuro. A Figura 21 apresenta um esquema simplificado da

metodologia de produgéo da CB.

Figura 21 — Etapas de producdo das membranas de CB
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5.1.3 Modificacao quimica superficial da CB com APTES

Nesta etapa do trabalho metodologias de modificacdo quimica superficial de
membranas de CB com o uso de APTES foram testadas com base inicialmente na
metodologia proposta por Frone et al. (2020) com adaptagdes (Figura 22). Dentre 0s nove
procedimentos testados, dois foram selecionados, os procedimentos 3 e 9. A selecéo foi
realizada com base nas caracteristicas visuais e analises por FTIR. As amostras de CB
que ndo apresentaram visivel colapso de sua estrutura foram preferiveis, seguindo para o
proximo passo da selecdo pela identificacdo de grupos caracteristicos de modificagdo
quimica com aminosilano e mudangas na intensidade relativa das bandas, vistos por
FTIR.

Os procedimentos 3 e 9 foram estudados com maior profundidade e consistem
basicamente em: 1,0 g de APTES foi pré-hidrolisado em uma mistura de 100 mL de &gua
destilada e etanol absoluto (99,8%) (90/10 v/v%) a temperatura ambiente por 2 h. Um
total de 5 membranas Umidas purificadas de CB foram adicionadas a solucdo de silano e
agitadas a temperatura ambiente por 24 h. As membranas foram retiradas da solucéo de
APTES e liofilizadas para evitar o colapso dos poros da CB amino-funcionalizada (CBA)
antes da reacdo de condensacéo (aquecimento). As membranas foram aquecidas em estufa
com circulacdo de ar a 110 °C por 2 h a fim de promover a reacdo quimica de
condensacdo. Apoés resfriamento, as membranas modificadas foram submetidas a
lavagens diferenciadas para conforme procedimentos descritos abaixo:

- Lavagem do procedimento 3: nesta etapa 5 lavagens com alcool etilico 96%
foram realizadas de 10 min em banho ultrassénico. As membranas foram lavadas em dgua
destilada.

- Lavagem do procedimento 9: esta etapa foi conduzida em 2 fases em banho
ultrassénico com enxagues de 10 min, da seguinte forma: na primeira etapa as membranas
foram mergulhadas em etanol/agua (30/70%), depois no segundo enxague em etanol/agua
(70/30%) e no terceiro enxague em etanol (100%). Na segunda etapa foi realizada a
reidratagdo em etanol/agua (70/30%), etanol/agua (30/70%) e agua destilada (100%)
(overnight).

Posteriormente, as membranas foram congeladas, liofilizadas e acondicionadas
em dessecador; denominadas de CBA P3 para a CBA do procedimento 3 e CBA P9 para
a CBA do procedimento 9.



Figura 22 - Metodologias de modifica¢do quimica superficial de membranas de CB com APTES

71

PROCEDIMENTOS DE MODIFICAGAO QUIMICA DA CB
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5.1.4 Incorporacdo de SPG e SPG-D em membranas de CB e CBA e reticulagdo com vanilina
(VA)

Na Figura 23 (elaborada no BioRender) estéo representadas as etapas para a incorporacao
de SPG e SPG-D em membranas de CB e CBA e séo descritas como:

- Metodologia 1: uma solucdo aquosa de SPG (1%, m/v) foi preparada. A membrana de
CBA P3 foi molhada em 1 mL de solugdo aquosa de SPG, e entdo agua destilada (10 mL) foi
adicionada para facilitar a agitacdo constante das membranas a 50 °C por 72 h. Ao fim deste
periodo, a vanilina (VA) (solucdo em etanol a 2%) foi adicionada em massa na proporcéo de
50% em relagcdo a massa seca de CBA. A membrana foi mantida 50 °C por 3 h sob agitacdo
constante (150 rpm), sendo posteriormente lavadas em ultrassom por 30 min, congeladas e
liofilizadas. O material foi denominado CBA-SPG-VA (1).

- Metodologia 2: primeiramente solu¢des aquosas de SPG e SPG-D (0,5%, m/v) foram
preparadas. As membranas de CBA P9 foram colocadas em um funil metélico com vécuo e
submetidas a passagem de 2 mL das solucbes aquosas de SPG e SPG-D, separadamente. As
membranas foram mantidas por 24 h a 30 °C sem agitacdo. A solucdo de vanilina:etanol
(2%, m/v) foi adicionada considerando proporcédo de 2:1 em massa (CBA:VA). As membranas
foram mantidas 50 °C por 3 h sob agitacdo constante (150 rpm) com agua mili-Q (8 mL). As
membranas foram lavadas com agua destilada em ultrassom por 30 min para remover quaisquer
excedentes, sendo posteriormente congeladas e liofilizadas. Os materiais foram denominados
CBA-SPG-VA (2) e CBA-SPG-D-VA (2).

- Metodologia 3: uma solucdo aquosa de SPG (1%, m/v) foi preparada. A membrana de
CB foi colocada em um funil metalico com vacuo e a passagem da solugédo aquosa de SPG foi
forcada a passar (2,5 mL) através de seus poros. A CB foi mantida por 24 h a 30 °C sem
agitacdo, sendo posteriormente congelada e liofilizada. O material foi denominado CB-SPG.

Né&o foi realizada a reticulacdo da amostra com vanilina.



75

Figura 23 — Desenvolvimento dos biocompdsitos: A) Metodologias 1; B) Metodologias 2 e C)
Metodologia 3
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5.1.5 Caracterizacdo

5.1.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos grupamentos funcionais das membranas de CB, CBA P3, CBA P9
e dos biocompositos foram feitas por FTIR, em um equipamento da Perkin EImer Spectrum
One no Laboratdrio de Caracterizacdo de Materiais da UNIVILLE, no intervalo de 4.000 a 650

cm?, resolucdo de 4 cm™ e acessorio de refletancia total atenuada (ATR).

5.1.5.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

As medicdes de XPS foram realizadas nas amostras de CB, CBA P3 e CBA P9 no
laboratério de plasma, filmes e superficies da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC) usando um espectrometro K-Alpha (Thermo Scientific) equipado com uma fonte
monocromética de Al Ko (1486,6 eV) e pressdo base de 10® mBar. Os espectros de XPS foram

registrados como espectros de pesquisa (passo de 1 eV) a uma energia de passagem de 200 eV.

5.1.5.3 Angulo de contato (AC)

As analises foram realizadas para as amostras de CB, CBA P3 e CBA P9 no laboratério
de plasma, filmes e superficies da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) em um
gonidmetro (Ramé-Hart Inst. Co. modelo 250-F1) pelo método de gota séssil, em que uma gota
de &gua deionizada foi depositada sobre as amostras por meio de uma microseringa. Imagens

foram obtidas e o angulo de contato calculado.

5.1.5.4 Difratometria de Raios X (DRX)

Andlises de DRX das amostras foram realizadas na Universidade do Estado de Santa
Catarina — UDESC em um difratbmetro Shimadzu modelo XRD-7000, com radia¢do de cobre
K, comprimento de onda, A = 1,54 x 107 tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA, com

velocidade de varredura de 2°/min e intervalo de 5° a 70° (20).
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5.1.5.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie de membranas de CB, CBA P3 e CBA P9 e dos
biocompdsitos foram analisadas por microscopia eletronica de varredura em um microscopio
Eletronico de Varredura Field Emission, modelo JSM-6701F, de fabricagdo da JEOL LTD, com
tensdo de 15 kV. Imagens de 5.000 e 10.000 vezes foram obtidas. A determinacdo da espessura
média das fibrilas das membranas foi realizada utilizando o programa ImageJ, nas micrografias

obtidas por MEV com média de 10 medidas e desvio padréo.

5.1.5.6 Andlise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) das amostras de CB, CBA P3, CBA P9 e dos
biocompositos foram realizadas no Laboratério de Materiais da UNIVILLE em um
equipamento da TA Instruments modelo TGA-Q50. As amostras liofilizadas foram aquecidas
de 25 a 1000 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte (N2) em um

porta amostra de platina.

5.2 Resultados e Discussao

5.2.1 Analise estrutural por FTIR

Na Figura 24 estao apresentados os espectros de FTIR da CB, CBA P3 e CBA-SPG-VA
(1). Perfis de espectros similares foram encontrados na literatura para a CB produzida pelas
bactérias K. xylinus e K. hansenni (CACICEDO et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2020). A
banda na regido de 3340 cm™ é caracteristica de vibragio de estiramento O-H na celulose
(FERNANDES et al.,, 2013; LIN et al.,, 2013) e pode ser atribuida a celulose tipo |
(MOHARRAM; MAHMOUD, 2008). Esta mesma banda para a CBA P3 tornou-se mais ampla,
0 que pode ser atribuido a sobreposicdo com o sinal de vibracdo de estiramento de NH>
(HAMEDI et al., 2020; HAMEDI; SHOJAOSADATI, 2021). A banda por volta de 2900 cm™
da CB é atribuida ao estiramento C-H de grupos CH2 e CHz (WANG et al., 2018). O incremento
da banda em torno de 2900 cm™! para a CBA P3 pode estar associado as vibragdes CH: da
porcao propil do silano (FERNANDES et al., 2013; SAINI; BELGACEM; BRAS, 2017). A
banda por volta de 1645 cm™ é caracteristica de vibragdo de deformacdo de H-O-H das
moléculas de agua absorvida na celulose (GEA et al., 2011; WANG et al., 2018). A banda em
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1162 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico C-O-H na ligagdo B-(1—4) da CB (WANG
et al., 2018). Bandas nas regides de 1000-1200 cm* estdo relacionadas com vibracdes de
estiramento C-O-C- e C-O (ATYKYAN; REVIN; SHUTOVA, 2020). Bandas em 1058 e
1034 cm* séo atribuidas a deformagcéo de ligagdo C-O-H de carboidratos ou vibragdo do anel
C-O-C- de piranose (WANG et al., 2018).

No espectro da CBA P3, observa-se duas bandas novas em 1480 e 1560 cm™ (indicadas
pelas setas) e outra banda em 1600 cm™ que podem ser atribuidas as deformagdes de grupos
NH, (FERNANDES et al., 2013; FRONE et al., 2020; HAMEDI et al., 2020; SAINI;
BELGACEM; BRAS, 2017). Porém, esses resultados de FTIR devem ser avaliados
conjuntamente com outras técnicas porque bandas préximas dessas regides podem ser
caracteristicas de estruturas de proteinas (aminoacidos), lipidios, metabdlitos, biomassa
residual de bactérias e/ou compostos do meio de cultura presos entre as fibrilas da CB
(VASCONCELOS et al., 2020). A presenga de ligagdes Si—O—celulose, que correspondem a
condensacdo dos grupos hidroxila do derivado de silano com os grupos hidroxila da CB, e
silanois (—Si—O—Si—) que reagem entre eles mesmos, ndo séo facilmente visualizados por FTIR,
visto que essas vibragdes tipicas ocorrem por volta de 1150 e 1135 cm™! e sdo mascaradas pelas
grandes e intensas bandas de vibragdo C—O—C do anel piranésico da CB (FERNANDES et al.,
2013). Outra banda em torno de 870 cm™ aparece no espectro de CBA P3 e pode ser atribuida
a deformacdo de grupos amino priméarios (NH2) (HAMEDI et al., 2020; HAMEDI,
SHOJAOSADATI, 2021).

Comparando os filmes de CBA-SPG-VA (1) com CBA P3, as bandas em torno de 1560
e 1480 cm™ desapareceram, sendo um indicativo da efetiva reticulacdo pela diminuico de
grupos NH2. A banda em torno de 1640 cm™ no espectro do filme CBA-SPG-VA (1) (ambos
os lados da amostra) pode ser um indicativo de ligagdo C=N pela adi¢do da vanilina como
agente reticulante (FRONE et al., 2020; TOMADONI et al., 2019; ZHANG et al., 2015; ZOU;
LI; LI, 2015). Para confirmar a agdo do agente reticulante, a caracteristica chave é a formacéo
de base de Schiff com ligacdes do tipo C=N, pela reacéo entre o grupo carbonila da vanilina e
0 grupo amino da CB amino-funcionalizada. A identificacdo da presenca de SPG na amostra
CBA-SPG-VA (1) fica de dificil visualizacdo nos espectros em decorréncia da sobreposi¢éo de
varias bandas, principalmente, por ser uma mistura de CB e SPG que séo dois polissacarideos
de glucose em configuracao p.

Nas Figuras 25A e 25B estéo apresentados os espectros de FTIR da CB, CBA P9, CBA-
SPG-VA (2) (A) e CBA-SPG-D-VA (2) (B). Para aamostra CBA P9 pode-se observar mudanca

na intensidade relativa na regido de ligagao C—O—C do anel piranosico da celulose (identificado
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por seta). Porém, as bandas caracteristicas de grupos NH2 nao séo bem definidas (bandas em
torno de 1600 cm™), sugerindo que no tenha ocorrido a modificacio com o aminosilano.
Mesmo diante da possibilidade da ndo modificacdo quimica com aminosilano de CBA P9,
optou-se por dar andamento nos estudos devido a maior homogeneidade e qualidade das
amostras. Em relacdo a incorporacdo do SPG e SPG-D, observou-se que os espectros dos
biocompositos apresentaram perfis diferentes conforme lado da amostra avaliado, j& que a CB
possui densidade de fibras diferentes conforme o lado em contato com a superficie meio de
cultivo/ar. A ligagdo P caracteristica do SPG encontra-se na faixa de 884-892 cm™* (HAMEDI
et al., 2020) e ficaram de dificil definigdo nos espectros.

Na Figura 26A estdo apresentados os espectros de FTIR da CB e CB-SPG. Para a
amostra de CB-SPG pode-se observar mudancas no perfil do espectro em comparacdo a CB
relacionadas a regido caracteristica do anel de piranose e a banda caracteristica de vibracéo de
estiramento O-H que sofreu alargamento (amostra - lado 1) indicando a incorporacéo do SPG.
O perfil dos espectros de SPG e CB-SPG sao bastante semelhantes (Figura 26B), apresentando
as bandas 1029 (ligagdo C—O do anel de piranose), 997 e 891 cm™ (C-H B-piranosideos),
indicando a bem-sucedida incorporacdo do SPG na matriz de CB (SAFAEE-ARDAKANI et
al., 2019)

Figura 24 - Espectros de FTIR da CB (a), CBA P3 (b), CBA-SPG-VA (1) — lado 1, (c) e CBA-SPG-
VA (1) —lado 2 (d)
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Figura 25 - Espectros de FTIR da A) CB (a), CBA P9 (b), CBA-SPG-VA (2) — lado 1 (c), CBA-SPG-
VA (2) —lado 2 (d) e B) CB (a), CBA P9 (b), CBA-SPG-D-VA (2) —lado 1 (c), CBA-SPG-D-VA (2) -
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Figura 26 - Espectros de FTIR da A) CB (a), CB-SPG — lado 1 (b) CB-SPG — lado 2 (c) e B) CB, SPG
e CB-SPG
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5.2.2 Andlise XPS

Com intuito de confirmar os resultados obtidos por FTIR, a analise de XPS foi realizada
para as membranas CBA P3 e CBA P9. Esta analise auxiliou na determinacdo da composicdo
quimica da superficie de membranas da CB e das membranas amino-funcionalizadas, sendo um
indicativo da efetiva ou ndo modificacdo realizada com APTES. O espectro de XPS da
membrana de CB mostrou dois picos principais em 286,08 e 533,08 eV detectados,
correspondendo a adsorcdo de C 1s e O 1s, respectivamente, 0 que indica que os principais
componentes da CB sdo C e O (HE et al., 2020). Picos quase imperceptiveis aparecem
indicando os elementos célcio (Ca) e fltor (F) (Tabela 3); entretanto, esses elementos ndo
deveriam estar presentes (destacados em vermelho na Tabela 3). O pico de nitrogénio (N) para
a CB (Tabela 3) poderia ser explicado se algum residuo de meio de cultivo ainda estive presente
entre o emaranhado de fibras da CB. Na Figura 27, as varreduras dos espectros de XPS mostram
claramente dois picos principais para a CBA P3 em 285,08 eV e 531,08 eV que correspondem
as adsorcdes C 1s e O 1s, respectivamente. Além disso, trés novos picos estdo presentes, um
novo pico em 399,08 eV naregido N 1s e dois picos em 102,08 eV e 153,08 eV correspondentes
as energias de ligacdo de Si 2s e 2p, respectivamente (SHAO et al., 2017). De acordo com 0s
resultados de XPS, a amostra CBA P9 ndo apresenta indicios de efetiva modificacao superficial
com o APTES, confirmando suspeita por FTIR.

Figura 27 — Espectros XPS das membranas de CB, CBA P3 e CBA P9
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Tabela 3 — Concentracéo atdbmica de elementos (%) da analise de XPS da superficie de membranas de
CB e CB modificadas

Concentracéo atdmica (%)

Amostras - o/C
Ols Cls N1s SiZ2p Ca2p Fls

CB 39,39 58,79 1,07 0,75 - - 0,67

CBA P3 28,55 51,42 9,29 9,02 0,87 0,86 0,56

CBA P9 41,11 58,47 - 0,42 - - 0,70

5.2.3 Angulo de contato (AC)

O comportamento da molhabilidade da superficie das membranas de CB, CBA P3 e
CBA P9 foi investigado por medidas de angulo de contato (AC) pelo método da gota séssil. O
grau de hidrofilicidade e porosidade das membranas de CB determinam a absorcao de goticulas
de 4gua durante a medi¢do de AC (FRONE et al., 2018). As medicGes de AC para a CB foram
de dificil obtencdo, pois ocorreu espalhamento total da gota de &gua sobre a superficie das
amostras, resultando em angulo zero. Na literatura € possivel encontrar valores de AC para a
CB variando entre cerca de 30° a 48° (FRONE et al., 2018; HE et al., 2020; SHAO et al., 2017).
Esperava-se que ap0s a funcionalizacdo, as membranas de CBA P3 e CBA P9 se tornassem
mais resistentes a dgua e as gotas permanecessem por mais tempo em sua superficie. A amostra
CBA P3 apresentou aumento do angulo de contato (Figura 28) devido a ligacdo covalente com
grupos hidrofobicos aminoalquilsilano. O AC da agua sobre a membrana CBA P3 foi de

aproximadamente 58°. A medida de CBA P9 foi de dificil apuracéo.

Figura 28 — Método da gota séssil para a medida de AC das amostras: A) CBA P3 e B) CBA P9
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5.2.4 Anélise morfolégica por MEV

As morfologias da superficie das membranas de CB, CBA P3, CBA P9 e dos
biocompdsitos estdo apresentadas na Figura 29 e auxiliam na identificacdo de mudancas na
estrutura e porosidade das membranas, assim como, na identificacdo da presenca do
polissacarideo fingico em matriz de CBA. Na Figura 29A ja bem estabelecido na literatura,
visualiza-se para a CB uma estrutura de rede tridimensional (3D) bem-organizada e uma
morfologia porosa (KIM et al., 2011) com uma rede de nanofibrilas espacadas caracteristicas
da CB liofilizada (CACICEDO et al., 2020). A imagem da amostra de CBA P3 (Figura 29B)
em comparagdo com a CB indica que a metodologia de modificagdo com APTES usada
acarretou diminuicdo na abertura entre as fibrilas, ou seja, um menor espagamento entre elas.
Isso também foi observado por Fernandes et al. (2013) em que as membranas de CB-NH:
mostraram uma estrutura de rede 3D tipica da CB; porém, as nanofibrilas apresentaram-se mais
espessas decorrente da cobertura com uma estrutura de silano 3D em que os autores associaram
a formacéo de pontes Si-O-Si. Shao et al. (2017) também observaram uma morfologia espessa
e densa devido a cobertura com grupos aminoalquilsilano na superficie da membrana de CB
amino-funcionalizada com APTES. A micrografia de MEV mostrou que a amostra CBA P9
(Figura 29C) apresentou um perfil de fibrilas mais homogéneo quando comparada a CB, porém
sem a cobertura observada na Figura 29B. A avaliacdo da espessura média das fibrilas de CB e
CB amino-funcionalizadas foi conduzida utilizando o software ImageJ de processamento de
imagens nas micrografias de MEV. Mudancas nos valores médios das fibrilas em relacdo a CB
(0,06 = 0,02 um) confirmaram o espessamento das fibrilas de CBA P3 (0,08 £ 0,02 um)
indicando possivel modificagdo estrutural. A membrana CBA P9 indicou apresentar maior
homogeneidade com valor média de espessura de 0,03 £ 0,01 pm.

Analisando a imagem nas micrografias de MEV da amostra de CBA P3 (Figura 29B)
néo foi possivel visualizar mudancas significativas na rede polimérica pela a adi¢ao da solucdo
aquosa de SPG (1% m/v). Para o filme CBA-SPG-VA (1), existe uma tendéncia de incremento
na porosidade quando comparado a micrografia de CBA P3, evidenciado pelo espagamento
entre as fibrilas. Este fato foi também percebido por analise visual, evidenciando que a
reticulagdo quimica com VA contribui para a recuperacdo da amostra em termos de porosidade,
uma vez que néo fica clara a influéncia da incorporagao com SPG.

Em um estudo anterior, Hamedi et al. (2020) observaram que apds a imersdo da CB em
solucéo de SPG (1% m/v) a morfologia de superficie da CB mudou, o espago entre as fibrilas

foi preenchido e a rede de fibrilas foi totalmente coberta com o SPG, sendo a estrutura
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significativamente alterada pelo acdmulo de SPG. Ja neste trabalho, ndo se observou esta
tendéncia de preenchimento, o que pode ser influenciado pela quantidade de SPG utilizada.
Micrografias de MEV e a andlise visual indicam uma tentativa de retorno da membrana de
CBA-SPG-VA (1) auma condicdo esponjosa da CB liofilizada.

O entendimento da morfologia das membranas é de fundamental importancia e permite
compreender melhor outros parametros como a capacidade de absorcéo de liquidos. Hamedi et
al. (2020) observaram que a CB amino-funcionalizada mostrou menor capacidade de absor¢édo
de agua em relacdo a CB decorrente de sua superficie se apresentar mais compacta e com menor
porosidade (visualizado por MEV), influenciando a penetracdo de moléculas de &gua.
Entretanto, a incorporacdo do SPG que é altamente hidrofilico, intensificou a absor¢do de dgua
dos compositos de CB amino-funcionalizada e SPG.

Safaee-Ardakani et al. (2019) prepararam mantas de nanofibras de PVA-SPG por
eletrofiacdo e constataram que a absorcdo de &gua foi incrementada com o aumento da
quantidade de SPG. Esse aumento de absorcdo de agua pode estar associado a existéncia de
mais grupos OH nas amostras com quantidades maiores de SPG, resultando em sitios adicionais
de ligagao de hidrogénio e também devido a natureza hidrofilica da B-glucana. Para a aplicacdo
das membranas como curativo, a capacidade de absorcdo de liquidos é fundamental, uma vez
que um bom curativo deve ser capaz de absorver os exsudatos da ferida; no entanto, ndo deve
ser tdo absorvente para levar a ferida a secar, nem tdo denso que ndo possa absorver uma
pequena quantidade de exsudados.

Na Figura 29E-F estdo as micrografias dos biocompdsitos resultantes da Metodologia
2. A membrana CBA P9 mostrou uma distribuicdo mais homogénea de fibrilas, que foram
cobertas pelo SPG em determinados pontos da membrana. Como o SPG foi incorporado em
uma quantidade em massa de 50% em relagdo a massa de CB para todas as misturas, ndo seria
possivel que toda a amostra estivesse coberta com o SPG. A Figura 29E mostra que o SPG esta
presente na superficie da CBA, observa-se claramente a presenca de duas fases: a fase da CBA
P9 (seta em vermelho) e a fase do SPG evidenciada pela parte lisa (circulo em vermelho). A

Figura 29F mostra uma cobertura quase que total do SPG-D na matriz de CBA P9.
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Figura 29 — Micrografias de MEV de superficie de CB e CBA com aumento de 10.000x: A) CB, B)
CBA P3, C) CBA P9, D) CBA-SPG-VA (1), E) CBA-SPG-VA (2) e F) CBA-SPG-D-VA (2)

5.2.5 Andlise por DRX

Os biocompdsitos foram estudadas por DRX a fim de analisar as alteragdes causadas
pela incorporagdo de SPG e SPG-D na rede de CBA (Figura 30). Similar a literatura, a CB
apresentou angulos de Bragg em 20 = 14,5°, 16,9° e 22,9° caracteristico deste polimero
(CACICEDO et al., 2020). LigacGes de hidrogénio mais fracas podem resultar em mudanga de
cristalinidade da estrutura de rede da CB (CACICEDO et al., 2020). Entretanto, mudangas
pouco significativas podem ser visualizadas (Figura 30A - espectros a e b), 0 que néo corrobora
com os resultados obtidos por Hamedi; Shojaosadati (2021) em que constataram que a
intensidade dos picos caracteristicos da CB diminuiu ¢ o pico em 17,2° (em 20) praticamente
desapareceu, indicando diminuicdo da cristalinidade da CB apds a amino-funcionalizagdo e
adicdo de SPG. Outro ponto importante a ser observado, é que a presenca do pico agudo em
5,7° (20) caracteristico do SPG (HAMEDI et al., 2020; MISHIMA et al., 1998) ndo esta
presente no SPG comercial e tdo pouco nos biocompdsitos, assim como, o0 pico em torno de
20° (20) (ABDEL-MOHSEN et al., 2014) esta deslocado para frente, localizado em
aproximadamente 28° (20). Esses resultados podem indicar incorporacdo do SPG dentro da
rede de CB ndo bem-sucedida. Na Figura 30B altera¢fes nos espectros dos biocompositos pela
incorporagdo do SPG (b) e SPG-D (c) na matriz de CBA P9 podem ser visualizadas. Picos
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largos em torno de 28 ° (20) aparecem para 0s biocompdsitos, indicando a presenca de SPG e

SPG-D, mas novamente o pico em torno de 5,7° (20) nao foi identificado.

Figura 30 - Difratogramas de raios de X: A) CB (a), CBA-SPG-VA (1) (b), SPG (c) e B) CB (a), CBA-
SPG-VA (2) (b), CBA-SPG-D-VA (2) (c), SPG (d), SPG-D (e)
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5.2.6 Andlise termogravimétrica (TGA)

Curvas TG das membranas de CB, CBA P3, CBA P9 e dos biocompdsitos podem ser
visualizadas na Figura 31. O estudo de degradacdo térmica das membranas de CB e CBA P3 e
CBA P9 foi conduzido para melhor entendimento da estabilidade térmica e perfil de degradacéo
das membranas funcionalizadas com APTES; e como um indicativo de efetiva modificacdo
com aminosilano pelo percentual de residuo resultante ao final da curva TG.

Geralmente a CB apresenta dois eventos significativos de perda de massa. O primeiro
evento ocorre entre 25 °C até 150-200 °C; o segundo evento com maior perda de massa €
observado em torno de 330 °C (BARUD et al., 2011; CACICEDO et al., 2020). Na Figura 31
pode-se observar que a CB apresentou na faixa de 25 °C a 150 °C uma perda de massa de 3,4%
relacionada principalmente a evaporacdo de agua. Como as amostras neste trabalho foram
previamente liofilizadas e acondicionadas em dessecador, apenas agua fortemente ligada
deveria estar presente neste primeiro estagio de degradacdo (CACICEDO et al., 2020).
Diferentemente, a CBA P3 apresenta dois eventos térmicos ocorrendo entre 25-150 °C (Figura
31A). Para a CBA P9 a perda de agua foi de 4,8%. Desta forma, a modificacdo realizada com
APTES ndo interferiu na afinidade da CB com dgua (FERNANDES et al., 2013).

Uma queda brusca de massa proximo de 334 °C (Tonset) € Observada para a CB com
perda de massa em torno de 86%, resultante da decomposicdo da amostra. Neste segundo
evento, para todas as membranas ocorre a maior perda de massa (%). Esta queda em termos de
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massa inicia-se em 295 °C paraa CBA P3 e em 329 °C paraa CBA P9 (Tabela 4). A diminuicéo
da temperatura de inicio de degradagdo para a membrana CBA P3 é um indicativo de perda em
estabilidade térmica de aproximadamente 12% quando comparada a CB. Para a CB, esse
segundo evento de perda de massa é descrito na literatura como sendo a degradacao da celulose,
caracterizada pela despolimerizacdo e decomposicdo de unidades glicosidicas
(VASCONCELOS et al., 2020). Este alto valor de temperatura de inicio de degradacédo
encontrado para todas as membranas, possibilitam aplicacbes em que a CB necessite passar
pelo processo de esterilizacdo em autoclave em condicfes de 1 atm a 121 °C. Para a CBA P3,
0 segundo evento de perda de massa é seguido de um ombro em torno de 400 a 600 °C. As
curvas DTG da CB, CBA P3 e CBA P9 mostraram que a temperatura maxima de degradacéo
(Tmax) ocorrem em 362 °C, 350 °C e 359 °C, respectivamente.

Nota-se que o residuo ao final da curva TG em 1000 °C para a CB é de 1,6% e
correspondente a oxidacdo e decomposi¢do do residuo carbonizado e formacdo de produtos
gasosos de baixa massa molar (VASCONCELOS et al., 2020). O percentual de residuo da
membrana CBA P3 em comparacdo a CB aumentou em aproximadamente 92%. Este aumento
significativo pode ser um indicativo da bem-sucedida funcionalizacdo da membrana de CB com
APTES pela presenga de SiO, (FERNANDES et al., 2013). Para a CBA P9, o percentual de
residuo praticamente nulo pode estar associado a ndo funcionalizacdo da membrana,
confirmando os resultados obtidos por FTIR e XPS. Frone et al. (2020) encontraram valores de
residuo (até 700 °C) para a CB e CB amino-funcionalizada de 4% e 12,5%, respectivamente.

A estabilidade térmica e o perfil de decomposi¢do dos biocompdsitos em comparacao a
CB foram avaliados também por termogravimetria (Figura 31). A perda de massa inicial
observada na faixa de temperatura de 25 a 150 °C esta relacionada a perda de agua. Neste
primeiro estagio de perda de massa, as membranas de CB e das misturas apresentaram valores
semelhantes de 3,4% para a CB, 4,1% para CBA-SPG-VA (1), 5,4% para CBA-SPG-VA (2) e
4,9% para CBA-SPG-D-VA (2); entretanto, existe uma tendéncia de aumento percentual de
perda de massa para os biocompositos em relacdo a CB (Tabela 4).

O inicio da principal perda de massa ocorreu em temperaturas mais baixas para 0s
biocompositos em comparagdo a CB; no entanto, para o filme de CBA-SPG-D-VA (2) foi
levemente superior (Figura 31B). Ao final das curvas TG em 1000 °C, o percentual de residuo
inorganico aumentou em comparacdo a CB. Esse incremento pode ser atribuido a presenca de
SiO2 em fungdo da modificacdo quimica com APTES ou a outros residuos inorganicos
presentes em amostras de SPG, visto nas curvas TG das Figura 31A-C.
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Figura 31 — Curvas TG/DTG das membranas: A) CB, CBA P3 e CBA-SPG-VA (1); B) CB, CBA P9,
CBA-SPG-VA (2) e CBA-SPG-D-VA (2) e C) CB e CB-SPG
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Tabela 4 — Principais dados obtidos das curvas TG/DTG da CB, CB amino-funcionalizadas e
biocompésitos

Dados das curvas TG e DTG

Amostras ot °C T...°C Perda c(i)/((e) massa  Residuo 952] 1000 °C
CB 333,99 361,82 86,46 1,60
CBAP3 295,06 350,20 48,37 19,41
CBA P9 328,62 359,22 81,41 0,41
CBA-SPG-VA (1) 334,11 360,09 84,87 4,68
CBA-SPG-VA (2) 330,27 353,83 79,43 3,72
CBA-SPG-D-VA (2) 337,66 366,42 83,69 4,62
CB-SPG 322,30 355,88 77,57 2,07

5.3 Conclusoes

Membranas de CB amino-funcionalizadas foram obtidas usando em maior concentracao
agua destilada em relacdo ao aminosilano, sem ajuste de pH. Observou-se que mudancas na
lavagem das membranas, dos procedimentos 3 e 9, influenciaram o resultado em termos de
modificagéo. Perdas na porosidade foram observadas nas micrografias de MEV e influenciaram
na molhabilidade da membrana de CB. A modificagdo com APTES acarretou em maior

homogeneidade em relacdo ao tamanho de poros. Diante dos resultados, fica evidente que
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ocorreram mudangas na amostra amino-funcionalizada do procedimento 3 (CBA P3) com a
introducdo de vanilina. A membrana apresentou aspecto esponjoso e aparentemente um retorno
a porosidade mais proximo da CB.

Com a aplicacdo da metodologia 2, fica evidente a introducdo do SPG na estrutura de
CB P9, mesmo néo ocorrendo a bem-sucedida modificagdo com aminosilano da amostra.
Portanto, a metodologia 2 de preparacdo dos biocompdsitos foi testada no desenvolvimento de
CB-SPG e desenvolvida a metodologia 3. Na metodologia 3, a incorporacdo do SPG pode ser
indicada por FTIR pelo similar perfil do espectro do biocompdsito em relacdo ao SPG. Porém,
e a incorporacdo do SPG ainda deve ser melhor investigada. Além disso, a andlise visual
mostrou que a combinagdo CB-SPG apresentou um aspecto visual interessante do ponto de
vista comercial.

Desta forma, as metodologias testadas sdo complementares e podem ser unidas para

obtencéo de melhores resultados, conforme aplicagéo pretendida.
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6 CONCLUSOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos por meio dos experimentos e analises realizados neste
estudo, foi possivel obter o polissacarideo fungico de S. commune BRM 060008, conhecido
como SPG, muito similar ao disponibilizado comercialmente. Em seguida, pela modificagédo
quimica superficial com aminosilano foi possivel funcionalizar a CB por meio de uma
metodologia adaptada (CBA P3).

A metodologia 1 de incorporacdo do SPG em matriz de CBA P3 néo foi suficiente para
o0 desenvolvimento de um biocomposito; no entanto, as anélises de MEV e DRX comprovaram
que o SPG estava na amostra CBA P9, mesmo que esta amostra ndo tenha sido efetivamente
funcionalizada com aminosilano. Isto € um indicativo que a metodologia 2 pode ser utilizada a
fim de incorporar o SPG na matriz de CB, como indicado na metodologia 3. Desta forma,
entende-se que as metodologias de desenvolvimento de biocompoésitos sdo complementares e
que para obtencdo de resultados mais favoraveis devem ser fundidas em uma Unica
metodologia.

A efetiva incorporacdo de CB em SPG deve ser melhor investigada, principalmente
devido a satisfatoria caracteristica visual atingida na metodologia 3. Estudos biolégicos também

devem ser realizados a fim de impulsionar aplicagdo como curativos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar meios alternativos e com baixo custo de producao do SPG.

Testar atividades bioldgicas do SPG obtido de S. commune BRM 060008.

Avaliar atividade antimicrobiana de CBA P3.

Testar outro agente de reticulagdo, como o cinamaldeido.

Testar atividade antioxidante dos materiais reticulados com vanilina.

Unir as metodologias testadas de modificacdo da CB com aminosilano e a de preparagédo
de biocompositos (metodologia 2).

Avaliar o comportamento mecénico e citotoxicidade dos biocompdsitos.

Aplicar a metodologia do presente estudo a outros materiais de CB/biopolimeros

sollveis em agua.
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