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RESUMO

A celulose bacteriana (CB), produzida a partir da biossintese da
Gluconacetobacter xylinus, possui caracteristicas Unicas como, alta estabilidade
térmica e mecanica, alta capacidade de absorcdo de &gua, é hipoalergénica,
biocompativel e biodegradavel possuindo grande versatilidade em aplicacdes
biotecnoldgicas. A utilizacdo da CB na constituicdo de novos materiais foi utilizada
para a producdo de uma membrana para filtracdo de micro-organismos e um curativo
com propriedades antimicrobianas. As membranas filtrantes foram produzidas a partir
da modificacdo da celulose com silica, apresentando excelente capacidade filtrante
para suspensdes de Escherichia coli na ordem de 108 células/mL. Os experimentos
de filtracéo foram realizados tanto para as suspensdes de E. coli quanto para amostras
reais coletadas na bacia hidrografica de Jaboatdo e lgarassu, que possui maior
complexidade microbiologica. Os resultados mostraram que as membranas
produzidas possuem maior poder filtrante do que membranas comerciais compostas
por ésteres de celulose utilizada para filtracéo esterilizante. Esse é o primeiro trabalho
gue estuda a capacidade filtrante de materiais constituidos por celulose bacteriana
para filtracdo de E. coli, abrindo novas perspectivas para o tratamento de agua e
efluente. Para a producdo do curativo, foi realizada a modificacdo da CB com 3-
aminopropil-trimetoxisilano (APTS), 3-2-aminoetilamino-propil-trimetoxisilano (DPTS)
e N-3-trimetoxisililpropil-dietilenotriamina (TPTS) seguido da insercdo de
nanoparticulas de prata in situ. Os grupos aminos adicionados as membranas
ancoram as nanoparticulas de prata impedindo a sua liberacdo descontrolada. Os
compaositos apresentaram acao antimicrobiana comprovada a partir do teste de disco-
difusdo para bactérias comumente encontradas em infec¢des epiteliais (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosas, Sthaphylococcus aureus, Sthaphylococcus

epidermides).

Palavras-Chave: Celulose Bacteriana. Filtracdo Microbioldgica. Curativos

Antimicrobianos. Nanoparticulas de Prata.



ABSTRACT

The bacterial cellulose (CB), produced from the biosynthesis of
Gluconacetobacter xylinus, has unique characteristics such as high thermal and
mechanical stability, high water absorption capacity, hypoallergenic, biocompatible
and biodegradable, with great versatility in biotechnological applications. The use of
CB in the constitution of new materials was used in this thesis for the production of a
membrane for filtration of microorganisms and dressing with antimicrobial properties.
The filter membranes were produced from the cellulose modification with silica,
exhibiting excellent filtering capacity for Escherichia coli suspensions in the order of
108 cells/ml. The filtration experiments were performed for both the E. coli suspensions
and the actual samples collected in the Igarassu watershed, which has a higher
microbiological complexity. The results showed that the membranes produced have
higher filtering power than commercial membranes composed of cellulose esters used
for sterilizing filtration. This is the first work that studies the filtering capacity of bacterial
cellulose materials for filtration of E. coli, opening new perspectives for the treatment
of water and effluent. For the production of the dressing, the CB was modified with
aminopropy! trimethoxysilane (APTS), 3-2-aminoethyl amino-propyl-trimethoxysilane
(DPTS) and N-3-trimethoxysilylpropyl diethylenetriamine (TPTS) silylates followed by
the insertion of nanoparticles of silver in situ. The amine groups added to the
membranes anchor the silver nanoparticles to prevent their uncontrolled release. The
composites presented a proven topical antimicrobial action from the disc-diffusion test
for bacteria commonly found in epithelial infections (E. coli, P. aeruginosas, S. aureus,

S. epidermides).

Keywords: Bacterial Cellulose. Microbiological filtration. Antimicrobial dressings. silver

nanoparticles.
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1 INTRODUGAO

A celulose, um polimero largamente encontrado na natureza, é produzida por
vegetais e uma série de micro-organismos. Ela é constituida por mondémeros de
glicose unidos por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 cuja unidade estrutural de
repeticdo é a celobiose. De grande importancia na economia global, a celulose é
utilizada em diversos segmentos industriais tornando-se um material de grande
interesse na sociedade (CACICEDO et al., 2016; VITTA; THIRUVENGADAM, 2012).

A celulose bacteriana (CB) é formada diretamente como resultado do
metabolismo da Gluconacetobacter xylinus (SHAH et al., 2013). E considerada a
melhor produtora de celulose dentre os micro-organismos, apresentando-se como
alternativa sustentavel para a producédo de novos materiais. A CB possui a mesma
estrutura quimica da celulose vegetal, porém, livre de lignina, pectina e hemicelulose
presentes na parede celular das plantas.

Por possuir grande quantidade de hidroxilas, a celulose pode ser modificada
com o intuito de adicionar novas propriedades ao polimero, aliando as suas
caracteristicas intrinsecas as funcionalidades inseridas apés a modificacdo,
expandindo assim o seu potencial de aplicacdo (STUMPF et al., 2018). A producéo
de compdsitos de celulose bacteriana tem sido ferramenta de estudo em todo o
mundo, impulsionando a fabricacdo de novos materiais com potenciais
biotecnoldgicos de alto nivel que podem ser utilizados na industria alimenticia (SHI et
al., 2014), na producédo de materiais super hidrofébico para absorcéo de 6leos (HE et
al., 2018) e na area da saude (SULAEVA et al., 2015).

As propriedades intrinsecas da CB, em especial, a alta porosidade ocasionada
pelo arranjo tridimensional de nanofibrilas favorece a sua utilizacdo na constituicido de
membranas para filtracdo do ar (LIU et al., 2017) e do fitoplancton Chlorella sp.,
(WANICHAPICHART et al., 2002), apresentando possibilidades para sua utilizagdo na
remocao de contaminantes comumente encontrados em efluentes (micro-organismos,
metais, corantes, 6leos, matéria organica etc.).

As membrana de celulose bacteriana tem maior relevancia no campo da
biomedicina como revisado por Fu et al. (2013), Petersen e Gatenholm (2011), Torgbo
e Sukyal (2018), Wang et al. (2018). Na area da saude a CB tem sido estudada como
curativos, vasos sanguineos artificiais, na engenharia de tecidos atuando como

template para regeneragdo tecidual, dura-méater artificial e em sistemas de drug



19

delivery (CZAJA, et al., 2006; LIN et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014; KWAK et al.,
2015).

Curativos a base de celulose bacteriana tem sido cada vez mais difundidos por
ser hipoalergénico, biocompativel, possuir alta capacidade de adsor¢cao do exsudato
(liquido que extravasa dos vasos e paredes celulares, que é eliminado apés a lesédo
da pele, como uma reacao natural do organismo no processo de cicatrizacao), boa
aderéncia a pele mesmo em regibes com grande rugosidade, alta estabilidade
mecanica, adequada troca de gases permitindo a respiracao epitelial facilitando o
processo de cicatrizagcdo do ferimento em tempo menor do que quando curativos
convencionais sao utilizados (TAZIMA; ANDRADE; MORIYA, 2008; SULAEVA et al.,
2015).

As membranas de celulose, apesar de possuir todas as propriedades citadas
anteriormente, ndo possuem acao bactericida. Neste sentido, muitos estudos estéo
sendo realizados, no intuito de introduzir agentes capazes de inibir a proliferacéo de
micro-organismos patogénicos em ferimentos diminuindo, consequentemente, 0s
riscos de infeccbes (FUN; ZHANG; YANG, 2013). As nanoparticulas de prata sdo
excelentes candidatas nesse sentido, por apresentarem atividade antimicrobiana para
um amplo espectro de micro-organismos, incluindo cepas resistentes a antibioticos
(YANG et al., 2012).

A producéo de celulose bacteriana, nessa tese, € o resultado de um processo
de fermentacao que possui como principal fonte de carbono o glicerol, subproduto da
producdo do biodiesel, apresentando-se como uma alternativa sustentavel e mais
viavel economicamente. Apds a purificacdo da celulose, as membranas foram
modificadas com silica para a producdo de uma membrana filtrante e com 3-
aminopropil-trimetoxisilano (APTS), 3-2-aminoetilamino-propil-trimetoxisilano (DPTS)
e N-3-trimetoxisililpropil-dietilenotriamina (TPTS) aos quais foram adicionados
nanoparticulas de prata (NPAg) para producdo de um curativo com propriedades

antimicrobianas.
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1.1 CELULOSE BACTERIANA

A celulose foi descrita pela primeira vez por Anselme Payen em 1838,
considerada um polimero de grande abundancia na terra, com uma producéo anual
por fotossintese em torno de 10*? toneladas (KLEMM et al., 2005; DUFRESNE, 2017;
WUSTENBERG, 2015). De grande importancia na economia global, a celulose possui
propriedades Unicas em funcdo da sua estrutura tridimensional, tornando-se um
material de grande interesse tecnolégico, com aplicacdes na producdo de papel,
materiais utilizados na medicina, na composicdo de alimentos dietéticos, produtos
farmacéuticos e cosméticos (CACICEDO et al., 2016; VITTA; THIRUVENGADAM,
2012).

A celulose é um homopolissacarideo linear composto quimicamente por
cadeias de glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo $-1,4 dispostas em 180°
uma em relacéo a outra (WERTZ et al., 2010). A Figura 01 mostra a estrutura quimica

da celulose.

Figura 01- Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Vitta; Thiruvengadam (2012)

Esse polissacarideo compde a parede celular das plantas, mas também pode
ser produzido por bactérias, fungos e tunicatos (animais marinhos produtores de
celulose). Dentre o0s micro-organismos produtores de celulose a bactéria
Gluconacetobacter xylinus é a de maior importancia. Uma Unica célula é capaz
polimerizar até 200.000 moléculas de glicose por segundo (HESTRIN; SCHRAMM,
1954). Além da Gluconacetobacter xylinus, varios géneros de micro-organismos sao

capazes de excretar a celulose tais como: Rhizobium, Agrobacterium, Aerobacter,
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Achromobacter, Azobacter, Salmonella, Escherichia e Sarcina (SHEYKHNAZARI et
al., 2011; SULAEVA et al., 2015).

A celulose de origem vegetal possui a mesma estrutura quimica da celulose de
origem bacteriana, porém a CB (celulose bacteriana) é constituida por uma estrutura
tridimensional formada por nanofibrilas. A CB possui cristalinidade superior a da
celulose vegetal, alta capacidade de absorcéo de 4gua, cerca de 100 vezes mais do
gue seu proéprio peso, excelentes propriedades mecéanicas (médulo de Young de 15-
35 GPa e resisténcia a tracdo de 200-300 MPa) além de ser atoxica, hipoalergénica,
biocompativel, totalmente livre de lignina, pectina e hemicelulose que sao encontradas
na composicéo da celulose vegetal (BARUD et al., 2016; CZAJA, et al., 2006; HU et
al., 2014; JONAS; FARAH, 1998; KLEMM et al., 2005; VITTA; THIRUVENGADAM,
2012; SHI et al., 2014).

O primeiro cientista a reportar a producéo de celulose por Acetobacter xylinus
(bactéria denominada atualmente como Gluconacetobacter xylinus), foi Brown em
1886, que observou o crescimento de uma pelicula branca e gelatinosa (celulose) na
superficie do meio de cultura durante a producdo de vinagre (BROWN, 1886;
YAMANADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997).

A pelicula de celulose formada na superficie do meio de cultura, durante o
cultivo, funciona como uma protecdo contra a radiacdo ultravioleta, permitindo
também, a retencdo de umidade e fixacdo das bactérias na interface ar-liquido
possibilitando a obtenc&o de oxigénio essencial para o seu crescimento (SETYAWATI;
CHIEN; LEE, 2009). A Figura 02 mostra G. xylinus durante a producdo da membrana

de celulose.

Figura 02- Imagem de microscopia eletrénica de varredura da Gluconacetobacter xylinus durante a
producéo da celulose bacteriana.
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A Gluconacetobacter xylinus (G. xylinus) € uma bactéria bacilar, nao
patogénica, gram-negativa, aerodbica estrita que produz celulose quando incubada em
pH 3-7 e entre 15 a 34 °C. As cepas da bactéria sdo resistentes ao calor, sendo
registrado a temperatura de morte térmica entre 65°C e 70°C. A G. xylinus é
encontrada principalmente em frutas e sucos em decomposicao além da superficie de
flores, frutas e plantas sendo utilizada na producédo de celulose bacteriana em escala
industrial (BILGI et al., 2016).

Os pesquisadores tém buscando meios de cultura cada vez mais baratos e com
altos rendimentos para a producao de celulose bacteriana. Nesse sentido, diversas
fontes de carbono como glicose, manitol, frutose, sacarose, galactose, lactose,
maltose, xilose, além de subprodutos da agricultura e residuos industriais de 6leo de
milho, melago, pele de uva, sucos de frutas e glicerol, sdo reportados como fonte de
carbono para as bactérias (CAKAR et al., 2014; CARREIRA et al., 2011; GOMES et
al., 2013; KESHK; SAMESHIMA, 2005; KUROSUMI et al., 2009; MASAOKA; OHE;
SAKOTA, 1993; RUKA; SIMON; DEAN, 2012). A producgéo da CB utilizando glicerol,
como fonte de carbono, tem ganhado cada vez mais destaque entre os pesquisadores
por possuir baixo custo e proporcionar bons rendimentos de producdo (KESHK;
SAMESHIMA, 2005; MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993).

A CB pode ser produzida em cultivo estatico ou sob agitacdo. Em cultivo
estéatico ha formacao de uma pelicula uniforme que pode ser utilizada na producéo de
curativos pela possibilidade de se adequar perfeitamente as irregularidades da pele
causadas pelos ferimentos (CAKAR et al., 2014). A producédo dinamica, com agitacéo
em mesas agitadoras ou biorreatores, produz pellets de celulose com tamanhos e
formas variadas e € amplamente utilizado na industria alimenticia como estabilizantes
de alimentos (SHI et al., 2014). Outra variavel que pode ser modificada, durante o
processo de producdo, é a espessura do produto determinada pelo tempo de

incubacdo. Quanto maior for o tempo mais espessas serdo as membranas.

1.1.1 Biossintese da celulose bacteriana

A biossintese de celulose bacteriana a partir da Gluconacetobacter xylinus é
complexa, envolvendo varias etapas e enzimas. A producdo de celulose ocorre
paralelamente ao crescimento celular da G. xylinus e consome cerca de 10% da
energia gerada (MCNAMARA; MORGAN; ZIMMER, 2015). Durante a producao da
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CB, primeiramente ocorre a polimerizacao dos residuos de glicose, em seguida, ha
excrecao extracelular das cadeias lineares do polimero e, por fim, a cristalizacdo das
cadeias de glicose de acordo com Ross; Mayer; Benziman, (1991); Brown, (1996). O
processo de conversdo da glicose a celulose ocorre resumidamente em quatro
principais passos: (i) fosforilagdo da glicose pela enzima Glicoquinase com a
participacao de uma adenosina trifosfato (ATP); (ii) isomerizacéo da glicose 6-fosfato
para a glicose-1-fosfato pela acdo da enzima fosfoglicomutase; (iii) sintese da uridina
difosfato glicose (UDPG) pela enzima uridina difosfato pirofosforilase e (iv) producéo
de celulose pela acdo da enzima celulose sintase (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991;
CANNON; ANDERSON, 1991).

A utilizacéo do glicerol como fonte de carbono para a producdo da CB leva a
uma via metabolica distinta. Ross; Mayer; Benziman (1991) afirmam que a producéo
de celulose a partir do glicerol inicia com a conversao do glicerol em glicerol-3-fosfato
pela acdo da enzima desidroxiacetonaquinase com a participacdo de um ATP. O
glicerol-3-fosfato forma o diidroxiacetona-fosfato a partir da acdo da enzima glicerol-
3-fosfato-desidrogenase. A diidroxiacetona-fosfato catalisada pela enzima triose
fosfato isomerase forma o gliceraldeido-3-fosfato. Este, por sua vez forma a frutose-
1,6-bifosfato catalisada por uma aldolase. A frutose-1,6-bifosfato sofre acado da enzima
frutose difosfatase produzindo a frutose-6-fosfato que sofre acdo da enzima
fosfoglicoisomerase para formar a glicose-6-fosfato. As ultimas etapas sdo as mesmas
da biossintese da CB utilizando glicose como fonte de carbono.

Durante a producao da celulose, a celulose sintase, considerada a enzima mais
importante no processo, esta firmemente ligada a membrana plasmatica da bactéria
responsavel por catalisar a polimerizacdo das unidades de UDPG (uridina difosfato
glicose) em cadeias glicosidicas do tipo [B-1,4, como também, viabiliza a
movimentacdo do polimero formado através da membrana celular (CANNON;
ANDERSON, 1991; KLEMM et al., 2001).

A Celulose sintase é um complexo de proteina composto por trés genes bcsA
(bacterial celulose synthase A), bcsB (bacterial celulose synthase B) e bcSC (bacterial
celulose synthase C). O gene responsavel pela catélise da celulose € o bcsA
composto por uma longa cadeia de 723-880 residuos de aminoacidos (CANNON;
ANDERSON, 1991; KLEMM et al., 2001). A Figura 03 ilustra a biossintese da celulose

bacteriana utilizando glicerol como fonte de carbono.
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Figura 03- Biossintese da celulose utilizando glicose e glicerol como substrato.

I Celulose sintase
UDP-glicose Glicoquinase
I UDPG-pirofosforilase
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Fosfoglicoisomerase

Frutose-6-fosfato

Frutose difosfatase

Frutose-1-6-difosfato
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I Glicerol-3-fosfato desidrogenase
Glicerol-3-fosfato

| Glicerol-desidroxiacetonaquinase

Fonte: Adaptado de Ross; Mayer; Benziman (1991)

A producao de celulose bacteriana ocorre a partir de uma reacdo SN2 onde o
nucledfilo (grupo hidroxila localizado na posicdo 4 da glicose) ataca o carbono
anomeérico localizado na posicdo 1 da glicose presente na UDPG gerando UDP
(uridina difosfato) como grupo de saida (LUSTRI, et al., 2015). Cada unidade de
glicose é adicionada individualmente provocando o alongamento do polimero no canal
transmembrana de forma que a glicose recém adicionada ocupe o lugar do sitio
aceitador e a UDP liberada é rapidamente substituida por outra unidade de UDPG,
reiniciando o processo (MCNAMARA; MORGAN; ZIMMER, 2015; ROSS; MAYER;
BENZIMAN, 1991) como esta ilustrado na Figura 04.

Figura 04- Mecanismo de producao da celulose bacteriana catalisada pela enzima celulose sintase.
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Fonte: Adaptado de Lustri et al. (2015)
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Durante a biossintese da CB as cadeias de glicose sdo produzidas no interior das
células de G. xylinus e excretadas na forma de fibrilas (cadeias poliméricas de glicose
unidas longitudinalmente). As fibrilas s&o excretadas entre a membrana externa e a
membrana citoplasmatica por complexos terminais dispostos paralelamente em
associacdo com poros da superficie da bactéria com diametro de 3,5 nm que contém
celulose sintase no seu interior (JONAS; FARAH, 1998; KLEMM et al., 2005). As
cadeias sao polimerizadas muito préximas umas das outras possibilitando a formacao
de uma estrutura altamente organizada com ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de glicose, formando dominios cristalinos (BROWN, 1996; KLEMM et al.,
2005). A Figura 05 mostra a microscopia eletrénica de transmissdo da bactéria G.
xylinus, realizada por Hirai; Tsuji; Horii (2002) durante a excrecao das fibrilas da

celulose bacteriana.

Figura 05- Microscopia eletrbnica de transmissdo da G. xylinus excretando as fibrilas da celulose
bacteriana.

Fonte: Hirai; Tsuiji; Horii (2002)

De acordo com Brown (1996) os complexos terminais presentes na
Gluconacetobacter xylinus sdo organizados paralelamente, agrupados e préximos
suficientes para que haja interacdo entre as cadeias de glicose de forma adjacente
durante a extrusédo das subfibrilas. H& entre 50 a 80 sitios de extrusao localizados na
superficie da membrana plasmatica da bactéria dispostos de forma regular ao longo
do eixo axial.

Inicialmente, as cadeias com cerca de 8-15 unidades de glicose (denominadas
de subfibrilas ou protofibrilas) sdo excretadas pelas bactérias e interagem com as
subfibrilas vizinhas formando estruturas de maior espessura que se unem formando

as nanofibrilas, também denominadas por alguns autores por microfibrilas (ROSS;
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MAYER; BENZIMAN, 1991; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; KLEMM et al.,
2001). A Figura 06 representa excregcao e formacdo das nanofibrilas pela parede
celular das bactérias durante a producédo da celulose bacteriana.

Figura 06- Representacédo esquematica da extrusédo das nanofibrilas durante a producgédo da celulose
bacteriana pelas bactérias Gluconacetobacter xylinus.
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Estrutura Tridimensional das Nanofibrilas
Fonte: Adaptado de Jonas; Farah, (1998)

As nanofibrilas possuem cerca de 1000 cadeias de glicose individuais, e se
arranjam tridimensionalmente construindo as membranas de celulose que séao
observadas macroscopicamente. As fibrilas da celulose bacteriana sdo em média 100
vezes menores do que as da celulose de origem vegetal com diametro que pode variar
de 50 a 100 nm de acordo com He et al. (2018). O modulo de Young da CB esta entre
15-35 GPa muito maior do que o encontrado para celulose vegetal que varia entre
5,5- 12,6 GPa (SULAEVA et al., 2015; CACICEDO et al., 2016; PECORARO et al.,
2008). A Figura 07 mostra a diferenca das fibrilas da celulose vegetal (a) e da celulose
bacteriana (b) a partir de imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura.

As regides cristalinas influenciam fortemente as propriedades mecanicas da
celulose bacteriana. A rigidez do material é proporcionada pelos dominios cristalinos,
constituidos por cadeias de glicose que se repetem de forma ordenada e sé&o
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intermolecular e intramolecular (CAKAR et
al., 2014; NAPAVICHAYANUN et al., 2015; WANG; ZHU; DU, 2011).

As ligacGes de hidrogénio e a orientacdo das moléculas de glicose podem
sofrer variagcbes originando alomorfos (compostos que possuem a mesma
composicdo quimica, mas estruturas cristalinas diferentes). De acordo com Wertz et
al, (2010), Gautam et al., (2010) e Habibi et al., (2010), a celulose possui 4 alomorfos

denominados de celulose |, 1I, 1l e IV. A celulose Ill é obtida apds o tratamento da
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celulose I ou Il com amdnia liquida, e a celulose IV é produzida a partir do aquecimento
da celulose Il em glicerol a 260 °C. Os alomorfos | e |l s&o os mais importantes do
ponto de vista tecnolégico, consequentemente mais estudados entre o0s

pesquisadores.

Figura 07- Microscopia eletronica de varredura evidenciando a diferenca da espessura das fibrilas da
celulose bacteriana (a) e celulose vegetal.

A celulose | é o alomorfo mais comum formada por dois subalomorfos, a celulose
la e a I que foram descobertos por Atalla e Vanderhart em 1984. Esses subalomorfos
coexistem na celulose |, em diferentes propor¢cées dependendo da espécie e da fonte
gue a originou (BROWN, 1996). De acordo com Mohite e Patil, (2014) a celulose la é
comum em algas e bactérias e a celulose I é predominante das paredes celulares de
plantas e em tunicatos. As estruturas la e IB possuem cadeias de glicose unidas em
configuracéo paralela, diferenciando-se quanto aos padrdes de ligacdo de hidrogénio
originando uma cela unitaria triclinica para a celulose la e cela unitaria monoclinica
para a celulose I (BROWN, 1999).

A celulose Il é constituida por cadeias de glicose antiparalelas com extensas
ligacbes de hidrogénio intermoleculares formando uma estrutura monoclinica. O
alomorfo denominado celulose Il é obtido apds a merceracdo, processo industrial
irreversivel que submete a celulose | em meio basico e em altas temperaturas. Esse
processo modifica a disposicdo dos mondmeros arranjando as moléculas numa
posicdo antiparalela, enquanto que os monémeros da celulose | sdo arranjados
paralelamente. O termo paralelo é utilizado quando as cadeias estdo na mesma

direcdo, enquanto antiparalelo quando o sentido das ligacdes glicosidicas é alternado.
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Algumas algas marinhas denominadas de Halicystis e bactérias gram positivas
denominadas de Sarcina sintetizam naturalmente a celulose II (BROWN, 1999;
KLEMM et al., 2005).

As ligacdes de hidrogénio na celulose | sdo formadas em diferentes caminhos.
A ligacao intramolecular pode ser observada entre as hidroxilas localizadas na posi¢ao
3 e 0 oxigénio da posicdo 5 e entre a hidroxila localizada na posicéo 6 e hidroxila 2.
Ja as ligacbes de hidrogénio intermoleculares sao formadas pela hidroxila da posi¢éo
3 e 6 como mostra a Figura 08.

As ligagbes de hidrogénio intramoleculares influenciam na rigidez da celulose
uma vez que essas ligacbes estabilizam a orientagdo co-planar dos mondémeros
(GAUTAM et al.,, 2010). Da andlise da figura 8, percebe-se que as hidroxilas
localizadas na posicédo 6 sdo mais reativas e mais susceptiveis a rea¢des quimicas
reagindo cerca de 10 vezes mais rapido do que as demais de acordo com Lin e
Dufresne (2014).

Figura 08- Representacdo dos monémeros de glicose formando ligacdes de hidrogénio intramolecular
e intermolecular existentes na celulose bacteriana tipo |.

Fonte: Adaptado de Esa; Tasirin: Rahman (2014)

A celulose 1l possui ligacdo de hidrogénio intramolecular entre as hidroxilas
localizadas na posicdo 3 e oxigénio da posicdo 5 e ligacbes de hidrogénio
intermolecular entre a hidroxila da posicao 6 e o oxigénio 2 e 3. Ha ainda uma ligacéo
intermolecular extra formada entre a hidroxila da posicédo 2 e oxigénio também da

posicéo 2, ausente na celulose | (GAUTAM et al., 2010).
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1.2 APLICACOES DA CELULOSE BACTERIANA

A CB é utilizada em diversos segmentos tais como, em engenharia de tecidos
e no desenvolvimento de novos curativos (CZAJA et al., 2006; KWAK et al., 2015; LIN;
DUFRESNE, 2014) na fabricagdo de vasos sanguineos artificiais (KLEMM et al.,
2001), na industria alimenticia, principalmente na constituicdo de sobremesas, como
espessantes de alimentos e composicdo de embalagens (BUDHIONO et al., 1999;
CHAWLA et al., 2009; WERTZ et al., 2010), como membranas filtrantes do ar (LIU et
al., 2017), em sistemas de drug delivery (ALMEIDA et al., 2014) na fabricacdo de
OLEDS (UMMARTYOTIN et al., 2012), desenvolvimento de display eletrénico (SHAH;
BROWN, 2005) na constituicdo da dura-mater (uma das meninges que envolve o
cérebro) e medula espinhal (MELLO et al., 1997).

Na industria de alimentos a aplicagdo mais comum € a utilizacéo na fabricacao
da sobremesa denominada “nata de coco”, que recebe esse nome por conta da
aparéncia das membranas com a polpa do coco. Essa sobremesa é oriunda das
Filipinas e bastante difundida no sul da Asia, rica em fibras, famosa por possuir um
sabor suave podendo adquirir diversas cores, dependendo dos sabores artificiais
adicionados (CHAWLA et al., 2009). Alem disso, a celulose bacteriana pode ser
utilizada como estabilizante em sorvetes, em almdndegas chinesas conhecidas como
kung-wang (KLEMM et al., 2006), na industria de cosméticos, compondo mascaras
faciais, conhecidas comercialmente como Nanomasque®. Esses produtos s&o
constituidos por celulose bacteriana impregnadas com substancias que promovem
hidratacdo e tratamento da pele como extrato de plantas, algas, 0leos essenciais e
pantenol, conferindo uma acao terapéutica as formulacdes (KLEMM et al., 2006). A
Figura 09 mostra a utilizacdo da celulose bacteriana em duas aplicacdes distintas, na
fabricacdo de nata de coco e na forma de curativos em pacientes com queimaduras
para o tratamento de feridas.

Com o intuito de explorar todas as propriedades da celulose, expandindo seu
potencial de aplicacdo, dois processos de modificacdo sao realizados: a modificacéo
in situ e a modificacdo ex situ. A reacdo quimica para a inclusdo da modificacdo
acontece com os grupos hidroxilas, presentes na membrana originando materiais de
grande importancia tecnoldgica (SHAH et al., 2013; STUMPF et al., 2018).
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Figura 09- Fotografia da celulose bacteriana sendo utilizada na fabricacéo da sobremesa nata de coco
(a) e em curativos (b).

-

Fonte: Shi et al. (2013) e Czaja et al. (2006)

Ainsercédo de reagentes in situ induz a modificacdo da CB durante a biossintese
da membrana, ou seja, 0s reagentes quimicos que se deseja incluir na celulose sédo
adicionados ao meio de cultura e o processo de modificacdo ocorre
concomitantemente a producdo. A insercdo de aditivos durante a biossintese da
celulose pode afetar a agregacéo das fibrilas, levando a modificacées na cristalinidade
e nas propriedades fisicas do polimero (HU et al., 2014).

Park et al. (2015) adicionaram nanotubos de carbono durante a biossintese da
CB produzindo uma membrana para aplicacdo na medicina regenerativa. De acordo
com os pesquisadores, o nanomaterial foi eficiente na regeneracdo 0ssea de ratos,
apresentando uma nova perspectiva na medicina.

Nanoparticulas de hidroxiapatita foram adicionadas durante o cultivo de
Gluconacetobacter xylinus, obtendo-se celulose bacteriana modificada com alta
capacidade de regeneracdo 6ssea. Saska et al. (2011) implantaram o material em
ratos e ndo observaram nenhuma reacao inflamatéria, apresentando preenchimento
dos defeitos 6sseos dos animais ap0s quatro semanas da implantacao.

Butchosa et al. (2013) modificaram celulose bacteriana in situ com nanocristais
de quitina, acrescentando para produgdo de um curativo com propriedades
antimicrobianas. O material apresentou atividade antimicrobiana para Escherichia coli,
inibindo seu crescimento.

A insercdo de grupos quimicos apoés a producgéo e purificacdo das membranas
€ chamada de modificacdo ex situ. Essa técnica é bastante difundida e foi utilizada
nesse trabalho para modificacdo das membranas celuldsicas.
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Silva et al. (2014) modificaram celulose bacteriana ex situ com diclofenaco de
sédio, no intuito de produzir um sistema de liberagdo trans dérmica da droga e
diminuic&o dos efeitos colaterais ocasionados pela ingestédo das cipsulas. O perfil de
liberacdo indicou que cerca de 60% de diclofenaco de sddio foi liberado nos primeiros
5 minutos, apresentando um perfil de permeacao cutanea in vitro bastante promissor.
Os pesquisadores acreditam que o material apresenta grande potencialidade para um
eficiente sistema de drug delivery.

Kim et al. (2011) e Lin et al. (2013) modificaram celulose bacteriana com
quitosana, apés a producédo da celulose bacteriana, para aplicacdo em curativos com
capacidade antimicrobiana. O material obtido apresentou atividade antimicrobiana
para Escherichia coli e Staphylococcus aureus com proliferacao uniforme das células
de fibroblastos, favorecendo a cicatrizacéo de feridas.

Barud et al. (2015) produziram celulose bacteriana modificada com fribroina de
seda. O polimero nédo apresentou citotoxicidade nem genotoxicidade, além disso,
promoveu a adeséo e proliferacdo celular apresentando-se como uma excelente

opc¢ao na bioengenharia, principalmente na regeneracao de tecidos.

1.2.1 Curativos de Celulose Bacteriana

Tendo em vista a crescente necessidade de agilizar o processo de cicatrizacao
de feridas, pesquisadores tem buscado curativos que facilitem a re-epitelizacdo da
pele, favorecendo a reestruturacdo dos tecidos lesionados, bem como agentes que
combatam infeccbes, que € o principal causador de mortes em pacientes
hospitalizados por queimaduras graves e feridas cronicas. Nesse sentido, a CB tem
despertado interesse em aplicacbes na medicina, principalmente na confeccdo de
curativos (LIN et al., 2013; 2014; KWAK et al., 2015).

A escolha adequada dos curativos, utilizados durante o tratamento de feridas
crbnicas e queimaduras de grande intensidade, deve promover uma rapida
reestruturacdo da pele e facilitar o processo de cicatrizacdo (CZAJA et al., 2006). De
acordo com Sulaeva et al. (2013), a utilizacdo de celulose bacteriana como curativo
facilita o processo de re-epitelizacdo da pele e acelera a cicatrizacdo das feridas em
espaco de tempo muito menor do que quando 0s curativos convencionais Sao

utilizados.
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Os curativos tradicionais séo feitos com gazes, frequentemente utilizadas em
hospitais para o recobrimento de ferimentos. Esses curativos sao utilizados desde a
década de 70 e tem como principal desvantagem a sua remocéao apés o tratamento,
ja que eles se aderem a pele causando sangramento e danos a pele recém-formada.
Além disso, a gaze dificulta a respiracdo da pele e ainda provoca o0 seu ressecamento
ocasionado pela alta absor¢cédo do exsudato levando a contaminagéo da lesdo com
crescimento bacteriano acelerado (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Dentre os beneficios de se utilizar a celulose bacteriana como curativo
destaca-se a maior respiracdo da pele e permeabilidade a gases, boa estabilidade
mecanica, facil aplicacdo e remocgédo evitando a retirada de pele durante a troca de
curativos, alta permeacédo de vapor de 4gua, ser aderido facilmente em diversos tipos
de ferimentos e regides irregulares do corpo, ser biocompativel e hipoalergénico
(WANG; ZHU; DU, 2011; SULAEVA et al., 2015). Além disso, a aplicacdo da CB no
recobrimento das feridas ou areas queimadas provoca um alivio imediato na dor, com
efeito hemostatico (vedando a area lesionada e impedindo o sangramento excessivo),
e ainda a utilizacdo da CB néo requer trocas diarias gerando um grande beneficio para
0S pacientes com queimaduras graves, protegendo o tecido em construcdo sem
danifica-lo (CABRAL, et al., 2006; CZAJA, et al., 2006).

A primeira empresa a utilizar curativos de celulose bacteriana para tratar
ferimentos foi a Johnson & Johnson em 1987. No Brasil, a Biofill Produtos
Biotecnoldgicos presente em Curitiba comercializa produtos para tratamento de
gueimaduras e feridas cronicas servindo como pele artificial temporaria (CZAJA et al.,
2006). Outras empresas, no mundo inteiro, comercializam produtos para fins médicos
compostos por celulose bacteriana, como por exemplo, a Gengiflex® que possui
artigos para o tratamento de doencas periodontais, a XCell® que comercializa
curativos para tratamento de feridas cronicas, a BASYC® que possui celulose
bacteriana tubular para microcirurgia de artérias e a Cellumed® empresa destinada a
producéo de materiais para fins veterinarios (BARUD et al., 2010).

Apesar dessas excelentes caracteristicas a celulose bacteriana ndo possui
atividade antimicrobiana intrinseca. Nesse sentido, a utilizacdo das membranas nao
combate a colonizacdo de micro-organismos patégenos comuns em ambiente
hospitalar que ocasionam infec¢cdes graves e podem levar o paciente a morte
(MANEERUNG et al, 2008).
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A adicdo de agentes antimicrobianos alia todos os beneficios tipicos das
membranas de celulose a diminui¢cdo da probabilidade do paciente contrair infecgcdes.
Curativos de celulose bacteriana modificada com quitosana (Lin et al., 2013)
adicionaram uma acgdo antimicrobiana comprovada para Escherichia coli e
Staphylococus aureus ao material, apresentando-se como uma excelente alternativa
no processo de cicatrizacao de feridas.

Wichai et al. (2019) produziram um compdésito de celulose bacteriana/ alginato/
quitosana e sulfato de cobre (II) com atividade antimicrobiana para bactérias gram-
positivas e gram-negativas, incluindo bactérias resistentes a antibidticos. A
citotoxicidade do material foi avaliada a partir de testes com fibroblastos de
camundongos e humanos, demonstrando grande potencialidade de aplicacdo do
material como curativos antimicrobianos.

No contexto de producdo de curativos com propriedades antimicrobianas,
ganha destaque a celulose bacteriana impregnada com nanoparticulas de prata. Os
compostos de prata sdo utilizados na medicina com fins terapéuticos, para o
tratamento de feridas, conjuntivite e uma série de doencas infectocontagiosas
(MOSER et al., 2013). Moyer e Monafo foram os primeiros a introduzir a utilizacao de
sais de prata no tratamento topico de queimaduras em 1960. A utilizacdo na forma de
creme Ou suspensdo aquosa composta por nitrato de prata com sulfadiazina é
utilizado desde o final da década de 60 até os dias de hoje, como o tratamento mais
comum e eficaz nos hospitais que cuidam de pacientes com queimaduras (FONG;
WOOD, 2006).

Pesquisadores do mundo inteiro estudam a capacidade antimicrobiana de
materiais constituidos por celulose bacteriana e nanoparticulas de prata (NPAQ)
durante o processo de cicatrizacdo de feridas. A introducdo da NPAg em uma matriz
polimérica pode ser realizada in situ quando as nanoparticulas sdo diretamente
geradas no interior da matriz polimérica e ex situ quando as NPAg séo primeiramente
produzidas e depois inseridas na matriz polimérica (GUO et al., 2014).

Barud et al. (2011) produziram membranas de celulose bacteriana com
propriedades antimicrobianas a partir da introducao de nanoparticulas de prata in situ
utilizando o trietanolamina como agente redutor e complexante. O estudo das
propriedades antimicrobianas foi realizado pelo teste de difusdo de disco

demonstrando atividade para E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.
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Maneerung et al. (2008) inseriram nanoparticulas de prata na celulose in situ a
partir da imersdo da membrana em solucao de nitrato de prata e borohidreto de sodio.
Os pesquisadores comprovaram a agao antimicrobiana para E. colie S. aureus a partir
do teste de difuséao de disco.

Wau et al (2014) produziram nanoparticulas de prata in situ utilizando o reagente
de Tollens (solugdo amoniacal de nitrato de prata) com a celulose bacteriana atuando
como template nano-reativo. De acordo com os pesquisadores houve formacgéo de
nanoparticulas de prata esféricas que interagiram fortemente com as fibrilas
apresentando acéo antimicrobiana para E. coli, S. aureus. P. aeruginosas.

O fator limitante para a impregnacdo de nanoparticulas de prata em celulose
bacteriana é a fraca interacdo, meramente eletrostatica, entre a prata e a CB podendo
ocasionar uma liberacao rapida e descontrolada das nanoparticulas (WU et al., 2014).
Muitos trabalhos na literatura reportam a adicdo de nanoparticulas de prata a celulose
bacteriana (MANEERUNG, et al., 2008; MARIA, et al., 2009; BARUD, et al., 2011)
mas, nenhum deles até o momento, reportou o estudo de celulose bacteriana
modificados com agentes sililantes aminados com o intuito de ancorar a prata e evitar

sua lixiviagdo como esta sendo proposto nessa tese.

1.3 SILICA

A denominacao silica refere-se aos compostos de 6xido de silicio (SiO2) que
podem ser encontrados na forma cristalina, como quartzo e cristobalita, ou amorfa
como por exemplo, a opala mineral encontrada nas minas da Australia e da América
Central (BERGNA; ROBERTS, 2006). Na natureza, a silica é encontrada ainda na
areia, nas rochas, em plantas como no bambu, em alimentos como no arroz e na
cevada. Na forma sintética, esta presente em vidros, ceramicas, concreto, na industria
de alimentos, em cosméticos, isolantes térmicos, dispositivos eletrbnicos e
computadores constituindo uma vasta classe de materiais de grande importancia para
a sociedade (VANSANT; VOORT; VRANCKEN, 1995; PRADO; FARIA; PADILHA,
2005; HYDE et al., 2016; MEBERT et al., 2017)

A identificacdo de grupos silandis ocorreu em 1934 por Hofman abrindo
caminho para a funcionalizac¢éo da silica e o desenvolvimento de uma nova classe de
materiais. Consideraveis progressos no estudo da quimica da superficie da silica
foram realizados entre 1960 e 1970 (BERGNA; ROBERTS, 2006; ZHURAVLEYV, 2000)
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e atualmente esses grupos sao vastamente explorados como sitios reativos
permitindo a sua modificacdo quimica e possibilitando sua aplicagdo em diversos
segmentos tais como: fase estacionaria para cromatografia (HOU et al., 2018; QU et
al., 2017), na remocao de metais para tratamento de agua (BOIS et al., 2003;
QUINTANILLA; SANCHEZ; SIERRA, 2016; TAHERGORABI et al., 2016) na adsorgéo
de poluentes organicos (PHAN; BACQUET; MORCELLET, 2002; SHI et al., 2017,
ZHAO et al., 2000) em suporte para catalisadores (GAC et al., 2018), em materiais
utilizados na area da saude (KAYA; CRESSWELL; BOCCACCINI, 2018; REIS, 2007)
e remocédo de micro-organismos (ZEMNUKHOVA; KHARCHENKO; BELENEVA,
2015).

1.3.1 Preparacéo de silica por hidrdlise de alcoxidos

O processo sol-gel € uma rota sintética versatil utilizada para a producao de
silica, e foi relatado inicialmente por J. Elbemen em 1846. (BRINKER; SCHERER,
1990). Essa tecnologia foi utilizada industrialmente, quase um século depois em 1930,
na producdo de vidros pela empresa alemd Schott Company, ganhando maior
repercussao no desenvolvimento de novos materiais apenas por volta de 1970 com a
producédo de uma grande variedade de alcéxidos metalicos (DIMITRIEV; IVANOVA,
IORDANOVA, 2009; DONATTI, 2003).

Os precursores empregados para a obtencdo de silica podem ser sais
inorganicos ou alcoxidos, sendo o tetrametilortosilicato (TMOS) e o tetraetilortosilicato
(TEOS) os mais utilizados (SINGH et al., 2014). Além de alcoxidos de silicio
empregados para a producao de silica, o processo sol-gel é utilizado para sinteses de
diversos materiais constituidos comumente por alcoxidos de titanio, aluminio e
zirconio (CAl et al., 2015; CATAURO et al., 2019; CRISAN et al., 2011).

As vantagens dessa técnica tém despertado cada vez mais o interesse dos
pesquisadores principalmente pela possibilidade da sintese de materiais em
condicbes brandas e a obtencdo de materiais hibridos organico-inorganicos com
adicdo, durante a producdo da silica, de agentes sililantes com func¢des quimicas
desejadas para aplicacdes especificas (AIROLDI; FARIAS, 2004). Esses materiais
comecaram a ganhar destaque a partir da década de 80 e sdo constituidos por
componentes organicos e inorganicos com propriedades sinérgicas com uma larga

aplicabilidade devido a combinacdo das propriedades mecéanicas e térmicas
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provenientes da fase inorganica associada a processabilidade e flexibilidade tipica do
componente organico (JOSE; PRADO, 2005).

Para a producdo de silica, os parametros reacionais devem ser bem
estabelecidos, pois influenciam diretamente nas propriedades do material obtido
(CIRIMINNA et al.,, 2013). Catalisadores &cidos ou basicos sdo utilizados para
promover um aumento na velocidade das reacdes de hidrélise e condensacédo. De
acordo com Alfaya e Kubota (2002), quando a silica é produzida em meio &cido com
baixo teor de 4gua, o material final € mais denso e possui menor porosidade, enquanto
preparacdes em condicdes basicas e altos teores de agua, a silica apresenta maior
porosidade.

A reacdo de polimerizacdo sol-gel é dividida em duas etapas basicas: a
hidrélise e a condensacgéo. Durante a hidrolise de um alcoxido de silicio ha formagéo
de grupos silanois reativos que sofrem reagc6es de condensacéao, levando a formacéo
de um gel constituido por ligacdes siloxanos. De acordo com Brinker e Sherer (1990),
os mecanismos de hidrdlise e condensacdo ocorrem simultaneamente, sendo o
mecanismo de condensacdo bastante complexo, uma vez que as reaclfes de
condensacao iniciam antes das reacdes de hidrolise terminarem. As Figuras 10 e 11
ilustram o mecanismo que ocorre durante a hidrolise acida e basica respectivamente.

Quando as reac¢des de hidrolise acontecem em meio acido, o grupo alcoxido &
protonado. A densidade eletrénica em torno do atomo de silicio diminui tornando-o
mais eletrofilico e mais propicio ao ataque nucleofilico. A 4gua ataca o silicio via
mecanismo SN2 e um alcool € eliminado formando os grupos silanol. Quando
alcoxidos de cadeias grandes séo utilizados, aumenta-se o efeito estérico ao redor do
silicio, diminuindo a taxa de hidrélise (BRINKER; SCHERER, 1990).

As reacbes de condensacdo ocorrem quando um silanol ataca o atomo de
silicio de um alcoxisilano ou outro grupo silanol a partir de uma reacdo SN2 formando

uma ligacéo do tipo siloxano de acordo com as reacdes abaixo.



Figura 10- Mecanismo de hidrélise (a) e condensagéo (b) em meio acido de alcoxisilanos.
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Na hidrdlise catalisada por base, o anion hidroxido atua como nucleofilo

atacando o atomo de silicio também por uma reacdo do tipo SN2, originando um

intermediario de racdo pentacoordenado carregado negativamente. Um grupo OR é

entdo eliminado por ser um melhor grupo de saida, originando o produto da hidrélise

(BRINKER; SCHERER, 1990).

Durante a condensacao em meio basico um grupo silanol desprotonado ataca

um atomo de silicio via reacdo SN2 formando ligacdes siloxano.
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Figura 11- Mecanismo de hidrélise (a) e condensacéo (b) em meio basico de alcoxisilanos.
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Rotas sintéticas que utilizam a hidrélise de alcéxissilanos, como alternativa para
a producédo de compdésitos de celulose bacteriana com silica, tém sido utilizadas pelos
pesquisadores para producdo de novos materiais, Barud et al. (2008), por exemplo,
inseriram nanoparticulas de silica em celulose bacteriana com o intuito de estudar a
microestrutura do composito. Os pesquisadores obtiveram celulose bacteriana
modificada com nanoparticulas de silica com diametro entre 20-30 nm ligadas as
nanofibrilas do polimero.

Guzun et al. (2014) produziram compdsito constituido por celulose e silica a
partir da producéo de nanoparticulas de silica in situ pelo método de Stéber. Além da
caracterizacdo do material, os autores estudaram a influéncia dos parametros
reacionais na modificacdo da celulose, como também a capacidade do material de
inibir a formacao de biofilme quando a silica foi funcionalizada com acido Usnico. Os

pesquisadores obtiveram inibicdo do crescimento de biofilme produzido por



39

Staphylococcus aureus sendo o compdésito apresentado como uma alternativa para

aplicacdes biomédicas.

1.4 MEMBRANAS FILTRANTES

A contaminacdo da agua é, ainda, uma quetéo critica a ser resolvida nos paises
em desenvolvimento (PANDEY et al., 2014). Segundo a Organizagao Mundial da
Saude (OMS, 2018), 2 bilhdes de pessoas consomem agua contaminada com fezes
causando cerca de 502.000 mortes por diarreia a cada ano em todo o mundo. Em
2015, 2,3 bilhdes de pessoas ainda nao tinham acesso a servigos essenciais de
saneamento (OMS, 2018). Esse quadro é consequéncia da urbanizacdo nao
planejada e do descarte inadequado de residuos domésticos e industriais, levando a
contaminacdo da agua, especialmente em rios e lagos (SCHWARZENBACH et al.,
2006; FRANCO; GAETANO; GIANNI, 2018).

O tratamento convencional de aguas residuais usadas para desinfec¢do, como
ozonizacdo, cloracdo e radiagcdo UV, exige alto investimento, equipamentos
sofisticados e mao-de-obra qualificada com o uso de grandes quantidades de
reagentes quimicos prejudiciais ao meio ambiente (Caslake et al., 2004). A filtrac&o
por membranas, por outro lado, € um dos métodos mais empregados na purificacao
de agua e tratamento de efluentes (COLLIVIGNARELLI et al., 2018) devido ao baixo
consumo de energia e boa eficiéncia na separacdo de componentes (ULBRICHT,
2006).

Membranas sdo barreiras semipermeaveis utilizadas para a separacao entre
duas fases originando isolamento seletivo entre os componentes. Elas podem ser
constituidas por compostos organicos (acetato de celulose, poliamidas, polisulfonas e
etc.) ou inorganicos (ceramicas, 6xidos de aluminio, zirconio e silicio) (BHAVE, 1991).
As membranas organicas sao mais utilizadas por possuir menor custo quando
comparadas as membranas inorganicas (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Morfologicamente as membranas podem ser divididas em duas grandes
categorias: membranas porosas ou ndo porosas (densas). As membranas porosas
como, o0 proprio nome sugestiona, sdo formadas por poros onde ocorre o transporte
dos constituintes. As membranas densas ndo possuem poros em sua superficie e sdo
constituidas por um denso filme onde o transporte dos constituintes ocorre por difusédo
(RAVANCHI; KAGHAZCHI; KARGARI, 2009).
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As membranas séo ainda classificadas em isotrdpicas (simétricas) ou
anisotropicas (assimeétricas). As isotropicas s&o membranas que possuem as mesmas
caracteristicas morfoldgicas em toda a sua estrutura podendo ser porosas ou densas.
As membranas anisotrépicas possuem diferentes morfologias ao longo da estrutura
podendo apresentar um filme seletivo ultrafino na superficie apoiada em uma
subestrutura muito mais espessa e porosa. As membranas podem ser constituidas
pelo mesmo material ou materiais de diferentes composi¢des, quando iSso ocorre a
membrana é classificada como anisotropica composta (BAKER, 2004; HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006).

1.4.1 Processos de separagdo por membranas

O primeiro relato da utilizacdo de membranas na separacdo de componentes
foi reportado por Nollet, em 1748, a partir da utilizacdo de um diafragma animal. A
observacao de um fluxo preferencial foi relatada, e, pela primeira vez, caracteristicas
de seletividade e permeabilidade de uma membrana foram observadas (HABERT,;
BORGES; NOBREGA, 2006).

Atualmente os processos de separacdo por membranas sao utilizados em
diversos segmentos, destacando-se no tratamento de dgua como uma barreira para
filtracdo de micro-organismos; em tratamentos de hemodialise, removendo ureia e
toxinas durante a filtracdo do sangue; no processo de producéo industrial de vinhos e
cervejas, retirando as particulas em suspenséo e proporcionando a clarificacdo do
produto (MADAENI, 1999).

Os processos de separacdo por membrana podem ter diferentes mecanismos
de separacao: exclusao por tamanho, por difusdo e por diferenca na carga elétrica.
Os processos utilizados dependem das caracteristicas da membrana e do tipo de
soluto que se deseja separar (LEE; ELAM; DARLING, 2016). O Quadro 01 possui 0s

processos de separacdo por membrana e suas aplicagdes.
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Quadro 01- Principais processos de separacdo por membranas e suas aplicacfes. Fonte: Baker
(2004).

Processos de Tamanho de Poro Aplicacbes
Separagéo
Microfiltracao ] Esterilizacdo bacteriana,
¢ 0,1-10pm Clarificagé@o de vinhos e cerveja
Ultrafiltracéo 2 -100nm Concentragao de Macromolegas,

recuperacéo de pigmentos/Oleos
Dessalinizacao de agua,
Osmose reversa 05-2nm concentracdo de sucos de frutas,
' producdo de agua pura para
industria farmacéutica
Purificacdo de agua, concentracao
de solucbes salinas

Eletrodialise N&o se aplica

A microfiltracéo teve inicio entre 1920 a 1930, quando utilizada pelos aleméaes
para o controle de qualidade da agua durante a segunda guerra mundial. Em 1940 a
fabricacdo das membranas comecou a despertar interesse comercial (BAKER, 2004),
mas, com baixa produtividade e divulgacdo. Alguns anos depois, em 1954, a
tecnologia de fabricacdo das membranas para microfiltracdo foi repassada para a
atual Millipore Corporation® sendo a primeira empresa a produzir o material em grande
escala.

Em 1953, membranas de acetato de celulose foram reportadas, pela primeira
vez, como um material de grande eficiéncia para a retencao salina em sistemas de
osmose reversa (MATSUURA, 2017), despertando cada vez mais o interesse entre
0s pesquisadores para o desenvolvimento de novos materiais com maior capacidade
filtrante e baixo custo. O acetato de celulose e o nitrato de celulose foram os primeiros
materiais derivados da celulose vegetal produzidos em laboratério como agentes
filtrantes (EDGAR et al., 2001). Essas membranas possuem elevada resisténcia
mecanica, biodegradabilidade, alta capacidade de filtracdo, alta porosidade além de
ser um material de baixo custo.

Atualmente, uma série de polimeros como poliamidas, poliolefinas, blendas de
acetato de celulose, nitrocelulose, polietileno tereftalato, fluoreto de polivinilideno,
polietersulfona, poli(vinil alcool), poliacrilonitrila e carvdo ativado (EDGAR et al.,
2001; ULBRICHT, 2006; ZAINI; AMANO; MACHIDA, 2010; PENDERGAST; HOEK,
2011; CARPENTER; LANNOY; WIESNER, 2015) tem sido extensivamente utilizados

na fabricacdo de membranas para purificacdo de agua.
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Idealmente, os filtros devem eliminar 0os micro-organismos patogénicos,
compostos organicos e ions de metais pesados de uma s6 vez (MOHMOOD et al.,
2013). Para retengéo dos micro-organismos, o tamanho dos poros da membrana deve
ser menor que o tamanho das bactérias que varia comumente de 0,3 a 3,0 um
(GERARDI, 2006). Tipicamente os tamanhos de poros da celulose bacteriana
relatados por Yin et al., (2012), Guo; Catchmark (2012) e Li et al., (2015) variam de
0,24 a 0,42 um. De acordo com Li et al., (2015), uma Unica membrana pode possuir
tamanhos de poros diferentes, mas com valores desejaveis para a retencao das
bactérias detectadas em aguas residuais, como Escherichia coli, Shigella spp.,
Salmonella spp., Pseudomonas, Enterobacter entre outras (BITTON, 2005).

Cheng et al. (2017) propuseram a produgédo de membranas para filtragdo da
mistura Oleo/agua utilizando membranas de nylon com tamanho de poro de 0,22 pum
com nanocristais de celulose provenientes de tunicatos (animais marinhos produtores
de celulose). As membranas apresentaram excelente estabilidade mecénica, boa
resisténcia a pH e eficiéncia para filtracdo de diversas formulagdes de nanoemulsao
apresentando-se, de acordo com os autores, como um dispositivo de separacéo de
agua e 6leo simples e de baixo custo.

A utilizacdo de materiais hibridos organicos-inorganicos na fabricacdo de
membranas funcionalizadas foi reportada por Taha et al., (2012). Suportes quimicos
baseados em silica sdo utilizados para separacédo especifica de componentes, uma
vez que ha a possibilidade de modificacdo quimica e incorporacao de diferentes
funcionalidades no material. Nesse sentido, membranas de acetato de celulose,
funcionalizadas com silica/NH», foram produzidas para aplicacdo em tratamento de
aguas residuais. As membranas apresentaram alta porosidade e foram reportadas
como um material excelente para remocéao de Cr (VI) em solu¢des aquosas.

As caracteristicas intrinsecas da celulose bacteriana favorecem a sua utilizacéo
em processos de separacao. Nesse sentido, Liu et al. (2017) utilizaram membrana de
celulose bacteriana modificada com proteina de soja isolada para a filtracdo de
particulas do ar. Os autores obtiveram uma membrana eficiente na limpeza do ar
removendo 99% das particulas em suspenséo.

Wanichapichart et al. (2002) estudaram o coeficiente de permeabilidade da
celulose bacteriana com diferentes tempos de cultivo, para filtracdo do fitoplancton
Chlorella sp., uma microalga verde unicelular presente, geralmente, em solos e

ambientes aquaticos.
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Takai et al.,, (1991) modificaram celulose bacteriana com quitina para
separacao de polietilenoglicol (PEG).

Neste trabalho, membranas de celulose bacteriana e os compdésitos de
celulose/silica foram utilizadas como filtro para descontaminacéo de agua, aliando os
beneficios da celulose bacteriana que € um material altamente poroso, com tamanho
de poro inferior a E. coli, a capacidade de funcionalizacédo da silica, tornando as
membranas versateis e robustas, capazes de filtrar ndo s6 micro-organismos, mas
uma grande variedade de efluentes. Os resultados obtidos com a filtragdo das
membranas de celulose bacteriana foram comparados a filtragdes realizadas com
uma membrana comercial (0,22 pm de diametro de poro e 150 um de espessura)
composta por mistura de ésteres de celulose, utilizada frequentemente para filtracédo
esterilizante em microbiologia.

As membranas produzidas foram testadas em amostras com alta concentragao
de E. coli (108 células/mL) que simulam um efluente sanitario (Payment et al., 2001) e
em amostras naturais coletadas em diferentes pontos da bacia hidrografica do rio
Igarassu e Jaboatdo, situada no litoral norte e sul da do estado de Pernambuco,
respectivamente. Os respectivos locais de coleta recebem efluentes das industrias
téxtil, alimenticia, metallrgica e sucroalcooleira situadas na regido, bem como, a
despejo de esgoto doméstico (CPRH, 2016).

Ndo ha relatos na literatura sobre o estudo da capacidade filtrante de
membranas de celulose bacteriana e nanocompasitos de celulose/silica para retencéo

de Escherichia coli nem filtracdo de amostras de aguas fluviais contaminadas.

1.5 FERIDAS CRONICAS E O PROCESSO DE CICATRIZAGAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, constituindo cerca de 15% do peso
corporal. E composta por trés camadas de tecidos denominadas de epiderme (mais
externa), derme e a hipoderme. Quando lesdes sdo geradas, ha perdas de tecidos
com interrupcdo da estrutura e funcdo normais do 6rgdo, podendo causar Sérios
danos a saude do individuo. Quando essas lesbes séo de dificil cicatrizacdo, levando
mais de trés meses para a regeneracado dos tecidos, recebem a denominacao de
feridas cronicas (VIEIRA e ARAUJO, 2018; COLTRO et al., 2011).

A ocorréncia de feridas crénicas € um problema de saude publica no mundo

inteiro. De acordo com Sen et al. (2011), nos Estados Unidos, cerca de 6,5 milhdes
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de pessoas sdo acometidas por feridas crbnicas levando a um gasto anual de 25
bilhdes de délares (SEN et al, 2009). No Brasil, a prevaléncia de pacientes com feridas
desse tipo tem crescido devido ao aumento da expectativa de vida dos pacientes com
doencas como a diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e cancer (COLTRO et
al., 2011).

Albuquerque e Alves (2011) afirmam que ndo ha um estudo estatistico
consolidado sobre a prevaléncia de feridas crénicas entre os pacientes brasileiros, por
falta de registro nos prontuérios hospitalares. Sabe-se, porém, que os custos de
pacientes que desenvolvem Ulceras cronicas sdo elevados e pode estar associado a
longo tempo de internacdo causando infec¢des graves, ocasionado muitas vezes a
morte.

As queimaduras sao tradicionalmente separadas do grupo de feridas crénicas,
por ser tratar de uma condi¢cdo especial, cujo tratamento € realizado em centros
especializados de queimados (FERREIRA et al., 2006). Essa separa¢cao néo retira a
complexidade e a gravidade dessas lesdes que acometem cerca de 1 milhdo de
pessoas por ano no Brasil, dos quais aproximadamente 2500 vao a 6bito, de acordo
com a Sociedade Brasileira de Queimados. Segundo Henrique et al. (2013), dentre os
pacientes com queimaduras que desenvolvem infec¢cdes, 75% morrem por
complicacBes associadas a pneumonia e a sepse (infeccédo generalizada).

O processo de cicatrizacao de feridas € complexo e dinamico envolvendo varios
eventos bioquimicos para que ocorra a restituicdo do tecido. A cicatrizacdo é
constituida por 4 fases sequenciais: Hemostase que ocorre durante a leséo e pode
durar varias horas, a fase inflamatoéria que dura de 1 a 3 dias, a fase proliferativa que
pode atingir de 4 a 21 dias, e a fase mais longa denominada de remodelacédo que
inicia a partir do 21° dia e pode chegar a 1 ano (LANDEN:; LI; STAHLE, 2016; MENKE,
2008).

A hemdstase, € a acao ou efeito de estancar uma hemorragia, ocorre logo apés
a danificacdo dos tecidos, com formacéo de coagulos constituidos por plaquetas,
hemacias e fibrinas, trazidas pelo sangramento. Os coagulos se aderem as bordas
das feridas, formando uma barreira estabilizante (LANDEN:; LI; STAHLE, 2016).

Na fase inflamatoria, segundo estagio do processo de cicatrizacdo, ha um
aumento da vasodilatacdo e permeabilidade vascular com migracdo de células
através de mediadores bioquimicos que facilitam a liberagédo do exsudato. Nessa fase,

0 organismo se encarrega de remover tecidos desvitalizados, havendo recrutamento
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dos fibroblastos que tem como principal funcédo sintetizar colageno e elastina dando
inicio a reconstituicdo da area lesionada (MENKE et al., 2008).

O inicio da re-epitelizacdo marca a terceira fase da cicatrizacdo da pele,
mediado por um processo complexo chamado proliferacdo. A principal caracteristica
desse processo € a formacao do tecido de granulagéo e reestruturacdo da integridade
da derme devido a proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais vasculares
(TAZIMA; ANDRADE; MORIYA, 2008).

A Ultima fase, a remodelacdo, tem inicio com o fim do desenvolvimento do
tecido de granulacdo e é clinicamente a mais importante. Ha nessa fase maior taxa
de producao de colageno que possui maior espessura e substitui a matriz fina formada
nos processos anteriores dando lugar a cicatriz o que finaliza o processo de
cicatrizacao (LOPES, 2015).

1.6 MECANISMO DE ACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanoparticulas de prata sdo conhecidas por seu efeito bactericida e
bacteriostatico para um amplo espectro de micro-organismos incluindo bactérias que
adquiriram resisténcia a antibioticos (PINTO et al., 2009; WU et al., 2014).

A acéo bactericida da prata ndo € completamente elucidada, possuindo varias
propostas de mecanismos entre 0s pesquisadores acerca da sua atuacao na inibicédo
bacteriana. De acordo com Rai; Yadav; Gade (2009) e Noronha et al. (2017) a prata
em seu estado metélico € pouco reativa, mas, quando em contato com fluidos
corporais € oxidada a Ag* e interage com proteinas, membranas e organelas vitais
para a bactéria. Por possuir afinidade por compostos com nitrogénio, fésforo e
enxofre, o ion Ag* reage com enzimas importantes para a respiracdo celular,
inativando-as (CASTELLANO et al., 2007; NORONHA et al., 2017).

fons prata interagem, também, com a parede celular e membrana
citoplasmatica das bactérias; constituidas por peptideoglicano, alterando a sua
permeabilidade, formando pequenos orificios na sua estrutura, desregulando o
transporte entre a membrana e o citoplasma (SONDI; SONDI, 2004; MORONES et
al., 2005). As nanoparticulas de prata, podem ainda, penetrar nas células e ao chegar
no citoplasma celular liga-se ao DNA bacteriano impedindo a sua replicacdo (FENG
et al., 2000).
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De acordo com Rai; Yadav; Gade (2009) e Jung et al. (2009) o potencial
bactericida das nanoparticulas pode estar associado ao seu tamanho. Os
pesquisadores afirmam que nanoparticulas de prata menores possuem maior
interacdo com as bactérias do que particulas maiores devido a sua grande area
superficial. Dessa forma nanoparticulas com tamanhos inferiores a 10 nm possuem
maior acao antimicrobiana do que nanoestruturas maiores (MORONES et al., 2005).

Além das aplicacdes no combate as infeccdes, as NPAg estao presentes em
uma série de xampus/sabonetes com intuito de adicionar uma ag&o antimicrobiana ao
produto (BANSOD, et al., 2015), no tratamento de caries (SANTOS et al., 2014,
NORONHA et al., 2017), na industria téxtil (XUE et al., 2012), embalagens para
alimentos (MOURA; MATTOSO; ZUCOLOTTO, 2012), na constituicdo de
travesseiros, meias, lencos umedecidos e muitos outros produtos utilizados
atualmente pela sociedade (PRABHU e POULOSE, 2012). Essa exposicdo as
nanoparticulas tem gerado grande controvérsia na literatura sobre a toxicidade das
NPAg. Um dos problemas de saude causado pela exposicdo a prata por longo tempo
€ a argiria. Pacientes com essa rara doenca possuem a pigmentacao da pele e dos
olhos alterada, apresentando uma coloracdo azul-acinzentada. De acordo com
Lacastre; Lobo; Jodo (2013) casos de morbi/mortalidade causados pela argiria séo
extremamente raros, porque necessita de uma grande ingestao de prata para ocorrer.

Kwon et al., 2009 afirma que a argiria s6 se desenvolve ap0s ingestéo de prata
ou por implantacdo de instrumentos médicos. Chung et al. (2010) relataram casos
clinicos onde pacientes desenvolveram argiria apos a ingestdo de nanoparticulas de
prata coloidal diariamente por 2 anos em média, com doses diarias 40 vezes maior do
gue o recomendado pela EPA (Environmental protection agency) que € de 0,005
mg/Kg/dia. Os pacientes relatados ndo faziam tratamento hospitalar nem possuiam
recomendacdo meédica para administracdo das nanoparticulas, eles utilizaram
formulacdes, sem nenhum controle farmacéutico como automedicacéo, chegando a
ingerir até 1 litro de NPAg por dia.

Embora alguns pesquisadores defendam a hipotese de que a NPAg causa
problemas no metabolismo humano (JONES; HOEK, 2010; RAIl; GADE, 2009)
estudos revelam que nanoparticulas de prata ndo causa danos a saude do individuo.
Travan et al. (2009) avaliaram a citotoxicidade das nanoparticulas de prata
imobilizadas em quitosana a partir de experimentos com linhagens celulares de

fibroblastos de ratos, hepatocarcinoma e osteocarcinoma de humanos. O material
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avaliado demonstrou agéo bactericida para bactérias gram positivas e gram negativas,
mas nao apresentou nenhuma toxicidade as linhagens celulares analisadas. Os
autores acreditam que a atividade antimicrobiana do material ocorre por contato com
a bactéria, ndo apresentando nenhum risco a saude ja que ndo € absorvido pelas
células eucaridticas analisadas.

Muger et al. (2014) estudaram a toxicidade das nanoparticulas de prata a partir
de ensaios clinicos em humanos. Os pacientes ingeriram 100 pg/dia de NPAg (grupo
A) e 480 pg/dia (grupo B) durante 14 dias. Os exames clinicos ndo mostraram
alteracdes significativas no metabolismo dos individuos.

Formulacfes contendo nanoparticulas de prata e quitosana tem sido utilizada
para o tratamento de carie em criancas sem causar nenhum efeito téxico em humanos
(SANTOS et al., 2014, TARGINO et al., 2014). Flores (2015) preparou diferentes
formulacbes de nanoparticulas de prata, estabilizadas com quitosana, para o
tratamento de carie. O estudo clinico realizado com 60 criangas tratadas com essas
formulacbes, mostrou que as NPAg apresentaram atividade biocida para o
Streptococcus mutans, principal causador de carie, e ndo apresentaram riscos a
saude dos pacientes.

Nesse trabalho, nanoparticulas de prata foram adicionadas a celulose
bacteriana modificada com sililantes contendo grupos aminos, a fim de ancorar as

nanoparticulas evitando a sua lixiviagdo descontrolada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir membranas filtrantes a partir da celulose bacteriana/silica e
desenvolver novos curativos com propriedade antimicrobianas baseados em
celulose bacteriana modificadas com agentes sililantes e nanoparticulas de

prata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir e caracterizar membranas de celulose bacteriana;

Produzir nanocompasitos de celulose bacteriana/silica;

Estudar a capacidade filtrante das membranas produzidas, utilizando amostras
com elevada concentracao de Escherichia coli produzidas em laboratério, como
também amostras da bacia hidrografica do rio Igarassu e Jaboatéo;

Comparar a capacidade filtrante dos materiais produzidos com membranas
comerciais (com tamanho de poro de 0,22 um) destinadas a filtracdo de micro-

organismos.

Produzir e caracterizar celulose bacteriana modificada com 3-aminopropil-
trimetoxisilano (APTS), 3-2-aminoetilamino-propil-trimetoxisilano (DPTS) e N-

3-trimetoxisililpropil-dietilenotriamina (TPTS);

Preparar nanocompasitos de celulose bacteriana com nanoparticulas de prata

preparadas in-situ;
Estudar a liberacdo das nanopatrticulas de prata;

Investigar a atividade antimicrobiana dos compdésitos produzidos para bactérias

(E. coli, P. aeruginosas, S. aureus, S. epidermides) em ensaios in vitro.



3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS: SOLVENTES E REAGENTES

Os reagentes utilizados para a producao e modificacdo da celulose bacteriana
estdo dispostos na Quadro 02. N&o foi realizada nenhuma purificacdo prévia dos

reagentes e solventes.

Quadro 02- Lista dos reagentes e solventes utilizados na producdo e modificacdo da celulose

bacteriana com silica.

Reagentes

Procedéncia

Acido Succinico (99%)

Quimica Moderna

(TPTS)

Agar Muller Hinton Kasvi
Alcool Etilico (99,8%) Neon
Agar Mueller Hinton KASVI
Borohidreto de sodio (98%) Aldrich
Caldo EC Acumedia
Caldo Lactosado Kasvi
Caldo BHI (Brain Heart Infusion) TM Media
Caldo verde Brilhante e bile (2%) Kasvi
Extrato de levedura Himedia
Fosfato de Sédio Monobasico Anidro (99%) Dinamica
Glicerol (99,5%) Alphatec
Hidréxido de Sdédio (99,7%) Dinamica
Membrana de Acetato de Celulose (0,22 um) Millipore
Tetraetilortosilano (99%) Sigma Aldrich
Tetraborato de Sédio decahidratado (99,5%) Dinamica
3-aminopropil-trimetoxisilano (APTS) Aldrich
?ISZF;?g)inoetilamino-propil-trimetoxisilano Aldrich
Nitrato de Prata (99,8%) Cennabras
N-3-trimetoxisililpropil-dietilenotriamina Aldrich
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3.2 PRODUGCAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana (CB) foi produzida utilizando meio de cultura do tipo
Hestrin—Schramm (Hestrin; Schramm, 1954) modificado com glicerol. Meios de cultura
dessa natureza possuem nutrientes como carbono, nitrogénio, acido e sédo
amplamente utilizados para a produgéo de celulose. O meio de cultura utilizado era
composto por glicerol (30 g L) extrato de levedura (16 g L?), fosfato de sédio (4 g L
1) e acido succinico (3,5 g L™?). Apds a preparacdo, a mistura foi distribuida em tubos
de ensaio e em frascos de borosilicato de 250 mL para esterilizagdo em autoclave a
121°C durante 20 minutos. O micro-organismo utilizado foi o Gluconacetobacter
xylinus (ATCC 23769) adquirida da Fundacdo André Tosello, Campinas, S&o Paulo.
Para a ativacao da bactéria foram distribuidos em tubos de ensaio 9,0 mL do meio de
cultura e 1,0 mL do in6culo. Os tubos de ensaio foram incubados em repouso a 30 °C
durante 24 horas. Apés o tempo requerido, 1,0 mL do ino6culo produzido anteriormente
foi novamente adicionado a 9,0 mL do meio de cultura estéril e a suspensao foi
incubada sob as mesmas condi¢cOes. Esse procedimento foi repetido trés vezes. Por
fim, mantendo sempre a proporcao de 10% em volume de indculo, foram produzidas
as membranas em frascos de borosilicato de 250 mL. Apds a inoculacéo, os frascos
foram incubados a 30 °C e as membranas foram retiradas assepticamente apos 72
horas de cultivo. A lavagem das membranas foi realizada em banho-maria (80°C) com
solucdo de NaOH (0,10 mol L!) para a retirada das células e meio de cultura. O pH

foi ajustado para 7,00 apds sucessivas lavagens com agua destilada.

3.2.1 Rendimento das producdes de celulose bacteriana

Frascos de borosilicato de 250 mL com meio de cultura com e sem
microrganismos foram incubados com o intuito de acompanhar o consumo de glicerol
pela Gluconacetobacter xylinus. Apés trés dias de incubacdo, a membrana de CB
formada foi retirada assepticamente juntamente a uma aliquota de 1,50 mL do meio
de cultura para analise. As amostras foram diluidas em agua deionizada na proporcao
de 1:10 e filtradas com membranas de 0.22 pm. Os inéculos e o branco foram
analisados no Centro de tecnologia Estratégica do Nordeste (CETENE) por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo Alliance e 2695 Waters, coluna
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Hi-Plex por exclusdo molecular, vazdo 0,6 ml/min com volume de injegdo de 20 pL,
detector de indice de Refracéo (IR), 2414, Waters.

A taxa de producao da celulose e o rendimento foram calculados de acordo
com procedimento proposto por Gomes et al. (2013), correlacionando a massa da
fonte de carbono do substrato utilizado no meio de cultura, e a massa de celulose

seca produzida.

e Taxa de Producéo da celulose bacteriana (g L' h'): TPcg= mcg/ (v.t)

e Rendimento da Producao da celulose bacteriana: R= (mgc/v)/ (si-sf) x 100
Onde: mcg € a massa de celulose produzida em (g), v € o volume em litros et o
tempo de cultivo em horas, sié a concentracdo inicial do substrato (g L?) e sfa

concentragéo final.
3.3 MODIFICACAO DA MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA COM SILICA

Membranas de celulose bacteriana apos trés dias de incubacao foram imersas
em 20 mL de NaOH 0,01 mol L* (CBSiB1); 0,05mol L (CBSiB2) ou 0,1 mol L*
(CBSIiB3), contendo 100 mg de borato de sédio durante 5 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi removida da solucédo, lavada com agua
deionizada, seca com papel absorvente e imersa em 20 mL de solucao etandlica 0,40
mol L* de TEOS (precursor da silica). A reacdo permaneceu durante 24 horas sem
agitacdo em temperatura ambiente. Por fim, a membrana modificada foi lavada com

solucéo 1:1 etanol/agua em mesa agitadora a 120 rpm trés vezes por 30 minutos.

3.4 PREPARACAO DA SUSPENSAO BACTERIOLOGICA UTILIZADA PARA
FILTRACAO

Escherichia coli, oriunda do Departamento de Antibiético da Universidade
Federal de Pernambuco registrada com coédigo (UFPEDA 224), foi utilizada para
preparacdo da suspensdo bacteriolégicas utilizadas nas filtragcbes. O indculo foi
repicado em agar Mueller Hinton e incubado a 35 °C por 24 horas. ApG0s a incubacéao
0s micro-organismos foram retirados da placa com ajuda de uma alca de platina e
suspensos em agua destilada estéril. Foi padronizada uma absorbancia inicial de 0,66

para todas as suspensdes o que correspondia a uma ordem de grandeza de 108
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células de E. coli por mL de acordo com a contagem na camara de Neubauer. A
suspensao de bactéria produzida e o filtrado foram analisados no espectrofotometro
modelo Thermo Biomatea com leitura em 660 nm (YOKOIGAWA et al., 1996, OTTO
et al., 2002) utilizando agua destilada estéril como branco e em microscépio 6ptico
modelo Leica CME para contagem das bactérias em camara de Neubauer.

3.5 ESTUDO DA CAPACIDADE FILTRANTE DA CELULOSE BACTERIANA E
NANOCOMPOSITO CELULOSE/SILICA NA DESCONTAMINACAO DA AGUA

As membranas de celulose bacteriana modificadas foram testadas quanto a
sua capacidade filtrante utilizando amostras de agua coletadas em pontos da bacia
hidrografica de lgarassu e suspensdes concentradas de Escherichia coli na ordem de
108 cel/mL produzidas em laboratério que simulam um efluente sanitario (PAYMENT;
PLANTE; CEJKA, 2001).

As filtragGes foram realizadas com CB, CB modificada e membranas comerciais
compostas por mistura de ésteres de celulose com 0,22 ym de diametro de poro e
150 um de espessura (de acordo com especificacao do fabricante) a fim de comparar
os resultados obtidos, ja que elas sao utilizadas para filtracfes esterilizantes e estéo
disponiveis comercialmente. Cada membrana utilizada no experimento com
suspensdes de E. coli foi estudada quanto a saturacdo da capacidade filtrante, sendo
realizada dez filtracBes subsequentes. ApoOs cada filtracao o filtrado foi submetido a
leitura no espectrofotometro UV-Vis e contagem direta das células por microscopia
Optica com auxilio da camara de Neubauer.

Para todos os experimentos da filtracdo as membranas (CB, CBSiB1, CBSIiB2,
CBSIiB3 e a membrana comercial) foram dispostas assepticamente em suporte de
policarbonato (sistema Sartorius 16510) acoplado a uma bomba de vacuo. As
filtracBes foram realizadas com 100,0 mL das amostras do rio Igarassu ou 10 mL da
suspensao de Escherichia coli. A agua dos rios utilizados nesse experimento foi
coletada em outubro/2018 pela Agéncia Estadual do Meio Ambiente (CPRH) e as
analises foram realizadas no mesmo dia da coleta. Os pontos de amostragem estéo
destacados em vermelho no mapa descrito na Figura 12.

A avaliacdo da eficiéncia da filtracdo para as aguas da bacia hidrogréfica foi
realizada pela inoculacdo de 100 yL das amostras pela técnica spread plate em agar

Muller Hinton a 35°C por 24 horas, e, pela técnica do nimero mais provavel
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(metodologia tradicional e mundialmente conhecida que fornece a densidade de
coliformes totais e termotolerantes em amostras de agua) seguindo a metodologia do
Standard Methods for the examination of water and wastewater (APHA, 2012).

A técnica do numero mais provavel divide-se em dois testes: o presuntivo e 0
confirmativo. No teste presuntivo, 15 tubos de ensaio foram divididos em 3 grupos de
5 tubos. Em todos os grupos foram adicionados 10 mL do caldo lactosado e 1,0 mL
da amostra. Sendo inoculado em cada grupo amostras com diluicdes seriadas (10,
102 e 10%). Os inéculos foram incubados a 35 °C durante 24 horas. Apds o tempo
requerido a leitura foi realizada observando se houve formacao de gas nos tubos de
Duran invertidos adicionados em cada tubo de ensaio. Para o teste confirmativo, foram
transferidos assepticamente 1,0 mL de cada in6culo utilizado no teste presuntivo, a
10 mL de caldo verde brilhante e bile 2%, incubando-os a 35 °C por 24 horas. Para o
teste complementar (com o intuito de quantificar E. coli) o0 mesmo procedimento foi
realizado, alterando apenas o meio de cultura que é o caldo EC, seletivo para
crescimento de E. coli, e a temperatura de incubacéao 44.5°C especifica para essa

bactéria (APHA, 2012).

Figura 12- Mapa com localizacdo dos pontos de amostragem da bacia hidrogréfica do rio Igarassu,
Pernambuco, Brasil.
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3.6 MODIFICACAO DA CELULOSE BACTERIANA COM OS SILILANTES (APTS,
DPTS E TPTS)

Inicialmente, as membranas de celulose bacteriana obtidas apds 72 horas de
cultivo com 6 cm de diametro, foram mergulhadas em 20 mL de solugdo NaOH (0,1
mol L) durante 4 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o excesso de solugéo
foi retirado com papel absorvente e as membranas foram mergulhadas em 20 mL de
solucdo etandlica 10% dos sililantes (APTS, DPTS e TPTS) de acordo com a
metodologia adaptada de Shao et al. (2017). A reac&o ocorreu a 70°C sem agitacao
durante 4 horas. Apds o tempo requerido as amostras foram lavadas com solucao
etandlica 1:1 em mesa agitadora a 120 rpm.

3.7 ADICAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA A CELULOSE BACTERIANA
MODIFICADA COM SILILANTES

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas in situ, apos a modificacdo das
membranas com os sililantes, de acordo com metodologia adaptada de Maneerung et
al. (2008). Inicialmente as membranas de celulose modificadas e membrana sem
modificagdo foram mergulhadas em 20 mL de solucdo AgNO3 20 mmol L, durante 4
horas para difundir os ions prata no interior da membrana. ApGs o tempo requerido as
membranas foram lavadas com agua deionizada, secas com papel absorvente e
mergulhadas em 20 mL de solugdo NaBHs 5 mmol L por aproximadamente 20

segundos. Por fim o material produzido foi lavado 3 vezes com agua deionizada.

3.8 TESTE DE LIBERACAO DA PRATA

Membranas de celulose bacteriana modificadas com sililante e nanoparticulas
de prata (CBAPTS-Ag, CBDPTS-Ag, CBTPTS-Ag) foram mergulhadas em 50 mL de
agua deionizada e aquecidos em banho maria a 121°C durante por aproximadamente
20 minutos. O sobrenadante foi analisado pela espectroscopia eletrdnica fazendo uma

varredura entre 300-800 nm.
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3.9 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS PELO METODO DE DISCO-
DIFUSAO EM AGAR

O cultivo dos micro-organismos utilizados no teste de sensibilidade a
antimicrobianos foi realizado no laboratério de Microbiologia do departamento de
Medicina Tropical da Universidade Federal de Pernambuco.

Foram utilizadas 4 bactérias tipicamente encontradas em feridas (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228). As bactérias foram
cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a partir da transferéncia de 100 pL do
in6culo em 9 mL de meio de cultura previamente esterilizado a 121 °C durante 20
minutos. O inoculo foi incubado em estufa bacteriolégica por 18 horas a 37 = 1 °C.

O teste de disco-difusdo foi realizado em &agar Muller Hinton segundo o
procedimento proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apos
a ativacdo dos micro-organismos, uma suspensao bacteriologica com
aproximadamente 1 a 2x108 UFC/mL de bactéria, foi preparada de acordo com a
escala padréo 0,5 de McFarland e inoculada em placas de Petri estéreis. O indculo foi
espalhado na superficie do agar com swab estéril até o completo recobrimento da
placa. Em seguida discos estéreis com 6 mm de didmetro da CB; CB modificada com
sillantes (CBAPTS, CBDPTS, CBTPTS) e CB modificada com sililante e
nanoparticulas de prata (CB-Ag, CBAPTS-Ag, CBDPT-Ag, CBTPTS-Ag) foram
adicionadas nas placas e incubadas a 37 °C (x 1 °C) por 24 horas. O branco foi
analisado a partir das membranas de celulose sem modificacdo e o controle positivo

pela analise da CB-Ag. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.10 CARACTERIZACOES

Todas as membranas antes da caracterizacdo foram liofilizadas. Para as
analises de espectroscopia de infravermelho e andlise térmica as amostras foram

picotadas com auxilio de tesoura, almofariz e pistilo até formar um po.
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3.10.1 Anélise térmica

As curvas TG foram adquiridas na Universidade Federal Rural de Pernambuco
em um equipamento Thermogravimetric Analyzer TGA-50/50H. Todas as amostras
foram analisadas em uma faixa de temperatura de 40-500 °C, com fluxo de gas
argonio de 50 mL min e taxa de aquecimento de 5 °C min-'.

3.10.2 Difratometria de raios X

Os difratogramas de raios-x foram obtidos em difratbmetro de Raios-X,
localizado no CETENE, modelo Bruker D8 Advance Davinci, com radiacédo de Cu-ka
(A= 1,54 A), em uma taxa de 0,03 ° s, e varredura de 5 a 60°. O indice de
cristalinidade foi calculado de acordo com intensidade do pico (200) representada pela
equacao por leoo) € a intensidade minima entre (200) e (110) representada por lam)
gue corresponde apenas a regido amorfa e esta situada em aproximadamente 18 °
em 20 (SEGAL et al., 1959)

IC= (I(200) —l(am)) /l(200)

3.10.3 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos na Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), através de um equipamento Bruker modelo IF66 com
transformada de Fourier, fazendo a varredura na regido de 4000-400 cm, com
pastilhas de KBr, e, para as amostras modificadas com sililantes, os espectros
foram obtidos em espectrofotdbmetro Shimadzu IR-Tracer com acessorio de ATR

fazendo uma varredura na regiéo de 4000-600 cm™2.

3.10.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise da morfologia das membranas de celulose bacteriana, para as
membranas filtrantes, foi realizada em microscopio eletrénico de varredura modelo
Quanta 200 FEG, situado no CETENE. Todas as amostras foram metalizadas em
metalizadora Sputter Coater depositando uma fina camada de ouro na superficie da

membrana. Para as membranas de celulose modificadas com sililante e
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nanoparticulas de prata, as imagens foram obtidas no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco em microscopio eletrénico

Tescan Mira 3.

3.10.5 Espectroscopia de Absorcao Eletronica (UV-Vis)

Os espectros da celulose bacteriana modificada com sililantes e nanoparticulas
de parta foram obtidos no Instituto Federal de Pernambuco em um espectrofotometro
Agilent Cary 60. As medidas referentes ao experimento de liberacdo das
nanoparticulas de prata foram realizadas no laboratério de Compostos Hibridos,
Interfaces e coloides (CHICO) na UFPE em um espectrofotometro Ocean Optics
modelo DH-2000. Para todas as amostras fez-se uma varredura na regiao de 300-800

nm em cubeta de quartzo com caminho Optico de 1cm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO E RENDIMENTO DA CELULOSE BACTERIANA

As membranas de celulose bacteriana utilizadas nos experimentos possuiam
6,0 cm de didmetro e espessura média de 0,0450 mm. A espessura da membrana foi
medida em 10 regifes diferentes utilizando um paquimetro digital Calipiter 300. A
Figura 13 mostra a celulose bacteriana produzida na superficie do meio de cultura
apos 72 horas de incubacdo (13a), celulose bacteriana purificada (13b), celulose
bacteriana modificada com silica (13 c).
Figura 13- Fotografia da membrana de celulose bacteriana produzida na superficie do meio de cultura

(13 a), Membrana de celulose purificada (13 b), Membrana de celulose bacteriana modificada com silica
(13 ¢).

6cm Fonte: A autora (2019)

Para as filtracdes, foram utilizadas as membranas retiradas ap0s 0s primeiros
3 dias de cultivo. A Tabela 01 mostra o consumo de glicerol para as produc¢des de

celulose bacteriana e a Figura 14 mostra os cromatogramas obtidos.

Tabela 01-Consumo de glicerol durante as produc¢des de celulose bacteriana obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Amostra Tempo de Retencdo (minutos) Concentracdo (g L)
GLICEROL Branco 13,58 29.60
1CB-3D 13,58 24.71
*1CB-3D corresponde a celulose bacteriana produzida durante os trés primeiros dias, denominadas
como membranas de primeira producédo. 2CB-3D corresponde a celulose bacteriana produzida durante
os trés ultimos dias de cultivo, denominadas segunda producao.
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Figura 14-Cromatogramas obtidos para quantificacdo de glicerol presente no meio de cultura durante
a producgdo da CB pela Gluconacetobacter xylinus.
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Fonte: A autora (2019)

Para 1L de meio de cultura foram produzidas 22 membranas de celulose
bacteriana com 6 centimetros de diametro, aproximadamente 0,0470g massa seca de
celulose contabilizando 1,034 g L. Zhong et al. (2013) estudaram o efeito de varias
fontes de carbono incluindo a glicose e o glicerol na producéo de celulose bacteriana
utilizando a Gluconacetobacter xylinus. O estudo mostrou que a producéao de CB foi
2,38 vezes maior para o glicerol do que para a glicose comprovando a eficiéncia do
glicerol na producéo da celulose bacteriana.

De forma geral, as bactérias apresentam uma curva de crescimento que se
divide em 4 fases (fase lag, log, estacionaria e morte celular). A fase lag € uma fase
inicial de adaptacao, ha pouca ou nenhuma divisdo celular e uma intensa atividade
enzimatica preparando-se para o crescimento populacional. A fase log, é o periodo de
intensa diviséo celular, ha um crescimento exponencial dos microrganismos, momento
de maior atividade metabdlica. Em seguida, os micro-organismos entram em uma fase
estacionaria onde ha diminuicdo dessa atividade havendo uma estabilizacdo da
populacdo microbiana. Por fim, a curva de crescimento entra em declinio onde o
namero de morte celular ultrapassa o numero das novas células, até uma pequena
fracdo de células vivas ou morte de toda a populacdo (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).
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A formacdo da celulose bacteriana ocorre concomitante a multiplicagdo dos
micro-organismos e para essas atividades a bactéria necessita consumir os nutrientes
provenientes do meio de cultivo. De acordo com Ruka e colaboradores (2012) que
estudaram o crescimento da G. xylinus em meios de cultura com diferentes
composicdes, ndo ha producdo significativa de celulose bacteriana apds 14° dia de
cultivo, tanto para cultivo estatico quanto para cultivo sob agitacdo. Os pesquisadores
observaram ainda que o significante crescimento dos micro-organismos ocorreu
apenas nos 7 primeiros dias ap0s a incubacao.

A Tabela 02 mostra os valores da taxa de produc¢ao e do rendimento da celulose
bacteriana produzida nesse trabalho. Pode-se observar que nos primeiros dias de
incubacdo a bactéria encontra-se extremamente ativa, na fase log, e com grande
guantidade de nutrientes disponiveis no meio de cultura favorecendo a producéo de

celulose bacteriana.

Tabela 02-Valores da taxa de producéo e rendimento para as produc¢fes de CB.

Producéao Taxa de producdo média Rendimento (m/v)
BC 0,0145gL 1ht 21,14%

4.2 CARACTERIZACAO DA CELULOSE BACTERIANA E SEUS COMPOSITOS

A Figura 15 mostra espectro na regido do infravermelho da CB, CB apés a
adicao de tetraborato de s6dio e CB modificada com silica (CBSiB1). O espectro de
infravermelho das amostras CBSiB2 e CBSIiB3 encontra-se no Apéndice A. Paraa CB
pode-se observar uma banda forte e larga em 3410 cm™ atribuida a estiramento O-H
e ligacGes de hidrogénio; estiramento em 2896 cm™ de CHy; deformacéo angular de
ligacdes de hidrogénio em 1643 cm; deformagéo angular simétrica de CHz; e C-H em
1427 cm™? e 1369 cm™ respectivamente; deformacdo angular no plano de O-H em
1338 cm; deformacgédo angular fora do plano em 1315 cm™ de CHz, estiramento
assimétrico em 1155 cm* atribuido a ligacdes glicosidicas C-O-C; estiramento em
1111 cm™? e 1032 cm™ atribuidos a ligagGes C-O; deformagéo angular fora do plano
de O-H em 667 e 617 cm™ (BARUD et al., 2008; CASTRO et al., 2011; FIGUEIREDO
et al., 2015; QIU et al., 2016).
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Apos a adicao do borato de sédio, adicionado como um reagente em ponte para
promover ligagdes covalentes entre a CB e a rede de silica a ser formada, um novo
estiramento aparece em 833 cm™ que corresponde a ligacdo B-O (GOEL; SINHA;
KUMAR, 2013; SPOLJARIC et al., 2014; LU et al., 2017). Ha também uma mudanca
no perfil da regido entre 1427 e 1315 cm™* com surgimento de um novo estiramento
em 1346 cm™ que corresponde a ligacdo B-O-C (Cozzolino et al., 2016) confirmando
a ligacao entre tetraborato de sdédio e celulose. Angelova et al. (2011) e Han et al.
(2014) também reportaram a formacdo de ligagdes dessa natureza quando o
tetraborato de sdédio foi adicionado ao PVA e compdsitos de celulose/PVA,
respectivamente.

Apo6s a modificagdo da CB com silica foi possivel observar estiramento
simétrico em 794 cm que esta relacionado a ligacdes Si-O-Si e deformacéo angular
em 462 cm tipicas de Si-O-Si (ANGELOVA et al., 2012; ASHORI et al., 2012; BARUD
et al., 2008; SAl et al., 2015) confirmando a presenca de silica na CB. Os estiramentos
do borato de sodio ndo sdo evidenciados apos a adicao de silica a membrana devido

a sobreposicao das bandas.

Figura 15- Espectroscopia na regido do infravermelho da celulose bacteriana (a), celulose modificada
apos adicdo de tetraborato de sodio (b), e CB/silica (CBSIiB1) (c).
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Fonte: A autora (2019)

A espécie (BOs) presente nas nanofibrilas do polimero realiza o ataque

nucleofilico ao TEOS, promovendo a formacéo de uma ligagdo covalente entre a silica
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e as fibrilas da CB levando a uma distribuicdo mais homogénea dessas particulas ao

longo da Celulose. A Figura 16 propde a reacao entre a celulose bacteriana contendo
borato de sédio e TEOS em meio bésico.

Figura 16- Proposta de reacao para modificacdo da celulose bacteriana com silica.
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Fonte: A autora (2019)

A Figura 17 mostra as curvas TG obtidas para a celulose bacteriana e os

compositos CB/Silica. Pode-se observar que todas as amostras apresentaram um
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Unico evento térmico com diferentes perdas de massa atribuidas a degradacédo da
celulose incluindo a despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicao de unidades

glicosidicas como reportado por Tsalagkas et al., (2016).

Figura 17- Curvas TG da CB, CBSiB1, CBSiB2 e CBSIiB3.
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Fonte: A autora (2019)

Apés a adicao da silica, as amostras apresentaram variacdo na estabilidade
térmica, destacando-se a CBSIB3 que apresentou um aumento na estabilidade
térmica de 17°C em relacdo a CB, como pode ser observado na Tabela 03. De acordo
Sheykhnazari et al. (2016) o aumento na estabilidade térmica das membranas
modificadas esta diretamente relacionado a presenca da silica formada apés as
reacdes de hidrélise e condensacdo do TEOS. Estudos realizados por Barud et al.
(2008) e Sheykhnazari et al. (2016), que modificaram celulose bacteriana com silica
corroboram com os resultados obtidos. A partir da analise da massa residual foi
possivel determinar a quantidade de SiO: presente nas amostras sendo 6,54% para
a CBSiB1, 14,45 % para CBSIiB2 e 33,25% CBSIiB3. Esses resultados mostram que a
concentracdo do catalisador influencia diretamente na deposicéo de silica na celulose

bacteriana. Segundo Aelion e Loebel (1950) a taxa de hidrélise do TEOS é

proporcional & concentracdo do catalisador.
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Tabela 03- Comparacao da estabilidade térmica e perda de massa da CB, CBSiB1, CBSiB2 e CBSIB3.

Amostra Tonset (°C) Perda de Massa (%) Intervalo da Temperatura
da Perda de Massa (°C)
CB 335 ~83,17% 335-364 °C
CBSiB1 348 ~ 80,50% 348-373°C
CBSiB2 350 ~72,84% 350-381°C
CBSIiB3 355 ~ 60,06% 352-380°C

Fonte: A autora (2019)

O difratograma de raios-X (Figura 18) da CB e dos compésitos CBSiB1, CBSiB2
e CBSIB3 mostraram os principais picos de difracdo em 26 em 14,6°; 16,8° e 22,7°
que sdo atribuidos aos planos de difracdo da celulose | (110), (110), (200)
respectivamente (KINGKAEW et al., 2014; SAl et al., 2015; TOME et al., 2010).
Comparando os difratogramas pode-se observar que houve a preservacao do padrao
de difracdo da CB em todas as amostras, sem deslocamento ou aparecimento de
novos picos, sugerindo que a reacdo ocorreu predominantemente nas regides
amorfas do polimero sem afetar, significativamente, a estrutura cristalina da CB
(GUZUN et al., 2014; TOME et al., 2010). Os indices de cristalinidade relativa foram
calculados de acordo com o método de Segal et al. (1959) e estdo dispostos na Tabela
04. Esse parametro tem sido usado pelos pesquisadores para avaliar as possiveis

alteracdes na estrutura cristalina da celulose apos tratamentos quimicos.

Figura 18-Difratogramas da membrana de celulose e compésitos CBSiB1, CBSiB2 e CBSiB3.
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O indice de cristalinidade (IC%) apresentou diminuicdo com o aumento da
deposicéo de silica na membrana, sendo a CBSiB3 a amostra que apresentou uma
alterac@o mais significativa. A diminuicdo no indice de cristalinidade da celulose apés
modificacdo com quitosana, silica e alginato também foi reportada por Kim et al.,
(2011); Sai et al.,( 2015) e Suratago et al., (2015), respectivamente. De acordo com
Suratago et al (2015) a diminuicdo do indice de cristalinidade ocorre devido a ruptura
das ligacdes de hidrogénio que compdem as regides microcristalinas da CB quando a
modificagdo é adicionada.

Tabela 04- indice de cristalinidade (IC%) da celulose bacteriana e celulose bacteriana modificada
(CBSIiB1), (CBSiB2) e (CBSIB3).

Amostra IC (%)
CB 85, 92
CBSiB1 85,10
CBSiB2 83,67
CBSiB3 79,62

Fonte: A autora (2019)

A Figura 19 mostra as imagens da microscopia eletrénica de varredura para a
CB e CBY/silica compaositos. Pode-se observar que a CB possui nanofibrilas alongadas
compostas por monémeros de glicose unidos por liga¢gdes do tipo B-1,4 que possui
uma estrutura tridimensional randémica como descrito previamente na literatura (KIM
et al., 2011; NAPAVICHAYANUN et al., 2015; STUMPF et al., 2018; SULAEVA et al.,
2015).

Apoés a adicdo do TEOS houve uma alteracdo significativa na morfologia das
membranas. Para todas as amostras, foi possivel observar particulas esféricas de
silica que estéo no intervalo de 0,744-0,304 um para BCSiB1; 0,278-0,023 um para
BCSIiB2 e 0,390-0,265 um para BCSIiB3. Além das particulas de silica, a modificacao
pode ser observada também pelo recobrimento das fibrilas como destacado nas
imagens pelas setas vermelhas. Quanto maior a concentracao do catalisador (NaOH)
maior é a distribuicdo de silica na amostra como pode ser observado na Figura 20(d)
gue corresponde a CBSIiB3. A amostra CBSIiB3 mostra 0 maior revestimento das
nanofibrilas de celulose com silica, como consequéncia da maior concentracdo do
catalisador corroborando com os resultados obtidos pelas curvas TG. As setas
brancas nos insets das microscopias indicam a distribuicdo da silica ha membrana

guando imagens foram obtidas com menor magnificacdo. A adicdo de silica na
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celulose bacteriana foi reportada por Ashori et al., (2012); Barud et al., (2008); Maeda
et al., (2006); Sheykhnazari et al., (2016), como uma consequéncia da reacao entre
grupos silandis formados a partir da hidrélise do TEOS e hidroxilas da celulose

bacteriana.

Figura 19- Microscopia Eletrénica de Varredura CB (a), CBSiB1 (b), CBSiB2 (c) CBSiB3 (d).
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Fonte: A autora (2019)

4.3 APLICACAO DA CELULOSE BACTERIANA E COMPOSITOS (CBSiB1, CBSiB2
E CBSiB3) COMO MEMBRANA FILTRANTE PARA E. Coli

As membranas de celulose bacteriana modificadas foram utilizadas como um
filtro para retencdo de Escherichia coli (que mede aproximadamente 2 um de
comprimento e 0,5 um de largura) de acordo com Fernandéz et al., (2015). A E. coli
foi escolhida por ser um micro-organismo padrédo que indica contaminacéo fecal em
aguas e efluentes. O intuito das andlises foi mensurar a concentracdo de
microrganismos remanescentes da filtragdo e estudar a capacidade de filtracdo das
membranas produzidas.

A Figura 20 mostra o grafico obtido para o conjunto das 10 filtragBes
subsequentes realizadas com a celulose bacteriana modificada (CBSiB3) e membrana
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comercial com dois diferentes métodos de estudo, contagem de célula (resultado no
lado esquerdo do gréfico) e a absorbancia do filtrado (lado direito) em funcéo do
namero de filtracdes realizadas. Vale ressaltar, que todos os experimentos foram
realizados em triplicata e o perfil das filtracdes para todos os compdésitos foi 0 mesmo,
sendo colocado no Apéndice B os resultados obtidos para as demais membranas
modificadas CBSiB1 e CBSIiB2.

As filtragbes realizadas nesse trabalho mostraram que as membranas
produzidas possuem excelente capacidade filtrante para suspensdes de E. coli como
pode ser observado na Figura 20. As membranas comerciais apresentaram resultados
inferiores quando comparadas a CB modificada com silica demonstrando saturagdo
desde a primeira filtrac&o. As filtracdes realizadas com as membranas comerciais nao
apresentaram um padrao, havendo sempre muita variacdo na contagem de células e
absorbancia do filtrado, demonstrando baixa eficiéncia na retencdo dos micro-

organismos.

Figura 20-Resultado das filtracGes de suspensdes concentradas de E. coli realizadas com membrana
comercial e membrana de celulose modificada (CBSiB3) contendo a contagem de células a esquerda
do gréfico e a absorbéncia a direita em funcdo do nimero de filtracdes realizadas.
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Fonte: A autora (2019)

O filtrado oriundo da filtracdo com membranas comerciais, analisado por

espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis e microscopia Optica, apresentou altas
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absorbancias e contagem de micro-organismos. A andlise dos resultados mostra que
as membranas comerciais utilizadas ndo tém capacidade para filtrar altas
concentracbes de bactérias diferentemente do que foi observado para a celulose
bacteriana modificada. O filtrado analisado apés as filtragdes usando as membranas
de celulose bacteriana modificada apresentou aspecto translicido com zero de
absorbancia e auséncia de E.coli quando a contagem na camara de Neubauer era
executada.

A CB sem modifica¢éo também foi submetida ao mesmo procedimento descrito
anteriormente para determinacdo da capacidade filtrante demonstrando
comportamento semelhante ao reportado para a CB modificada, como pode ser
observado na Figura 21. Os resultados obtidos demonstraram que a excelente
capacidade filtrante da celulose bacteriana esta relacionada a sua microestrutura
composta por nanofibrilas nanométricas oferecendo uma excelente barreira fisica para
retencdo de micro-organismos Todas as filtragdes foram realizadas em triplicata e os
resultados encontram-se no Apéndice C.

Figura 21- Resultado das filtracdes de suspensdes concentradas de E. coli realizadas com membrana

comercial e membrana de celulose bacteriana (CB) contendo a contagem de células a esquerda do
gréfico e a absorbéancia a direita em func&o do nimero de filtracdes realizadas.
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Todas as membranas constituidas por celulose bacteriana (CB sem

modificacdo e 0os compositos) ndo apresentaram saturagdo mesmo apos 10 filtragbes
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subsequentes continuando com capacidade filtrante até a décima filtracdo (limite
operacional fixado). Porém, mesmo possuindo capacidade filtrante para micro-
organismos semelhantes, o uso da silica como um agente modificador pode tornar o
material ainda mais promissor, abrindo a possibilidade para modificacdo quimica da
superficie, apresentando-se como uma excelente perspectiva para o tratamento de
aguas e efluentes com altas cargas de poluicdo organica e microbioldgica danosos ao
homem e ao meio ambiente.

A Figura 22 mostra fotografias obtidas da membrana modificada (CBSIiB3)
antes e apos as dez filtracdes com E. coli e da amostra utilizada para filtracdo antes e
apos o experimento. Pode-se observar que ha uma camada amarela formada por
bactérias, que foram retidas pela membrana, e encontra-se espalhada por toda a
superficie apls a filtracdo, mostrando a excelente atuacdo do material como uma
barreira fisica para micro-organismos.

Figura 22- Fotografia da BC/silica (CBSIiB3) (a) antes da filtracdo; (b) suspensado de E. coli antes e
apos a filtracdo; (c) Membrana apos as dez filtragGes.

Fonte: A autora (2019)

4.4 ESTUDO DA CAPACIDADE FILTRANTE DE AMOSTRAS REAIS COLETADAS
NA BACIA HIDROGRAFICA DE IGARASSU E JABOATAO

A capacidade filtrante das membranas produzidas também foi estudada com
amostras reais coletadas da bacia hidrogréafica do rio Igarassu e Jaboatdo, que possui
maior complexidade microbiologica. Antes da coleta do rio Igarassu, um estudo
preliminar para determinar qualitativamente o potencial filtrante das membranas de

celulose e celulose modificada foi realizado utilizando a técnica spread plate
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(plagueamento dos inéculos pelo espalhamento em superficie) para amostras de agua
da bacia hidrografica de Jaboatéo. Essa coleta foi executada em outubro/2018 pela
Agéncia Estadual do Meio Ambiente (CPRH). A localizacdo contendo os pontos de
coleta das amostras encontra-se no diagrama unifilar disponivel no Anexo 01.

De acordo com o CPRH (2016), a bacia hidrografica de Jaboatdo e Igarassu
recebe efluentes industriais e domésticos oriundos de industrias alimenticias,
metallrgica, téxtil, industria quimica, papel/ papeldo e muitas outras que utilizam os
rios para despejar seus rejeitos. A Figura 23 mostra as placas de Petri contendo os
resultados obtidos apds a incubacdo das amostras de agua fluvial antes e apés a
filtracdo com membrana de celulose modificada (CBSIB3) e membranas comerciais
de celulose (0,22 pm).

Figura 23- Fotografias das placas de Petri inoculadas com amostras da bacia hidrografica do rio
Jaboatdo antes e apés a filtracdo com membrana de celulose bacteriana modificada (CBSIiB3) e
membrana comercial.

Amostra Filtracdo/CBSiB3 Filtracdo/ Membrana

Comercial
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Fonte: A autora (2019)

Como pode ser observado no conjunto de imagens da Figura 23 ndao houve
crescimento de micro-organismos apoés a filtracdo das amostras com membranas de
celulose modificada (apenas as imagens das placas de Petri da amostra CBSIiB3 foi
adicionada no texto para evitar extensa repeticdo dos resultados ja que nédo houve
diferenca entre as placas inoculadas). Esse resultado motivou a coleta das amostras
da bacia hidrografica do rio Igarassu e o estudo da capacidade filtrante das
membranas foi realizado ndo so6 pela inoculacdo em superficie com meio soélido como
também, pela determinacdo da densidade de Escherichia coli utilizando a técnica dos
tubos multiplos, denominada de niumero mais provavel (NMP).

A técnica do Numero mais provavel (NMP) é utilizada para determinacédo da
densidade de coliformes fecais em aguas e efluentes, empregada mundialmente como
metodologia de referéncia descrita no standard methods for the examination of water
and wastewater (APHA, 2012). Nesse trabalho, o NMP foi utilizado para determinar o
namero mais provavel de Escherichia coli antes e apés as filtragdes realizadas tanto
com membranas comerciais quanto para CB/Silica. As analises das amostras foram
realizadas pelo laboratério do CPRH e os resultados obtidos encontram-se na Tabela
05.
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Tabela 05-Quantificagéo de E. coli da bacia hidrogréafica do rio Igarassu antes e ap0s as filtragdes com
celulose bacteriana modificada (CBSiB3) e membrana comercial.

Amostra Antes da Apoés afiltracdo Apos afiltracao Intervalo de
Filtrac&o (BCSIiB3) (M. Comercial)

confianga
(MPN/100mL) (MPN/100mL) (MPN/100mL)

IG 01 200 <180 <180 95%
IG 02 1700 <180 <180 95%
IG 03 2200 <180 <180 95%
IG 04 3100 <180 <180 95%

* Valores apos filtracdo foram multiplicados por 100 devido a diluigdo realizada
Fonte: CPRH (2018)

A Figura 25 mostra as fotografias retiradas das placas de Petri inoculadas com
a amostra e filtrados da bacia hidrografica de lgarassu. Percebe-se que ndo houve
crescimento de micro-organismos em nenhuma placa apos a filtracdo da agua fluvial
guando as amostras foram filtradas com membranas de celulose modificada. Esse
fato pode ter ocorrido pela inexisténcia de células microbianas ou inexpressivo nimero
de micro-organismo presente no filtrado abaixo do limite de deteccédo da técnica de
plaqueamento em superficie que é de 10 UFC/ mL (SILVA et al., 2013).

Quando membranas comerciais sdo utilizadas, pode-se observar crescimento
de micro-organismos nas placas que corresponde as amostras IG03 e 1G04, que sao
as que possuem maior contaminacao microbiolégica de acordo com a técnica dos
tubos multiplos. Os resultados dispostos na Tabela 05 e na Figura 24 confirmam que
as membranas comerciais sao eficientes para retencéo de bactérias em amostras com
menor nivel de contaminacdo microbiolégica, quando a densidade bacteriana é
aumentada as membranas comerciais possuem capacidade de filtracdo limitada
sendo inferior as membranas de celulose bacteriana.

Os resultados obtidos demonstram que as membranas filtrantes propostas
nesse trabalho, sdo aptas para remocdo dos micro-organismos em amostras
coletadas em duas bacias hidrograficas (Jaboatdo e Igarassu). Foi observado que as
membranas produzidas foram eficientes na eliminacdo das bactérias presentes na
amostra sem apresentar crescimento microbiolégico quando o filtrado foi inoculado.
Vale ressaltar, que as amostras coletadas podem conter outras bactérias, ndo apenas
E. coli, e os meio de cultura utilizado juntamente com as condi¢cdes de incubagéo

proporcionam esse crescimento.
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Figura 24- Fotografias das placas de Petri inoculadas com amostras da bacia hidrografica do rio
Igarassu antes e apés a filtracdo com membrana de celulose bacteriana modificada (CBSIiB3) e
membrana comercial.

Amostra Filtracdo / Celulose Filtracdo / Membrana
Modificada (CBSiB3) Comercial

e

Fonte: A autora (2019)
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4.5 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE MODIFICADAS COM
SILILANTES

A Figura 25 mostra o espectro de infravermelho obtido para os compoésitos
CBAPTS, CBDPTS e CBTPTS. Além dos estiramentos tipicos da celulose bacteriana,
discutidos anteriormente, pode ser observado, em todos 0s espectros, novas bandas
em 1575 cm™ atribuido a deformacédo angular de grupos NH> de aminas primarias e
em 1480 cm™ correspondente a deformacgdo angular de CH, (FERNANDES et al.,
2013; MOHD et al., 2016; OSMAN; AROF, 2003) confirmando que a CB foi modificada.

Figura 25-Espectro de infravermelho da celulose bacteriana e celulose bacteriana modificada com
APTS, DPTS e TPTS.
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Fonte: A autora (2019)

Estiramentos referentes a ligagbes Si-O-C e Si-O-Si dificiimente séo
identificados em membranas de celulose bacteriana porque se sobrepbe aos
estiramentos caracteristicos das ligacdes glicosidicas que ocorrem entre 1150 e 1135
cm? presentes na celulose (MENG, et al., 2015). Pode-se observar, portanto, um
alargamento das bandas que aparecem nessa regido, sugerindo que os estiramentos

Si-O-Si e C-O-C estado sobrepostos. Da mesma forma, estiramentos de N-H que
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ocorrem entre 3500-3000 cm™ estdo sobrepostos aos estiramentos O-H que
aparecem na mesma regiao.

De acordo com Fernandes et al. (2013) a funcionalizac&o da celulose inicia com
a difuséo do sililante na membrana com formacao de grupos silanois derivados das
reacdes de hidrolise (descrita na Figura 17). As espécies hidrolisadas interagem com
as hidroxilas presentes na celulose bacteriana formando ligagcdes de hidrogénio, esse
processo ocorre concomitantemente as reacdes de condensacdo do sililante
formando redes inorgénicas funcionalizadas contendo ligagdes siloxanos.

Os agentes sililantes possuem formula geral (X)sSi(R)Y, onde X é um grupo
alcoxido, R um grupo organico denominado de espacador e Y pode ser Cl, CN, SH
NH: etc. (AIROLDI, 2007). Os agentes sililantes utilizados nesse trabalho possuem um
(APTS), dois (DPTS) ou trés (TPTS) grupo amino em sua estrutura. O aumento dos
grupos aminos no polimero visa minimizar a lixiviagdo das nanoparticulas de prata
produzidas in situ, como consequéncia das interacdes formadas entre os grupos
aminos e as NPAg.

A morfologia dos nanocompdésitos produzidos foi estudada por microscopia
eletrébnica de varredura de acordo com a Figura 26 (a) (CBAPTS), Figura 26 (b)
(CBDPTS) e Figura 26 (c) (CBTPTS). Ha uma clara alteracdo na morfologia da
celulose bacteriana apo6s a adicao dos sililantes. Para todas as amostras, foi possivel
observar silica aderida as nanofibrilas do polimero, indicada nas imagens por uma
seta branca, recobrindo a superficie da membrana, preenchendo os intersticios entre
as fibrilas sem destrui-las. Além da modificacdo na superficie da CB, foi possivel
observar na Figura 26 (a), referente a amostra CBAPTS formacao de particulas
esféricas de silica aderidas as nanofibrilas com tamanho no intervalo de 1,18 a 3,15
pm.

Pode-se observar ainda que a CB/sililantes forma uma maior distribuicdo de
silica na superficie do polimero quando comparada a CB/Silica. Essa diferenca na
morfologia das amostras pode estar associada ao fato de que a CB/Sililantes forma
uma rede de silica mais ramificada que se difunde mais uniformemente na superficie
da CB. Meng et al. (2015) e Fernandes et al. (2013) modificaram celulose bacteriana
com APTS e observaram formac&o de uma rede inorganica de silica na superficie do

polimero obtendo resultados semelhantes aos reportados nesse trabalho.
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Figura 26-Microscopia eletrénica de varredura da celulose bacteriana modificada com APTS (a) com
DPTS (b) e TPTS (c).

Fonte: A autora (2019)
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46 CELULOSE BACTERIANA MODIFICADAS COM  SILILANTES E
NANOPARTICULAS DE PRATA

A producédo de nanoparticulas de prata in situ ocorreu pelo método da reducéo
qguimica, amplamente difundido pela literatura (HE; KUNITAKE; NAKAO, 2003, JUNG
et al., 2009, ZHU et al., 2009 e YAN et al., 2016), para formacdo de compadsitos de
celulose. Agentes redutores como o citrato de sédio, acido ascoérbico e borohidreto de
sodio sédo frequentemente utilizados na sintese de NPAg (PILLAI e KAMAT, 2004,
ZIELINSKA et al. 2009; MAVANI E SHAH, 2013) variando a morfologia e o tamanho
das nanoestruturas. Nesse trabalho, o NaBH4 foi utilizado, por ser um forte agente
redutor, capaz de reduzir rapidamente ions Ag* a prata metalica e formar
nanoparticulas muito pequenas que pode chegar até 3 nm de diametro (QUIN et al.,
2010; SANTOS, et al., 2014).

De acordo com He; Kunitake; Nakao (2003), Maria et al. (2010) e Maneerung
et al. (2008) quando CB é mergulhada na solucao de nitrato de prata os ions Ag* se
difundem na celulose promovendo interacdes eletrostaticas com atomos de oxigénio
das hidroxilas que compdem as nanofibrilas do polimero. Quando as membranas séo
adicionadas a solucéo de NaBH4 os ions Ag* sé@o reduzidos a nanoparticulas de prata

metalica de acordo com a equacéao 1.
AgNO3 (aq) + NaBH4 (aq) e Ago(s) + %% H2(g) + Y BZHG(aq) + NaNO3(aq) Eq (1)

Apés a formacédo das nanoparticulas de prata, as membranas mudaram a sua
coloracdo de branca para amarela como pode ser observado na Figura 28, sugerindo
a formacédo das NPAg In situ (YANG et al., 2012; CHOOK et al., 2017). A Figura 27
mostra ainda as medidas de absor¢cdo dos compadsitos. De acordo com Chook et al.
(2017) e Solomon et al. (2007), nanoparticulas de prata esféricas possuem uma
coloracdo amarelo brilhante com uma intensa banda no espectro de absorcdo em
torno de 400 nm. Essa banda resulta do fendmeno conhecido como ressonancia de
plasmon da superficie (SPR) que ocorre a partir da interacdo da radiacdo incidente
com os elétrons da banda de conducdo do metal excitando-os coletivamente
(YESHCHENKO et al., 2012; MAVANI et al., 2013).
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As membranas modificadas com APTS, DPTS e TPTS contendo NPAg,
apresentaram uma banda de absor¢cédo com Amax €m 400 nm, enquanto a celulose sem
adicao do sililantes (CB-Ag) apresentou banda de absor¢cdo com maximo em 414 nm.

Figura 27-Fotografia e espectros de absor¢céo obtidos para a membranas de celulose modificada com
sililantes (a), celulose com NPAg (b), celulose maodificada com sililante e nanoparticulas de prata (c).
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Fonte: A autora (2019)

As microscopias eletrbnicas de varredura dos compdsitos de celulose
bacteriana contendo nanoparticulas de prata estdo presentes na Figura 29 e 30.
Todas as imagens foram obtidas por detectores de elétrons secundarios (lado direito)
e retroespalhados (lado esquerdo). O contraste atribuido aos elétrons
retroespalhados, permite distinguir regides com diferentes composicfes, uma vez que
o coeficiente de emissdo dos elétrons retroespalhados emitidos pela amostra esta
diretamente relacionado com o numero atdbmico dos elementos presentes
(AMELINCKX, et al. 1997; EGERTON, 2005). As imagens obtidas por elétrons
retroespalhados (Figuras 28 e 29) mostraram diferenca de contraste na amostra

sendo indicado pela seta vermelha a presenca da prata na membrana.
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Figura 28-Microscopia eletrénica de varredura CBAPTS-Ag (a), CBDPTS-Ag (b), CBTPTS- Ag (c), CB-
Ag (d).
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Fonte: A autora (2019)

Quando as imagens foram obtidas com magnificacdo de 150 mil vezes (Figura
29) o feixe de elétrons primarios abriu “buracos” nas amostras, sendo possivel analisar
as regides mais internas das membranas. As imagens obtidas por elétrons
secundarios, ofereceu informacdes sobre a topografia do espécime mostrando as
nanofibrilas, caracteristica da CB, com particulas distribuidas em toda regido,
enquanto as imagens obtidas por elétrons retroespalhados mostrou pontos brilhantes
distribuidos nas fibrilas do polimero indicando a formacéao de nanoparticulas de prata
in situ como reportado por Maria et al., (2010) e Barud et al., (2011) que impregnaram
nanoparticulas de prata na celulose bacteriana. De acordo com Yang et al., (2012), a
rede tridimensional nanofibrilada da celulose bacteriana atua como template

favorecendo o crescimento das nanoparticulas entre as nanofibrilas do polimero.

Figura 29- Microscopia eletrdnica de varredura dos compésitos CBAPTS-Ag (a), CBDPTS-Ag (b),
CBTPTS-Ag (c) e CB-Ag (d) obtidas com detector de elétrons secundarios (imagens localizadas a
esquerda) e elétrons retroespalhados (imagens localizadas a direita).
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Fonte: A autora (2019)

A Figura 30 mostra os histogramas obtidos das amostras CBAPTS-Ag,
CBDPTS-Ag, CB-TPTS-Ag e CB-Ag que apresentaram tamanho médio das particulas
de 12, 6 £6,9 nm, 11, 4 +6,35 nm, 13, 0 £6,30 nm, 15,5 £8,9 nm, respectivamente. O
desvio padrdo elevado indica que as nanoparticulas apresentaram variacdo de
tamanho.



Figura 30-Histogramas das amostras CBAPTS-Ag, CBDPTS-Ag, CBTPTS-Ag e CB-Ag.
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Fonte: A autora (2019)

4.7 TESTE DE LIBERACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

83

A Figura 31 mostra o resultado do teste liberacdo da prata para os compaositos
(CBAPTS-Ag, CBDPTS-Ag, CBTPTS-Ag e CB-Ag). Pode-se observar que o

sobrenadante da celulose com NPAg sem sililante apresentou uma coloracéo

amarela, enquanto os sobrenadantes oriundos da celulose bacteriana modificada com

sililantes e nanoparticulas de prata permaneceu incolor, indicando lixiviacdo das

nanoparticulas por parte da CB-Ag (Yang et al., 2012).

Figura 31- Teste de liberacdo das NPAg para a celulose bacteriana e compositos: (a) CBAPTS-Ag, (b)
CBDPTS-Ag, (c) CBTPTS-Ag e (d) CB-Ag.
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Fonte: A autora (2019)
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Espectroscopia de absorcéo eletronica UV-Vis (Figura 32) foi realizada a fim de
confirmar a presenca das nanoparticulas nos sobrenadantes. Os espectros de
absorcao dos sobrenadantes da CB-Ag e da CBAPTS-Ag apresentaram uma banda
de absorcdo com Amax em aproximadamente 400 nm. Enquanto a CBDPTS-Ag e
CBTPTS-Ag nédo apresentaram absorcdo. Esse resultado indica que as
nanoparticulas séo liberadas mais facilmente pela amostra CB-Ag (que nao possui
sililantes em sua estrutura) e pela CBAPTS-Ag (que possui um sililante constituido por
apenas um grupo amino), demonstrando que quanto mais grupos aminos presentes
no compdosito menor € a lixiviacdo das nanoparticulas. 1sso ocorre porque 0S grupos
aminos atuam como um agente quelante ancorando as nanoparticulas de prata
(CHOOK et al., 2017; KUO; CHEN, 2003; TAGLIETTI et al., 2014).

Figura 32- Espectros de absorcéo eletronica dos sobrenadantes apos o teste de liberacdo da prata
para a celulose bacteriana e os compdsitos CB-Ag, CBAPTS-Ag, CBDPTS-Ag e CBTPTS-Ag.
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Fonte: A autora (2019)

4.8 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS PELO METODO DE DISCO-
DIFUSAO EM AGAR

O teste de sensibilidade a antimicrobianos é utilizado frequentemente por
laboratérios de microbiologia clinica, com o intuito de fornecer resultados qualitativos
guanto a susceptibilidade dos micro-organismos a diferentes antibiéticos ou agentes

antimicrobianos (SEJAS, et al.,, 2003). Nesse trabalho, os micro-organismos S.
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aureus, P. aeroginosa, E. coli e S. epidermidis foram utilizados por serem bactérias
presentes em infeccoes epiteliais (SONDRE et al., 2015; MANNING, 2018).

Os testes de disco-difusao foram realizados com a celulose bacteriana sem
modificagdo, celulose bacteriana modificada com sililantes e celulose bacteriana apés
a modificacdo dos sililantes e adicdo de NPAg. Os resultados obtidos para a CB,
CBAPTS, CBDPTS e CBTPTS, nédo apresentaram zona de inibicdo para os micro-
organismos testados, como pode ser observado na Figura 33, indicando que o
material ndo possui atividade antimicrobiana para o teste de disco-difusédo. O halo de
inibicdo é a denominagdo dada a zona sem crescimento de micro-organismo, criada
ao redor do disco composto pela membrana de celulose modificada e indica a acéo

antimicrobiana do material frente a determinada bactéria.

Figura 33- Resultado do teste de disco-difusdo para a CPAPTS, CBDPTS, CBTPTS e CB frente a E.
coli, P.aeruginosa, S.aureus, S. epidermides.

E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermides

CBDPTS

CBTPTS
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Fonte: A autora (2019)

Quando nanoparticulas de prata foram adicionadas a celulose bacteriana
modificada, halos de inibicdo foram observados para todos os micro-organismos
testados indicando que o material possui atividade antimicrobiana, propriedade
desejavel para um curativo. A Figura 34 e a Tabela 06 possui as fotografias do teste
e os valores dos halos de inibicdo avaliados, respectivamente.

Atividade antimicrobiana para materiais compostos por celulose bacteriana e
nanoparticulas de prata ja foi reportada pela literatura. Wu et al. (2013) realizaram o
teste de disco difusdo para celulose modificada com nanoparticula de prata a fim de
avaliar a acdo antimicrobiana da CB para E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. Os
resultados reportados pelos pesquisadores estdo em concordancia com os valores
dos halos formados para a CB-Ag encontrados nesse trabalho.

Os halos de inibicdo formados para bactérias gram-positivas (S. aureus e S.
epidermides) e bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosas) séo similares. O
pequeno aumento no tamanho dos halos de inibicdo da celulose modificada com
sililantes e NPAg em relacdo a celulose com NPAg também pode ser identificado,
sugerindo que o material produzido possui uma acao antimicrobiana superior a CB-

Ag, principalmente para bactérias gram positivas.

Tabela 06-Resultados das medidas dos halos de inibicdo para a celulose bacteriana modificada com
sililantes e nanoparticulas de prata.

Amostras E. coli P. aeroginosa S. aureus S. epidermidis
CB-Ag 8.5mm 9 mm 8.5 mm 9 mm
CBAPTS-Ag 8.5mm 11.0 mm 10.0 mm 11.0 mm
CBDPTS-Ag 8.3 mm 12.5 mm 10.0 mm 12.5 mm
CBTPTS-Ag 9.0 mm 9.0 mm 9.5 mm 12.3 mm

Fonte: A autora (2019)
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Estudo de sensibilidade pelo método de disco-difusdo para S. auerus
realizados por Palepou et al. (1998) com mupirocina (antibidtico utilizados no
tratamento topico de feridas) demonstraram zona de inibicdo equivalentes aos
encontrados nesse trabalho. Os pesquisadores reportaram uma relagéo direta entre o
aumento do halo de inibicdo e a concentracdo do antibiético, com halos que variam
de 4 a 15 mm para discos contendo 5 ug e 15 pg do antibiético, respectivamente.

A atividade antimicrobiana da colistina, conhecida também como polimexina E,
foi avaliada por Jones et al. (2005). A colistina € um antibiético utilizado em hospitais
para combater infec¢Bes causadas por bactérias gram-positivas e negativas. As zonas
de inibicAdo reportadas pelos pesquisadores para P. aeruginosas estdo em
concordancia com os resultados obtidos para a celulose bacteriana modificada com
sililantes e nanoparticulas de prata, demonstrando que o material obtido possui acdo
comparaveis a agentes antimicrobianos reportados na literatura.

Figura 34- Fotografias do resultado do teste de disco-difusdo para a CPAPTS-Ag, CBDPTS-Ag e
CBTPTS-Ag.

E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermides

CBAPTS-Ag

CBDPTS-Ag
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Fonte: A autora (2019)

Os resultados obtidos demonstram que as celuloses bacterianas modificada
com sililantes e nanoparticulas de prata, possuem uma boa perspectiva na producao
de um novo material, que alia as vantagens da celulose bacteriana modificada, com
acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata, possibilitando a sua utilizacdo em
tratamentos tdpicos, como por exemplo, curativos para feridas crénicas possibilitando
a inibicao de infec¢des epiteliais, capaz de atuar também contra bactérias resistentes
(YANG et al., 2012), caracteristica das nanoparticulas de prata.
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5 CONCLUSOES

e Membranas de celulose bacteriana foram obtidas com eficiéncia a partir da
biossintese da Gluconacetobacter xylinus utilizando glicerol como fonte de

carbono;

e Compositos de CB/silica (CBSiB1, CBSiB2 e CBSIiB3) foram obtidos a partir

da reacgdo da CB com o precursor de silica (TEOS).

e O estudo da capacidade filtrante realizado com a CB e CB/silica mostrou
eficiéncia na filtracdo de Escherichia coli com concentracGes na ordem de 108
células/mL. Quando comparadas as membranas comerciais (0,22 pm), 0s
filtros compostos por celulose bacteriana ndo demonstraram saturagdo mesmo
apos a sua reutilizacdo em dez filtragcbes subsequentes, diferentemente das

membranas comerciais que apresentaram saturacao apos a primeira filtracao.

e As membranas produzidas apresentaram grande capacidade filtrante para
amostras coletadas em duas bacias hidrograficas (Jaboatéo e Igarassu), sendo
capazes de descontaminar amostras de grande complexidade microbiologicas
oriundas de agua de rio que recebe diariamente efluentes de industrias e

residéncia.

e Os compositos (CBAPTS, CBDPTS, CBTPTS e CBAPTS-Ag, CBDPTS-Ag e
CBTPTS-Ag) foram obtidos a partir da modificacdo da celulose bacteriana com

agentes sililantes e NPAg.

e O teste de liberacdo das nanoparticulas de prata mostrou que a CBDPTS e
CBTPTS apresentaram maior capacidade de ancorar as nanoparticulas de
prata do que a CBAPTS minimizando a liberacdo descontrolada das

nanoparticulas.
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e ApOs a insercdo das nanoparticulas de prata o material produzido apresentou
atividade antimicrobiana para bactérias comumente encontradas em infeccbes
epiteliais (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S. epidermides), apresentando-se

como um material com potencial para aplicacdo em curativos.
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6 PERSPECTIVAS

e Funcionalizar a silica depositada nas membranas de celulose com o intuito de

realizar filtragOes de pesticidas;

e Estudar através de modelo animal a capacidade cicatrizante dos materiais

produzidos para aplicagdo em curativos;

e Realizar um teste quantitativo de inibicdo do crescimento bacteriano a partir do
método de contagem em placa;

e Realizar um estudo de liberagéo de prata em funcéo do tempo;

e Quantificar a concentracdo de nanoparticulas de prata adicionada as

membranas de celulose modificadas;
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APENDICE A- ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DA
CBSiB1, CBSiB2 E CBSIiB3

Figura 35-Espectro de infravermelho da membrana de celulose bacteriana (CB), celulose bacteriana
modificada com silica (CBSiB1, CBSiB2 e CBSIB3).
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APENDICE B- CONJUNTO DE FILTRACOES DA CELULOSE BACTERIANA
MODIFICADA (CBSiB1, CBSiB2 E CBSIiB3)

Figura 36- Resultado das filtracdes de suspensfes concentradas de E. coli realizadas com membrana

comercial e membrana de celulose modificada (CBSIiB1).
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Figura 38- Resultado das filtracdes de suspensfes concentradas de E. coli realizadas com membrana
comercial e membrana de celulose modificada (CBSIB3).
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APENDICE C- CONJUNTO DE FILTRACOES DA CELULOSE BACTERIANA

Figura 39-Grafico com o resultado das filtrac6es de suspensdes concentradas de E. coli realizadas
com membrana comercial e membrana de celulose bacteriana (CB).
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ANEXO A- LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DA REDE DE MONITORAMENTO DO
RIO JABOATAO

Tabela 07- Esta¢cBes de amostragem da rede de monitoramento do rio Jaboat&o Localizagéo

Zona Homogénea Amostra Corpo d’agua Coordenadas Geograficas*
Urbana/Industrial 10 Rio Jaboatéo -8,1205
-35,08856111
Estuarina 75 Rio Jaboatéo -8,229072222
-34,97285

Protecao de 05 Rio Jaboatéo -8,138927778
Manancial -35,20038889
Protecao de 25 Rio Duas Unas -8,087986111
Manancial -35,10045833

Fonte: (CPRH, 2016) *Datum de referéncia Cartografica: SAD 69. Fonte: (CPRH, 2016).
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ANEXO B- DIAGRAMA UNIFILAR CONTENDO OS PONTOS DE COLETA DO RIO
JABOATAO E DESCRICAO DAS ESTACOES DE AMOSTRAGEM

Figura 40- Diagrama Unifilar contendo os pontos de amostragem da bacia hidrogréafica de Jaboatéo.
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