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RESUMO

A celulose bacteriana é um polissacarideo produzido por diversas bactérias, principalmente do
género Gluconacetobacter, na forma de um hidrogel secretada extracelularmente sob a forma
de uma rede de nanofibras. A goma do angico € um polissacarideo natural obtido na forma de
exsudato do tronco do angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)
Altschul) é um heteropolissacarideo composto por 67% de arabinose, 24% de galactose, 2%
de ramnose e 7% de &cido glucurdnico. A modificacdo na estrutura dos polissacarideos vem
sendo bastante explorada visando a obtencdo de materiais que apresentem caracteristicas
fisicas e quimicas diferenciadas, podendo também melhorar suas potencialidades
tecnoldgicas. A quaternizacdo de polimeros é um processo de modificacdo que pode acarretar
0 ganho de propriedades, tornando o material modificado um candidato viavel para o
desenvolvimento de biomateriais e dispositivos biotecnoldgicos. O presente trabalho tem o
objetivo de produzir filmes poliméricos utilizando celulose bacteriana, goma do angico e seus
modificados utilizando o Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio-CHPTAC. Os
resultados obtidos através da Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
mostrou a formagdo de uma banda na regido de 1478 cm™ e outra em 1407 cm™ que
correspondem ao processo de modificagdo com substituintes de aménio quaternario, as
analises de Potencial Zeta mostraram uma mudanca de carga, indicando a insercdo de
grupamentos de aménio quaternario. Os filmes produzidos por casting foram caracterizados
por medida de espessura, indice de intumescimento, teor de umidade, microscopia de forca
atbmica e atividade antibacteriana. Os filmes apresentaram espessuras de 0,103 a 0,111mm,
ndo apresentaram variacdes significativas quanto a umidade. Os filmes CB-GA e CB-GAQ
apresentaram maiores indices de intumescimento. O filme CB-GAQ apresentou atividade
antibacteriana contra a Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 29213), realizado
através do teste de difusdo e a avaliagdo dos filmes apds o teste por MFA mostrou a formacao
de aglomerados da bactéria no filme CB-GA.

Palavras-Chave: Filmes poliméricos, modificacdo, polimeros, quaternizagéo.



ABSTRACT

Bacterial cellulose is a polysaccharide produced by several bacteria, mainly of the genus
Gluconacetobacter, in the form of a hydrogel secreted extracellularly in the form of a network
of nanofibers. Angico gum is a natural polysaccharide obtained in the form of exudate from
the stem of red angico (Anadenanthera colubrina var. Cebil (Griseb.) Altschul) is a
heteropolysaccharide composed of 67% arabinose, 24% galactose, 2% rhamnose and 7%
glucuronic acid. The modification in the structure of the polysaccharides has been extensively
explored in order to obtain materials that have different physical and chemical characteristics,
and may also improve their technological potential. Quaternization of polymers is a
modification process that can result in the gain of properties, making the modified material a
viable candidate for the development of biomaterials and biotechnological devices. The
present work has the objective of producing polymeric films using bacterial cellulose, angico
gum and its modified ones using (3-Chloro-2-hydroxypropyl) trimethylammonium-CHPTAC.
The results obtained through Vibrational Spectroscopy in the Infrared Region showed the
formation of a band in the region of 1478 cm-1 and another in 1407 cm-1 that correspond to
the modification process with quaternary ammonium substituents, the Zeta Potential analyzes
showed a load change, indicating the insertion of quaternary ammonium groups. The films
produced by casting were characterized by thickness measurement, swelling index, moisture
content, atomic force microscopy and antibacterial activity. The films presented thicknesses
from 0.103 to 0.111 mm, with no significant variations in humidity. The CB-GA and CB-
GAQ films showed higher swelling rates. The CB-GAQ film showed antibacterial activity
against Gram-positive Staphylococcus aureus (ATCC 29213), carried out through the
diffusion test and the evaluation of the films after the MFA test showed the formation of
bacterial clusters in the CB-GA film.

Key words: Polymeric films, modification, polymers, quaternization.
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1 INTRODUCAO

A celulose € o biopolimero mais abundante de ocorréncia natural. As fontes mais
comuns de celulose s@o 0s vegetais, podendo ser encontrada em outros organismos, tais como
algas e tunicatas, e também em varias espécies de bactérias (KHANDELWAL; WINDLE,
2013). Como por exemplo, pode ser sintetizada por algumas bactérias do género
Gluconacetobacter (GODINHO et al., 2016).

A celulose bacteriana é secretada extracelularmente sob a forma de uma rede de
nanofibras, randomicamente distribuidas, que estdo interligadas e formam uma estrutura
tridimensional. Muitos estudos relatam uma diversidade de aplicagcdes para a nanocelulose
bacteriana (ZHIJIANG; YANG, 2011). Tem sido empregada em varios setores como em
aplicacdes em industrias téxteis e de cosméticos, bem como em itens alimentares, e possuli
uma excelente capacidade para aplicacGes na area da saude (JOZALA et al., 2016).

Este material possui propriedades fisico-quimicas muito interessantes para aplicacoes
na area biomédica em uma diversidade de materiais, propriedades tais como capacidade de
retencdo de agua, resisténcia a tracdo e rigidez, cristalinidade, porosidade, formacdo de uma
rede de nanofibras, afinidade biologica e a possibilidade de ser modelada em diferentes
estruturas tridimensionais por meio de seu modo de cultivo (YAN et al., 2008).

Outro polimero natural que apresenta aplicac6es biotecnoldgicas é a goma do angico,
que é um heteropolissacarideo ramificado de baixa viscosidade obtido na forma de exsudato
do tronco do angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul
(PAULA et al.,1997; SILVA et al., 2013).

Tem sido demonstrado consideravel interesse no desenvolvimento e caracterizagdo
de filmes biodegradaveis devido ao seu potencial de aplicacdo nos setores alimenticio,
agricola e pela sua capacidade de biodegradabilidade (ELIZONDO et al., 2009). Varios
polissacarideos sdo empregados como bons formadores de filmes biodegradaveis, como
quitosana, amidos, alginatos, pectinas, gomas e derivados da celulose (GARCIA et al., 2004).

Mesmo a celulose apresentando tantas propriedades interessantes é relatado que ela
pode sofrer modificacbes e obter caracteristicas fisicas e quimicas diferenciadas, podendo
também melhorar suas potencialidades tecnoldgicas, isto é possivel devido a reatividade
hidroxilica da celulose (HUBBE et al., 2008). Além disso, o processo de modificagdo permite
que os materiais possam ganhar novas funcionalidades (LAVOINE et al., 2014; MISSOUM et
al., 2014; HOKKANEN et al., 2015; ZHU et al., 2015; ZHANG et al., 2016).
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A modificacdo dos polissacarideos se apresenta como uma ferramenta importante
para a obtencdo de novos agentes antimicrobianos (COUTINHO, et al., 2008). Tem sido
sugerido que os derivados dos polissacarideos sdo biologicamente ativos, atribuindo isso a
seus grupos hidroxila que permitem a introducdo de novos grupos substituintes como -SH, -
COOH, -CO e - NH; (CHEN et al., 2014; KLEMM et al., 2009; ).

Uma alternativa para a busca de materiais com potencial aplicagdo como
antibacteriano sdo produzidos por modificacBes de diversos materiais poliméricos com
compostos de amoénio quaternario que apresenta uma potente atividade antimicrobiana e é
demonstrado ser efetivo contra algumas bactérias, incluindo estirpes resistentes a diversos
farmacos (MUNOZ-BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2012, JIAO et al., 2017, HU;
WANG, 2016).

Os compostos de amodnio quaternario apresentam caracteristicas como alta
variabilidade, baixo custo e excelente atividade antimicrobiana, tem despertado bastante
interesse, pois modificacbes com estes compostos podem promover a diminuicdo da
resisténcia bacteriana (HUANG et al., 2018). Um dos reagentes que pode ser utilizado para
modificacdes de polimeros que buscam a insercdo de grupos de amdnio quaternario € o
cloreto de N-(3-cloro-2-hidroxipropil) trimetilamonio (BANERJEE et al., 2013).

Numerosos agentes antimicrobianos s&o atualmente utilizados para prevenir o
crescimento de microrganismos indesejados. Porém, o uso extensivo destes agentes pode
acarretar poluicdo ambiental, danos a saude publica e promovem o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia bacteriana, resultando na formacdo de espécies resistentes a
diversas drogas (MAGIORAKOS et al., 2012).

A Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é classificada como bacilo Gram
negativo, sendo o mais importante patdégeno humano no género Pseudomonas, sendo
resistente a diversos antimicrobianos de uso habitual comporta-se como um patégeno
oportunista em individuos com comprometimento imunolégico (MADIGAN et al., 2010).

A espécie Staphylococcus aureus é um patdgeno oportunista relacionado a severas
infeccdes cutaneas e de tecidos moles, além de infeccdes hospitalares, devido principalmente
a sua habilidade em adquirir resisténcia aos antibioticos (YU et al., 2015).

Diante disso, o presente trabalho pretende produzir filmes poliméricos utilizando a
celulose bacteriana, a goma do angico e suas formulagdes ap0s o processo de quaternizacgéo,
realizando a caracterizacdo dos filmes e testando a capacidade de atuar como agente
antimicrobiano contra as espécies de bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Celulose

A celulose é o biopolimero de maior abundancia na natureza, abrangendo um terco
da matéria vegetal no mundo, com uma producdo anual estimada em aproximadamente
1.5x10%2 toneladas (MIAO; HAMAD, 2013; NAKASHIMA et al., 2011). E considerada uma
fonte quase inesgotavel de matéria-prima para suprir a busca por produtos ecologicamente
corretos e biocompativeis (HE et al., 2014; KHALIL; BHAT; YUSRA, 2012).

Devido a essas propriedades, este polimero vem ganhando reconhecimento e
desenvolvimento de pesquisas e sendo utilizada para diversas aplicacdes (LIN et al., 2014;
PIRANI; HASHAIKEH, 2013). Possui aplicacdo em varias areas, bem como na inddstria
farmacéutica, sintese quimica, fabricacdo de papel, dentre outras (ZHU et al., 2006).

Segundo Klemm et al., (2001) ja foram descobertas quatro formas diferentes para o
processo de obtencdo deste polimero, sendo isolamento a partir de plantas, que representa o
processo mais utilizado em escala industrial, quimiossintese utilizando derivados de glicose,
sintese enzimatica in vitro e biossintese por diferentes tipos de microrganismos. A celulose é
encontrada de forma predominante em plantas e em animais marinhos, no entanto, pode ser
produzida também por alguns fungos e bactérias (KLEMM et al., 2005).

A celulose é caracterizada como um homopolissacarideo linear que apresenta alta
massa molar, formada por unidades D-glucose (CsH100s5) que séo ligadas entre si por meio do
atomo de oxigénio que se apresenta na posicao §-1,4 (HABIBI et al., 2010; SOLOMONS;
GRAHAM, 2002). Apresenta formula geral (CsH100s)n, Onde n é o grau de polimerizagdo e
indica o nimero de unidades de glicose presentes em uma molécula (RAVEN et al, 2001).
Duas unidades de glicose invertidas entre si, apresentando um angulo de 180° em relacdo a
um mesmo plano, formam uma unidade de celulose denominada celobiose (KLEM et al.,
2005).

Os grupamentos hidroxilas que fazem parte da unidade repetitiva da celulose
estabelecem interacgdes do tipo ligacdes de hidrogénio, sendo que essas ligacbes de hidrogénio
sdo responsaveis pela criacdo de estruturas cristalinas tridimensionais altamente ordenadas
(HABIBI et al., 2010; KHALIL et al., 2012; MOON et al., 2011). A estrutura das unidades de

glicose presentes na celulose é representada na Figura 1.
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Figura 1 Unidades de glicose presentes em uma molécula de Celulose

- 14 -

Fonte: KLEMM et al., (2005) com modificaces.

A presenca desses grupamentos hidroxila faz com que as macromoléculas da
celulose formem ligacGes de hidrogénio intramoleculares (formada por grupos hidroxila da
mesma cadeia) e intermoleculares (formada por grupos hidroxilas de cadeias adjacentes), que
sdo responsaveis pela insolubilidade da celulose em agua (BARUD, 2010).

Essas ligacGes formadas pelos grupos hidroxila também contribuem para outras
propriedades relevantes da celulose, como seu carater hidrofilico, sua estrutura microfibrilar,
sua enorme natureza coesiva e sua organizacdo hierarquica em regides cristalinas e amorfas
(LAVOINE et al., 2012; HABIBI et al., 2010).

Segundo Moon et al., (2011), existem nove principais tipos de particulas de celulose,
apresentando distin¢do entre sua fonte ou método utilizado para a extracdo da particula,
sendo elas: fibra de madeira ou de planta; celulose microcristalina; celulose microfibrilada;
celulose nanofibrilada; nanocristais de celulose; nanocristais de celulose de tunicado;

particulas de celulose de algas e celulose bacteriana.

2.2 Celulose Bacteriana (CB)

A celulose bacteriana ¢ um polissacarideo produzido por diversas bactérias dos
géneros Gluconacetobacter, Agrobacter, Rhizobium, Sarcina, entre outros, na forma de um
hidrogel (99 % &gua) (LEITAO et al., 2013, TANSKUL et al, 2013), dentre as espécies que
podem sintetiza-las a Gluconacetobacter xylinus é a mais eficiente e por esta razéo é a mais
estudada (NGUYEN et al., 2008; KLEMM et al., 2011). Segundo Picchi (2010) essa bactéria
pertence a familia Acetobacteriacea, sendo presente em vegetais e frutas que se encontram em

processo de decomposicao.
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A Gluconacetobacter xylinus é considerada uma bactéria gram-negativa, aerobia, que
possui capacidade para sintetizar a celulose de forma abundante em um meio de cultura que
apresente como nutrientes fontes de carbono e nitrogénio (KLEMM et al., 2005). Essa
bactéria foi descrita pela primeira vez por Brown em 1886 (CHENG et al., 2002, KLEMM et
al., 2001), inicialmente esta espécie era conhecida como Acetobacter xylinum, renomeada em
1997 como Glucanocetobacter xylinus (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997).

O processo de sintese da celulose por G. xylinus é um processo que envolve trés
etapas principais, onde na primeira etapa ocorre a polimerizacdo dos residuos de glicose em
cadeias B-(1—4) glucanas, a segunda etapa corresponde a secrecdo extracelular das cadeias
lineares e a terceira etapa se refere a organizacao e cristalizacdo das cadeias de glucanas,
através de interacdes do tipo ligacbes de hidrogénio e de forcas de Van der Walls (BARUD,
2006).

A CB ¢é um polimero natural que foi quimicamente caracterizado como celulose em
1886 (BROWN et al., 1886), sendo a celulose bacteriana uma rede tridimensional de
nanofibras (TROVATTI et al., 2011; GODINHO et al., 2016). Segundo Klemm et al., (2011)
existem outras nomenclaturas para a celulose bacteriana, podendo ser chamada de
nanocelulose bacteriana, biocelulose e celulose microbiana.

A Figura 2 mostra imagens de algumas formas de CB que podem ser obtidas por
diferentes processos. Membranas de diferentes espessuras sdo obtidas em cultivo estatico
(Figura 2A, 2B e 2C). Ao ser submetida a técnica de casting a suspensao fluida de CBNF
apresenta aspecto mais delgado (Figura 2D) ou translucido (Figura 2G) que a membrana de
CB ndo funcionalizada. J& a suspensdo de CB nanofibrilada (CBNF) tem aspecto liquido ou
pastoso dependendo da concentragdo (Figura 2H). Quando liofilizada a CB apresenta aspecto
mais esponjoso (Figura 21) (LIMA, 2018).
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Figura 02 Celulose Bacteriana obtidas por diferentes processos

Celulose bacteriana: (A) Pelicula sendo removida do Meio de cultivo apds fermentacéo, (B) Pelicula pura de CB
de cultivo estéatico em estado Umido, (C) Pelicula de CB com espessura reduzida, (D) Filme seco de CBNF, (E)
CB seca moida, (F) CB carboximetilada, (G) Filme seco CBNF plastificado com sorbitol, (H) Suspensdo de
CBNF (CB nanofibrilada) 1%, m/m (1) Pelicula de CB liofilizada.

Fonte: LIMA, (2018) com adaptagdes.

A estrutura quimica da CB é semelhante a celulose produzida pelas plantas, no
entanto  diferente da celulose vegetal, ndo contém lignina e hemicelulose
(SANCHAVANAKIT et al., 2006). Sendo quimicamente pura, apresenta cadeias de celulose
em escala nanométrica (LIN et al., 2014; FU et al., 2013; KLEMM et al., 2005).

Por ser livre de lignina, hemicelulose e outros biopolimeros tipicos da parede celular
dos vegetais a celulose bacteriana apresenta maior cristalinidade, essa caracteristica é
responsavel pela insolubilidade na agua, bem como na maioria dos solventes organicos
(NAKAGAITO; NOGI; YANO, 2010; PINKER, et al., 2009; SILVA; D’ALMEIDA, 2009),
resisténcia mecanica e pureza (CASTRO et al., 2011). E produzida como uma membrana de

celulose altamente hidratada e relativamente pura, que dispensa qualquer tratamento quimico
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para a remogao da lignina e da hemicelulose. J& na producédo da celulose a partir da madeira €
preciso que sejam realizados tratamentos para retirar essas impurezas (BARUD et al., 2008).

A estrutura nanofibrillar original apresenta capacidade de retencdo de agua (ca. 99%)
e exibe propriedades especificas tais como pureza, elevado grau de polimerizacdo (até 8000),
cristalinidade (70-80%), e estabilidade mecénica (KLEMM et al., 2001). A pelicula de
celulose bacteriana é transparente e ndo-toxica, tornando-se um atraente candidato para
aplicacdes em biomédicas e de biotecnoldgicas (DAHMAN, 2009). As fibras da celulose
bacteriana possuem um diametro que varia entre 20 a 100 nandmetros (KLEMM et al., 2011).

Uma das &reas mais promissoras da aplicacdo da celulose bacteriana como
biomaterial é a utilizagdo como substituto da pele no tratamento de feridas, queimaduras e
Ulceras. No entanto, a celulose bacteriana ndo possui atividade antimicrobiana para prevenir a
infeccdo da ferida (CZAJA et al., 2007).

A celulose bacteriana é um excelente substrato que pode ser utilizado para a
fabricacdo de filmes finos, visto que apresenta caracteristicas, tais como: alta cristalinidade,
elasticidade, durabilidade, elevada capacidade de absorcdo e retencdo de agua (DONINI,
2010). A estrutura Unica de rede tridimensional da celulose bacteriana lhe confere uma
elevada capacidade de retencdo de &gua, uma elevada resisténcia mecénica, excelente
biocompatibilidade, propriedades permitem aplicacdo como um material polimérico natural
para a regeneracdo de uma grande variedade de tecidos (SIRO; PLACKETT, 2010).

Trovatti et al, (2012) revelaram que as membranas de celulose bacteriana sdo um
material promissor, que possuem a capacidade de aderir a superficies irregulares da pele, bem
como proteger feridas e absorver exsudados, também permitem aplicacdo como material
polimérico natural para a regeneracdo de tecidos (SIRO; PLACKETT, 2010).

A celulose bacteriana possui aplicacfes na industria cosmética como mascaras
faciais que ajudam no tratamento de pele seca que ja sdo largamente comercializados, em
formulacdo de esfoliantes faciais naturais, como agente estruturante de limpeza pessoal e
como um estabilizador de emulsdes (HASAN et al., 2012). Destaca-se como uma alternativa
promissora em relacdo a celulose derivada de plantas para aplicacbes especificas em
biomedicina, cosmeticos, diafragmas acuUsticos de alta qualidade, fabricacdo de papel,
industria alimenticia (LIN et al., 2014).
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2.3 Goma do Angico

As gomas naturais sdo polissacarideos (biopolimeros) extraidos de exsudatos de
troncos de arvores, de sementes, de algas ou por fermentacdo microbiologica (CORREA,
1926). Tradicionalmente, as gomas naturais tém sido aplicadas nas industrias alimenticias e
farmacéuticas como estabilizadores e espessantes (SELBY et al., 1983), Investigacdes
apontaram o fato de que as propriedades especificas de cada goma esta relacionada com a
combinacéo de tipo e peso molecular dos monossacarideos (BRITO et al. 2004).

A flora brasileira é fonte de polissacarideos interessantes que, em seu estado nativo
ou apos a realizagdo de modificagdes estruturais, apresentam aplicacGes potenciais, dentre
esses polissacarideos extraidos de plantas destaca-se a goma da espécie Anadenanthera
colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul que pertence a familia Fabaceae (LORENZI, 2002).
Esta espécie é conhecida popularmente por Angico Branco, Angico, Angico de Casca, Angico
Vermelho, Angico Verdadeiro, Angico Jacaré (QUEIROZ 2009; WEBER et al., 2011).

O Angico vermelho é uma espécie que de ampla distribuicdo na América do Sul
incluindo Argentina, Venezuela e Bolivia (WEBER et al., 2011), que tem ocorréncia no
nordeste do pais e em S&o Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (LORENZI, 1998).

E relatado que essa espécie ¢ bastante utilizada na medicina popular, a maceracéo da
resina do caule é utilizada no tratamento de bronquite (BRANDAO, et al., 2008). A inalacio
das sementes secas ao sol, assadas e moidas é usada pra o tratamento de dores de cabeca e
resfriados (MONTEIRO et al., 2006). A solucdo hidroalcodlica € utilizada no tratamento de
anemia, processo inflamatorio, asma, gripe (ALBUQUERQUE et al., 2007). A casca é usada
como anti-inflamatorio, cicatrizante, no tratamento de gastrite e inflamacGes dos ovarios
(AGRA et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008).

A goma do angico € um polissacarideo natural obtido na forma de exsudato do
tronco do angico vermelho é um heteropolissacarideo (arabinogalactana) ramificado de baixa
viscosidade, apresentando composicdo de 67% de arabinose, 24% de galactose, 2% de
ramnose € 7% de acido glucurénico (PAULA et al.,1997). Possui uma larga distribuicdo de
massa molar de MM= 3,7 x 10® g/mol e viscosidade intrisica[n] =11 cm®g? (PAULA et al.,
1997). A Figura 3 apresenta a goma do angico apds o processo de isolamento e purificacao.
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Figura 3 Goma do angico isolada e purificada.

Fonte: Autoria Propria, (2019).

Este polimero apresenta grande potencial para aplicacfes biotecnoldgicas, pois €
fonte de carboidratos complexos e por possuir propriedades funcionais como sua capacidade
de formar filmes e géis (SILVA et al., 1998).

Entre as propostas de aplicacdo para a goma do angico é relatada a sua utilizacdo na
formacdo de nanoparticulas através da complexacdo com o polissacarideo catidnico quitosana
(PAULA et al., 2010) e fabricacao de filmes biodegradaveis (SILVA et al., 2013).

2.4 ModificacOes de polissacarideos

A modificacdo na estrutura dos polissacarideos vem sendo bastante explorada
visando a obtencdo de novos materiais que apresentem propriedades especificas. Estes
materiais apresentam um grande numero de grupos reativos, sendo eles hidroxilas e
acetoaminos, que permitem uma série de reacBes de substituicdo como esterificacdo,
etereficacdo, acetilacdo e sulfatacdo, podendo ainda ser modificados por reacdes de hidrdlise,

oxidacdo, enxerto de outro polimero e degradacdo enzimatica (CRINI, 2005).

2.4.1 Modificagdes da Celulose

O processo de modificacdo quimica da celulose pode ser feito explorando-se a

reatividade dos grupamentos hidroxila (OH) que fazem parte da molécula de glicose que
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forma a celulose, essas modificagdes podem ser realizadas com uso de reacdes de derivacao,
que consiste na introducdo de diversos grupos funcionais (BARUD et al., 2008; KLEMM, et
al., 2009).

A modificacdo da celulose bacteriana pode ser feita tanto pela modificacdo do meio
de cultura durante o processo de cultivo da bactéria, que € um processo denominado como
modificagdo “in situ”, como também pode se dar por meio da modificagdo no hidrogel
previamente tratado, que é chamada de p6s-modificacdo (KLEMM et al., 2009).

Pertile e colaboradores (2010) submeteram membranas de celulose bacteriana ao
tratamento com plasma de nitrogénio com o objetivo de modificar quimicamente a superficie
da celulose bacteriana, através da incorporacdo de grupamentos com nitrogénio, bem como
morfologicamente, causando um aumento da porosidade. Nessas membranas modificadas
foram cultivados fibroblastos, neuroblastos e células endoteliais, as quais demonstraram boa
afinidade celular, pelo aumento da viabilidade celular, em até 48 horas de cultura.

Nanocompdsitos hibridos de celulose bacteriana/silica e nanocompdsitos hibridos
funcionais de celulose bacteriana/silica/acido Usnico foram produzidos, sendo 0s
nanocompositos hibridos de celulose bacteriana/silica formados pela condensacédo/hidrolise
“in situ” de silica utilizando o precursor TEOS sobre as membranas umedecidas da celulose
bacteriana. Os nanocompdsitos hibridos obtidos apresentaram superficie hidrofébica com
interacOes fortes entre silica e celulose e segundo os autores apresentaram possuiam potencial
aplicacdo na area biomédica (GUZUN et al., 2014).

Zimmermann e colaboradores (2011) produziram membranas e tubos de celulose
bacteriana, com hidroxiapatita com possiveis aplicacbes na regeneracdo de tecidos Gsseos,
esses materiais revelaram a potencialidade desses scaffolds para a referida aplicagéo,
aumentando a aderéncia e a confluéncia de células osteoprogenitoras sobre a superficie.

Compodsitos de celulose bacteriana e quitosana foram produzidos com o objetivo de
aplicacdo na cicatrizagdo de lesdes cutaneas, o estudo revelou que estes compositos possuem
uma estrutura mais compacta, que apresenta menor didmetro de poros, um aumento no
modulo de elasticidade e reducdo na capacidade de absorcdo de agua atribuida a interacéo
entre a quitosana e as fibras de celulose (LIN et al., 2013)

Ashori e Colaboradores (2012) realizaram um estudo onde foi imerso celulose
bacteriana numa solucédo coloidal de silanol, preparado a partir de TEOS (tetraetoxisilanono)
disperso em agua com acido acético como catalisador, e foi observado que particulas de silica

foram depositadas sobre os espagos vazios entre a celulose bacteriana e microfibras, essas
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particulas apresentavam tamanho nanométrico, ligadas quimicamente a celulose bacteriana,
também apresentavam um ganho nas propriedades mecanicas.

As membranas hidratadas de celulose bacteriana apresentam alta capacidade de
absorver diferentes espécies idnicas, moleculares, bem como pode ser capaz de realizar a
estabilizacdo de particulas, tendo em vista que apresenta uma estrutura altamente hidratada de
fibras nanométricas formadas por um sistema poroso (BARUD, 2008). Membranas
antimicrobianas compostas de nanoparticulas de prata (Ag) e celulose bacteriana foram
obtidas pela preparagdo “in situ” de nanoparticulas através da decomposi¢do hidrolitica de
solucdo de nitrato de prata usando trietanolamina como agente redutor e complexante, as
membranas compositas obtidas exibiram forte atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (BARUD et al., 2011).

Diante do exposto fica evidente que é possivel aprimorar e adaptar as caracteristicas
da celulose bacteriana, visando uma aplicagdo especifica com o uso de algumas varia¢fes no
processo de producdo, podem ser feitas alteracdes na composi¢do do meio de cultura, no pH,
na temperatura, no tempo de fermentacdo e também por modificacbes quimicas (KLEMM et
al., 2005; UL-ISLAM et al., 2012).

2.4.2 Modificagdes da Goma do Angico

As gomas possuem caracteristicas atraentes para aplicacBes industriais, porém
existem alguns problemas associados com o uso destes polissacarideos em sua forma natural.
Estes incluem variacdo na taxa de hidratacdo, solubilidade dependente do pH, perda da
viscosidade durante o armazenamento. A modificacdo quimica das gomas é uma alternativa
gue além de minimizar estes inconvenientes, permite o melhoramento de propriedade e
introduzir novas aplicacdes (RANA et al., 2011; LIANGA etal., 2011).

A carboximetilacdo das gomas € uma das estratégias mais utilizadas nos processos de
modificacdo quimica para funcionalizacdo desses polimeros naturais. Frequentemente o
método utilizado para carboximetilar os polissacarideos consiste no uso de base forte,
normalmente o hidroxido de sodio concentrado, associado com o acido monocloroacético
seguida por neutralizacdo do sistema com &cido cloridrico (SILVA et al., 2004).

Oliveira et al., (2006) realizaram a carboximetilagdo da goma de angico visando a
ampliacdo das aplicacdes desta goma em formulaces que precisam de polieletrélitos como

agentes de adsorcdo. A carboximetilacdo de gomas também foi realizada utilizando a goma
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Condagoku coletada da espécie Cochlospermum gossypium buscando a reducdo da sua
viscosidade, o melhoramento da propriedade muco adesiva e seu comportamento de
gelificacdo ibnica (KUMAR, 2012).

A acetilacdo é empregada na modificacdo de gomas quando busca obter uma
alteracdo da solubilidade, uma vez que esta modificagdo altera a hidrofobicidade e as
propriedades de absor¢do de agua e capacidade de intumescimento (XU et al.,2010).

Outra estratégia bastante utilizada nos processos de modificacdo de gomas € a
ligacdo cruzada ou reticulacdo, que permite a formacéo de uma rede tridimensional, onde os
grupos funcionais -OH,-COOH, -NH, presentes na estrutura dos polissacarideos podem ser
utilizados para a formacao de ligagdes cruzadas (OLIVEIRA, 2005).

As gomas podem ser modificadas atraves do processo de quaternizacdo, processo
que € relatado por Quelemes et al., (2017) que modificou a goma do cajueiro com reagente de
amonio quaternario, comprovando que o material modificado apresenta caracteristicas que a
torna candidata viavel para o desenvolvimento de biomateriais e dispositivos biotecnoldgicos
por apresentar atividade bactericida contra o género Staphylococcus.

De Sousa e Colaboradores (2019) realizaram a quaternizacdo da goma do angico
através de modificacdo quimica com aménio quaternario, onde foi obtido um biomaterial que
apresentou atividade bactericida eficaz contra bactérias Gram-positivas do género
Staphylococcus, sendo considerado promissor como agente antibacteriano para aplicagoes
biomédicas e biotecnoldgicas, como curativos de cicatrizacdo, filtros antimicrobianos e

dispositivos médicos.

2.5 Filmes poliméricos

Filmes s&o materiais que apresentam uma estrutura fina e s&o utilizados como
barreiras para agentes externos, como umidade, gases e 6leos. As formulacdes pelo método
casting, muito utilizado em escala laboratorial (HORN, 2012), onde inicialmente é feita a
solubilizacdo do polimero em um solvente apropriado e na concentracdo desejada ao qual se
pode incorporar aditivos como agentes reticulantes e/ou plastificantes, em seguida a solucao é
vertida em um suporte e seca em estufa ou & temperatura ambiente (BRESSEL, 2007). E um
dos processos de preparacédo de filmes recorrente na literatura (DOLE et al., 2004; MULLER
et al., 2008).
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Outra técnica utilizada para a obtencdo de filmes, é a automontagem, que também é
conhecida como LbL (do inglés “Layer-by-Layer”) que significa deposi¢do camada por
camada, este méetodo permite a producdo de filmes ultrafinos organizados em um nivel
nanométrico, por meio de diferentes tipos de materiais (GREGORUT, 2012).

A producdo ocorre na presenga de macromoléculas para formar uma rede polimérica
com os componentes utilizados, esse processo geralmente envolve associages inter e
intramoleculares ou ligacdes cruzadas de cadeias de polimeros formando uma rede
tridimensional semi-rigida que causa retencdo do solvente (RINDLAV-WESTLING et al.,
2002).

Biofilmes sdo definidos como filmes finos preparados a partir de materiais bioldgicos
derivados de polissacarideos, proteinas ou lipidios, que quando usados como embalagem,
agem como barreira a elementos externos como umidade, 6leo e gases (KROCHTA, 2002;
PALMU et al., 2002). Os polissacarideos mais utilizados na fabricagdo de biofilmes incluem
derivados de amido e celulose, alginatos, pectinas, quitosanas e algumas gomas (KROCHTA,
2002; THARANATHAN, 2003).

Os biofilmes apresentam propriedades funcionais especificas de acordo com o tipo
do biopolimero utilizado, do processo de formacdo e de sua aplicacdo. Plastificantes,
antimicrobianos e antioxidantes podem ser adicionados para melhorar as propriedades
funcionais do filme (GENNADIOS; WELLER, 1990). A aplicacdo dos filmes poliméricos
produzidos depende das propriedades funcionais, como propriedades de barreira e mecanicas
(KROCHTA, 2002).

Uma alternativa para o melhoramento das propriedades fisicas dos filmes
biopoliméricos é a preparacdo de filmes compostos através do uso combinado de
polissacarideos, proteinas e lipidios ou a adicdo de fibras (WOLLERDORFER; BADER,
1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir filmes poliméricos utilizando celulose bacteriana, goma do angico e seus

modificados por reacdo de quaternizacgéo, realizando a caracterizagdo dos mesmaos.

3.2 Objetivos especificos

Isolar e purificar a goma do angico;

Modificar quimicamente a celulose bacteriana e a goma do angico utilizando a reagdo
de quaternizacéo;

Caracterizar por meio de Espectroscopia Vibracional na Regi&o do Infravermelho para
avaliar o aparecimento de bandas caracteristicas de materiais modificados com agentes
de amonio quaternario;

Avaliar o Potencial Zeta para verificar a mudanca de carga ap6s a reacdo de
quaternizacgéo;

Produzir filmes de celulose bacteriana, celulose bacteriana quaternizada, celulose
bacteriana-goma do angico e celulose bacteriana-goma do angico quaternizado
utilizando o processo de casting;

Caracterizar os filmes por Microscopia de Forga Atomica para avaliar a morfologia
dos mesmos;

Determinar a espessura dos filmes produzidos;

Avaliar o indice de intumescimento e o teor de umidade dos filmes produzidos;

Testar a atividade antibacteriana dos filmes sobre bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagente

Para o processo de quaternizacdo foi utilizado os seguintes reagentes grau analitico:
Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilamoénio-CHPTAC (Aldrich); Hidréxido de sodio
(Neon); acido cloridrico (Vetec).

A celulose bacteriana utilizada foi cedida pelo Prof. Hernane S. Barud da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), que foi produzida a partir da biossintese da bactéria
Gluconacetobacter xylinus. A membrana utilizada para o processo de dialise foi obtida da

Sigma-Aldrich. A goma do angico foi isolada e purificada.

4.2 Isolamento e purificacdo da Goma do Angico

Apds a coleta dos exsudatos da Anadenanthera colubrina var. Cebil (Griseb.)
Altschul foi realizado um dep6sito no Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA), com nimero
3618.

Nos processos de isolamento e purificacdo foram adotados os métodos descritos por
Rodrigues et al., (1993) e Costa et al., (1996) com pequenas modificacfes. Na etapa de
isolamento a dissolucdo foi feita através de agitacdo magnética por 24 horas, com ajustes
periodicos de pH (entre 6,0 e 7,0). A solucéo foi precipitada em um béquer contendo 300 mL
de alcool etilico, para facilitar o processo de precipitacdo, foi necessaria a adicdo de NacCl, o
precipitado foi lavado duas vezes com alcool etilico e posteriormente lavado com acetona,
transferido para o almofariz e secado com um jato de ar quente.

Na etapa de purificacdo foi realizada a dissolucdo sob agitacdo magnética por 24
horas, posteriormente foi precipitada em alcool etilico seguido de duas lavagens com alcool
etilico, onde foi necesséria a adi¢do de H,O, para branquear o material e duas lavagens com

acetona, ao final foi transferido para o almofariz e seco com um jato de ar quente.

4.3 Reacéo de Quaternizagdo da celulose bacteriana

O processo de quaternizacéo foi realizado por meio de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica sequindo a metodologia abordada por (QUELEMES et al., 2017) com algumas
adaptacbes. O método consiste em adicionar 6,63 mL de Cloreto de (3-Cloro-2-

hidroxipropil)trimetilaménio-CHPTAC a 5mL de uma solugcdo aquosa de Hidroxido de
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Sédio-NaOH 5M a 1,5 mL de Celulose bacteriana, e seguidos de agitagdo por 30 minutos.
Posteriormente a mistura foi levada ao banho-maria por tempo e temperatura desejada, que
sdo relatados logo a seguir. Ao retirar do banho-maria deve ser ajustado o pH para 5,5
utilizando o Acido Cloridrico-HCI com o objetivo de por fim ao processo reacional. Em
seguida a mistura de celulose bacteriana e os reagentes utilizados foi colocada na membrana

de dialise, realizando trocas de agua a cada 08 horas durante 05 dias.

4.4 Reacao de Quaternizagdo da goma do angico

Para a reacdo de quaternizacao foi seguida a metodologia proposta por Quelemes et
al, (2017). Onde 1 g da goma do angico foi dissolvido em 1,5 mL &gua destilada a
temperatura ambiente, e deixada sobre agitacdo por 30 minutos. Foi preparada uma solugéo
contendo aménio quaternario (Cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropiltrimetilam6nio-CHPTAC) e
NaOH 5M foi preparada e adicionada a solucdo contendo a goma do angico e mantida sobre
agitacdo por 30 minutos. A reacdo foi conduzida na temperatura de 60°C durante 24 horas em
banho-maria. Acido cloridrico (HCI) 1M diluido foi adicionado para baixar o pH (5,5) e
cessar 0 processo de ionizacdo. Em seguida a solucdo foi arrefecida até a temperatura
ambiente e dialisada por 5 dias. Apds a dialise o polimero foi precipitado em acetona na
proporcédo de 1:4 (solucdo:acetona), armazenada por 24 h para efetiva precipitacdo e seca sob

fluxo de ar quente.

4.5 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros das amostras foram obtidos usando um espectrofotdmetro SHIMADZU
IRAffinity-1S, pelo método de transmitancia na faixa de absorcdo de 4000-400 cm™. O
tratamento dos dados obtidos foi feito com o auxilio do software Origin (OriginLab®).

4.6 Potencial Zeta

Os valores de Potencial Zeta foram obtidos usando um aparelho Malvern Zetasizer
Nano, Modelo ZS 90. As amostras analisadas foram preparadas em uma concentracdo de 10

mg/mL, as medidas foram realizadas em triplicata, com temperatura constante de 25°C.
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4.7 Producéo dos filmes

A técnica utilizada na producgdo dos filmes foi o processo de casting que é definida
como a desidratacdo da solucdo filmogénica sobre uma placa a determinadas temperaturas.
Para o preparo da solucdo filmogénica foram utilizadas os valores descritos na Tabela 1, as
solugdes foram misturadas com um homogeneizador com rotagdo de 16000 rpm. Para as
solugdes filmogénicas de celulose bacteriana a homogeneizacao foi feita por 5 minutos. Para
as solucbes de goma do angico e celulose bacteriana, inicialmente foi dissolvido 0,02 g de
goma do angico em 2 mL de agua destilada e homogeneizados por 5 minutos e adicionados a
celulose bacteriana homogénea e 0 processo repetido por mais 5 minutos. A secagem ocorreu

em estufaa 37 °C + 2 °C por aproximadamente 32 horas.

Tabela 1 Composicédo das solucdes filmogénicas

FILME CB GA (solucdo 10%0) GAQ (solucdo 10%) CBQ
CB 7 mL - - -

CBQ - - - 7 mL
CB-GA 5mL 0,029 - -
CB-GAQ 5mL - 0,029 -

CB-celulose bacteriana; CBQ-celulose bacteriana quaternizada; GA-goma do angico; GAQ-goma do angico
quaternizada.

4.8 Caracterizacao dos filmes

Os filmes foram caracterizados por Microscopia de Forca Atdmica também foram
caracterizados quanto a espessura, indice de intumescimento, umidade e teste de atividade

antibacteriana.

4.8.1 Microscopia de Forca Atdmica (MFA)

Um recorte de 8 mm de cada filme foi utilizado para realizar a analise por
Microscopia de Forgca Atdmica (MFA) com o equipamento TT-AFM (AFM Workshop -
EUA) no modo contato intermitente, com pontas TED PELLA (TAP300-G10) em uma
frequéncia de amplitude aproximadamente 237 kHz. O programa Gwyddion 2.45, foi

utilizado para o tratamento das imagens.
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A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o uso do programa
GraphPad Prism 6. Para obter a RM dos filmes foi aplicado teste One-way de uma via, com
pos-teste de Tukey. Os resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e um

valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.8.2 Espessura

A espessura € definida como a distancia entre as duas superficies principais do
material, sendo considerada um parametro muito importante no estudo de filmes.

A espessura dos filmes foi determinada com micrometro digital marca Tmx com
escala de 0-25 mm com precisao 0,001 mm, sendo feita a leitura de cinco pontos diferentes de
cada amostra do filme, onde foi realizada a medida de quatro pontos laterais e um ponto

central com os resultados expresso em milimetros (mm).

4.8.3 Umidade

A determinacdo da umidade dos filmes foi realizada em triplicata, para isso foi
cortado 3 corpos de prova de 1 cm?, que foram previamente pesados em uma balanca analitica
(Shimadzu ATX224) e inseridos na estufa a 36°C por 24 horas, este experimento foi
realizado de acordo Mathieson (1967), com algumas modificacdes. A umidade foi obtida pela

seguinte equacéo:

h =" 0 100% (Equacdo 1)

mi
onde h é o percentual de umidade, mi a massa inicial pesada e mf a massa final apds o
periodo de secagem. Foi aplicado teste One-way de uma via, com poés-teste de Tukey. Os
resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e um valor de p<0,05 foi

considerado estatisticamente significante.

4.8.4 Intumescimento

O indice intumescimento dos 4 filmes foi realizado com corpos de prova de 1 cm?. A
massa inicial foi obtida apds pesagem em balanga analitica (modelo). Os corpos de prova
foram imersos em 10 mL de agua destilada por 60 minutos a temperatura ambiente. Apds o

intervalo de tempo pré-determinado os corpos de prova foram removidos com o auxilio de
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uma pinca e o excesso de agua foi absorvido em papel filtro, durante 1 minuto. Os filmes
hidratados foram repesados, o procedimento foi repetido por 5 vezes. Este teste foi realizado
de acordo com Almeida et al., (2013), com modificacdes. O indice de intumescimento (li) foi

calculado conforme equacéo 2, e os resultados expressos em porcentagem (%).

li(%) = =™y 100 (Equagio 2)

mi

Onde, mf é a massa final do filme hidratado e mi é a massa inicial do filme seco.

4.8.5 Teste de Difusédo em agar

Para a realizacdo dos testes foram utilizados as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

O método em discos foi realizado de acordo com a CLSI (2017) com adaptacdes,
através da fixacdo de dois recortes de 8 mm nas placas de Petri contendo Agar Mueller-
Hinton previamente inoculado com a bactéria teste, na concentragdo de 10° UFC/mL, pela
técnica de plaqueamento em superficie. O teste foi realizado em duplicata. O resultado foi
analisado através da presenca ou auséncia de um halo de inibi¢do de crescimento microbiano
em torno do filme, cujo diametro varia de acordo com a velocidade de difusdo do
antimicrobiano testado e a sensibilidade da bactéria. O método de difusdo em 4agar foi
realizado em duplicata para os filmes de CB-GA e CB-GAQ de acordo com a Figura 4. Foi
realizado a Microscopia de Forca Atdmica dos filmes para o melhor resultado apresentado,

utilizando os mesmos parametros ja citados no item 4.8.1.



Figura 4 Processo do Teste de Difusdo em agar
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Fonte: Autoria Prépria, (2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quaternizacéo da Celulose Bacteriana

Para obtencdo dos derivados quaternizados de celulose bacteriana foi realizada a
reacdo com o CHPTAC (Cloreto de 3-Cloro-2-hidroxipropiltrimetilaménio) e uma solucéo
aquosa de Hidroxido de Sodio, onde CHPTAC é utilizado como agente eterificante e 0 NaOH
como agente catalisador da reacdo, assim ocorre a formacao de um epoxido que é produzido
in situ a partir do CHPTAC e posteriormente causa a substituicdo do grupo hidroxila da

unidade de celulose bacteriana (SONG et al., 2008), o resumo da reacdo de quaternizacao

pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 Processo Quaternizacdo da Celulose Bacteriana
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(A) Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilamdénio-CHPTAC; (B) epoxido formado a partir do CHPTAC;

(C) Celulose bacteriana; (D) Celulose quaternizada.
Fonte: Adaptado de SONG et al., (2008).




5.2 Quaternizacao da goma do angico

O processo de quaternizacdo da goma do angico foi realizado utilizando o reagente
de amonio quaternario (Cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil trimetil aménio) como agente de
eterificacdo sob condicGes alcalinas. A reacdo é caracterizada pela substituicdo dos
grupamentos hidroxila presentes na estrutura da goma do angico pelo reagente amonio
quaternario. A goma do angico quaternizada é produzida através da reacdo entre a goma e 0
epoxido (DE SOUSA et al, 2019; QUELEMES et al., 2017; BANERJEE et al., 2014). A

Figura 6 representa o processo de quaterniza¢cdo da goma do angico.

Figura 6 Processo Quaternizacdo da Goma do Angico
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(A) Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio-CHPTAC; (B) ep6xido formado a partir do CHPTAC;

(C) Goma do Angico ; (D) Goma do Angico quaternizada.
Fonte: De Sousa et al, com adaptacdes (2019).

5.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) apresenta-

se como uma ferramenta importante para a identificacdo de compostos, fornecendo evidéncias
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da presenca de grupos funcionais presentes na estrutura de substancias e pode ser usada para
investigar a composi¢do quimica de um composto, através da identificagdo das diferentes
ligacbes quimicas entre atomos pelas deformacdes rotacionais e vibracionais, as quais
absorvem energia em determinada frequéncia de ressonancia, de acordo com as caracteristicas
quimicas dos atomos envolvidos (SKOOG et al., 2010).

A Figura 7 apresenta os espectros obtidos com o0 uso da Espectroscopia Vibracional
na Regido do Infravermelho para amostra de celulose bacteriana liofilizada, apresentando
atribuicBes caracterfsticas deste polimero que sdo: 3500 cm™ que representa estiramento OH;
2900 cm™ que representa estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CH; em 2700
cm’ representa estiramento simétrico CH,; em 1600 cm™ apresenta deformagéo OH; em 1400
cm™ que representa deformacgdo CH,; em 1370 cm™ representando deformacio CHs; em 1340
cm™ deformacdo OH e 1320-1030 cm™ deformacdo CO (BARUD, 2006; SASKA, 2011).

Figura 7 Espectroscopia Vibracional na Regiéo do Infravermelho da CB e CBQ
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CB-Celulose Bacteriana e CBQ-Celulose bacteriana quaternizada.

Para 0s espectros da celulose bacteriana apds 0s processos da reacdo de
quaternizacdo, a diferenca mais notavel que pode ser observada é devido a presenca de uma
banda que aparece na regido de 1478 cm™, que corresponde as ligacdes simétricas C—H dos

grupos metil dos substituintes amdnio quaternarios (NOVAC et al., 2014) e outra banda que
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pode ser observada na regido de 1407 cm™, que esta relacionada & presenca do modo de
estiramento vibracional C—N (SONG et al., 2008), também foi referenciada por (PAL et al.,
2005) referindo-se as bandas de estiramento vibracional C-N.

Os espectros de infravermelho da Goma do angico e da goma do angico quaternizada
apresentaram bandas caracteristicas de polissacarideos. No espectro da GA a banda na regido
de 3362 cm™ é atribuida & vibracdo de estiramento O-H (PAVIA et al. 2010; ZHANG et al.,
2013) e banda na regido 2926 cm™ corresponde & vibragdo de estiramento C—H de metilas
(PITOMBEIRA et al., 2015; ZHANG et al., 2013).

A goma do angico quaternizada apresenta o surgimento de um pico na regido de
1478 cm™ caracteristico de C-H do grupo metil do aménio quaternario, e a presenca do pico
em 1407 cm™ de C-N, que sdo caracteristicos de materiais modificados com reagentes de
amonio quaternario (NOVAC et al., 2014; QUELEMES et al., 2017). A Figura 8 exibe 0s

espectros na regido do infravermelho para a goma do angico e goma do angico quaternizada.

Figura 8 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho da GA e GAQ
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5.4 Potencial Zeta

A andlise de potencial Zeta tem como objetivo avaliar a presenca de cargas
superficiais na molécula, bem como obter informagbes sobre sua estabilidade
(VASCONCELOS et al., 2017).

A baixa estabilidade relacionada com valores de potencial zeta baixos, entre (£0-10
mV) ocorre quando as interacdes do tipo Van der Waals entre as particulas sdo maiores que as
forcas de repulsdo da dupla camada elétrica, assim sdo formados agregados, floculos ou
micelas coloidais no lugar de particulas dispersadas. Coloides que apresentam valores de
Potencial Zeta maiores (£10-20 mV), sdo classificados como relativamente estaveis e
moderadamente estaveis (x20-30 mV) e com boa estabilidade (valores maiores do que +30
mV), j as particulas que apresentam valores de Potencial Zeta (maiores do que £60 mV) sdo
consideradas muito estaveis (BHATTACHARIJEE, 2016).

Os valores de potencial zeta obtidos sdo mostrados na Tabela 2, onde pode ser
observado que o valor de potencial zeta da celulose bacteriana (CB) é -25,63mV, sendo que ja
é relatada na literatura o valor de potencial Zeta de -12,9 mV (JIA et al., 2016).

Os dados da Tabela 2 mostram que ocorreu uma mudanca de carga com os valores de
potencial zeta da celulose bacteriana e da celulose obtida apds o processo de modificacao,
tendo em vista que o valor obtido para a celulose bacteriana, bem como ja relatados na
literatura apresenta um valor negativo e ap6s o processo de modificacdo foi obtido um
potencial zeta positivo, caracteristica dada pelo ganho de cations provenietes do processo de

modificacéo.

Tabela 2 Potencial Zeta dos polimeros e seus modificados

Amostras Potencial Zeta (mV)
CB -25,63
CBQ +6,99
GA —20,0
GAQ +24,7

CB-Celulose Bacteriana; CBQ- Celulose Bacteriana Quaternizada; GA-Goma do Angico e GAQ-Goma do
Angico Quaternizada.

A andlise da goma do angico também mostrou que a carga efetiva ficou mais positiva
apos o processo de quaternizagdo (GAQ) em relacdo ao potencial zeta da goma do angico em

sua forma natural, sugerindo também que houve adi¢do de grupamentos -NH3; na GA,

alterando assim as interac6es do material.
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Esse fato também foi observado por Quelemes et al., (2017) que realizou a
quaternizacdo da goma do cajueiro e obteve um valor de potencial zeta negativo para a goma
de cajueiro e todos os derivados quaternizados apresentaram carga negativa, ocorrendo assim
uma mudanca na carga do polimero em solucéo.

No processo de quaternizagdo da goma do angico realizado por De Sousa e
colaboradores (2019) também foi observado a mesma mudanca no potencial zeta para as

amostras modificadas em relacdo a goma do angico pura.

5.5 Producéo dos filmes

Os filmes foram produzidos utilizando a técnica casting que consiste na producédo
dos filmes a partir de uma solucdo filmogénica, onde apds a evaporacdo total do solvente
utilizado, o filme é formado sobre a superficie da placa, essa secagem do solvente pode ser
acelerada por aquecimento (HORN, 2012; JESUS, 2009; BRESSEL, 2007).

E uma das técnicas mais utilizadas na producéo de filmes biodegradaveis (BUKZEM
et al., 2012), sendo necessario que a solucao filmogénica colocada sobre a placa de superficie
lisa se solidifique de forma coesa para ocorrer a formacéo do filme.

Os filmes obtidos com as solucdes filmogénicas de celulose bacteriana, celulose
bacteriana quaternizada, celulose bacteriana-goma do angico e celulose bacterina-goma do
angico quaternizada ndo apresentaram problemas no momento de sua retirada da placa, tendo
em vista que uma das desvantagens da producdo de filmes por casting é a dificuldade de
retirar os filmes das placas (MALI, 2010). A Figura 9 apresenta um dos filmes produzidos

(CB-GAQ), que apresenta caracteristicas de transparéncia, homogeneidade e flexibilidade.

Figura 9 Filme com celulose bacteriana e goma do angico quaternizada

CB-GAQ

Filme Celulose bacteriana-goma do angico quaternizada.
Fonte: Autoria Prdpria, (2019).
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5.5.1 Microscopia de Forca Atémica-(MFA)

A Microscopia de Forgca Atdmica é uma técnica que em sido muito utilizada para
estudar diversos materiais, tendo em vista que fornece imagens sobre as superficies dos
materiais e assim tem se tornado um dos equipamentos mais completos em estudo de
materiais tanto em micro como nano escala (GIRALDO, 2016).

O uso do Microscopio de Forgca Atdmica permite o estudo de propriedades como
elasticidade, atrito e desgaste que dependem da morfologia da superficie (ou asperezas
microscopicas) e da adesdo fornecendo resultados com uma Otima precisdo, essas
propriedades influenciam diretamente na construcdo de materiais nanoestruturados, sendo
assim, € uma ferramenta bastante importante para o desenvolvimento da nanotecnologia e
areas afins (PINTO et al., 2015)

Pei et al., (2013) utilizaram o Microscépio de Forca Atdmica para estudar a
morfologia e distribuicdo de tamanho da superficie de nanofibrilas de celulose quaternizada.

A Figura 10 mostra as imagens de MFA para os filmes de celulose bacteriana (CB),
celulose bacteriana quaternizada (CBQ), celulose bacteriana-goma do angico(CB-GA) e
celulose bacteriana-goma do angico quaternizada(CB—-GAQ) onde podemos observar as
microfibrilas presentes na superficie celulose bacteriana como relata Barud et al (2008).

De acordo com a Figura 10 podemos visualizar que os filmes apresentam imagens de
contraste de acordo com o material presente na solucdo filmogénica, ao analisar as imagens
Figura 10E e Figura 10F, podemos observar as diferencas devido a presenca da goma do

angico e da goma do angico quaternizada.
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Figura 10 Imagens da Microscopia de Forca Atdmica
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Microscopia de Forca Atdmica das amostras: (A) CB — Imagem 3D; (B) CBQ — Imagem 3D; (C) CB-GA -
Imagem 3D; (D) CB-GAQ - Imagem 3D; (E) CB-GA - Imagem 2D — PHASE e (F) CB-GAQ - Imagem 2D —
PHASE Imagens com escala de tamanho de 5 um e uma resolu¢éo de 512 pixels.

Neste estudo, apresentamos que o processo de modificacdo com o Cloreto de (3-
Cloro-2-hidroxipropil)trimetilam6nio-CHPTAC causou uma variacdo na rugosidade, onde a
celulose bacteriana quaternizada apresentou uma rugosidade média maior que os filmes de
celulose bacteriana. Podemos também observar este fato para o filme formado com a celulose
bacteriana e a goma do angico quaternizada que apresentou uma rugosidade média bem mais
elevada do que para o filme de celulose bacteriana e goma do angico. Este fator pode esta
relacionado com a insercdao de grupamentos provenientes do reagente de amonio quaternario

utilizado na modificagdo. A Figura 11 traz a rugosidade média dos filmes.
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Figura 11 Rugosidade média dos filmes.
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CB(celulose bacteriana); CBQ(celulose bacteriana quaternizada); CB-GA(celulose bacteriana-goma do angico)
e CB-GAQ(celulose bacteriana-goma do angico quaternizada). Os resultados expressos como média + erro
padrdo da média (EPM).

A Figura 11 mostra as medidas de rugosidade para os filmes produzidos, onde
podemos observar que ambos os filmes com polimeros quaternizados apresentou uma maior
rugosidade média, também é mostrado que o filme CB-GAQ apresentou um diferenca mais
notavel.

Gao et al., (2016) em estudo com substratos contendo ligacdes C—H, como plésticos,
tecidos e vidro modificado com aménio quaternario dodecil-alquilado para formar um filme
polimérico, observaram por Microscopia de Forca Atdmica que ap0s 0 processo de
modificacdo houve uma variagao na rugosidade de 0,26 a 1,2 nm.

A rugosidade é um aspecto muito importante nos estudos de producdo de compositos
e diversos outros que envolvem a utilizacdo de celulose, pois se relacionam diretamente com

as caracteristicas de adesao das amostras (JELIL, 2015).

5.5.2 Espessura

A espessura dos quatro filmes produzidos foi determinada pela leitura de 5 pontos de
cada filme, com o auxilio do micrometro digital, onde foi calculado a média e o desvio padrao

desses pontos e sdo relatados na Tabela 3.



Tabela 3 Espessura dos filmes produzidos
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Filmes CB CBQ CB-GA CB-GAQ
Espessura 0,111mm 0,103 mm 0,109 mm 0,108 mm
Desvio Padréao 0,003 mm 0,002 mm 0,002 mm 0,002 mm

CB(celulose bacteriana); CBQ(celulose bacteriana quaternizada); CB-GA(celulose bacteriana-goma do angico)
e CB-GAQ(celulose bacteriana-goma do angico quaternizada).

Almeida e Colaboradores (2013) analisaram as propriedades fisicas, quimicas e de
barreira em filmes formados por misturas de celulose bacteriana e fécula de batata, e
obtiveram filmes de celulose bacteriana pura com uma espessura de 0,02 mm e observaram
que nos filmes com celulose bacteriana e fécula de batata, quanto maior a concentracdo de
celulose maior seria a espessura do filme.

Oliveira (2013) estudou o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a base de
proteina de mamona reforcada com fibras de celulose, encontrando valores médios de
espessura de 0,127 + 0,004 mm, apresentando valores proximos aos encontrados para 0S
filmes produzidos neste trabalho e um desvio padréo maior.

A espessura dos filmes sofre variacdo decorrente do método utilizado para a sua
producdo, na técnica de casting os filmes sdo produzidos a partir de uma solucéo filmogénica
vertida sobre uma placa, onde o solvente é evaporado e o filme formado pode apresentar
variagdo na sua espessura (MALI, 2002; SOBRAL et al., 2000).

5.5.3 Umidade

Para a obtencdo do teor de umidade dos filmes produzidos foi utilizado a verificacédo
através das medidas de perda de peso conforme Ferreira (2005). A Figura 12 apresenta o teor
de umidade dos filmes produzidos. As anélises demonstram que os filmes compostos por
polimeros quaternizados apresentaram um teor de umidade um pouco maior que 0S outros
filmes, no entanto ao realizar o teste de Turkey, com um nivel de significancia de 5%, nao foi
observado diferenca estatisticamente significativa, demonstrando assim que a adi¢éo tanto da
goma do angico a celulose bacteriana, bem como o0s polimeros ap0s 0 processo de
quaternizacdo nao alteram a caracteristica dos filmes em relagéo ao teor de umidade de forma

significativa.
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Figura 12 Teor de umidade dos filmes

Umidade (%)

CB-Celulose bacteriana; CBQ-Celulose bacteriana quaternizada; CB-GA-Celulose bacteriana-goma do angico e
CB-GAQ-Celulose bacteriana-goma do angico quaternizado.

Wan e colaboradores (2009) em estudo sobre a producdo de biocompdsitos de
nanofibrilas de celulose bacteriana e amido e concluiram que este material apresentava alta
eficiéncia nas propriedades de tensdo, resisténcia a umidade e ao ataque de microrganismos.

Em estudo sobre o desenvolvimento de filmes poliméricos de agarose e filmes
poliméricos de agarose contendo nanoparticulas de prata para atuar como agente
antimicrobiano, foi observado que os filmes de agarose possuiam cerca de 30% de teor de
umidade e os filmes contendo as nanoparticulas de prata possuiam cerca de 29% de teor de
umidade, inferindo assim que as nanoparticulas de prata ndo causaram alteragdes no teor de
umidade dos filmes poliméricos (ONOFRE, 2014).

5.5.4 Intumescimento

A avaliacdo da capacidade de absorcéo de agua (intumescimento) € uma analise de
grande relevancia em estudos sobre producdo e caracterizacdo de filmes, pois sua interacéo
com a agua pode vir a interferir nas propriedades mecanicas. O indice de intumescimento é
avaliado de acordo com um aumento de massa devido a absorcdo de dgua, conforme descrito

por Lima e Colaboradores (2007).
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Na Figura 13 é possivel observar os resultados do indice de intumescimento dos
filmes celulose bacterina, celulose bacteriana quaternizada, celulose bacteriana-goma do
angico e celulose bacteriana-goma do angico quaternizada de acordo com a massa dos filmes
secos com a massa obtidos apds imersao dos filmes em agua, por um periodo de 1 a 5 horas.
Podemos observar que todos os filmes apresentaram um indice de intumescimento que foi
diminuindo de acordo com o tempo em contato com a agua, tendo em vista que ambos 0s
materiais apresentam grupamentos hidroxilas que apresentam interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio. Os filmes com polimeros quaternizados causam um aumento das interaces com a
agua como ¢ relatado na literatura (QUELEMES et al., 2017; SINGH et al., 2010; WANG et
al., 2015).

Figura 13 indice de intumescimento dos filmes
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CB-Celulose bacteriana; CBQ-Celulose bacteriana quaternizada; CB-GA-Celulose bacteriana-goma do angico e
CB-GAQ-Celulose bacteriana-goma do angico quaternizada

O filme de celulose bacteriana apresentou um maior indice de intumescimento
quando comparada com o filme de celulose bacteriana quaternizada, a celulose bacteriana é
um polimero que apresenta alta capacidade de absorcao e retencdo de agua (BARUD, 2008).

Apds as 3 horas de imersdo é observado que o filme CB-GA apresenta um maior
indice de intumescimento e que apresentou maiores indices para todos o0s horarios comparada
com o filme CB. O Filme CBQ apresentou um pequeno aumento no indice de intumescimento
apos o 2 horas e para os resultados seguintes ocorreu uma diminuic¢do que pode ser explicado
pela desintegracdo do filme e consequente perda de massa. Para as composi¢Oes que
apresentavam goma do angico foi observado um indice de intumescimento maior quando
comparado as formulacGes contendo somente celulose, € relatado na literatura que filmes com

composicdes contendo goma arabica, foram registrados aumentos dos valores de hidratagéo



45

proporcionais ao aumento da participacdo deste polissacarideo (GABAS, CAVALCANTI,
2003).

5.5.5 Teste de Difusdo em agar

O teste de difusdo em agar foi realizado utilizando as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

A Figura 14 traz os resultados do teste de difuséo para os filmes CB-GA e CB-GAQ,
onde podemos observar que nao apresentou halo de inibicdo para ambos os filmes testados e
para as respectivas bactérias. No entanto, na Figura 14(A) podemos observar que no filme de
CB-GAQ testada contra a S. aureus nao houve crescimento da bactéria.

Figura 14 Teste de difusao

Figura A: Teste para a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 29213) com o filme CB-GA-Goma do Angico-
Celulose bacteriana e com o filme CB-GAQ-Goma do Angico-Celulose Bacteriana Quaternizada e Figura B:
Teste para a bactéria e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) com o filme CB-GA-Goma do Angico-Celulose
Bacteriana e com o filme CB-GAQ-Goma do Angico-Celulose Bacteriana Quaternizada.

Fonte: Autoria Prépria, (2019).

Quelemes e Colaboradores (2017) propos a modificacdo da goma do cajueiro com 0
reagente de aménio quaternario utilizado neste trabalho e produziu derivados quaternizados
com carga positiva apresentando atividade antibacteriana contra bactérias do género
Staphylococcus.

De acordo com dados da literatura, as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-
positiva) € uma das bactérias mais testadas com relacdo a atividade antibacteriana de
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polissacarideos cationicos (DE SOUSA et al., 2019; QUELEMES et al., 2017; HU et al.,
2016).

E reportado pela literatura que a S. aureus é uma espécie resistente e que os agentes
catibnicos surgem como materiais capazes de contribuir para a prevencdo e tratamento de
infeccBes cutdneas, particularmente aquelas causadas por bactérias do género Staphylococcus
(YU etal., 2015).

A Pseudomonas aeruginosa é uma Gram-negativa, por tanto este resultado esta de
acordo com Jennings et al., (2015) que afirma que o efeito de materiais modificados com
compostos de aménio quaternario é reduzido em espécies Gram-negativas devido a presenca
de uma membrana adicional externa, constituida por uma camada dupla de fosfolipidos,
atuando como barreira para a penetracdo de tais agentes. Os resultados obtidos no teste de
difusdo podem ser confirmados pela Microscopia de Forca Atdmica, de acordo com a Figura
15.

Figura 15 Microscopia de Forca Atdmica do Filme CB-GA e CB-GAQ testada contra S.

aureus.

52 um
3.2 pm

0.0 pm 0.0 um

D

A - Imagem 3D do filme CB-GA de 35 um; B - Imagem 3D do filme CB-GAQ de 35 um; C - Imagem 2D do
filme CB-GA de 20 um D - Imagem 2D do filme CB-GAQ de 20 um. Todas as imagens possuem resolucédo de
512 pixels.
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A Figura 15 (A e C) mostram os filmes de CB-GA apds o teste de difusdo em agar
com a bactéria S. aureus, onde podemos observar que houve o crescimento bacteriano, pois 0
filme ndo apresentava atividade. Na Figura 15 (B e D) é mostrado o filme CB-GAQ apds o
teste com a bactéria S. aureus, onde é observado que sofre alteracdo quando comparado com
as Figuras 15 A e C. Essas imagens de micrografia correspondem ao filme CB-GAQ apds o
teste de atividade antibacteriana para a mesma espécie Gram-positiva, constatando assim que
o filme CB-GAQ apresentou atividade antibacteriana contra a bactéria S. aureus.

O filme CB-GA apresentou um aglomerado de bactérias presentes no filme apos a
realizacdo do teste de difusdo, de acordo com o que é citado por Quelemes et al., (2017) ao
realizar a avaliacdo por Microscopia de Forca Atbmica da mesma espécie de bactéria,
apresentando-se da mesma forma.

De Sousa et al., (2019) avaliou o efeito da goma do angico quaternizado por
Microscopia de Forgca Atdmica e observou que 0 grupo controle ndo causou alteracdo na
morfologia da S. aureus e observou que foram causadas alteragdes na escala de tamanho e

aspectos morfoldgicos das bactérias tratadas com o material testado.
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6 CONCLUSAO

¢ A modificacdo quimicamente da celulose bacteriana e da goma do angico foi realizada
utilizando a reacdo de quaternizacdo com o reagente de aménio quaternario Cloreto de
(3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio-CHPTAC.

e A caracterizagdo por meio da Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
comprovou o aparecimento de duas bandas caracteristicas de materiais modificados
por quaternizacao.

e Os modificados apresentaram uma variacdo na mudanca de carga apos a reagdo de
quaternizacdo confirmada por Potencial Zeta.

e Foram produzidos 4 filmes utilizando a técnica de casting com soluc@es filmogénicas
com CB-celulose bacteriana, CBQ-celulose bacteriana quaternizada, CB-GA-celulose
bacteriana e a goma do angico e CB-GAQ-celulose bacteriana e a goma do angico
quaternizada.

e Apo6s o processo de modificacdo foi observado que a rugosidade média dos filmes
sofreu variacdo, onde a celulose bacteriana quaternizada apresentou a rugosidade
média maior que a celulose bacteriana antes da quaternizacao.

e Os filmes produzidos ndo apresentaram um teor de umidade com diferenca
estatisticamente significativa, demonstrando assim que a adicdo tanto da goma do
angico a celulose bacteriana, bem como o0s polimeros ap6s o0 processo de
quaternizacdo ndo alteram a caracteristica dos filmes em relacéo ao teor de umidade.

e O teste de atividade antibacteriana para os filmes CB-GA e CB-GAQ contra espécie
Gram-negativa e Gram-positiva por método de difusdo em agar demonstrou que o0
filme CB-GAQ apresentou atividade contra a espécie S. aureus, sendo confirmado por
microscopia de forca atbmica, apresentando-se assim como um biomaterial promissor

em aplicagdes biotecnoldgicas.
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