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Resumo

A celulose € um dos biopolimeros insolUveis em agua mais abundantes
encontrados na natureza e, embora os vegetais constituam a fonte mais importante desse
polimero, ela também pode ser produzida por varios tipos de organismos, incluindo
bactérias, especialmente as do género Gluconacetobacter, principalmente pela espécie G.
hansenii. Desde a sua descoberta, a celulose bacteriana (CB) demonstrou ser um
biopolimero de grande interesse para aplicacdo em vérias areas industriais e médicas, por
ser um biomaterial nanoestruturado de elevada pureza, biocompativel e hipoalergénico.
No entanto, existe relativa dificuldade de obtencéo de CB, em larga escala, com 0s meios
de cultivo e métodos convencionais devido ao seu baixo rendimento de producéo, quer
seja em condicOes estdticas ou em agitacdo. Portanto, o estudo de novos métodos e
condicdes de cultivo que permitam uma producdo em larga escala e com menor custo
possivel se torna de extrema importancia. Embora existam varios relatos na literatura da
utilizacdo de CB como sistemas de carreamento e liberacdo controlada de farmacos, a
descricdo de seu uso como suporte para carreamento e liberagdo de complexos metalicos
é raro. Assim, o presente trabalho foi desenvolvido com os objetivos de utilizar diferentes
composicdes de meios de cultivo, determinar a melhor densidade oOptica (DO) para
producdo de CB, selecionar variantes da espécie G. hansenii ATCC 23769, por aplicacdes
de pressdes seletivas quimica (variacdes de pH) e fisicas (variagdes de temperatura e
tempo de exposicédo a luz ultravioleta) para otimizacao da producdo desse biopolimero, a
andlise do rendimento de producdo, em massa seca das membranas obtidas, além de sua
aplicacdo como sistema carreador e de liberacdo do antibidtico ceftriaxona (CRO) e do
complexo metalico Ag(l) com clortalidona (Ag-CLR). Constituiram também objetivos
desse trabalho a caracterizacdo estrutural das membranas de CB obtidas, por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR), difragéo de
RaioX (DRX) e a analise morfoldgica das variantes fenotipicas de G. hansenii, obtidas
apos aplicacdo das pressdes seletivas, por MEV. Os resultados obtidos sugerem que o
rendimento de producdo de CB em massa seca € a melhor DO para sua producdo sao
diretamente dependentes das fontes de carbono utilizadas. Também foi observado que as
membranas de CB produzidas nos meios constituidos por monossacarideos e
dissacarideos, como fontes de carbono, apresentaram melhores resultados como
dispositivos de liberacdo sustentada de CRO e Ag-CLR. Apos a aplicacdo das pressdes
seletivas quimica e fisicas, foram selecionadas variantes fenotipicas de G. hansenii que
apresentaram diferencas no potencial de producdo e rendimento em massa seca das
membranas de CB, e a caracterizacdo, por MEV, permitiu a observacdo de variantes
morfoldgicas, entre as unidades formadoras de colénias (UFC), bem como diferencas na
disposigéo e espessura das fibras das membranas produzidas por essas variantes. Esses
resultados demostraram que o rendimento da producdo de CB e a melhor DO estdo
diretamente relacionados com a composi¢do do meio de cultivo, a qual pode promover
ativacdo diferencial de vias metabolicas basal para a para producéo de CB. Foi observado
que as diferentes variantes fenotipicas, obtidas apds aplicacdes das pressdes seletivas,
também apresentaram ativacao diferencial nas rotas metabolicas basal e de sintese de CB.
Os ensaios de liberagdo de CRO e Ag-CLR, utilizando a CB produzida nos meios
contendo monossacarideos e dissacarideos, demonstram o grande potencial dessas
membranas para aplicacdo como suporte para liberacdo sustentada de farmacos.

Palavras chave: Celulose bacteriana, meios de cultivo, pressdes seletivas, rendimento
de producéo, suporte para liberacdo sustentada de farmacos.
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Abstract

Cellulose is one of the most abundant water-insoluble biopolymers found in nature and
although plants are the most important source of this polymer, it can also be produced by
various types of organisms, including bacteria, especially those of the genus
Gluconacetobacter, mainly by the species G. hansenii. Since its discovery, bacterial
cellulose (BC) has shown to be a biopolymer of great interest for application in several
industrial and medical areas, because it is a nanostructured biomaterial with high purity,
biocompatible and hypoallergenic. However, there is a relative difficulty in obtaining BC,
on a large scale, with the culture media and conventional methods due to its low
production vyield, either under static or agitated conditions. Therefore, studies of new
cultivation methods and conditions that allow large-scale production and with the lowest
possible cost becomes extremely important. Although there are several reports in the
literature of the use of BC as carrier systems and controlled release of drugs, the
description of its use as a carrier for the loading and release of metal complexes is rare.
Thus, the present work was developed with the aim of using different compositions of
culture media, to determine the best optical density (OD) for BC production, to select
variants of the species G. hansenii ATCC 23769, by selective pressure applications
(temperature, pH and time of exposure to ultraviolet light) to optimize the production of
this biopolymer, the analysis of the production yield, dry mass of the membranes
obtained, as well as its application as carrier system and sustained release antibiotic
ceftriaxone (CRO) and the metal complex Ag(l) with chlorthalidone (Ag-CLR). The
structural characterization of BC membranes was obtained by Scanning Electron
Microscopy (SEM), Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction (XRD) and
morphological analysis of the phenotypic variants of G. hansenii, obtained after the
application of selective pressures. The results obtained suggest that the production yield
of BC in dry mass and the best OD for its production are directly dependent on the carbon
sources used. It was also observed that the BC membranes produced in the culture
medium containing monosaccharides and disaccharides, as carbon sources, in their
composition, presented better results as sustained release devices of CRO and Ag-CLR.
After application of chemical and physical selective pressures, phenotypic variants of G.
hansenii were selected that showed differences in the production potential and dry mass
yield of the BC membranes, and the characterization by SEM allowed the observation of
morphological variants between colony forming units (CFU), as well as differences in the
fiber arrangement and thickness of the membranes produced by these variants. These
results showed that the yield of BC production and the best OD are directly related to the
composition of the culture medium, which can promote differential activation of basal
metabolic pathways to produce BC. It was observed that the different phenotypic variants,
obtained after selective pressure applications, also presented differential activation in
basal metabolic routes and BC synthesis. The CRO and Ag-CLR release assays, using the
BC produced in the media containing monosaccharides and disaccharides, demonstrate
the great potential of these membranes for application as support for sustained release of
drugs.

Key words: Bacterial cellulose, culture media, selective pressures, production yield,
support for sustained release of drugs.
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1. Introducéo

A celulose é um dos biopolimeros insoliveis em &agua mais abundantes
encontrados na natureza (Brown, 2004) e, embora os vegetais constituam a fonte mais
importante, com producdo estimada de 10'° a 10 toneladas/ano (Ummartyotin &
Manuspiya 2014), esse polimero pode ser produzido por varios tipos de organismos vivos
(bactérias, fungos e algas) (Lazarini et al., 2016; Donini et al. 2010; Klemm et al., 2005).
A celulose derivada de vegetais (CV) encontra-se associada a outros tipos de
biomoléculas, como lignina e hemiceluloses, enquanto a celulose bacteriana (CB) é isenta
delas. A CV e a CB sao constituidas por um homopolimero natural (poli B-(1—4)-D-
glicose) linear com estrutura constituida por unidades de B-D-glicopiranose (Figura 1)
unidas por ligaces glicosidicas do tipo 3-(1—4). Entretanto, a CB apesenta propriedades
fisico-quimicas e mecénicas diferenciais, em relagdo a CV, incluindo maior indice de
cristalinidade, maior grau de polimerizacdo, maior capacidade de retencdo de agua e

permeabilidade ao oxigénio (Dahman et al., 2010; Donini et al. 2010).

Figura 1 - Unidades de B-D-glicopiranose

A formacdo de fibras de celulose é devida a ocorréncia de ligacBes de
hidrogénio, que sdo responsaveis pela consistente associacéo entre os polimeros lineares
formados. Moléculas de celulose formam ligagbes de hidrogénio intracadeias, entre
grupos hidroxila da mesma molécula e intercadeias, entre grupos hidroxilas de cadeias
adjacentes (Figura 2). O primeiro tipo de interacdo é responsavel pela rigidez da cadeia e

0 segundo pela formacéo da fibra (Lustri et al., 2015; Pietak et al., 2007)



Figura 2 - Estrutura da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligagdes de hidrogénio

possiveis e a seta, a ligacdo B-(1—4) ( modificada de Lustri et al., 2015).

A celulose pode ser produzida por vérias espécies tais como vegetais, algumas
espécies de micro-organismos, por sintese enzimatica ou por sintese quimica (Einfeldt et
al., 2005; Machado et al., 2016). Um destaque especial tem-se dado a celulose produzida
por bactérias do género Gluconacetobacter, especialmente pelas espécies G. xylinus e G.
hansenii, utilizando uma variedade de meios de cultivo naturais e sintéticos, com
diferentes fontes de carbono (Lazarini et al., 2016; Lustri et al., 2015; Shah et al., 2013a).

Devido a elevada pureza e as propriedades fisico-quimicas da CB, o polimero
oferece uma variedade de aplicacdes potenciais, como por exemplo, na medicina (Lustri
et al.,2015). O fato da membrana Umida de CB ser um material altamente poroso e de
grande area superficial, sendo considerada como uma matriz ideal para a incorporagéo de
compostos organicos e inorganicos (Barud et al., 2008; de Oliveira Barud et al., 2016),

faz com que possa ser utilizada como carreador de antibioticos e outros farmacos, também



servindo como barreira fisica as infec¢des por patdgenos bacterianos (Lustri et al., 2015;
de Oliveira Barud et al., 2016).

Embora existam varios relatos de utilizagio de CB como sistemas de
carreamento e liberacdo controlada de farmacos (Wei et al., 2011; Jung, Jeong, et al.,
2010; Barud et al., 2011; Trovatti et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Lustri et al., 2015;
Lazarini et al., 2016), a descri¢do de seu uso como suporte para carreamento e liberacéo

de complexos metélicos € rara.

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de utilizar
diferentes composicOes de meios e variar as condigdes de cultivo, através de pressdes
seletivas quimica (variacdes de pH) e fisicas (variagdes de temperatura e tempo de
exposicao a luz ultravioleta), visando a selecao de variantes da espécie G. hansenii ATCC
23769 para otimizacdo da producdo de CB, além da caracterizacdo estrutural dessas
membranas (Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia no
Infravermelho (FT-IR), e difracdo de RaioX (DRX), andlise morfoldgica dos micro-
organismos por MEV analise do rendimento de producdo da membranas de CB, bem

como aplicacdo como sistema de liberacdo de farmacos e/ou complexos metalicos.



2. Revisao bibliografica
2.1. Espécies bacterianas produtoras de celulose

H& algum tempo, tem se dado a atencdo a espécies bacterianas produtoras de
celulose devido as caracteristicas peculiares dos micro-organismos com essa habilidade,
que permitem um rigido controle dos parametros de cultivo, como pH, temperatura,
coeficiente de aeracdo, velocidade de agitacdo, tempo de cultivo e composi¢do do meio,
além de minimizar os danos produzidos ao ambiente quando comparada com a utilizagéo
da CV. (Souza & Garcia-Cruz, 2004). Essa producdo pode ser realizada por bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, algas e fungos e pode ser desenvolvida em laboratorio,
utilizando os mais diversos substratos como glicose, frutose, sacarose, lactose, amido
hidrolisado, metanol, entre outros, sendo o custo de producdo dependente destes
substratos (Paul et al., 1986).

Dentre as principais bactérias produtoras de celulose destacam-se as do género
Acetobacter (atualmente Gluconacetobacter), Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas
e Sarcina. Bactérias pertencentes ao género Gluconobacter, se destacam na producao de
CB. Este género é constituido por bactérias que possuem forma de bastonetes, sdo Gram-
negativas, ndo formam endosporos, e sdo aerdbicas obrigatorias. Produzem, em meios de
cultivos sélidos, colbnias opacas, tendo sua temperatura étima de crescimento entre 25 e
30°C, e 0 pH 6timo em torno de 5,5. Bioguimicamente, as bactérias pertencentes a esse
género sdo catalase positivas, e negativas para oxidase, ndo reduzem nitrato a nitrito, ndo
produzem indol ou H»S. S&o quimiorganotréficas e oxidam etanol a acido acético. Nado
oxidam acetato ou lactato a CO, e H20 (Delmer, 1987; Siqueira et al., 2009; Donini et
al., 2010; Oliveira & Junior, 2010).

Descrita por Adrian Brown, em 1886 (Jonas & Farah, 1998; Abeer et al., 2014)
a espécie G. hansenii (anteriormente denominada G. xylinus) produz celulose na forma
de filme na interface superficie-ar em meio de cultura liquido, sob condicdes estaticas,
além de produzir &cido acético na presenca de oxigénio. Apds varios estudos,
pesquisadores observaram que o filme de CB constitui uma barreira contra radiacdo
ultravioleta e seu potencial de hidratacdo mantém o ambiente propicio para crescimento
e manutencdo da viabilidade bacteriana (Williamst & Cannon, 1989; Donini et al., 2010;
Abeer et al., 2014).



2.2. Celulose bacteriana (CB)

2.2.1. Estruturada CB

A espécie G. hansenii produz e secreta a celulose (Figura 3) agregando as micro-
fibrilas na interface ar-liquido do meio de cultivo, utilizando fontes de carbono e
nitrogénio para sua producdo. A unidade estrutural de repeticdes da molécula de celulose
é a celobiose, formada pela unido de duas moléculas de glicose (Saxena & Brown, 1995).
Quanto a sua morfologia, o didmetro das fibras da CB é de 1/100 quando comparada a
CV, e 0 mddulo de Young (parametro mecanico que proporciona medida da rigidez de
um material sélido) da celulose ¢é equivalente a do aluminio (Eichhorn & Young, 2001).
Diferente da CV, que necessita de tratamento para a extracao de lignina e hemicelulose,
as fibras de CB sdo formadas por uma matriz hidrofilica, e que ndo necessita de
tratamento devido interacGes intermoleculares geradas entre as cadeias, e as interacdes
intramoleculares, que por sua vez garantem a pureza e rigidez da estrutura e apresentando
elevada hidrofilicidade (Chawla et al., 2009; Czaja et al., 2006).
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Figura 3 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV 5000X) de membrana de CB liofilizada
(Lazarini et al., 2016).

2.2.2. Propriedades da CB

As membranas de CB apresentam propriedades como cristalinidade (60-90%)

devido a natureza linear e conformacionalmente homogénea do polimero e a extensa
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ligacdo intermolecular de hidrogénio entre as cadeias adjacentes (Dugan et al., 2013),
forga de tensdo, elasticidade e alta resisténcia mecénica, biodegradabilidade, alem de ser
atdxica e hipoalergénica (Jonas & Farah, 1998; Czaja et al., 2006; Lustri et al., 2015;
Lazarini et al., 2016). As membranas hidratadas de CB apresentam elevada capacidade
de adsorcdo de diferentes espécies idnicas, moleculares ou até mesmo a estabilizacdo de
particulas, pois apresentam uma estrutura altamente hidratada de fibras nanométricas
formadas por um sistema poroso. Essa estrutura tem favorecido a utilizacdo da CB como
agente de reforco, como molde, na preparacdo de copolimeros e na formacdo de redes
interpenetradas com elevado grau de entrecruzamento (Eichhorn et al., 2010; Iguchi et
al., 2000).

Desde a sua descoberta, a CB demonstrou ser um biopolimero de grande
interesse para aplicagdo em vérias areas industriais e medicas, devido as suas
caracteristicas estruturais, as quais demonstram ser vantajosas, em relacdo a CV (Lazarini
et al., 2016; Lustri et al., 2015; Ul-Islam et al., 2012), sendo dada atencdo especial
principalmente na exploragéo de novos curativos que possam auxiliar na cicatrizagdo de
ferimentos e na substituicdo temporaria da pele em queimaduras e Ulceras, componentes
de implantes dentarios e vasos sanguineos artificiais para microcirurgias (Lustri et al.,
2015), como sistemas de carreamento e liberacdo de farmacos, implantes médicos e para

a engenharia de tecidos (de Oliveira Barud et al., 2016)
2.2.3. Bioguimica da producéo de CB

A biossintese da CB consiste em um processo complexo, pois € dependente da
polimerizacdo de residuos de glicose da cadeia (Figura 1) seguida pela secrecdo
extracelular das cadeias que terminam em arranjo linear com a cristalizacdo das cadeias
de hidrogénio por ligacdes por forcas de Van Der Waals. (Ross et al., 1991). A CB gerada
pela espécie G. hansenii apresenta caracteristicas especiais podendo dar origem a duas
formas de celulose. Se as micro-fibrilas estiverem orientadas em arranjo paralelo
apresenta a sintese da celulose tipo |, se esta disposicao for antiparalela a sintese seré da
celulose tipo Il (Pacheco et al., 2004). O género Gluconacetobacter ndo é capaz de
metabolizar a glicose por via anaerdbia devido a falta da enzima responsavel por catalisar
a reacao de fosforilagéo de frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato (a fosfofrutoquinase-
1) que impede a ocorréncia da via fermentativa. Dessa forma, a sintese da CB ocorre pela
via das hexoses e gliconeogénese (Figura 4). A conversdo da glicose, transportada do



ambiente externo para o citoplasma, € catalisada por quatro enzimas bacterianas: a
glicoquinase (enzima responsavel pela fosforilacdo do carbono 6 da glicose obtendo
glicos-6-fosfato), a fosfoglicomutase (enzima que catalisa a reacdo de isomerizacdo da
glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfato), a UDPG-pirofosforilase (responsavel pela sintese
da UDP-glicose (UDPG) e a celulose sintase (responsavel pela polimerizacao da celulose
a partir da UDP-glicose) (Lustri et al., 2015). Pela via enddgena (gliconeogénese) a
sintese comeca a partir das fontes como oxaloacetato em piruvato pela acdo da enzima
carboxilase do piruvato. A transformacédo do piruvato em fosfoenolpiruvato é produzida
pela acdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase, consumindo cerca de 10% do ATP.
Assim, a energia empregada para a sintese da CB vem do metabolismo aerébio (Ross et
al., 1991; Czaja et al., 2006; Donini et al., 2010; Lustri et al., 2015).
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Figura 4: Modelo hipotético de via metabdlica para a biossintese de celulose bacteriana por G.

hansenii (adaptada de Lustri et al., 2015).



No entanto, existe relativa dificuldade de obtencdo de CB em larga escala com
0s meios de cultivo e métodos convencionais devido ao seu baixo rendimento de
producédo, quer seja em condicOes estaticas ou em agitagdo. Assim, o estudo de novos
métodos e condicdes de cultivo que permitam uma producdo em larga escala e com menor

custo possivel se torna de extrema importancia (Ruka et al., 2012).
2.2.4. Sintese de CB em cultivo estatico

Como relatado, em cultivo estatico, tradicionalmente, a CB é produzida
formando um filme na interface ar- meio de cultivo, o qual é incubado durante varios dias
até que uma membrana seja formada, ocupando toda superficie do meio, se moldando ao
formato do frasco de cultivo (Figura5). A CB produzida apresenta superficie mais densa
do lado exposto ao ar (Iguchi et al., 2000).

Figura 5. Membrana de CB produzida em cultivo estatico (Fonte: préprio autor)

Hestrim e Schramm (1954) conduziram experimento para estabelecer as
condices ideais para a produgdo de CB em cultivo estatico, utilizando glicose como fonte
de carbono.
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Borzani e de Souza (1995) consideraram, em seus estudos, que sdo formadas
varias camadas finas de celulose paralelamente a superficie do meio de cultivo,
confirmando o descrito por Fontana (1990) e que a camada recém-produzida sempre se
encontra na interface meio/ar sugerindo que os nutrientes se difundem através das
camadas de CB mais internas até as células bacterianas mais ativas na sintese, que se
encontram proximas a interface meio/ar (Fontana et al., 1990; Borzani & de Souza,
1995).

Embora a producdo de celulose bacteriana em cultivo estatico seja muito
simples, existem inconvenientes que impedem o controle de parametros para melhorar o
rendimento, pois como a membrana € formada na interface meio/ar, movimentacoes

podem interferir na continuidade do processo de sintese (Recouvreux, 2008).
2.2.5. Sintese de CB em cultivo agitado

Em cultivo agitado, frascos contendo inoculo bacteriano sdo levados para
agitadores orbitais (Figura 6). A celulose e produzida sob a forma de corpos esféricos,
estrelados ou filamentosos com diametro variavel e o rendimento é bem menor do que a

aquele obtido em cultivo estatico (Recouvreux, 2008).

Figura 6: producéo de esferas de CB em cultivo agitado (Fonte: proprio autor).
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Estudos de Hestrin e Schramm (1954) mostraram que, ao contrario do cultivo
estatico, o volume do meio de cultivo em condicdes agitadas influencia diretamente no
rendimento da produgdo de CB, pelo fato de proporcionar maior aeragdo. Existem relatos
na literatura de que, em cultivo agitado, além da producdo de mutantes espontaneos nao
produtores de celulose, pode ocorrer reducdo do grau de polimerizacdo e do grau de
cristalinidade, devido a agitacdo proporcionar uma maior forca de cisalhamento no
cultivo, (Hestrin & Schramm 1954; Jung, Lee, et al., 2010). Esses mesmos autores relatam

que a adi¢do de etanol ao meio de cultivo evita producdo de mutantes espontaneos.
2.2.6. Influéncia do pH e temperatura na producéo de CB

A espécie G. hansenii produz, como metabdlitos, durante a sintese de CB, &cido
gluconico e acético (Jung, Jeong, et al., 2010). Jonas e Farah (Jonas & Farah 1998)
relataram que as empresas que produzem CB, para uso biomédico, trabalham com valores
de pH entre 4 e 4,5 para evitar contaminacdo do meio durante o cultivo com outros micro-
organismos (Jonas & Farah, 1998). Entretanto Jung e colaboradores (Jung, Jeong, et al.,
2010) mostraram que uma maior producdo de CB foi em pH 6,5

Em relacdo a temperatura para sintese de CB, Son e colaboradores (Son et al.
2001) estudaram o efeito na produtividade da bactéria Acetobacter sp. A9 para valores
entre 20°C e 40°C. O melhor valor encontrado pelo grupo foi de 30°C concluindo que a
temperatura afeta ndo s6 a produtividade, como também a morfologia e a estrutura
cristalina do polimero final. Hirai e colaboradores (Hirai et al., 1997) mostraram que a
CB produzida pela bactéria A. hansenii ATCC 23769 em meio HS a 40°C era formada
por bandas de celulose Il, ao passo que o polimero produzido em 28°C levou a uma
morfologia formada por tiras de celulose I.

2.2.7. Fontes de carbono na producéo de CB

As fontes de carbono também séo fatores importantes para a producéo de CB e
afetam o rendimento de producdo. Os monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos,
acidos organicos e alcoois foram os mais estudados, segundo relatos da literatura
(Phisalaphong & Jatupaiboon, 2008). Jonas e Farah (Jonas & Farah, 1998) compararam
o0 efeito da fonte de carbono sobre o rendimento de CB utilizando diversas fontes de
carbono (monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos), alcoois (etanol, glicerol e

etilenoglicol), acidos organicos (citrato, succinato e gliconato) e outros compostos e
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relataram um aumento na producéo de CB de 6,2 e 3,8 vezes, respectivamente, quando

utilizaram o D-arabitol e o D-manitol em comparagdo com a glicose.

A identificacdo de fontes de nutrientes de baixo custo, economicamente viaveis
para a producdo de CB, constitui um dos desafios para as pesquisas cientificas. Existem
varios relatos na literatura de diferentes meios de cultivo, bem como variadas fontes de
carbono (Mohammadkazemi et al., 2015; Ruka et al., 2013; Shah et al., 2010; Lazarini et
al., 2016). Varios pesquisadores demonstraram, utilizando fontes de carbono
diversificadas, producéo significativa de CB a partir de residuos de caldo de fermentacéo
de cerveja (Ha et al., 2011), residuos agricolas (Kongruang, 2008), melaco e xarope de
cana-de-acucar (Bae & Shoda, 2005; Lazarini et al., 2016), sucos de frutas (Kurosumi et
al., 2009), e residuos téxteis a base de algod&o (Yang et al., 2012).

Ha uma grande quantidade de residuos organicos que acabam sendo descartados
de forma inadequada na natureza acentuando ainda mais a poluicdo. No entanto, esses
residuos sdo ricos em aclcares (glicose, frutose, sacarose e lactose) e nutrientes
(nitrogénio e vitaminas) que podem ser Uteis para a sintese de CB (Almeida, 2008; Castro
etal., 2012; Kurosumi et al., 2009).

Hestrin e Schramm (Hestrin & Schramm, 1954) publicaram resultados da
combinacdo da utilizacdo de glicose com extrato de levedura em meio de cultivo
resultando em um rendimento de 0,04 g/L na producéo de CB em relagdo a outras fontes
de carbono. Poyrazolu Coban e Biyik (Poyrazolu Coban & Biyik, 2011) investigaram o
efeito de varias fontes de carbono e nitrogénio sobre a producdo de celulose de A.
lovaniensis HBB5. O maior rendimento, 0,040 g/L de CB seca, reproduz os estudos de
Hestrin e Schramm, seguido das fontes de carbono frutose 0,035g/L, sacarose com 0,029
g/L e etanol 0,025g/L. A fonte de nitrogénio utilizada para esses maiores rendimento foi

0 extrato de levedura.

Alguns autores relatam que o indice de cristalinidade da CB € afetado pela
mudanca da fonte de nitrogénio e de carbono ( Keshk & Sameshima, 2006; Mikkelsen et
al., 2009; Ruka et al., 2012). Jung e colaboradores (Jung, Lee, et al., 2010) também
afirmam, em seus estudos, que a quantidade de acucar pode influenciar no efeito
osmatico, pois elevada concentragdo de agucares pode promover um menor nivel de

atividade de 4gua diminuindo a taxa metabdlica e, consequentemente, a sintese de CB. Ja
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as variacOes de fontes de nitrogénio indicam que o extrato de levedura é a mais completa
fonte de nitrogénio para as espécies da Gluconactobacter, pois fornece quantidade

conveniente de nitrogénio e fatores de crescimento para as cepas.

Assim, um dos principais objetivos das pesquisas na producéo de CB tem sido a
melhoria do rendimento de producdo que incluem o isolamento de cepas com elevada
capacidade de producdo (Ha et al., 2011; Shah et al., 2013) e a utilizacdo de fontes
variadas de carbono (Shah et al., 2013).

2.2.8. Aplicacdes da CB

A CB, como mencionado anteriormente, é um biopolimero que se destaca de
seus semelhantes vegetais por possuir propriedades especificas e vantagens industriais, e
que vem sendo utilizada em diversas areas como industria téxtil, de papel, alimenticia,
farmacéutica, tratamento de efluentes, radiodifusdo, mineracdo e refinarias (Shah &

Brown, 2005; Czaja et al., 2007) como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. AplicacOes da CB (Czaja et al., 2007; Evans et al., 2003)

Area Aplicagao

Cosmeéticos Estabilizador de emulsfes como cremes
ténicos, condicionadores, polidores de
unhas.

Industria Té&xtil Roupas para esportes, tendas e
equipamentos de camping.

Mineracio e Refinaria Esponjas para coleta de vazamento de
oleo, materiais para absorcéo de toxinas.
Tratamento de lixo Reciclagem de minerais e dleos.

FPurificacdo de esgotos Purificacao de esgotos urbanos,
ultrafitracdo de agua.
Comunicactes Diafragmas para microfones e fones

estéreos.

Inddstria de Alimentos

Industria de Papel

Medicina

Laboratdrios

Eletrénica

Energia

Celulose comestivel ("nata de coco™).
Substituicdo artificial de madeira, papéis
especiais.

Pele artificial temporaria para gqueimaduras
e Udlceras, componentes de implantes
dentarios.

Imobilizacdo de proteinas de células,
técnicas cromatograficas, meio para
cultura de tecidos.

Materiais opto-eletrénicos (telas de cristal
liquido}).

Membranas célula combustivel (paladio).
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Em medicina, a CB tem atraido a atencdo de pesquisadores pelo fato de
apresentar alto grau de pureza, hidrofilicidade, biocompatibilidade e hipoalergenicidade.
Devido a sua estrutura tridimensional particular, as membranas de CB vém sendo estudas
como material potencial para barreira atuando na cicatrizacdo de feridas principalmente
por possuir a capacidade de adsorver o exsudato, evitando o trauma de um curativo
comercial (por exemplo, gaze) em aderir ao local do ferimento, permitindo rapida
cicatrizagao por manter o local hidratado (Fu et al., 2013; Shah et al., 2013). A adeséo
de plasma na superficie da CB podendo ser utilizada em enxertos, producao de vasos
sanguineos resistentes e capazes de suportar a pressao arterial coronariana com potencial
para utilizacdo como substituto de veias safenas e artérias mamarias em cirurgias de by-
pass, visando a revascularizacdo do miocéardio, assim como substituicdo de outros vasos
sanguineos ( Recouvreux et al., 2011), como scaffolds para engenharia de tecidos
funcionalizando a CB com parafina para formacdo de nanoporos e crescimento de
condrdcitos priméarios (Lustri et al., 2013; Dugan et al., 2013), em formulacdes
transdérmicas (El-sousi et al., 2013; Abeer et al., 2014) e como sistemas de liberacéo
controlada de farmacos funcionalizando as membranas de CB ou modificando o sistema
de producdo para obtencdo de nanofibras diferenciadas facilitando o carreamento do
farmaco (Wei et al., 2011; Jung, Jeong, et al., 2010; Barud et al., 2011; Trovatti et al.,
2012; Carvalho et al., 2013; Lustri et al., 2015; Lazarini et al., 2016).

Chawla e colaboradores (Chawla et al., 2009) relatam, em seus estudos, que
para um material ser considerado propicio para utilizagdo como substituto temporéario de
pele, principalmente em feridas, Ulceras venosas e escaras, tanto estruturalmente como
funcionalmente, é essencial que apresente as caracteristicas de ndo toxicidade,
biocompatibilidade, hipoalergenicidade, habilidade de funcionar como barreira perante
infeccdes, habilidade de controle de perda de fluido, habilidade de reducéo de dor durante
0 tratamento, habilidade de manutencdo de hidratagdo, permitir a introducdo ou
transferéncia de farmacos e ou outras moléculas bioativas para o ferimento, adsorver
secrecBes que ocorrem durante a cicatrizagdo, apresentar alta resisténcia mecanica e
elasticidade. Assim a CB se encaixa muito bem como um material a ser utilizado como

substituto temporério de pele.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS
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1. Objetivos

1.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivos a obtencdo de membranas de CB

cultivadas em meios com fontes de carbono diversificadas, bem como a selecdo de

variedades da G. hansenii ATCC 23769 com maior eficiéncia na sintese por aplicacdo de

pressdes seletivas quimica e fisicas. Foram também objetivos deste trabalho a

determinacdo do rendimento de producdo, caracterizacdo das membranas, e das

variedades de G. hansenii e estudo de liberacdo sustentada de farmacos e/ou complexos

metalicos.

1.2. Objetivos Especificos

Produzir meios de cultivos com fontes diversificadas de nutrientes para sintese de
membranas de CB por G. hanseni ATCC 23769 e analisar o rendimento de
producdo em massa seca;

Avaliar as caracteristicas microscopicas, por MEV e FT-IR, das membranas de
CB produzidas comparando com meios publicados na literatura;

Determinar a melhor densidade 6ptica (DO) de in6culo para producdo de CB e
analisar o rendimento em massa seca das membranas produzidas;

Sintetizar o complexo metalico de Ag(l) com clortalidona (Ag-CLR);

Avaliar a capacidade de retencdo e liberacdo sustentada de farmacos
antibacterianos e complexo metalico Ag-CLR pelas membranas de CB que
apresentaram melhor rendimento em massa seca;

Submeter as cepas de G. hanseni ATCC 23769 a pressdes seletivas quimica
(variacdes de pH) e fisicas (variacdo de temperatura e do tempo de exposicdo a
luz ultravioleta) visando a selecdo de novas variedades com maior potencial de
sintese de CB;

Analisar o rendimento de producdo de CB, em massa seca, apos aplicacdo das
pressoes seletivas;

Avaliar as caracteristicas fisicoquimicas das membranas de CB por MEV, DRX
e FTIR;
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e Avaliar as caracteristicas morfoldgicas das UFC e das membranas de CB
produzidas por G. hanseni ATCC 23769, apds a aplicacdo das pressdes seletivas,
por MEV.
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL
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1. Materiais

1.1. Reagentes utilizados na composicdo dos meios de cultivo para sintese de
membranas de celulose bacteriana (CB).

Os reagentes utilizados para a composicao dos meios de cultivo, para producéao
de CB, foram frutose, sacarose, fosfato de potassio dibasico (K:HPOQOs), &cido acético
glacial, hidroxido de sédio (NaOH), sulfato de aménio (NH4)2SO4, sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO4 .7H20) e etanol absoluto obtidos da empresa SYNTH. Extrato
de levedura e glicose foram obtidos da empresa MERCK. Fosfato de sodio dibasico
(NazHPO4) foi obtido da empresa VETEC. Peptona foi obtida do laboratério BD. Acido
citrico foi obtido do laboratério ECIBRA. Agar foi obtido da empresa KASVI. Glucose
de milho Karo®.

1.2. Reagentes utilizados na sintetize do complexo metéalico Ag(l)
clortalidona (Ag-CLR).

O ligante clortalidona (CLR) é disponivel comercialmente e foi adquirido do
laboratério SIGMA-ALDRICH. O nitrato de prata (AgNOs3) foi adquirido do laboratorio
SYNTH.

2. Meétodos
2.1. Preparo dos diferentes meios de cultivo utilizados na producéo de CB.

Os reagentes utilizados para a formulacdo dos meios de cultivo, descritos na
Tabela 2, foram pesados em balanga analitica (Shimadzu AUY220) e preparados em
frascos de rosca de 1000 mL (Boeco). O pH foi ajustado para 4,5 nos meios frutose
(FRU), meio sintético 1 (MS1), meio sintético 2 (MS2), meio Zhou (Z) (Zhou et al. 2007)
e meio Yamanaka (Y) (Yamanaka et al. 1989) com acido acético glacial, considerado
como pH étimo para produgdo de membranas de CB por G. hansenii (Abeer et al. 2014).
Para o0 meio descrito na literatura, Hestrin e Schramm (HS) o pH foi ajustado para 6 com
NaOH (Hestrin & Schramm 1954). Em seguida, os meios foram autoclavados a 121°C
por 30 minutos. Apds autoclavagem, os meios de cultivo foram estocados em temperatura

ambiente nos préprios frascos.
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Tabela 2. Composicdo dos meios de cultivo em g/L.

20 12 - 25 20
40 42,5 - - 50
- 12,7 60 -
6

50mL  50mL 50mL -

56 56 56 5 5
- - - 5
- - - 115
- - - 2,5
1 1 - - 1 3
6 5
040 0,05

2.2. Reativacdo da cepa de G. hansenii (ATCC 23769).

A amostra bacteriana de G. hansenii ATCC 23769 utilizada, adquirida da
Colecdo de Culturas da Fundacdo André Tosello, foi reativada, a partir de um estoque em
glicerol 20% sob refrigeragdo em criotubo a -80°C, em 50mL meio FRU (Tabela 2)
cultivado, sob agitacdo, em estufa incubadora Shaker de bancada tipo B.O.D a 28°C
(Marconi), a 250 rpm, por 24 horas e, posteriormente, mantido em cultivo estatico em
BOD 28°C por 3 dias até a producdo de uma manta de CB. A seguir, o cultivo foi
vigorosamente agitado para remocao das bactérias da manta, sendo este, utilizado como

pre-indculo.

2.3. Preparo do pré-inéculo de G. hansenii (ATCC 23769).

A amostra reativada, como descrito no item 2.2., foi utilizada para os testes de
producdo de CB em temperaturas minima de 21°C e maxima de 35°C. Em recipientes
plasticos estereis foram adicionados 200mL de meio FRU e 50mL do pré-inoculo. Os
recipientes foram incubados, em B.O.D. a 21°C e 35°C por 7 dias, em cultivo estatico.

23



Essas temperaturas correspondem a * 7°C a partir da temperatura 6tima de 28°C descrita
na literatura (Abeer et al. 2014) para a producdo de CB. Apo0s esse periodo as membranas
foram retiradas e analisadas quanto suas caracteristicas macroscopicas em relacdo a
espessura. Foi utilizado como pré-indculo, para o desenvolvimento das etapas seguintes

da pesquisa, aquele de onde foi obtida a membrana visualmente mais espessa.

2.4. Producgdo das membranas de CB nos diferentes meios de cultivo.

Para a producdo das membranas de CB, foram adicionados 100mL de cada meio
de cultivo (Tabela 2) em erlenmeyers e inoculados com o pré-indculo descrito no item
2.3., em quantidade suficiente para atingir a DO correspondente a escala nefelométrica 1
de McFarland. O cultivo estatico foi mantido a temperatura de 28°C em B.O.D., até
atingir a fase logaritmica de crescimento, para que o crescimento bacteriano fosse

ambientado as condi¢6es de cultivo.

Apds essa etapa, 5mL de cada um dos diferentes meios (Tabela 2) foram
acrescidos do pré-indculo de ambientacdo até atingir a DO correspondente a escala
nefelométrica 0,5 de McFarland. Os tubos foram mantidos em cultivo estatico, em B.O.
D. a 28°C por 7 dias. Ap0s esse periodo, as membranas de CB produzidas foram retiradas
dos tubos, tratadas com NaOH a 80°C por 30 minutos para eliminacao das bactérias e, a
seguir, lavadas em agua destilada, com troca periddica, em banho-maria a 60°C, até
neutralizacdo do pH. Em seguida, foram submetidas a completa desidratacdo em estufa
de secagem (Nova Etica mod 400) a 80°C. ApGs esse procedimento, as membranas de
CB secas foram pesadas em balanca analitica para determinacdo do melhor rendimento

de producdo em massa seca. O experimento foi realizado em triplicata.

A determinacdo do rendimento de producdo em massa seca (Rws) foi realizada

utilizando a seguinte expresséo (1):
— Ms
1 Rvus= ——>—
(1)  Rwms v

onde Ms corresponde a massa seca da membrana de CB (g) e V, ao volume (L) do

meio de cultivo.

24



2.5. Caracterizacdo das membranas de CB produzidas nos diferentes
meios de cultivo.

As membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo foram
caracterizadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
e por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para a realizacdo da caracterizagédo por
FTIR e MEV, foram utilizadas membranas de CB desidratadas, como descrito no item
2.4.

2.5.1. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

A analise das membranas de CB desidratadas, produzidas nos diferentes meios
de cultivo, foram analisadas por FTIR com a finalidade de avaliar os principais grupos
funcionais, caracteristicos de CB, utilizando o espectrdmetro Cary 630 FTIR Agilent, em
modo de transmitancia na regido de 4000 a 600cm™.

2.5.2.Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

As membranas de CB desidratadas, produzidas nos diferentes meios de cultivo
foram caracterizadas por MEV, para a analise das caracteristicas morfoldgicas em relagéo
as diferencas entre os entrelacamentos, espessuras das fibras e na porosidade das
membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo, com aumento de 50.000x,

utilizando o microscépio JEOL JSM- 6360 LV, apds recobrimento com carbono.

2.6. Determinacgdo da melhor densidade 6ptica e analise de rendimento em
massa seca na producédo de membranas de CB.

Um cultivo bacteriano saturado de G. hansenii (ATCC 23769), produzido a
partir do aumento de massa, através da técnica de semeadura em estrias, oriundo do pré-
indculo de melhor producdo descrito no item 2.3., em fase logaritmica de crescimento,
foi submetido a diluices seriadas comparaveis as escalas nefelométricas 1,0, 2,0, 4,0,
5,0, 7,0 e 10,0 de McFarland, para um volume final de 10mL, em tubos de ensaio com
tampa, nos meios descritos na tabela 2 (com exce¢do dos meios Z e Y). Apos 7 dias de
cultivo estatico a 28°C, em estufa B.O.D., foram realizadas as anélises de rendimento, em

massa seca, das membranas de CB produzidas. O experimento foi realizado em triplicata.

As amostras foram retiradas dos tubos, tratadas com NaOH a 80°C por 30

minutos para eliminagdo das bactérias e, a seguir, lavadas em agua destilada, com troca
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periddica, em banho-maria a 60°C, até neutralizacdo do pH e em seguida, foram
submetidas & completa desidratacio em estufa de secagem (Nova Etica mod 400) a 80°C,
lavadas em banho-maria a 60° C, com troca periddica da agua, até clareamento total e,
em seguida, foram mantidas em estufa de secagem (Nova Etica mod 400) a 80°C até
completa desidratacdo. Apos esse procedimento, as membranas de CB secas foram
pesadas em balanca analitica para determinacdo do melhor rendimento de producéo em

massa seca.

A determinacdo do rendimento de produgdo em massa seca (Rms) também foi

realizada utilizando a expresséo (1), descrita no item 2.4. deste Capitulo.

2.7. Sintese do complexo metélico prata (1) com clortalidona (Ag-CLR)

A sintese do complexo Ag-CLR foi realizada pela reacdo de 10mL de uma
solu¢do metandlica contendo 1,0mmol de clortalidona com com 2mL de uma solugéo
aquosa contendo 1,0mmol de AgNOs. A reacdo de sintese ocorreu em pH alcalino
(pH10). A sintese foi realizada em agitacdo constante, a temperatura ambiente. Ap6s uma
hora de reacdo, o solido branco obtido foi coletado por filtracdo, lavado com agua
destilada gelada e seco em dissecador sob presséo negativa e ao abrigo da luz, por duas
horas. O complexo Ag-CLR foi armazenado em tubo de microcentrifuga estéril, envolto

em papel aluminio e estocado ao abrigo da luz até 0 momento do uso.

2.8. Avaliacdo da capacidade de retencdo e liberacdo sustentada de
ceftriaxona e do complexo Ag-CLR pelas membranas de CB.

Para o teste de difusdo em discos, seguindo a metodologia de Jean B. Patel,
Franklin R. & Institute (2014) foi preparada uma solucdo aquosa de ceftriaxona (CRO)
na concentracdo igual 2,0 mg/mL e uma suspensdo em agua de Ag-CLR com
concentracdo de 20 mg/mL. Para o ensaio de difusdo de CRO, discos de CB produzidas
nos meios MS1, MS2 e FRU, que apresentaram maior rendimento em massa seca, com
10mm de didmetro, foram impregnados com 50puL da solu¢cdo de CRO (100 pg/disco) e
com 50uL da suspensdo de Ag-CLR (1000ug/disco). A seguir, esses discos foram
submetidos a completa desidratagdo, em temperatura ambiente, no interior de fluxo
laminar.

A seguir, os discos secos, contendo CRO e Ag-CLR foram aplicados na
superficie de placas contendo agar Muller-Hinton (MH) inoculado com S. aureus ATCC
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25923. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Apds
decorridas 24 horas de incubacéo, foram realizadas as mensuragdes dos halos de inibigéo
de crescimento bacteriano. Em seguida, os discos contendo CRO e o complexo metalico
Ag-CLR foram retirados das placas e repassados para novas placas de Petri contendo agar
MH, inoculado com S. aureus ATCC 25923 e as mesmas foram incubadas da mesma
forma descrita acima. As placas foram incubadas por mais 24 horas, para a leitura de 48
horas de difusdo. O mesmo procedimento foi repetido até que ndo ocorresse a formagéo

de halos de inibicao ao redor das membranas de CB.

2.9. Aplicacédo de pressoes seletivas em cultivo de G. hansenii (ATCC 23769).

A partir de um volume de 250mL do cultivo de G. hansenii, na fase logaritmica
de crescimento, um indculo foi semeado em placas de agar FRU (frutose - 60g/L, extrato
de levedura-5,6g/L, etanol absoluto-50mL/L, agar bacterioldgico-34g/L), visando a
obtencéo de col6nias isoladas pelo método de semeadura em estrias. A placa foi incubada
a 28°C por 7 dias em estufa B.O.D. Apds isolamento, 5 col6nias, com as mesmas
caracteristicas fenotipicas macroscépicas, foram suspensas em 5,0 mL de meio FRU e,
foram utilizadas para a producdo do pré-indculo. A partir desse pré-indculo, placas de
Petri contendo agar FRU foram semeadas, em estrias, visando a obtencéo de col6nias
isoladas. As placas foram submetidas as pressdes seletivas em diferentes temperaturas e
diferentes tempos de exposicdo UV, como descrito na Tabela 3. Para a pressao seletiva
em diferentes valores de pH, um in6culo de 50mL do cultivo de G. hansenii, na fase
logaritmica de crescimento foi adicionado em 200mL de meios FRU com diferentes
valores de pH (Tabela 3). As placas submetidas as pressdes seletivas em diferentes
temperaturas (20, 25, 28 e 35°C), foram mantidas sob incubacdo em B.O.D por 7 dias. As
placas submetidas as pressdes seletivas em diferentes exposicdes no UV, foram incubadas
a28°C em B.O.D. por 7 dias. As amostras submetidas as pressdes seletivas em diferentes
valores de pH, apos 1 dia de incubagéo a 28°C em B.O.D., foram semeadas, em estrias,
visando a obtenc¢&o de coldnias isoladas, em placas de Petri contendo agar FRU pH 4,5 e
incubadas a 28°C em B.O.D. por 7 dias. As col6nias isoladas foram analisadas quanto as
caracteristicas fenotipicas macroscépicas (cor, textura, morfologia colonial e tamanho).
As diferentes col6nias obtidas foram testadas quanto a capacidade producdo de
membranas de CB.

27



Tabela 3 - Relagéo das pressoes seletivas as quais foram submetidos os cultivos de G. hansenii
(ATCC 23769).

5min 10 min 30 min -
20 25 28 35

3 4,5 7 10

2.10. Producdo de membranas de CB a partir das colénias obtidas apds
pressao seletiva e rendimento em massa seca.

As diferentes col6nias isoladas e selecionadas, ap6s aplicacdo das pressdes
seletivas, foram inoculadas em 10mL de meio FRU (pH4,5) e incubadas a 28°C em
B.O.D. por 7 dias. Apds este periodo, foi avaliada a capacidade de producao de celulose
por cada uma das col6nias. As col6nias produtoras de CB foram semeadas em placas de
Petri contendo agar FRU (pH 4,5) e incubadas em B.O.D. a 28°C por um periodo

suficiente para aumento de massa celular.

Apbs aumento de massa celular das diferentes coldnias, foram produzidos
indculos, na DO correspondente a escala nefelométrica 1 de McFarland, em tubos de
cultivo contendo 10mL de meio FRU. Os tubos foram incubados a 28°C em B.O.D. por
7 dias, para verificacdo comparativa da capacidade de producdo de celulose. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

Apobs os 7 dias de cultivo, os tubos foram vigorosamente agitados em vortex,
para a remogdo das bactérias aderidas. A seguir, as membranas foram retiradas dos tubos,
no interior de fluxo laminar utilizando pinca de aco inox estéril, para evitar a
contaminacgéo do cultivo. Posteriormente, as membranas foram exaustivamente lavadas
em recipientes com agua destilada a 60°C, em banho-maria de agitacdo interna (Nova
Etica MOD. HX 500/4D). A seguir, as membranas foram submetidas a secagem completa
em estufa ventilada a 60°C (Nova Etica MOD. 400). Ap6s secagem, as massas foram
mensuradas em balanca analitica para a avaliacdo do rendimento de producdo massa
seca/volume.

O rendimento de producdo em massa seca (Rwms) foi realizado utilizando a

expressao (1) descrita no item 2.4. deste Capitulo.

28



2.11. Caracterizacdo das membranas de CB e das variantes fenotipicas de

G. hansenii ATCC 23769, obtidas ap0s pressoes seletivas.

A caracterizagdo das membranas de CB, nas diferentes pressdes seletivas
(Tabela 3), foi realizada por MEV utilizando o microscopio JEOL JSM- 6360 LV, por
FTIR utilizando o espectrofotdometro Cary 630 FTIR Agilent e por DRX utilizando o
difratbmetro XRD7000 Shimadzu diffractometer para determinacdo do grau de

cristalinidade das membranas de CB obtidas apds pressdes seletivas.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. Resultados e Discusséo
1.1. Reativagio da cepa de G. hansenii (ATCC 23769).

A amostra de G. hansenii ATCC 23769 foi reativada, como descrito no item 2.2
do capitulo 3, com sucesso, sendo produzida, apds 7 dias, uma membrana consistente,
certificando a capacidade de sintese de CB, permitindo sua utilizagdo nos experimentos
envolvendo a producdo de membranas de CB. O cultivo foi agitado vigorosamente para
a remocdo das bactérias aderidas na membrana e a suspensdo bacteriana obtida foi
utilizada como pré-indculo para a produgdo de membranas de CB.

1.2. Producao de celulose por G. hansenii (ATCC 23769) nas temperaturas

de 21°C e 35°C.

A membrana de CB produzida em cultivo a 35°C, como descrito no item 2.3. do
Capitulo 3, apresentou maior espessura, maior maleabilidade e menor grau de

transparéncia, quando comparada com a membrana produzida a 21°C (Figura 7).

A B

Figura 7. Membranas de CB produzidas por G. hansenii ATCC 23769. Painel A apresenta CB
produzida em meio FRU a 21°C. Painel B apresenta CB produzida em meio FRU a 35°C.
Ambas em cultivo estético por 7 dias (Fonte: proprio autor).

Esses resultados sugerem que a membrana mostrada no Painel B da Figura 7
apresenta maior quantidade de fibras, além de maior massa Umida, o que determinou a

escolha do indculo produzido a 35°C, para a utilizagdo nos demais testes.
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1.3. Producédo das membranas de CB nos diferentes meios de cultivo e
rendimento em massa seca.

A Figura 8 (Paineis de A a F) mostra as membranas de CB obtidas a partir do
cultivo de G. hansenii ATCC 23769 nos diferentes meios. Como pode ser observado nos
Paineis de A a D ndo houve diferenga macroscépica significativa na espessura das
membranas de CB produzidas em triplicata. Entretanto, podem ser observadas diferencas
macroscopicas significativas das membranas de CB, produzidas em triplicata, nos meios
MS1 e MS2 (Paineis E e F, respectivamente) quando comparadas aquelas produzidas nos
outros meios (Paineis de A a D).

Figura 8: Membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo. Painel A - membrana de CB
produzida no Meio de cultivo Y; Painel B — membrana de CB produzida no Meio de cultivo Z; Painel C -
membrana de CB produzida no Meio de cultivo HS; Painel D - membrana de CB produzida no Meio de
cultivo FRU; Painel E — membrana de CB produzida no Meio de cultivo MS1 e Painel F — membrana de
CB produzida no meio de cultivo MS2.

Esses resultados sugerem que a bactéria G. hansenii ativa vias metabolicas
distintas para a producdo de CB na presenca de monossacarideos (glicose e frutose) e
dissacarideos (sacarose). Estudos demonstram que a ocorréncia de um desvio na rota
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metabolica para producdo de &cidos pode diminuir o rendimento de producdo de CB
quando utilizado monossacarideo como fonte de carbono (Masaoka et al. 1993; Sherif
Keshk & Sameshima 2006).

Como pode ser observado na Figura 8, quando se utiliza apenas um dissacarideo
(meio Y), como fonte de carbono ndo sdo notadas diferencas nas caracteristicas
macroscopicas das membranas de CB, em relagdo aos meios que contem apenas um
monossacarideo (meios HS, Z e FRU). Entretanto, a presenca de monossacarideo e
dissacarideo na composicdo dos meios MS1 e MS2, aparentemente, proporcionam

melhores condi¢6es para uma maior producédo de CB.

No entanto, os resultados obtidos nesta etapa (Figura 9) demostraram que, apés
o0 primeiro dia de cultivo, os pH dos diferentes meios apresentaram valores distintos em
relacdo aqueles dos meios de cultivo antes da introducdo do inoculo bacteriano (pH 4,5
para os meios MS1, Ms2, FRU, Ze Y, e 6,0 para 0 meio HS).

7
6 I
5 I
4 I
3 [
2 — pH
1 4 [
O T T T T

Meio MS1 Meio MS2 Meio FRU Meio HS Meio Z Meio Y

(glicosee  (glicose, (frutose) (glicose) (glicose) (sacarose)

sacarose) sacarose e

frutose)

Figura 9. Comparacdo entre fontes de carbono e pH dos diferentes meios de cultivo apés 7 dias
de incubacdo, em B.O.D. a 28°C.

Como demonstrado na Figura 9, os menores valores de pH foram encontrados
nos meios MS1, MS2, HS e Z. Esses resultados confirmam os descritos por Masaoka e
Sherif (Masaoka et al. 1993; Sherif Keshk & Sameshima 2006) de producéo de acidos

durante o crescimento bacteriano. Entretanto, o rendimento em massa seca de CB foi
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distinto (Tabela 4), sendo maior para os meios MS1 e MS2, que apresentaram valores de

pH igual a 3,0.

Tabela 4. Rendimento em massa seca das membranas de CB produzidas nos diferentes meios de
cultivo.

0,000053 0,010
0,000140 0,028
0,000300 0,06
0,000467 0,093
0,001313 0,262
0,001360 0,272

Os meios HS e Z, com valores de pH semelhantes aos meios MS1 e MS2
(respectivamente, 4,0 e 3,0), apresentaram menor rendimento em massa seca. Essas
diferencas de rendimento podem estar relacionadas ao fato de que onde a producéo de
acido nos meios HS e Z, que apresentam monossacarideo como Unica fonte de carbono,
utilizou este substrato para a manutencdo das duas vias metabdlicas, isto €, para a sintese
de &cidos e de CB. Assim, o maior rendimento observado nos meios MS1 e MS2 sugere
que pode ter ocorrido, inicialmente, 0 consumo do monossacarideo para reducéo do pH e
o dissacarideo, em seguida, disponibilizando maior quantidade de fonte de carbono para
a producdo de CB, e uma menor quantidade apenas para manutencdo dos valores baixos

de pH, uma vez que, seus valores se mantiveram até o setimo dia de cultivo.

Estudos moleculares futuros envolvendo genes relacionados as vias metabélicas
basais e de producdo de CB, poderdo trazer melhores esclarecimentos acerca da

bioguimica da producéo de CB.
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1.4. Caracterizacao fisico-quimica das membranas de CB produzidas nos
diferentes meios

As membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo foram
caracterizadas por MEV e FT-IR. As imagens de MEV demonstraram diferencas entre os
entrelacamentos e espessura das fibras, além da diferenca na porosidade das membranas
produzidas nos diferentes meios de cultivo. A FiguralO apresenta as imagens de MEV

das membranas produzidas nos meios Y, Z, HS, FRU, MS1 e MS2, respectivamente.

Figura 10: Imagens de MEV das membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo. Painel
A: meio de cultivo Y; Painel B: meio de cultivo Z; Painel C: meio de cultivo HS; Painel D: meio
de cultivo FRU; Painel E: meio de cultivo MS1 e Painel F: meio de cultivo MS2.
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Como pode ser observado na Figura 11, as CB produzidas nos meios que
apresentam dissacarideos como fonte de carbono (MS1, Ms2 e Y), demonstraram uma
disposic¢éo de fibras mais organizada quando comparadas aquelas produzidas nos demais
meios (FRU, HS e Z) que apresentam monossacarideos como fonte de carbono. Esses
resultados podem estar relacionados a manutencdo das vias metabdlicas essenciais e de

producdo de CB, como discutido no tdpico anterior.

Os espectros de FTIR das membranas de CB obtidos, a partir de diferentes
membranas produzidas nos diferentes meios de cultivo (Tabela 2), sdo mostrados na
Figura 11. De acordo com a literatura, as bandas no intervalo de 3350-3500 cm™ de
celulose pura sdo atribuidas ao estiramento O-H, enquanto as bandas 2800-2900 cm* s&o
atribuidas aos estiramentos C-H. A banda em 1160 cm™ é atribuida ao estiramento C-O-
C, enquanto as bandas no intervalo 1035-1060 cm™ sdo devidas ao estiramento C-O
(Halib et al. 2012; Lazarini et al. 2016). As andlises por FTIR das membranas de CB
produzidas nos diferentes meios de cultivo mostraram bandas de absorg¢éo em 3370, 2900,

1426 e 1060 cm?, confirmando, assim, a pureza das CB produzidas.
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Figura 11 — Espectros de FTIR das membranas de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo.
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1.5. Determinacdo da melhor densidade 6ptica e andlise de rendimento em
massa seca na producédo de membranas de CB.

A partir do crescimento bacteriano como descrito no item 2.6. do capitulo 3,
foram realizadas diluicbes visando a obtencdo de suspensfes bacterianas nas DO
correspondentes as escalas nefelométricas 1,0 (3x108 UFC/mL), 2,0 (6x10® UFC/mL),
4,0 (12x10® UFC/mL), 5,0 (15x10® UFC/mL), 7,0 (21x10® UFC/mL) e 10,0 (30x10®
UFC/mL) de McFarland. A Figura 12 mostra as membranas de CB, produzidas em
triplicata, nos diferentes meios de cultivo (Tabela 2) e diferentes DO utilizadas. E possivel
observar macroscopicamente, diferentes espessuras das membranas de CB quando

comparadas entre as DO e entre 0s meios de cultivo.

MS1 MS2 FRU HS

A

Figura 12. Membranas de CB produzidas em diferentes meios de cultivo (MS1, MS2, FRU e HS)
com diferentes DO. Painel A: produgdo na DO 1; Painel B: produgdo na DO 2; Painel C: produgéo
na DO 4; Painel D: producdo na DO 5; Painel E: producéo na DO 7 e Painel F: produgdo na DO
10.

Para a determinag&o concreta da melhor DO para a producéo de CB, foi realizada
a analise de rendimento, em massa seca, devido ao fato de que as membranas podem
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apresentar diferentes graus de hidratacdo logo apos sua sintese. Desta forma, as
mensuracOes das massas secas trouxeram informagdes fidedignas sobre a quantidade de

celulose presente em cada amostra.

Apls o processo de desidratacdo completa das membranas de CB, foram
determinados os rendimentos em massa seca nos diferentes meios de cultivo nas
diferentes DO. Os resultados da determinagdo de massa seca sdo apresentados na Tabela
5. Os célculos foram realizados seguindo a expressdo (1) descrita no item 2.4 do Capitulo
3.

Tabela 5. Rendimento em massa seca das membranas de CB produzidas nos diferentes
meios de cultivo e nas diferentes DO.

MsS1 MS2 FRU HS MsS1 MS2 FRU HS
0,01147 0,00710 0,00370 0,00120 1,147 0,710 0,370 0,120
0,01063 0,00937 0,00373 0,00427 1,063 0937 0,373 0,427
0,01020 0,00743 0,00420 0,00603 1,020 0,743 0,420 0,603
0,01010 0,00980 0,00417 0,00580 1,010 0,980 0,417 0,580
0,01060 0,00637 0,00677 0,00697 1,060 0,637 0,677 0,697

0,00590 0,00583 0,00950 0,00633 0,590 0,583 0,950 0,633

Foi observado que, dependendo da composic¢éo do meio de cultivo, os melhores
rendimentos em massa seca ocorreram em diferentes DO, sendo o melhor rendimento em
massa seca para 0 meio MS1 foi na escala nefelométricas 1,0 de McFarland, para o meio
MS2, na escala 5,0, para 0 meio FRU, escala 10,0 e para 0 meio HS, na 7,0 de (destaque
em negrito e italico na Tabela 5). Esses resultados reforcam o fato de que estas diferencas
de rendimento estejam realmente relacionadas a ativacdo de diferentes vias metabdlicas
utilizadas pelas bactérias para maior aproveitamento das fontes de carbono presentes nos
diferentes meios utilizados, para a producédo de acidos e de CB, como discutido no item
1.3 deste capitulo. Ha diversos relatos de que os meios de cultivo podem ser categorizados
em termos de fornecimento de diferentes fontes de carbono para a sintese CB. As fontes

de carbono produzem ativacdo diferencial de vias biossintéticas, dependendo do
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polissacarido que € fornecido. Uma fonte de carbono, tal como a frutose, também deve
ser cuidadosamente considerada como um componente do meio, uma vez que nem todas
as cepas utilizam a frutose como fonte para a sintese de CB (Lee et al. 2014; Abeer et al.
2014; Mikkelsen et al. 2009; Kurosumi et al. 2009).

Portanto, o fato de os menores rendimentos observados nas demais escalas,
considerando que o volume dos meios para todas as DO, o periodo de tempo e as
condigdes de cultivo foram os mesmos, sugere que o nimero de UFC e as fontes de
carbono presentes em diferentes concentracdes exercem direta interferéncia na producéo
de CB. De acordo com Lustri e colaboradores (Lustri et al. 2015) o metabolismo de
sintese de CB e das outras vias metabdlicas, essenciais para o crescimento bacteriano,
apresentam a glicose como substrato basico (Figura 4 — seta branca). Baseado nessa
hipbtese, e nos resultados obtidos, pode-se inferir que a producdo de CB esteja
diretamente relacionada ao equilibrio entre o metabolismo de sintese de CB e as vias

metabolicas bacterianas essenciais.

1.6. Analise da capacidade de retencao e potencial liberacéo sustentada
de CRO e do complexo metalico Ag-CLR pelas membranas de CB que
apresentaram melhor rendimento em massa seca

As CB produzidas nos meios MS1, MS2 e FRU, que apresentaram maior
rendimento em massa seca, foram cortados em discos com 10mm de didmetro. Foram
preparadas solugcdes aquosas de CRO de concentragdo de 2,0 mg/mL e de Ag-CLR de
concentracdo de 20,0 mg/mL como descrito no item 2.7. do capitulo 3., para utilizagdo
neste ensaio. Como pode ser observada na Tabela 6, a membrana de CB produzida no
meio MS1, foi a que manteve maior capacidade de retencdo e liberacdo de CRO e do
complexo metélico Ag-CLR. Discos de CB comercial (C) foram utilizados como controle

no ensaio de liberacéo de CRO.
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Tabela 6. Medida dos halos de inibi¢do ao redor dos discos de CB produzidas em diferentes meios
(MS1, MS2 e FRU) e contendo CRO e AgCLR

MS1 mMS2 Frutose

CRO Ag-CLR CRO Ag-CLR CRO Ag-CLR
431.0 18*1.0 42:1.0 18*1.0 35 18*1.0
25%1.0 15¢1.0 25%1.0 15¢1.0 15 15:1.0
0 15:1.0 0 15¢1.0 0 15:1.0
0 15+ 1.0 0 15+ 1.0 0 15+1.0
0 14+ 1.0 0 15+ 1.0 0 11*1.0

0 14*1.0 0 13:1.0 0 0

0 14:1.0 0 0 0 0

0 12+1.0 0 0 0 0

A Figura 13 apresenta resultados do teste de difusdo em discos para a membrana
de CB (MS1, MS2, FRU e C) na liberagéo de CRO.

Na literatura, existem relatos sobre o uso de CB ou de seus derivados como
sistema de liberacdo sustentada de compostos antimicrobianos, tais como o composto CB/
cloridrato de guanidina polihexametileno (Kukharenko et al., 2014), CB incorporada com
octenidina (Moritz et al., 2014), cloreto de benzalconio (Wei et al., 2011), nanoparticulas
de prata (Jung et al., 2009), nanocomp@sitos de prata (Pinto et al., 2009) e como sistemas
de liberacdo transdérmica de diclofenaco (Silva et al., 2014). No entanto, relatos sobre a
liberacdo de complexos metélicos e de antibidticos, especialmente aqueles que ndo sao
disponiveis para utilizacdo tdpica, tais como CRO, sdo raros (Lazarini et al., 2016).

40



MS1

Comercial

Frutose

48H
‘/MSI
| =

Ms2
5 @

Frutose

Comercial

Figura 13 - Teste de difusdo em discos de CB e os halos de inibi¢do para o antibiético
CRO.

Como se pode observar nos resultados apresentados na Tabela 6 e na Figura 13,
as membranas produzidas nos meios MS1 e MS2 apresentaram maior capacidade de
retencao e liberacdo sustentada do antibiético CRO, indicada pela manutencéo do halo de
inibicdo ao redor dos discos apds 0, 24 e 48 horas de difusdo.

Da mesma forma, foi analisada a capacidade de as membranas produzidas nos
mesmos meios (MS1, MS2 e FRU) reterem e liberarem de forma sustentada, o complexo
metalico Ag-CLR. Para a realizacdo deste teste foi utilizada a cepa de S. aureus
(ATCC25923). Em virtude do disco de CB comercial ter apresentado baixa capacidade
de retengdo de CRO, seu uso foi descartado para os ensaios de difusdo com o complexo
metalico Ag-CLR. Como pode ser observado na Figura 14, por analise comparativa de
manutencdo da capacidade de liberacdo sustentada de Ag-CLR, a membrana de CB
produzida no meio MS1 também mostrou maior capacidade de retencdo e liberacdo

sustentada do complexo, seguida de MS2 e FRU.
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Figura 14 — Teste de difuséo em discos de CB e os halos de inibigéo para o complexo Ag-CLR,
de 0 a 168h (Paineis A- H, respectivamente).
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Porém, pode também ser observada uma diferenca significativa na capacidade
de retencdo e liberacdo sustentada do complexo metélico Ag-CLR em relacdo ao
antibiotico CRO. Este fato pode estar relacionado com a hidrossolubilidade da CRO, o
que faz com que a membrana de CB, em contato com 0 meio, se hidrate e promova a
solubilizacdo do antibidtico, acelerando sua liberacdo, o que ndo ocorre com o complexo
Ag-CLR que é insoluvel em &gua, apresentando um potencial de difusdéo menor,
confirmado pela diferenga de medida dos halos entre os discos de CRO e Ag-CLR em
horas. Os resultados apresentados sugerem que as membranas produzidas em MS1 e MS2
apresentam grande potencial para utilizacdo como suporte de liberacdo sustentada de
CRO e Ag-CLR visando aplicacdo dessas membranas de CB como curativos de longa
duragéo.

1.7. Aplicacdo de pressoes seletivas em cultivo de G. hansenii (ATCC
23769).

Diante dos resultados de rendimento em massa seca obtidos com as membranas
de CB produzidas nos diferentes meios de cultivo e na liberacdo de CRO e do complexo
Ag-CLR, foi testada a influéncia de pressoes seletivas quimica (pH) e fisicas (temperatura
e exposi¢cdo a UV), com o objetivo de selecionar variedades de G. hansenii a partir da
espécie original ATCC 23769 que apresentasse maior rendimento de producdo de CB
para aplicacdo como suportes potenciais mais eficientes de liberacdo sustentada de

farmacos.

A partir de um volume de 250mL de um cultivo de G. hansenii estatico em meio
FRU, a 28°C em B.0O.D., na fase logaritmica de crescimento (Figura 15 Painel A), um
indculo foi semeado em placas de 4gar FRU, visando a obtencdo de coldnias isoladas,
seguindo metodologia descrita no item 2.9. do capitulo 3. A placa foi incubada a 28°C
por 7 dias em estufa B.O.D. O Painel B (Figura 15) mostra as coldnias, com as mesmas
caracteristicas fenotipicas macroscopicas, isoladas em agar FRU, demonstrando a pureza
do cultivo. Cinco colénias com as mesmas caracteristicas fenotipicas macroscopicas
suspensas em 5,0mL de meio FRU foram utilizadas para a produgdo do pré-indculo para

aplicacdo das pressoes seletivas.
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Figura 15- Cultivo de G. hansenii - Painel A: Cultivo estatico, a 28°C em B.O.D. por 3 dias em
meio FRU, na fase logaritmica de crescimento. Painel B: Colénias isoladas com as mesmas
caracteristicas fenotipicas macroscopicas, demonstrando a pureza do cultivo, utilizadas para a
producéo do pré-indculo.

Apos aplicacdo das pressdes seletivas (Tabela 3) e processamento das membranas
de CB, como descrito no item 2.9. do Capitulo 3, foram selecionadas de 3 a 6 coldnias
com caracteristicas fenotipicas macroscopicas diferentes. As Figuras 16, 17 e 18
apresentam, respectivamente, as diferentes caracteristicas fenotipicas macroscopicas de

coldnias selecionadas, apos aplicacdo da pressdo em UV, temperatura e pH.
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Figura 16. Caracteristicas fenotipicas macroscopicas de col6nias selecionadas ap6s aplicagdo das
pressOes seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de col6nias isoladas em exposicdo a
radiacdo UV por 5 minutos (Painel A), UV 10 minutos (Painel B), UV 30minutos (Painel C).
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Figura 17- Caracteristicas fenotipicas macroscopicas de col6nias selecionadas ap6s aplicagdo das
pressoes seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de coldnias isoladas em temperatura 20°C
(Painel A), 25°C (Painel B), 28°C (Painel C) e 35°C (Painel D).
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Figura 18. Caracteristicas fenotipicas macroscopicas de coldnias selecionadas ap6s aplicacdo das
pressOes seletivas. As setas apontam os diferentes tipos de col6nias isoladas apos cultivo em pH
3,0 (Painel A), 4,5 (Painel B), 7,0 (Painel C) e 10,0 (Painel D).

Os resultados obtidos nesta etapa sugerem o desenvolvimento de variantes
fenotipicas a partir da espécie G. hansenii (ATCC 28769) original (diferentes
caracteristicas macroscopicas como tamanho, cor e morfologia), tendo em vista que o

pré-inoculo utilizado para os testes de aplicacdo das pressdes seletivas foi 0 mesmo.

Existem relatos na literatura da ocorréncia de selecdo de mutantes espontaneos
em cultivo agitado, que apresentam capacidade significantemente reduzida de producéo
de celulose (Czaja et al. 2006; Tuan et al. 2010). Segundo Nguyen e colaboradores
(Nguyen et al. 2010) esses mutantes selecionados em cultivo agitado também apresentam
capacidade reduzida de producdo de celulose quando voltam a ser cultivados em
condices estaticas. Entretanto, sdo raros os relatos na literatura (De Wulf et al. 1996), da
obtencédo de variedades de G. hansenii por aplicacdes pressdes seletivas semelhantes as
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utilizadas neste trabalho que apresentasse as caracteristicas fenotipicas e de rendimento

de producéo encontrados.

A partir do isolamento e selecdo de colénias com caracteristicas fenotipicas
macroscopicas diferentes, as mesmas foram testadas quanto a capacidade e rendimento

de producédo de CB nas mesmas condicdes de cultivo.

1.8. Producéao de membranas de CB a partir das col6nias obtidas apos
pressao seletiva.

Um total de 46 colbnias de G. hansenii (ATCC 23769), com caracteristicas
fenotipicas macroscopicas distintas, obtidas ap6s as diferentes pressdes seletivas, foram
semeadas em diferentes tubos contendo 10mL de meio FRU, para a analise da capacidade
de producéo de CB. Os resultados obtidos demonstraram que, dos 46 cultivos, referentes
a cada uma das coldnias isoladas, apenas 17 foram capazes de produzir CB, sendo as
restantes descartadas. Inéculos, provenientes dos cultivos onde se observou a producao
de CB, foram semeados em agar FRU, visando o aumento de massa celular bacteriana.
Essas placas foram incubadas por 7 dias a 28°C em estufa B.O.D. e, a partir do
crescimento bacteriano, foram produzidos 17 cultivos (em triplicata), em 10mL de meio
FRU. Os tubos foram incubados por 7 dias a 28°C em estufa B.O.D. Apds esse periodo,
as membranas de CB foram comparadas, quanto ao rendimento de producdo, em massa
seca. A Figura 19 mostra o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas
de CB produzidas a partir de colbnias obtidas nas pressbes seletivas em diferentes
temperaturas (20°C, 25°C, 28°C e 35°C). Como se pode observar, foram obtidas
membranas com diferentes espessuras, sugerindo que os diferentes tipos de colonias,
obtidas apds a pressdo seletiva, apresentam atividades metabdlicas diferentes,
relacionadas a via de producdo de CB. Cabe ressaltar, também que a maior parte das
colbnias isoladas, apds pressdes seletivas, ndo foi capaz de produzir celulose, mesmo
quando submetida a temperatura de 28°C, utilizada normalmente para a producédo de CB,
constituindo mutantes incapazes de produzir celulose. Esses resultados indicam que as
pressOes seletivas aplicadas podem ter provocado alteracdes genéticas que interferem nas
vias metabolicas que inviabilizam a produgéo de celulose, sem inviabilizar o crescimento
bacteriano. Os resultados também demonstraram que as colonias de menor tamanho

foram as mais eficientes na producdo de membranas de CB, enquanto que as col6nias
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incapazes de produzir CB eram as de maior tamanho. Assim, baseando nessas
observacgdes, pode-se sugerir que, quanto menor o tempo de geracdo, isto é, maior
capacidade reprodutiva e, portanto, de formagéo de coldnias maiores, apresentam menor

a capacidade de producdo de celulose.

Figura 19 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a

partir de colnias produzidas apds pressdo seletiva em diferentes temperaturas. Painel A:
producédo de CB por uma coldnia isolada apds cultivo a 20°C; Painéis B, C e D: producdo de CB
por trés col6nias isoladas ap6s cultivo a 25°C; Painéis E e F: producdo de CB por duas col6nias
isoladas apo6s cultivo a 28°C; Painéis G, H e I: producdo de CB por trés coldnias isoladas ap6s
cultivo a 35°C.
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Os resultados apresentados na Figura 19 demonstram que as colonias isoladas
apos pressao seletiva a 35°C apresentaram maior capacidade de producdo de CB, sendo
que a coldnia de menor tamanho (Painel G) foi a de maior capacidade de rendimento de
producéo.

A Figura 20 apresenta o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes
membranas de CB produzidas a partir de coldnias obtidas nas pressdes seletivas de
diferentes tempos de exposic¢do a UV (280nm) por 5, 10 e 30 minutos. Como pode ser
observado na referida Figura, também foram obtidas membranas de CB com diferentes
espessuras, sugerindo que os diferentes tipos de colbnias, obtidas apos a pressdo seletiva
por exposicdo no UV, também apresentaram caracteristicas metabolicas diferentes,

relacionadas a via de producdo de CB.

A

Figura 20 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a
partir de colbnias ap6s pressdo seletiva em diferentes tempos de exposi¢do a UV. Painel A:
producédo de CB por uma col6nia isolada ap6s 5 min exposicao; Painéis B e C: producdo de CB
por duas colbnias diferentes isoladas apds 10 min exposicéao; Painel D: producdo de CB por uma
coldnia isolada ap6s 30 min exposiGéo.

Os resultados também demonstraram que a coldnia de menor tamanho (Figura
20 - Painel C) foi a mais eficiente na producdo de membranas de CB, enquanto que as
coldnias com menor rendimento de producdo de CB foram as de maior tamanho.
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Também foram obtidas 4 coldnias produtoras de CB, apds pressado seletiva em
diferentes valores de pH, sendo uma, em pH 3,0, uma, em pH 4,5, uma, em pH 7,0 e uma
em pH 10,0. A Figura 21 apresenta o resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes
membranas de CB produzidas a partir de col6nias obtidas nas pressdes seletivas em
diferentes valores de pH.

Figura 21 - Resultado do cultivo, em triplicata, das diferentes membranas de CB produzidas a
partir de colbnias produzidas apds pressdo seletiva em diferentes valores de pH . Painel A:
producéo de CB por uma coldnia isolada ap6s cultivo em meio de pH 3,0; Painel B: producéo de
CB por uma col6nia isolada ap6s cultivo em meio de pH4,5; Painel C: producdo de CB por uma
colbnia isolada ap6s cultivo em meio de pH7,0; Painel D: producdo de CB por uma col6nia
isolada apos cultivo em meio de pH10,0.

Como pode ser observado, neste caso também foram obtidas membranas de CB
com diferentes espessuras, reforcando o fato de que os diferentes tipos de colbnias,
obtidas ap06s a pressdo seletiva em diferentes valores de pH, também apresentaram
caracteristicas metabdlicas diferentes, relacionadas a via de producdes de CB.

Neste caso, também, pode ser observado que foram obtidas membranas de CB
com diferentes espessuras, reforcando o fato da existéncia de uma relacdo entre as
diferentes morfologias de col6nias e as caracteristicas metabdlicas, relacionadas a via de

producédo de CB. Aqui também se verificou que as col6nias isoladas apos pressdo seletiva
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em pH 4,5 e pH 10,0 (Painéis B e D, respectivamente) também apresentavam 0s menores

tamanhos.

1.9. Andlise comparativa do rendimento em massa seca das membranas
produzidas pelas col6nias selecionadas ap6s aplicacdo das pressoes
seletivas.

As diferentes membranas de CB, produzidas pelas coldnias obtidas apos
aplicacdo das pressdes seletivas e desidratacdo, tiveram suas massas secas mensuradas
para a avaliacdo do rendimento de producdo massa seca/volume. Levou-se em
consideracdo o volume de 10mL para a realizacdo de todos os calculos. As massas
utilizadas nos célculos constituem a média aritmética da triplicata.

A determinacdo do Rws foi realizada aplicando-se a expressdo (1) descrita no
item 2.4. do Capitulo 3. A Tabela 7 mostra os resultados comparativos do Rus das
membranas de CB produzidas pelas coldnias obtidas apds a aplicacdo das pressfes
seletivas em diferentes temperaturas.

Tabela 7 - Rus das membranas de CB produzidas pelas coldnias obtidas apds a aplicacdo das
pressdes seletivas em diferentes temperaturas

1,130
2,150
0,650
0,650
2,400
1,490
4,683
2,613

4,723
Como pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 7 o maior

rendimento em massa seca foi obtido a partir das col6nias isoladas apds pressao seletiva
a 35°C.
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A Tabela 8 mostra os resultados comparativos do Rus das membranas de CB
produzidas pelas coldnias obtidas ap6s a aplicagdo das pressdes seletivas em diferentes
tempos de exposicdo a luz UV.

Tabela 8- Rus das membranas de CB produzidas pelas colnias obtidas ap6s a aplicacéo das
pressdes seletivas em diferentes tempos de exposicdo a luz UV.

0,403
0,800
1,377
0,683
Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstram que o maior rendimento em

massa seca foi obtido a partir de uma coldnia isolada apo6s presséo seletiva em exposi¢do

a luz UV por 10 minutos.

A Tabela 9 mostra os resultados comparativos do Rvs das membranas de CB
produzidas pelas coldnias obtidas apds a aplicacdo das pressdes seletivas em diferentes
pH.

Tabela 9. Rus das membranas de CB produzidas pelas col6nias obtidas apds a aplicacdo das
pressdes seletivas em diferentes pH.

0,740
1,530
1,020

2,007

Como pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 9, o0 maior
rendimento em massa seca foi obtido a partir das colonias isoladas apds pressao seletiva
em pH 10.

Embora tenha sido observado, para cada pressdo seletiva quimica e fisica,

colbnias com maior capacidade de producdo de CB, um destaque especial pode ser dado

53



a pressao seletiva relativa a temperatura, onde foram obtidas variantes bacterianas com
0s maiores rendimentos em massa seca, comparado com as pressoes seletivas de UV e
pH

Com base nesses resultados, pode-se inferir que as pressoes seletivas envolvendo
pH e exposicdo a luz UV podem ter provocado alteracdes genéticas que, embora nao
tenham determinado a inviabilidade de crescimento, promoveram diminuicdo na
atividade relacionada a via metabdlica de produgdo de CB. Entretanto, houve consenso
no que se refere ao fato de as menores coldnias serem constituidas por UFC com maior
potencial de producéo de CB. Essa reforca o fato de que, durante o crescimento bacteriano
pode haver um desvio da rota metabdlica para a producdo de ATP para o metabolismo
essencial, determinando maior crescimento bacteriano, portanto, formacéo de coldnias

maiores, com menor capacidade de producéo de CB.

Tendo em vista que todas as coldnias obtidas ap6s submissdo as diferentes
pressdes seletivas, foram originarias de um mesmo pré-indculo, com pureza determinada,
a avaliacdo das caracteristicas genéticas das col6nias de maior rendimento de producao
de CB, proposta para a proxima etapa de desenvolvimento do projeto, poderdo trazer
detalhes sobre a possivel alteracdo genética, e sua possivel relacdo com as diferencas
metabdlicas das bactérias com maior rendimento de producdo.

1.10. Caracterizacdo das membranas de CB e variantes fenotipicas de G.
hansenii, por MEV apds pressdes seletivas.

As membranas de CB e as respectivas variantes de G. hansenii, obtidas apds as
aplicacOes das pressdes seletivas, foram caracterizadas por MEV. A analise permitiu a
observacdo da variacdo nas caracteristicas morfolégicas das bactérias produtoras de
celulose, nas diferentes pressdes seletivas.

Como podem ser observados na Figura 22 (Painéis A,B, C e D), os bacilos Gram-
negativos, apresentaram tamanhos e formatos diferentes. Nos Paineis A e B, referentes
aos cultivos a 20°C e 25°C, respectivamente, sdo observadas caracteristicas morfoldgicas
semelhantes de varias bactérias presas a membrana de CB (menor aumento - setas) e a
caracteristica morfolégica de uma UFC (maior aumento — circulos maiores). Como
demonstrado na Figura, ndo existem diferencgas significativas no tamanho e forma das

UFC das bactérias crescidas nessas temperaturas. Entretanto, quando sdo observadas as
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caracteristicas morfolégicas das UFC na temperatura de 28°C (Painel C), é notada uma
diferenga acentuada de formato e tamanho dos bacilos presos a membrana de CB. Ao
contrario do que foi apresentado nos Painéis A e B, a morfologia das UFC presas a
membrana variam significativamente em formato e tamanho (menor aumento - setas). A
caracteristica morfoldgica de uma UFC (maior aumento — circulos maiores) mostra um
bacilo com um tamanho de, aproximadamente, duas vezes maior em relagdo aos tamanhos
das UFC observadas nos Painéis A e B. (menor aumento - setas). O Painel D apresenta a
morfologia das UFC presas a membrana (menor aumento - setas) e aumento maior
(circulo maior), onde se observa um tamanho relativo a metade daquele observado nos

Paineis A e B e, significativamente menor do que o observado no Painel C.
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Figura 22. MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana apés aplicacdo da
pressdo seletiva de temperatura. Painel A (20°C), Painel B (25°C), Painel C (28°C) e Painel D
(35°C).
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A Figura 23 (Painéis A, B, C e D) apresenta as MEV das membranas de CB

obtidas nos cultivos em diferentes temperaturas.

Figura 23. MEV das membranas de CB analisando as diferencas de tramas apds aplicacdo da
pressdo seletiva de temperatura. Painel A (20°C), Painel B (25°C), Painel C (28°C) e Painel D
(35°C).

A anélise das micrografias permite visualizar diferencgas entre o entrelacamento
e espessura e disposicdo das fibras das membranas de CB produzidas nas diferentes
temperaturas. Pode-se também observar que existe uma semelhanga entre o
entrelacamento e espessura e disposi¢do das fibras das membranas de CB produzidas nas
temperaturas de 20°C e 25°C, diferente do observado a 28°C e 35°C, onde o
entrelacamento e espessura e disposicdo das fibras das membranas de CB produzidas
nessas temperaturas sdo significativamente diferentes entre si e entre aquelas produzidas
a 20°C e 25°C, sendo um forte indicio de que a morfologia das UFC (Figura 22) esta
diretamente relacionada a sua atividade metabdlica e a producéo de CB.
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As Figuras 24 e 25 apresentam, respectivamente os resultados das analises por

MEV das UFC e das membranas de CB produzidas apds pressdes seletivas em diferentes

valores de pH.
A

Figura 24. MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana apés aplicacdo da
pressdo seletiva em pH. Painel A (pH 3,0), Painel B (pH 4,5), Painel C (pH 7,0) e Painel D (pH
10,0).
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Como observado nos resultados apresentados, relacionados as pressdes seletivas
de temperatura (Figura 22), a morfologia das UFC e o entrelagamento, espessura e
disposicdo das fibras das membranas de CB também variam significativamente em
relacdo ao pH de cultivo, demonstrando que as condi¢fes quimicas afetam de forma mais
significativa a atividade metabdlica, a morfologia e a producédo de CB (Figura 24), quando
comparada aos resultados obtidos na presséo seletiva de variagGes de temperatura (Figura
23).

~ . . < 4 Dem

Figura 25. MEV das membranas de CB analisando as diferencas de tramas apds aplicacdo da
pressédo seletiva de pH. Painel A (pH 3,0), Painel B (pH 4,5), Painel C (pH 7,0) e Painel D (pH
10,0).

Nas Figuras 26 e 27 sdo apresentados, respectivamente os resultados das analises
por MEV das UFC e das membranas de CB produzidas apds pressfes seletivas em
diferentes tempos de exposicdo a luz UV. Os resultados apresentados nas respectivas
Figuras demonstram também a influéncia do tempo de exposi¢do a luz UV na
modificagcdo da morfologia das UFC e o entrelagamento, espessura e disposic¢éo das fibras
das membranas de CB reforcando o fato de que as condi¢des fisicas também afetam, de
forma significativa, a atividade metabdlica, influenciando na modificacdo da morfologia
e a producdo de CB.
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Figura 26- MEV das membranas de CB analisando a morfologia bacteriana apés aplicacdo da
pressao seletiva em exposicao a luz UV. Painel A (5 min.), Painel B (10 min.) e Painel C (30
min.).
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Figura 27. MEV das membranas de CB analisando as diferencas de tramas apds aplicacdo da
pressao seletiva em exposicao a luz UV. Painel A (5 min.), Painel B (10 min.) e Painel C (30
min.).

Diante dos resultados obtidos nesta etapa dos experimentos, pode-se sugerir que
as pressdes seletivas (temperatura, pH e exposicdo a luz UV) influenciam
significativamente o metabolismo bacteriano na producdo de CB, e este fato esta
diretamente relacionado com a diferenciacdo morfologica das UFC, uma vez que todos
os cultivos partiram das mesmas colénias, com as mesmas caracteristicas morfoldgicas e

do mesmo meio de cultivo FRU.

1.11. Caracterizacdo das membranas de CB por FTIR e DRX apds pressoes
seletivas.

As membranas de CB foram caracterizadas por FTIR e DRX para confirmar a
identidade quimica das membranas e também para detectar qualquer alteracao no grau de
cristalinidade das membranas produzidas apds os tratamentos por pressoes seletivas. Os

espectros FTIR das membranas de CB mostraram as caracteristicas tipicas de substratos
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celulésicos para todas as amostras, com bandas em torno de 3350 cm™ correspondentes
ao estiramento de OH, 2800-2900 cm™ correspondendo ao estiramento de ligagdo de C-
H, 1160 cm™ correspondendo ao estiramento de COC e 1035-1060 cm™ correspondente
ao estiramento de CO. Esses resultados indicam que as condi¢6es de estresse ndo afetaram

a estrutura quimica das amostras, conforme esperado.

A celulose tem dominios cristalinos e amorfos para os quais as proporcgdes
dependem da fonte de carbono e condigdes de cultivo. Aqui, a andlise por DRX foi
realizada para avaliar se a pressao seletiva para a producdo de CB afetou o indice de
cristalinidade da celulose, uma vez que as propriedades da celulose sdo influenciadas pela
disposicéo das moléculas dentro das fibras. O DRX para amostras de diferentes pressdes
seletivas mostrou o perfil tipico e o grau de cristalinidade de CB. Os principais picos de
difracdo foram encontrados em 26 14,7, 16,9 e 22,7 e atribuidos aos planos de difragdo 1
01,101e0 0 2, respectivamente. O grau de cristalinidade variou de 70 a 80%. No
entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre os parametros analisados, como o
rendimento, a morfologia das col6nias ou o arranjo das nanofibras CB com grau de
cristalinidade. Além disso, ndo foi possivel estabelecer uma relacéo entre a aplicacdo das
pressdes seletivas e o grau de cristalinidade das membranas de CB. A Figura 28 mostra
os padrdes FTIR (Painel A) e DRX (Painel B) das membranas CB obtidas ap0s a pressao
fisica (temperatura e exposicao a luz UV) e quimicas (pH).
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Figura 28 - Espectro FTIR: (Painel A) e difratogramas de raios X (Painel B) das membranas de
CB produzidas apds aplicacOes das diferentes pressdes seletivas.
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CAPITULO5

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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1. Conclusdes

e Ascepas de G. hansenii ATCC 23796 foram reativadas com sucesso e, a apds
producdo de CB nas temperaturas de 21°C e 35°C o maior rendimento de producéo foi na

maior temperatura;

e Os meios de cultivo propostos neste trabalho (MS1 e MS2) apresentaram as
melhores condic¢Ges de cultivo, rendimento em massa seca, estrutura e suporte para
liberacdo sustentada de farmacos, quando comparados com 0S meios propostos na

literatura (Z, Y, HS e FRU) para a producao e aplicacdo da CB.

e A melhor DO para a producao de CB variou em relagdo aos diferentes meios,

fato que pode estar relacionado a concentracgéo e variedade da fonte de carbono;

. Para o meio MS1, foi obtido melhor resultado para o cultivo na DO
correspondente a escala nefelométrica 1,0 de McFarland, enquanto que, para 0s meios
MS2, FRU e HS os maiores rendimentos foram obtidos nas DO correspondentes,
respectivamente, as escalas 5,0, 10,0 e 7,0.

o Os resultados obtidos nos testes de liberacdo sustentada de CRO e Ag-
CLR sugerem que a membrana produzida nos meios MS1 e MS2 apresentam grande
potencial para utilizacdo como suporte de liberagdo de farmacos visando aplicacdo dessas

membranas de CB como curativos de longa duracéo.

e Foram obtidas coldnias com variantes fenotipicas ap0s aplicacdo das pressoes

seletivas de temperatura, pH e UV;

e A producdo de CB, apds aplicacdo das pressdes seletivas, apresentou
rendimento em massa seca variavel, o que pode estar relacionado com possiveis

alteracdes de rota metabdlica;

e O maior rendimento em producdo em massa seca de membranas de CB foi

obtido utilizando col6nias obtidas apds presséo seletiva a 35°C;

e A caracterizacdo por MEV das UFC e das membranas de CB, produzidas apds
pressdes seletivas, demostraram a influéncia das variages das condi¢des quimicas
(temperatura e pH) e fisica (UV) na alteracdo da morfologia das UFC, bem como no grau

de entrelacamento, espessura e disposicao das fibras.

64



2. Perspectivas

o Estudos moleculares futuros envolvendo genes relacionados as vias

metabdlicas basais e de producdo de CB

o Producdo de CB, em larga escala, com as variantes de UFC que
apresentaram maior rendimento em massa seca obtidas apos aplicacdo das pressdes

seletivas quimica e fisicas;

o Producéo de curativos de liberacdo sustentada de farmacos e complexos
metalicos pelas membranas de CB com melhores resultados nos testes de liberacdo, para

teste in vivo.
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