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OLIVEIRA, Sabrina Alves de. Isolamento e purificacdo de acido hialurénico da
crista de frango e incorporagcdo em membranas de celulose bacteriana. 2017.
100 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O écido hialurénico (HA) é um polissacarideo constitutivo com unidades repetidas de
acido b-glicurbnico e N-acetilglicosamina que pode ser encontrado na matriz
extracelular de vertebrados e possui aplicagédo na engenharia de tecidos ou como
suporte para a regeneracdo e cicatrizacdo de feridas. Este composto pode ser
extraido da crista de frango utilizando diferentes métodos. A celulose bacteriana
(BC), produzida pela Gluconacetobacter hansenii, € um biofilme de alto grau de
cristalinidade que tem sido utilizado para fins terapéuticos como membrana
cicatrizante. Visando a producéo de compdsitos poliméricos com HA para aplicacbes
diversas na area da saude, este trabalho teve como objetivo extrair o HA de cristas
de frango e incorpora-lo durante a processo de fermentacéo da celulose bacteriana
com intuito de trazer as propriedades intrinsicas de cicatrizagdo do HA para celulose
bacteriana. Neste estudo, para o isolamento do HA primeiramente foram realizados
testes preliminares com intuito de estabelecer as melhores condi¢des para definir a
metodologia de isolamento de HA da crista de frango. A metodologia definida
envolveu etapas de digestdo proteolitica e lipidica, extracdo com resina anibnica,
tratamento com sais baseado no efeito salting-out, precipitacdo com etanol e
secagem. Para a caracterizacdo do material isolado foram realizadas as técnicas de
espectroscopia de RMN e no infravermelho, termogravimetria e cromatografia de
exclusdo por tamanho para determinacdo da massa molar e homogeneidade. Os
compositos poliméricos foram produzidas na presenca de acido hialurénico isolado
da crista de frango em diferentes tempos de fermentacdo, especificamente no
primeiro e no terceiro dia de fermentacdo. As membranas nativas e compdsitos
poliméricos foram caracterizadas em relacdo a sua estrutura, morfologia e
cristalinidade. O processo de isolamento e purificacdo resultou na obtencdo de um
HA de baixa massa molar com caracteristicas estruturais semelhantes ao material
comercial padrdo. Os resultados demonstraram que as membranas de fato
incorporaram o HA. As membranas produzidas no terceiro dia apresentaram melhor
incorporacao de HA-SAB entre a nanofibra de celulose, resultando em membranas
com maior estabilidade térmica, maior rugosidade e menor cristalinidade. Os
compositos poliméricos produzidos apresentam potencial para futuras aplicacbes
biomédicas, como na regeneracéo e cicatrizacdo de feridas pela presenca do acido
hialurénico, um glicosaminoglicano com alta afinidade bioldgica.

Palavras-chave:Acido hialurénico. Celulose bacteriana. Crista de frango.
Compositos poliméricos.



OLIVEIRA, Sabrina Alves de. Isolation and purification of hyaluronic acid of
chicken comb and incorporation in bacterial cellulose membranes. 2017. 100 p.
Dissertation (Master's degree in Biotechonology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a constitutive polysaccharide constituted of disaccharides
units of p-glucuronic acid and N-acetylglucosamine that found in the extracellular
matrix e and it is a material used in tissue engineering and scaffolding for wound
regeneration. Hyaluronic acid can be extracted from chicken comb using different
methods. The bacterial cellulose (BC), from Gluconacetobacter hansenii, is a biofilm
with a high degree of crystallinity that also can be used for therapeutic purposes and
as a candidate for healing wounds. Aiming at the production of polymerics
composites with HA for different applications in the health area, this work had as
objective extract the HA from chicken comb and incorporate it during of production of
bacterial cellulose with the aim of bringing the intrinsic properties of HA to bacterial
cellulose. In this work, for the isolation process of HA firs were carried out tests
preliminary with aim of estabilish the best steps for define the methodology of
isolation of HA from chicken comb.The metodology definid involved steps of
proteolytic and lipid digestions, extraction with anionic resin, treatment with salts
(calcium chloride and phosphate disodium) based in the effect salting out,
precipitation with ethanol and drying. For the characterization of the material wwere
performed the techniques NMR and infrared spectroscopy, termogravimetric and
size-exclusion chromatography to determine the molar mass and polydispersity. The
polymerics composites were produced in presence of hyaluronic acid isolated from
chicken comb on different days of fermentation, specifically on the first and third day
of fermentation. Native membrane and polymerics composites were characterized
with respect to their structure, morphology and crystallinity. The process of extraction
and purification of hyaluronic acid resulted in low molar mass hyaluronic acid with
structural characteristics similar to the standard commercial hyaluronic acid. The
results demonstrated that the membranes (BC/HA-SAB) of fact incorporated the HA.
The membranes produced on the third day presented better incorporation of HA-SAB
between cellulose nanofiber, resulting in membranes with higher thermal stability,
higher roughness and lower crystallinity. The composites polymerics produced
presented potential for future biomedical applications, such as regeneration and
healing of wounds by the presence of HA, a glicosaminoglycan with high affinity
biological.

Keywords: Hyaluronic acid. Bacterial cellulose. Chicken comb. Composites
polymerics.
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1 INTRODUCAO

Devido aos avancos na area biotecnoldgica, nota-se o grande interesse no
desenvolvimento de produtos que auxiliem na recuperagcdo, reconstrucdo e na
cicatrizagéo de tecidos danificados ou doentes. Dentre esses produtos destaca-se o
acido hialurénico e a celulose bacteriana que possuem propriedades de suma
importancia para area medica e cosmeética.

O &acido hialurénico (HA) é um polissacarideo linear de alta massa molar
que contem em sua estrutura unidades dissacaridicas de 3-1,4-D-glucurdonico (GIcUA)
e B-1,3-N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) que estédo repetidas alternadamente, sendo
esse pertencente ao grupo das substancias glicosaminoglicanas (GAGS) nao-
sulfatadas. O HA possui propriedades viscoelastica e de alta capacidade de retencéo
de 4gua, o que é de grande interesse para industria farmacéutica e cosmética
(ARMSTRONG; JOHNS, 1997; WARD; THIBEAULT; GRAY, 2002).

O HA comercial pode ser de origem microbiana ou de origem animal obtido
a partir do cordao umbilical, liquido sinovial, humor vitreo e também da crista de galo
(COLLINS; BIRKINSHAW, 2013; FRASER; LAURENT; LAURENT, 1997; KOGAN et
al., 2007). Dentre essas fontes destaca-se a crista de frango que é um subproduto da
industria avicola que apresenta concentracdes de HA, no entanto € destinada para
formulacbes de racbes. A producdo de HA a partir da crista de frango envolve
diferentes etapas de purificacbes com intuito de eliminar proteinas e outros
glicosaminoglicanos que estejam agregados nesse tecido (LAI; LIN; LIN, 2012).
Portanto, além do aproveitamento do subproduto, crista de frango, que atualmente é
descartado, pode-se produzir uma macromolécula com inUmeras aplicacdes, como na
viscossuplementacdo do fluido das articulagdes, em cirurgias oftalmoldgicas, na
cicatrizacéo e regeneracao de tecidos, no preenchimento cutaneo e como agente de
liberacdo controladas de farmacos (BROWN; JONES, 2005).

Além do HA existe outra macromolécula que se destaca na engenharia de
tecidos, a celulose bacteriana (BC). A BC é um polissacarideo linear que apesar de
possuir uma estrutura quimicamente idéntica a celulose vegetal, formada de um (-
glucano unido por ligacdes B1->4, difere-se por ser sintetizada por meio da bactéria
gram-negativa Gluconoacetobacter xylinus e por apresentar um arranjo cristalino
tridimensional altamente organizado e livre de hemicelulose e lignina (KLEMM et al.,
2005). Esse arranjo cristalino é formado a partir do momento em que as cadeias de
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glucano séo sintetizadas pela G. xylinus por meio da acdo da enzima celulose sintase
(ENDLER; SANCHEZ-RODRIGUEZ; PERSSON, 2010).

Essa rede tridimensional confere a BC propriedades, como alta
cristalinidade, hidrofilicidade, elasticidade, propriedades mecanicas e uma
nanoestrutura porosa que forma uma matriz perfeita para regeneracao e cicatrizacao
epidérmica, pois mantem o ambiente imido e serve como uma barreira fisica contra
qualquer infeccbes externa (CZAJA et al., 2006, 2007; RAJWADE; PAKNIKAR;
KUMBHAR, 2015). Outra propriedade importante da BC € a sua biocompatibilidade
com tecidos humanos.

Devido as propriedades da BC destaca-se algumas aplicacdes na area da
saude, como na regeneracao e cicatrizacao de queimaduras e feridas cronicas (KWAK
et al., 2015; SOLWAY; CLARK; LEVINSON, 2011), como suporte para substituicdo de
vasos sanguineos (SCHERNER et al., 2014), e na utilizacdo como pele artificial ou
como matrizes de scaffolds na engenharia de tecidos (CZAJA et al., 2006; KESHK,
2014).

Levando em consideracdo a formacdo de compadsitos poliméricos a partir
da BC, na literatura pode-se verificar diferentes compostos que podem ser
adicionados no meio de cultivo para melhorar as propriedades da membrana de
celulose. Dentre esses compdsitos baseados em celulose bacteriana evidencia-se a
BC/acido hialurénico obtido de fermentacdo com Streptococcus (EL-HOSENY et al.,
2015; LOPES et al., 2014), BC/6xido de grafeno (ZHU et al.,, 2015), BC/poli-3-
hidroxibutirato (PHB) (RUKA; SIMON; DEAN, 2013), BC/sulfato de condroitina (EL-
HOSENY et al., 2015), e BC/ amido (GRANDE et al., 2009).

O compésito BC/HA tém sido aplicado no processo de reparacéo tecidual
e na cicatrizacdo de tecidos e feridas, pois o HA contido na membrana contribui na
proliferacéo, diferenciacao e regeneracao de tecidos doentes, permitindo a migracao
de células durante a cura (GERECHT et al., 2007). A formacao desse composito visa
compensar as limitacdes da BC e da HA, um em relagdo ao outro, um vez que a BC
contribuiria na resisténcia mecéanica do material e o HA influenciando na adeséo e
crescimento celular.

Neste trabalho foi estabelecido um processo de isolamento de HA de um
subproduto da industria avicola, a crista de frango. O HA isolado foi caracterizado e
adicionado ao meio de cultivo para producdo da BC em diferentes momentos de

fermentacao com intuito de verificar a influéncia deste composto na sintese, estrutura,
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morfologia e estabilidade térmica da membrana. O compdésito polimérico produzido
pode ser um potencial material no campo biomédico, com sua principal aplicacéo na

regeneracao do tecido.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o subproduto da industria avicola, crista de frango,
apresenta quantidades consideraveis de acido hialurénico (HA) e que o Brasil é
considerado um dos paises que mais produz a carne de frango, consequentemente
gera grandes quantidades desse subproduto durante o abate, pretende-se utilizar
esse subproduto como uma fonte de matéria-prima para um produto de alto valor
agregado, como o acido hialurénico. Sendo assim, visando a importancia do HA e o
reaproveitamento das cristas de frango, espera-se estabelecer uma metodologia para
isolamento do HA a partir da crista de frango, diferentes dos encontrados na literatura.

Além do isolamento e caracterizagcdo do HA de origem animal, nesse
trabalho objetiva-se a aplicacdo do mesmo em membrana de celulose bacteriana
para aumentar o valor agregado da membrana de celulose bacteriana com HA, aqui
denominados de compdsitos poliméricos, e para produzir membranas de celuloses
bacteriana com novas funcionalidades para aplicacdo na area da saude. Através da
sinergia das propriedades de ambos os biomateriais acredita-se que ira melhorar a
interacdo com os tecidos biolégicos no processo de cicatrizacdo e na reparacao
tecidual.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Extrair e caracterizar o acido hialurénico (HA) da crista de frango e
incorpora-lo em membranas de celulose bacteriana através da adigcdo deste em

diferentes tempos de cultivo durante o processo fermentativo.

3.2 Objetivos Especificos

o Extrair o acido hialurénico da crista de frango.

o Caracterizar o &cido hialurénico em relacao a identidade estrutural,
massa molar e estabilidade térmica.

o Produzir celulose bacteriana com a adi¢cdo de acido hialurénico em
diferentes momentos de fermentagéo.

o Caracterizar a incorporacao de acido hialurébnico nas membranas de
celuloses produzidas em diferentes momentos de fermentagéo.

o Avaliar a interferéncia do acido hialurénico na estrutura, cristalizacéo,

morfologia e na estabilidade térmica da celulose bacteriana.
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4 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

4.1  Acido Hialurdnico e suas propriedades

O acido hialurénico é um polissacarideo linear, que pertence ao grupo dos
glicosaminoglicanos nao-sulfatados, que contém em sua estrutura unidades
dissacaridicas polianidnicas de acido p-1,4-D-glucurénico (GIcUA) e 3-1,3-N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc) repetidas alternadamente, como ilustrado na Figura 1,
resultando em uma cadeia linear de 2.000 a 25.000 unidades dissacaridicas (CHONG
et al., 2005; KOGAN et al., 2007). As unidades dissacaridicas presentes na estrutura
do HA podem apresentar massa molar de aproximadamente 4 milhdes de Daltons
(Da) (COWMAN; MATSUOKA, 2005; NECAS et al., 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica do acido hialurénico

Fonte: Préprio autor

A estrutura do HA no estado sélido, determinada pela analise de difracédo
de raios x, apresentou conformacéao helicoidal com 2 a 4 unidades dissacarideas por
cada volta de acordo com os ions presentes, conforme ilustrado na Figura 2. A
estabilizacdo da estrutura de HA é dependente das ligacdes de hidrogénio entre os
residuos dos monossacarideos adjacentes (COWMAN; MATSUOKA, 2005).
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Figura 2 — Conformacéo helicoidal da cadeia do acido hialurénico: (A) Conformacéo
de uma cadeia simples de HA; (B) Conformacéo da dupla hélice do HA.

A B

Fonte: Adaptado de Sheehan, Gardner e Atkins (1977)

Quando em solugBes aquosas 0 HA apresenta propriedades viscoelasticas
e alto grau de hidratacdo, formando um gel consistente, devido as cargas negativas
presente na estrutura, pois atraem cations e moléculas de adguas (ARMSTRONG,;
JOHNS, 1997; WARD; THIBEAULT; GRAY, 2002). A viscosidade do HA se da pela
interacéo da molécula de HA com a agua, quando esse nao esta interagido com outras
substancias. O que garante a interagdo com a agua sao as hidroxilas que estado nas
posi¢cdes equatoriais, as quais garantem o carater hidrofilico da molécula, resultando
em uma estrutura de fita torcida (NECAS et al., 2008). As conformacdes e interagdes
do HA dependem do ambiente, da forca ibnica, interacbes de ions especificos,
constante dielétrica, forcas mecanicas e da interagcdo com outras substancias, como
proteinas e lipideos (COWMAN; MATSUOKA, 2005). Através desse comportamento

classifica-se o0 HA como um lubrificante biolégico, o que é abundantemente
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encontrado nos fluidos sinoviais e bainhas dos tendbes (FRASER; LAURENT;
LAURENT, 1997).

A solubilidade do HA em agua € determinado pelas cargas presentes em
sua estrutura. Para se tornar insoluvel este polimero pode ser convertido em uma
substancia sem carga através de reacdes de derivatizacdo, como reacdes de
esterificacdo. O hialuronato de sédio é sollvel em solugbes de cloreto de s6dio mas é
guase insoluvel em solventes organicos, principalmente em solventes ndo misciveis
em agua. Além disso € sensivel a hidrélise acida e alcalina e quando exposto a
temperaturas elevadas (~100 °C) sua molécula pode ser inicialmente degradada
(BECKER et al., 2009). Quando submetido a uma acidificagéo fraca com &cido acético
a viscosidade do HA pode ser afetada irreversivelmente (IGNATOVA; GURQOV, 1990).

4.1.1 Fontes de acido hialurénico

Nos tecidos conectivos dos animais sdo encontrados dois componentes
essenciais, as células e a matriz celular. A matriz celular é composta por diferentes
macromoléculas, como as glicoproteinas e proteoglicanos, que formam uma estrutura
altamente organizada, ocupando todo o espaco extracelular. Os componentes
moleculares séo sintetizados pelas células presentes na matriz. As macromoléculas
principais encontradas na matriz celular sdo: os glicosaminoglicanos (GAGSs) e
proteinas, como o colageno, elastina, fibronectina e laminina (DAVIES, 2001).

O acido hialurénico (HA) é um dos glicosaminoglicanos da matriz celular
(GOLD, 2007), sendo que também pode ser encontrado na matriz extracelular, matriz
pericelular e intracelular (COWMAN; MATSUOKA, 2005). Na matriz extracelular o HA
tem a funcdo de organizar e estabilizar a estrutura através das interacdes com as
células e outros componentes, como as proteinas, formando agregados moleculares
(NECAS et al., 2008).

Nos vertebrados as maiores concentracdes de HA sao encontradas em
tecidos conectivos, como a crista de frango e cartilagem nasal, no corddo umbilical e
no fluido sinovial, sendo que nos tecidos o HA preenche o espaco entre as células
agindo como um componente estrutural (KOGAN et al., 2007). Aléem dessas fontes
também é possivel encontrar no pulméao, rim, cérebro, musculo e no figado em pouca
guantidade (FRASER; LAURENT; LAURENT, 1997) ou ser produzido por alguns

microsganismos (KOGAN et al., 2007). Dentre os agentes microbianos que produzem
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o0 HA destaca-se Pasteurella multocida, Streptococcus pyogenes, Streptococcus equi
e Streptococcus uberi (BOERIU et al., 2013).

A concentracao de HA é diversificada dependendo do tecido e do fluido em
que se encontra. Na Tabela 1 encontra-se a lista de algumas fontes de HA

consideradas relevantes com suas respectivas concentragoes.

Tabela 1 — Concentracao de acido hialurénico em tecidos e fluidos

Fontes Concentracdes Referéncias

(KOGAN etal., 2007; LAURENT;
Cordao umbilical humano 4,1 mg/mL de tecido FRASER, 1992; MEYER;
PALMER, 1934)
(KOGAN etal., 2007; LAURENT;
FRASER, 1992)
(KOGAN etal., 2007; LAURENT;
FRASER, 1992)
(SCHIRALDI; GATTA; ROSA,
2010)
(KOGAN etal., 2007; LAURENT;
FRASER, 1992)

Fluido sinovial humano 1420 — 3600 mg/L
Humor vitreo humano 140 — 338 mg/L
Pele de Humano Adulto 7-8g

Crista de galo 7500 mg/L

O HA comercial pode ser de origem animal ou de origem microbiana, sendo
gue ambos apresentam a mesma estrutura quimica, podendo diferir apenas na massa
molar. Na crista de galo pode ser encontrado uma das maiores concentragdes de HA,
conforme dados da Tabela 1 (KOGAN et al., 2007; LAURENT; FRASER, 1992).

As cristas sao classificadas como um tecido conjuntivo denso que possuem
regides distintas em sua estrutura. O tecido subcutaneo da crista apresenta um nucleo
central com uma divisao fibrosa, simétrica e densa extremamente vascularizada, com
a presenca de tecido adiposo. Na derme encontra-se material interfibrilar contendo
polissacarideos e na parte subpitelial contém capilares largos, o que da a cor vermelha
para esse tecido (SZIRMAI, 1966).

No geral as cristas séo formadas por componentes fibrilares e por algumas
substéancias intercelulares que séo controladas por alguns fatores, como a idade, o
sexo e 0s agentes enddgenos e exdgenos do animal. Dentre esses fatores destaca-
se guestdes hormonais. Alguns hormonios esteroides (androgénios) causam efeitos
sobre a estrutura dos tecidos conjuntivos de todo o corpo, proporcionando um
aumento do teor de glicosaminoglicanos, no contetdo de agua do tecido e no tamanho
da estrutura (BALAZS; SZIRMAI;, BERGENDAHL, 1959).
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Os glicosaminoglicanos sdo umas das substancias intercelulares mais
abundantes na crista. O acido hialurdnico é o principal componente, embora exista
outros glicosaminoglicanos sulfatados. Além dos GAG também é possivel encontrar
proteinas, mas em menor concentracao, e um elevado teor de agua (SZIRMAI, 1966).

Além da raga, a idade, o estado hormonal do animal, os métodos de
isolamento e purificacdo também interferem no rendimento e qualidade do HA extraido
(SWANN, 1968).

4.1.2 Métodos de obtencao de acido hialurdnico

O &cido hialurénico pode ser extraidos utilizando diferentes métodos e
fontes. Antigamente relatava-se que o HA de origem animal apresentavam algumas
desvantagens, como: presenca de hialuronidase enddgena no tecidos dos animais,
que hidrolisam a cadeia do polimero formado; métodos de extracdo que requerem
tempo e condi¢cdes especificas para serem realizados; baixo rendimento; e risco de
contaminagdo com proteina e virus, sendo que esse risco pode ser minimizado se a
fonte de HA vier de animais saudaveis, que sdo controladas criteriosamente através
de vistorias dos 6rgdos competentes, e o material obtido ser purificado até atingir o
nivel de qualidade aceitavel (VAZQUEZ et al., 2013).

Mediante aos problemas relatados acima, o HA isolado das cristas de aves
devem passar por etapas de purificacbes sucessivas e ser realizado dentro dos
padrées de qualidade exigidos nas legislacfes vigentes para evitar contaminagdes
desse material e eliminar maior quantidade de proteinas e glicosaminoglicanos que
estejam agregados nesse tecido (LAI; LIN; LIN, 2012).

Ndo é apenas o HA de origem animal que apresentam algumas
desvantagens. O HA proveniente de processos fermentativos possui alta massa molar
e maior rendimento, mas também oferecem riscos de contaminacdes com
endotoxinas bacterianas, proteinas e acidos nucléicos, o que exige um processo de
purificacdo mais eficaz para producéo de um HA de alta pureza (BOERIU et al., 2013;
LAI; LIN; LIN, 2012). Sendo assim, acredita-se que estudos atuais envolvendo a
producdo de HA de origem animal, a partir cristas de frango oriundas de abatedouro
certificado, € uma opcéo para desenvolver novas metodologias de isolamento de HA

e produzir um material de interesse comercial.
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O primeiro processo de isolamento de HA de origem animal foi
desenvolvido por Meyer e Palmer em 1934. Meyer e Palmer (1934) isolaram pela
primeira vez um polissacarideo do corpo vitreo, retirados dos olhos bovinos, com
solucdo aquosa de acetona. Com os resultados obtidos eles evidenciaram que a
substancia possuia moléculas de acido urdnico, e a denominaram de acido hialurénico
(MEYER; PALMER, 1934). Boas (1949) utilizando a metodologia descrita acima isolou
o acido hialurénico das cristas de aves de diferentes racas. Assim, ap0s a purificacéo
com cloroférmio-alcool amilico, o rendimento obtido foi de aproximadamente 0,6% do
peso de tecido seco desengordurado (BOAS, 1949).

Acredita-se que para o processo de isolamento de HA de alguns tecidos,
sdo necessarias algumas etapas consideradas como esséncias: deslipidificacéo,
digestdo enzimatica com uma protease, purificacao, precipitacéo, filtracdo, secagem
e moagem (AUTRET, 2004).

Na literatura foram encontradas diferentes metodologias para obtencao de
HA provenientes de diferentes fontes. Abaixo segue descrito algumas metodologias
encontradas e na Tabela 2 é possivel verificar as principais etapas utilizadas em cada
metodologia:

» Extracdo enzimatica. Nakano, Nakano e Sim (1994) quantificaram o
acido hialurénico presente na crista de galo através do método de eletroforese usando
acetato de celulose. Para quantificar foi necessério isolar o GAG. A técnica de
isolamento envolveu algumas etapas: as cristas foram desidratadas a temperatura
ambiente com acetona, secas, digeridas com a papaina em solucao tampao de fosfato
dissodico pH 6,5, centrifugadas e dialisadas por 24 horas.

Tsiganos, Vynios e Kalpaxis (1986) extrairam o HA da crista de galo para
verificar a interacdo das proteinas que estdo ligadas ndo covalentemente. Por tal
motivo, o HA foi extraido pela técnica cromatografia de troca idnica. As cristas de galo
foram trituradas, deixadas em solucéo de acetato de sodio por 10 dias, para ocorrer a
extracdo, e digeridas com Condroitinase ABC e Papaina. Os extratos foram
concentrados e precipitados com &cido tricloroacetico e sulfato de aménio, para liberar
proteinas e acidos nucléicos. O produto obtido passou por uma coluna de DEAE-
celulose, onde foi eluida com um gradiente de acetato de sodio, pH 5.8, e precipitado
com etanol.

» Extracdo com acetato de sédio sem enzimas. Boas (1949) isolou o

acido hialurénico da crista de galo. Para isso as cristas foram trituradas, desidratadas
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com acetona por varias vezes e secas. Ap0s a preparacao das cristas, o material
desidratado e seco passou por 10 etapas de extracdo com solucéo de acetato de
sodio a 5% em intervalos de 24 horas. O produto obtido nas extracdes era um material
viscoso. Esse material foi separado dos residuos da crista e precipitado com 1,5
volume de alcool etilico. O precipitado foi centrifugado, resuspenso em solucdo de
acetado de sédio e centrifugado novamente. As proteinas foram retiradas através da
adicao de cloroféormio e cloroférmio alcool amilico. O produto formado foi dialisado,
acidificado a pH 4,0, precipitado com alcool etilico, desidratado e seco. De 500 g de
crista de galo rendeu 500 mg de HA (BOAS, 1949; KANG et al., 2010).

» Extracdo com agua destilada seguido de processo enzimatico. As
cristas de galo foram cortadas, desidratadas, deslipidificadas em acetona e pesadas.
Apos essa preparacao, foi adicionado agua destilada, permanecendo em repouso por
48 horas, sendo o produto obtido centrifugado. Apds a centrifugacao foi adicionado
solucéo de cloreto de sodio 0,2 mol/L no sobrenadante e o HA foi precipitado com 3
volumes de alcool etilico 95% (Fracao I). O residuo da centrifugacao foi novamente
triturado, colocado em agua destilada 4 °C por 3 dias para a extracao e centrifugado,
sendo que ndo houve a formacéo de precipitado quando adicionado alcool etilico
(Fracdo Il). Novamente houve a adicao de cloreto de sédio 1 Mol/L a 4 °C no residuo
da centrifugacdo para extracdo, sendo este material precipitado com etanol (Fracao
[ll). O precipitado foi suspenso em solucdo tampaéo tris pH 8,0 e digerido com uma
pronase. O produto foi centrifugado, sendo que no sobrenadante foi adicionado etanol,
e 0 precipitado retirado. As fracdes precipitadas foram lavados com etanol e éter,
secos e pesados (SWANN, 1968).

Em outro trabalho para obtencdo de HA de baixo peso molecular as cristas
de galo foram desidratadas com acetona e moidas, resultando em particulas de 1 a 2
mm. O material foi submetido a uma etapa de extracdo, onde foi umedecido com agua
destilada por aproximadamente 2 horas, sendo essa etapa repetida por trés vezes. A
solucdo resultante continha proteinas, que foram removidas através da adi¢do da
mistura de cloreto de sédio e cloroférmio por um periodo de 3 horas. O material obtido
submetido a uma etapa de precipitacdo com etanol, o precipitado separado por uma
filtracdo a vacuo, resultando o produto bruto (HA). O produto bruto dissolvido em
solucéo de cloreto de sodio 0,1 mol/L e cloroférmio, para remocao das proteinas, para

gue entdo passe por uma etapa de digestdo enzimatica. Por fim, o material passa por
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etapas de precipitacdo, para que entdo o material seja esterilizado a vacuo
(ALKAYALI, 2006).

» Tratamento com sais: Cristas de galo foram descongelados, moidas e
lavadas com 70% de etanol por duas vezes seguidas de lavagem com etanol 95%. Em
seguida as cristas foram misturadas com 3 L de agua a 50°C para adicdo de uma
protease. Apods a digestdo, a camada superior que continha lipideos foi eliminada e a
camada de baixo foi reaproveitada passando por uma nova digestdo com protease
durante 12 horas. Assim a solucéo foi filtrada até se obter uma solucao limpida e um
extrato de HA foi obtido. O extrato foi misturado com solugcéo de NaCl e precipitado
com etanol. O precipitado foi filtrado e seco por liofilizagdo. Em seguida o pd do extrato
de HA obtido foi dissolvido em 1 L de 4gua destilada, formando uma solucéo aquosa
a 0,1%. Solucdo com sais de célcio e fosfato foram preparadas e misturados em
conjunto com a solucéo do extrato. Apos agitacao da solugéo houve a adicdo de NaOH
até o pH 10. A solucéo resultante foi filtrada e centrifugada. Corrigido o pH da solucao,
adicionou-se NacCl e precipitou-se com etanol 95%. Assim o material foi filtrado e seco
por liofilizacdo, obtendo concentrac6es de proteinas inferiores a 0,02% e 90% de
pureza de HA (KIM et al., 2007).

» Extracdo do HA e purificacdo por ultrafiltracéo dos globos oculares
de peixe. Existem concentracdes consideraveis de HA no humor vitreo de olhos de
peixe. Murado et. al. (2012) extrairam e purificaram o HA do humor vitreo de olhos de
peixe. Para o processo de extracao utilizaram olhos do peixe espadarte e tubardo. Os
olhos foram cortados e separados por uma tela de nylon. O humor vitreo foi clarificado,
centrifugado, diafiltrado, misturados com solu¢céo de cloreto de sodio e precipitados
com alcool etilico. A solucédo resultante da precipitacdo foi incubada a 5°C, ocorrendo
a sedimentacdo do precipitado. O sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
redissolvido em &gua e adicionado &lcool etilico e neutralizado. A solucdo foi
centrifugada ocorrendo a separacdo do HA das proteinas. Por fim, ocorreu mais
etapas para purificagdo, e concentragao por diafiltracédo e ultrafiltracdo. As etapas de
purificac@o incluidas nesse experimento tiveram o objetivo de eliminar as proteinas

que estavam ligadas a matriz do proteoglicano (MURADO et al., 2012).
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Tabela 2 — Principais etapas para extracdo de HA a partir de tecidos conectivos

Desidratadas
(acetona)

Desidratadas Desidratadas | Desidratadas

Extracéo (acetona) (acetona) (etanol)
(Acetato de
Sédio) Secagem Centrifugacdo
Secagem Desidratadas
Extracao (etanol) Precinitacio
(Acetato de ptac Filtrac&o
I
sédio) (etanol)
L Precipitacdo
Precipitacao
© Tratamento (etgnolg (NaCle
I (Acido Tratamento Etanol)
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S e sulfato de | (cloroférmio | Cloroférmio : ~_ | (Cloreto de
2 amonio) e alcool Centrifugagao | 4icio e
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Dialise Correcgao de
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4.1.3 Aplicac¢bes do acido hialurénico

No mercado, o HA é um dos glicosaminoglicanos que possui alto valor
econdmico e tem intmeras aplicacbes (VAZQUEZ et al., 2013). As caracteristicas
fisico-quimicas notaveis do HA, como viscoelasticidade, biocompatibilidade e né&o
imunogenicidade levam a sua aplicacdo na area farmacéutica e médica. O HA auxilia

em processos cirurgicos oftalmologicos, na cicatrizacdo e regeneracao de feridas, na
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lubrificacdo do fluido das articulagbes e até mesmo como agente de liberacdo de
drogas por diferentes meios de administracdo, como em uso topico ou injetavel
(BROWN; JONES, 2005).

O HA de baixa massa molar tem aplicacdo em formulac¢des farmacéuticas
especificamente na formacgdo de hidrogel e farmacos para articulacées (YEUNG;
MARECAK, 1999). Uso tépico de HA é utilizado para reducdo dos sinais de
envelhecimento da pele. Teste de permeacao de HA de diferentes pesos moleculares
evidenciaram que acido hialurénico de baixo peso molecular (20-300 KDa) penetra
mais facilmente na pele, oferecendo a protecdo e sustentacdo e hidratacdo da
epiderme, ja& o acido hialurbnico de alto peso molecular (1000-1400 KDa) é
considerado impermeével, fazendo com que sua acéo seja na superficie garantindo
apenas que nao ocorra perda de agua (ESSENDOUBI et al., 2015).

Price, Berry e Navsaria (2007) apresentaram o efeito da aplicacdo de acido
hialurénico nas rugas faciais em 22 individuos. Eles verificaram que houve uma
melhora significativa nos sinais de envelhecimento, ou seja, nas linhas de expressao
e rugas faciais, e onde foi aplicado o HA confirmaram a recuperacéo da elasticidade
da pele, evidenciando sua eficacia.

O &cido hialurénico também age como um suporte ou matriz para
regeneracao de tecidos de feridas cronicas, auxiliando no reparo da regido lesionada.
A sua acdo é devido a algumas caracteristicas do material, como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, lubrificacdo da regido para diferenciacdo e crescimento celular e
manutencdo de um ambiente hidratado para infiltracdo das células (COLLINS;
BIRKINSHAW, 2013).

Existem no mercado varios produtos a base de acido hialurénico (Hylaform,
Captique, Restylane, Juvederm, Belotero, Puragen e Puragen Plus) que séo
destinados a correcoes de lesdes na pele. Esses produtos séo utilizados para corrigir
alteracdes decorrentes ao envelhecimento, como rugas, olheiras, entre outras (GOLD,
2007).

4.2 Celulose Bacteriana
As macromoléculas que dao resisténcia e servem como estrutura das

paredes celulares, matrizes ou exoesqueletos sdo considerados como polimeros

estruturais (SCHNEPP, 2013). A celulose é um dos polimeros estruturais que pode
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ser encontrado em arvores, plantas, algumas algas e também ser biossintetizado
extracelularmente por algumas espécies de bactérias (MOON et al., 2011).

A celulose € um polissacarideo que possui em sua estrutura unidades
repetidas de B-p-Glucose que estao unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4 (KLEMM et
al., 2005), conforme ilustrado na figura 3. A celulose bacteriana possui uma
nanoestrutura fibrilar com grupos de hidroxilas livres, possibilitando a formacgéo de
ligacbes de hidrogénio intermolecular e intramolecular que permite sua alta
conformabilidade, as quais determina suas propriedades mecanicas e fisicas, como
tracdo e rigidez da estrutura (CZAJA et al.,, 2007; SOLWAY; CLARK; LEVINSON,
2011).

Figura 3 - Estrutura quimica da celulose com ligacdes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular
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A celulose também pode apresentar diferentes formas cristalinas das
cadeias, como a celulose | (cel 1), celulose Il (cel 1l) e celulose Il (cel lll). Acell éo
padrdo da celulose nativa e mais predominante na natureza, a qual possui duas
formas cristalina distintas: la (triclinica) e IB (monociclica) (ATALLA; VANDERHART,
1984; FARIA-TISCHER et al., 2015), apresentando uma estrutura de cadeias
paralelas (Figura 4) (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A predominéncia de cada
forma cristalina ird depender da origem da celulose, ou seja, na celulose bacteriana
prevalece a estrutura la, enquanto que em celulose vegetal se predomina a estrutura
IB (SUGIYAMA; PERSSON; CHANZY, 1991). A cel Il possui cadeias antiparalelas
monoclinicas e podem ser obtidas através da conversao da celulose nativa em cel Il

através de reagOes de mercerizagdo e regeneracdo. A conversao de cadeias paralelas
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em anti-paralelas sao irreversiveis (FARIA-TISCHER et al.,, 2015; KOLPAK;
BLACKWELL, 1976; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991) . Por fim, a cel lll apresenta-
se em duas formas, que sao resultantes da conversao de cel | — cel Il e cel Il — cel
[, ap6s um tratamento com amonia liquida. As conversdes sdo consideradas
reversiveis, onde verifica-se que ambas possuem células unitdrias monoclinicas,
sendo que a cel Il possui cadeias paralelas e cel Illi possui cadeias anti-paralelas
(SARKO; MUGGLILB, 1973).

Figura 4 - Representacdo da estrutura da celulose I. la (triclinica) (a) e Ip
(monociclica) (b)
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As microfibrilas de celulose estdo distribuidas em regibes ordenadas
(regido cristalina) e em regides menos ordenadas (regides amorfas) (KLEMM et al.,
2005). Através de andlises de Raio X é possivel verificar o perfil de cristalinidade da
estrutura da celulose, classificando a celulose nos diferentes tipos existentes. Cel |
(la), quando analisada por Raio X, apresentou reflexos no 26 em torno de 14,5, 16,7,
20,2 e 22,5 °. A cel Il, monoclinica, no mesmo dominio angular apresentou reflexos

em torno de 12,2, 19,9 e 21,3°. Ja a cel lll no mesmo dominio angular apresentou 0s
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seguintes reflexos: 11,7, 17,3 e 20,8 °. Além desses dados, a cristalinidade do material
€ menor em cel Il e cel lll quando comparado com cel | (FARIA-TISCHER et al., 2015;
ISOGAI et al., 1989; SUGIYAMA; PERSSON; CHANZY, 1991).

Outro aspecto importante € a morfologia das diferentes formas estruturais
da celulose. Através da técnica de AFM (Microscopia de Forgca Atdmica) é possivel
verificar que a cel | apresenta feixes de fita com largura média de 57 nm, a cel Il
apresenta uma estrutra mas homogénia, sem fitas, e a cel Il apresenta microfibrilas
de 34 nm (FARIA-TISCHER et al., 2015).

Devido as caracteristicas estruturais desse biomaterial, a celulose
bacteriana apresenta propriedades Unicas, como: alta resisténcia a tracdo, elevado
grau de polimerizacao, alta capacidade de retencéo de agua, chegando até 100 vezes
seu peso, e alto indice de cristalinidade (70 a 80 %). O grau de polimerizacdo da
celulose bacteriana depende das condicbes de cultivos estabelecidas e do
microrganismo utilizado, variando de 300 a 10.000 unidades de celobiose (CHAWLA
et al., 2009; VITTA; THIRUVENGADAM, 2012).

4.2.1 Producéo de Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana foi descoberta através de um experimento
desenvolvido por Hestrin e Schramm em 1954. Esses pesquisadores produziram
celulose bacteriana com a bactéria gram-negativa Acetobacter xylinum utilizando
glicose como substrato e com aplicacdo de oxigénio durante o processo de
fermentacdo. Através desse experimento evidenciaram que a celulose produzida
apresentava-se livre de lignina, hemicelulose, pectina e outras substancias
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

Em 1997, a A. xylinum, utilizada por Hestrin e Schramm, foi reclassificada
para Gluconacetobacter xylinus por Yamada, Hoshino e Ishikawa (YAMADA;
HOSHINO; ISHIKAWA, 1997). A Gluconacetobacter xylinus apresenta-se em forma
de bastonetes e sdo estritamente aerdbicas (MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 2010).
Microrganismos do género Gluconacetobacter sdo usualmente encontrados na
producdo de vinagre, bebidas alcodlicas e em sucos de frutas (GONZALEZ et al.,
2004).

Além da G. xylinus existem outras bactérias do mesmo género que sao

biossintetizantes de celulose bacteriana, como a Gluconacetobacter hansenii, que foi
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0 microrganismo utilizado nesse trabalho. A G. hansenii apresenta-se em forma de
bastonetes com dimensdes de 0,5 - 0,8 até 1,0 — 1,5 um (LISDIYANTI et al., 2006).

Atualmente a via da biossintese (Figura 5) para producédo de celulose é
bem conhecida. As reacdes da via ocorre entre a membrana externa e a membrana
citoplasmatica denominada de regido periplasmética. Nessas reacdes envolve a
conversdo da glicose, como substrato, em celulose, através da acdo de quatro
enzimas especificas. Primeiramente a glicose € fosforilada em glicose-6-fosfato pela
acado da enzima glicoquinase (GK). Em seguida glicose-6-fosfato € convertida em
glicose-1-fosfato pela acdo da enzima fosfoglucomutase (PGM) através de uma
reacdo de isomerizacdo. Apdés a reacdo de conversdo a glicose-1-fosfato é
transformada em uridina difosfato glicose (UDP-glicose) pela enzima UDP-glicose-
pirofosforilase (UGP). Por fim, a molécula de UDP-glicose produzida € utilizada como
substrato pela enzima celulose sintase (CS) para dar inicio a reacao da polimerizacao
da glicose nas cadeias [3-1,4-glicose (LEE et al., 2014; ROSS; MAYER; BENZIMAN,
1991).

Em uma unica célula a celulose sintase pode polimerizar cerca de 200.000
moléculas de glicose por segundo, sendo que cada microfibrila de celulose apresenta
de 1 a 25 nm de largura, correspondendo de 10 a 250 fitas, e 1 — 9 um de comprimento,
correspondendo a 2.000 a 18.000 residuos de glicose. Cada fita de celulose liberada
extracelularmente é composta por aproximadamente 46 microfibrilas de celulose (LIN
et al., 2013).

Apoés a polimerizacdo dos mondémeros de glicose em cadeias poliméricas
lineares ocorre a excrecdo dessas cadeias para superficie celular no ambiente
extracelular através do complexo parede/membrana para que possam ser unidas e
cristalizadas em fitas de microfibrilas de celulose altamente organizadas através da
acao da enzima celulose sintase (CHAWLA et al., 2009; ROSS; MAYER; BENZIMAN,
1991). A celulose sintase é ativada alostericamente pelo acido diguanilmonofosfato
(c-di-GMP) que esta ligado a membrana. Caso esse ativador esteja ausente a enzima
permanece inativa ou apresenta baixa atividade enzimatica, mas com a adi¢cao de
dinucleotideos ciclicos estimula a acao da celulose sintase. O di-GMPc é considerado
um efetor alostérico que se liga reversivelmente na enzima em um sitio distinto ao do
substrato (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

A pelicula de celulose bacteriana formada na interface ar/liquido tem mais

acesso ao oxigénio necessario para seu crescimento, tem a funcéo de proteger as
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células contra as radiagbes UV, aumentando a capacidade de colonizacdo das
bactérias sobre os substratos presentes no meio de cultivo e por ser uma biomaterial
higroscopico permite manter a umidade do ambiente enquanto a bactéria esta
produzindo (CHAVEZ-PACHECO et al., 2004; WILLIAMS; CANNON, 1989).

Figura 5 - Via bioquimica para a sintese de celulose por G. xylinus.
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Considerando que a pelicula gelatinosa de celulose bacteriana excretada é
de alto grau de pureza, o método purificacdo para eliminacdo de impureza é
relativamente simples, ou seja, a membrana de celulose deve ser tratada com uma
solucdo de hidroxido de sodio para eliminacdo das bactérias que estdo inseridas na
pelicula e em seguida lavada com agua exaustivamente até pH neutro (KESHK, 2014;
MOON et al., 2011).

4.2.1.1 CondicOes para producdo da celulose bacteriana
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As condicbes em que sao submetidas a cultura pode influenciar na
estrutura e forma da membrana de celulose produzida. Na literatura encontra-se
estudos de producéao de celulose em condicfes estaticas e sob agitacdo, o que origina
microfibrilas de diferentes formas. Quando a cultura € estatica a membrana de
celulose produzida pelo microrganismo fica aglomerada na superficie e as
microbifrilas encontram-se uniaxialmente orientadas. Quando a cultura sob condi¢do
agitada forma-se pedacos de membranas dispersos no meio, ou seja, apresenta um
estrutura desordenada com microfibrilas mais finas devido a forca que é exercida
durante a agitagéo (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; GOELZER et al., 2009;
KESHK, 2014). As microfibrilas de celulose produzidas por fermentagéo em condi¢des
estéaticas por 10 dias, utilizando como substrato a glicose, apresentam membranas
com uma largura de 60 — 80 nm (GOELZER et al., 2009).

Além da estrutura o rendimento da celulose bacteriana também é
dependente da condi¢des submetidas (agitacdo ou estatica), do meio de cultivo e da
concentracéo da fonte de carbono utilizado (CHAWLA et al., 2009). Diferentes fontes
de carbono, como monossacarideos, dissacarideos e alcoois podem ser utilizados
como substrato para producdo de membranas de celulose por G. xylinus. Utilizando o
glicerol como fonte de carbono resulta em um maior rendimento e uma menor taxa de
consumo, ja a glicose, como fonte de carbono, é consumida quase totalmente depois
de 7 dias de fermentacdo e proporciona maiores valores de cristalinidade para
celulose bacteriana (KESHK; SAMESHIMA, 2005). Fontes alternativas, como
residuos industriais, também podem ser utilizados como fontes de carbono, o que
impacta no custo da producdo (GOELZER et al., 2009). Quando cultivada em
condicBes estaticas no terceiro dia de incubacdo a quantidade de celulose aumenta
linearmente (MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993).

Outro fator importante para producdo de BC é o pH, podendo variar de
acordo com a fonte de carbono utilizada. A faixa de pH deve estar entre de 4,0 — 6,0.
Em cultura estatica ocorre a diminui¢do do pH devido a respiragéo celular que envolve
a oxidacédo do etanol a &cido acético e a converséo de glicose em &cido glucénico (LIN
et al.,, 2013; MASAOKA; OHE; SAKOTA, 1993), sendo assim o pH deve ser
monitorado constantemente. A temperatura 6tima de producéo de BC varia entre 28
°C a 30 °C (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000).
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4.2.2 Aplicagbes Celulose Bacteriana

Ao longo do tempo inumeros estudos vém demonstrando diversas
aplicacoes para a celulose bacteriana devido as suas propriedades. Na area da saude
a membrana de celulose bacteriana tem seu maior uso, no tratamento de feridas e em
enxerto ésseo ou de pele, pois possui uma estrutura microfibrilar que se assemelha a
matrix extracelular da pele humana, auxiliando no processo de cicatrizacao (CZAJA
et al., 2007; LUAN et al., 2012).

A membrana de celulose bacteriana proporciona o crescimento dos vasos
sanguineos, regulando a angiogénese, e a formacao de derme e epiderme através da
regulacdo da expressdo de colageno, sem efeitos toxicos (KWAK et al., 2015).
Queimaduras de segundo grau e feridas de Ulceras diabéticas também podem ser
curadas pela aplicagdo de membranas de celulose bacteriana, a qual atua como
suporte para regeneracédo do tecido e formacao de células endoteliais, encurtando o
tempo de epitelizacdo (SOLWAY; CLARK; LEVINSON, 2011). Por ser um material
transparente as membranas de celulose proporcionam o monitoramento da
cicatrizacdo de ferida quando utilizado como um curativo na superficie da pele (LI et
al., 2014).

Devido as propriedades mecanicas desse biomaterial também vem se
estudando o uso da celulose como tecido cardiovascular (KESHK, 2014). A celulose
bacteriana na forma de hidrogéis tubulares foram aplicadas em ovelhas como enxerto
vasculares com intuito de substituir as artérias carodticas. A BC desempenhou um
papel importante como um suporte para neoformacéo da parede vascular, porém de
baixa permeabilidade, sendo considerado como um material promissor para cirurgias
cardiovascular (SCHERNER et al., 2014).

Ressaltando que, para ser utilizada como material biomédico deve ser
biocompativel, ou seja, quando em contato com o ser vivo ndo deve causar nenhum
feito toxico ou alérgico (CZAJA et al., 2007).

Além da area da saude a celulose bacteriana pode ser aplicada em alto
falantes e fone de ouvido, propiciando alta velocidade do som e baixa perda de
dindmica; na producdo de papel; em dispositivos médicos; em membrana de
separacao, entre outras finalidades (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000).

A celulose bacteriana também possui aplicagdo na area alimenticia devido

algumas propriedades, como capacidade de formar géis e alta viscosidade. Dentre as
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suas aplicacdes destaca-se o gel de celulose bacteriana, denominado de Nata, que
atualmente é utilizada como sobremesa; a utilizagdo em alimentos como espessante,
estabilizante e modificador da textura; e a utilizacdo como material de embalagem de
alimentos (SHI et al., 2014).

4.2.3 Compdsitos poliméricos a base de Celulose Bacteriana

A juncdo de diferentes compostos com a celulose bacteriana formam
compositos poliméricos com cristalinidades e propriedades térmicas diferentes
(OLIVEIRA BARUD et al.,, 2015). O desenvolvimento de materiais artificiais com
principios biomiméticos tem sido estudado. Esses biomateriais tem como
caracteristica uma estrutura fibrosa em nanoescala que podem ser utilizados na
reproducdo da matriz extracelular, permitindo a constru¢do de andaimes com base
em nanofibras que auxiliam na engenharia de tecidos. Diferentes biopolimeros
naturais unidos podem formar nanofibras multifuncionais com atuacéao na regeneracao
tecidual (ASHAMMAKHI et al., 2012).

Na literatura pode-se encontrar diferentes exemplos de compostos que
podem ser adicionados no meio de cultivo da celulose bacteriana com intuito de avaliar
as alteragcbes na morfologia, rendimento e cristalinidade e produzir diferentes
biomateriais para aplicacédo na area biomédica, como o Acido Hialurénico produzido
por Streptococcus (DE OLYVEIRA et al., 2015; LOPES et al., 2014), 6xido de grafeno
(ZHU et al., 2015), poli-3-hidroxibutirato (PHB) (RUKA; SIMON; DEAN, 2013), agar
(BAE; SUGANO; SHODA, 2004), condroitin sulfato (EL-HOSENY et al., 2015) e amido
(GRANDE et al., 2009). Esses compostos interagem com a rede fibrilar da celulose
bacteriana que esta sendo produzida pela bactéria (RAJWADE; PAKNIKAR;
KUMBHAR, 2015).

A mistura de um biopolimero natural, como &cido hialurénico, com a
celulose bacteriana resulta em membranas hibridas com diferentes cristalinidades e
diferentes propriedades térmicas e morfologicas (LOPES et al.,, 2014). Quando
formados os compdsitos de BC-HA, o HA interage com as nanofibrilas de celulose
bacteriana pelas regides amorfas (LI et al., 2014). O HA tem um papel importante nas
membranas de celulose, pois contribuem para proliferacao, diferenciagcdo e migracao

das células durante a regeneracéo e cicatrizagcdo de tecidos (GERECHT et al., 2007).
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Membranas de BC-HA foram desenvolvidas através da impregnacédo da
celulose bacteriana em diferentes concentracdes de HA. Apos o desenvolvimento do
material houve a caracterizacdo. Mediante aos resultados obtidos através de testes
de crescimento celular e andlise histoldgica verificou-se que o composito formulado
apresentou melhor capacidade de absorcdo de &gua, quando comparado com a BC
pura, 0 que satisfaz aos requisitos de respiracdo da pele lesada. Os filmes BC-HA
também proporcionaram o crescimento, adesdo e proliferacdo das células de
fibroblastos humanos, evidenciando sua baixa toxicidade, e dependendo da
concentracdo de HA utilizada apresentou resultados significantes na reparacao de
tecido (LI et al., 2015).

Em relacédo a capacidade de retencdo de agua, quando formado BC-HA, o
HA aumenta a hidrofilicidade da superficie da pelicula, fazendo com que a perda de
agua pela celulose seja mais lenta, o que permite que o ambiente em que esti
aplicada a pelicula permaneca Uumido por mais tempo, aumentando a capacidade de
cicatrizacdo (LI et al., 2014).

Nesse sentido a formacdo de biomateriais compostos por celulose
bacteriana e &cido hialurénico desperta interesse tanto por obter novos materiais que
apresentam propriedades distintas e/ou melhoradas, tanto pela sua capacidade de
mimetizar um ambiente mais proximo ao tecido original (pele) acelerando a

regeneracao.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Materiais

As cristas de frango utilizada para o isolamento do acido hialurénico foi
obtida de um abatedouro localizado em Jaguapitd no estado do Parana, onde foram
mantidas congeladas em freezer a -20°C. O &cido hialurénico isolado (HA-SAB)
passou por um processo enzimatico com duas enzimas: uma lipase denominada de
Lipolase (Lipolase 100 L, batch LAP40080) e uma protease denominada de Novo Pro-
D (Novo Pro-D Enzyme, batch PBVD1001). Ambas enzimas foram gentilmente
fornecidas pela Novozymes Latin América (Araucéria, Parana, Brasil). A resina
anibnica utilizada no processo de isolamento do acido hialurdénico foi a LEWATIT S
5428 da Lanxess, Sao Paulo.

O acido hiaurénico padrao (HA-P; Hyaluronic Acid sodium salt produzido a
partir de Streptococcus equi; batch BCBB0912) foi comprado na empresa Sigma-
Aldrich e a cepa utilizada nesse estudo para a producao de celulose bacteriana foi a
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769, sendo essa obtida na Fundagcdo André

Tosello localizado em Campinas, S&o Paulo.

5.2 Meétodos

5.2.1 Testes Preliminares

Para realizacdo dos teste preliminares 1,2 kg de cristas de frango foram
descongeladas e trituradas até virar uma pasta com auxilio de um liquidificador. Em
seguida as cristas foram desidratadas com acetona e deslipidificadas com cloroférmio
pelo método de Shoxlet. Apds essa etapa o material obtido passou por uma digestéo
enzimatica com uma protease sob condi¢des controladas, pH 7,8 e temperatura 58°C
respectivamente. O material obtido foi precipitado com etanol na proporgéo de 1:1
(v/v) e seco em estufa a 50 °C por no minimo 12 horas.

Devido os resultados insatisfatorios obtidos nesse primeiro teste foram
realizadas novas etapas. O produto obtido foi submetido a uma nova digestao
enzimatica com uma protease, dialise com agua destilada, centrifugacdo a 9.000 RPM
e 6 °C por 10 minutos, liofilizagao, lavagem com etanol, centrifugacdo e secagem em
estufa a 50 °C por no minimo 12 horas (OLIVEIRA, 2015).
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5.2.2 Método de extracdo do &cido hialurénico das cristas de frango

5,788 kg de cristas de frango foram descongeladas e trituradas com agua
destilada até virar uma pasta com auxilio de um liquidificador. As cristas foram
submetidas a uma digestdo enzimatica com uma Protease (Enzima Novo Pro D -
Novozymes) e uma Lipase (Lipolase - Novozymes). O pH e a temperatura do processo
foram monitorados para que permanecesse dentro da faixa de pH e temperatura 6tima
da acdo das enzimas, pH aproximadamente 7,5 e temperatura aproximadamente
58°C. Primeiramente, logo apdés a correcdo do pH e temperatura, foi adicionado 3 mL
da Lipolase nos seguintes tempos: tempo 0: 1mL; tempo 1 (dez minutos depois da
primeira adi¢do): 1 mL; tempo 2 (dez minutos depois da segunda adi¢cdo): 1 mL. A
lipolase ficou agindo por uma hora. Em seguida a protease foi adicionada em trés
tempos, conforme os tempos estabelecidos para a adicdo da lipolase. A etapa de
digestdo enzimatica ocorreu sob agitacdo constante.

A solucao resultante formou duas fases, sendo a fase lipidica descartada e
na fase aquosa adicionada resina anionica e a solucao aquecida a 50°C por 14 horas.
Apls a interacdo da resina com a amostra, a resina foi coletada e o liquido,
considerado com efluente, foi descartado. A resina foi transferida para uma coluna e
eluida com solucao de cloreto de sédio 12% (m/v).

O extrato de HA obtido foi tratado com cloreto de calcio (10 g/L) e fosfato
dissédico (10 g/L), onde foi primeiramente adicionado o fosfato dissddico e apés 10
min. de reacdo foi adicionado o cloreto de calcio. Ao término dessa etapa a solucao
permaneceu em repouso até a formacado de um precipitado, sendo esse filtrado para
separacdo de impurezas proteicas da solucdo. Na solucéo filtrada foi adicionado
etanol na solugcdo, em uma propor¢cdo de 1:1 (v/v), e deixado em repouso no
congelador por 24 horas. Apds o tempo determinado, a solucéo foi filtrada a vacuo,

sendo que o precipitado ficou retido no papel filtro. O material foi seco a 50 °C.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de extracdo do acido hialurénico da crista de

frango.
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Peso Umido: 5,788 kqg

Adicionadas em um reator de 6 L

Enzimas: Lipase e Protease

pH: 7,5

Temperatura: 58 °C

Agitacdo Constante por 24 horas

600 mL de Resina anidnica
Temperatura: 50 °C
Agitacdo Constante por 24 horas

Eluicdo: NaCl 12% (m/v)

Adicao de Fosfato Dissodio (10g/L)
Adicao do Cloreto de Calcio (10g/L)

Alcool Etilico 1:1 (v/v)

Estufa a 50 °C
Peso produto: 9,886 g
Rendimento: 0.17 % (m/m)
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5.2.3 Producao de membranas de celulose

5.2.3.1 Microrganismo, condi¢éo de estocagem e preparo do meio de cultura

As bactérias utilizadas neste estudo para producdo de membrana de
celulose bacteriana foi a Gluconacetobacter hansenni ATCC 23769 de procedéncia
da fundagcdo André Tosello, Campinas, Sdo Paulo, Brasil. A cepa G. Hansenni foi

estocada em glicerol 30 % a -80 °C. O meio para producédo das membranas €&

5.2.3.2 Preparo do pré-inoculo e processo de Fermentacao

A cepa bacteriana G. hansenni foi ativada e sincronizada em meio de
Hestrin-Schramm’s (HS) constituido de 32 g.L! de glicose, 4 g.L ! de extrato de
levedura, 4 g.L! de peptona, 4 g.L"! de Na2HPO4 e 0,92 g.L* de &cido citrico, por 48
horas e 28 °C. A concentracdo das células foram ajustadas para 5 % e uma aliquota
de 1 uL foi transferia para 80 mL de meio HS modificado.

Pela agitacdo do frasco durante o crescimento da cultura apareceu uma
fina suspensédo de células e aglomerados irregulares de diferentes tamanhos. Apés
dois dias de crescimento as células em suspensdo foram transferidas para um
erlenmeyer contendo 720 mL de meio Hestrin-Schramm’s, misturadas e transferidas
para placas de petri em um volume de 55 mL em cada placa. A producéo de celulose
bacteriana foi realizada em condi¢des estéaticas por 10 dias a 28°C, independente da

presenca ou nao do acido hialurdnico.
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Figura 7 - Fluxograma do processo producédo de membranas de celulose nativa e dos
compoésitos poliméricos
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Os compositos poliméricos de celulose bacteriana e acido hialurénico
(BCHA-SAB) foram obtidas pela adicdo de uma solucdo de HA-SAB 11% (m/v),
previamente preparada, nas placas de petri contendo 55 mL do inéculo, resultando
em uma concentracéo final de 1% (m/v) de HA-SAB. O HA-SAB foi adicionado ao
inoculo em dois momentos diferentes: no primeiro dia de fermentacdo (BCHA-SABTO)
e no terceiro dia de fermentacdo BCHA-SABT3. Ao término dos dez dias de
fermentacdo as membranas de celuloses bacterianas foram removidas da cultura
estatica e purificadas através da imersdo em uma solu¢do aquosa de NaOH 2% por
um dia. As peliculas de celulose bacteriana nativa e os compésitos poliméricos foram

lavadas com agua destilada exaustivamente até remover completamente a solucao
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alcalina e deixa-las em pH neutro. As membranas foram secas em estufas a 40 °C
(LOPES et al., 2014).

5.2.4 Caracterizacdo do Acido Hialurdnico Isolado (HA-SAB), da membrana de
celulose bacteriana nativa e dos compdsitos poliméricos

5.24.1 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR das amostras foram obtidos através do
espectrometro de infravermelho Shimadzu FT-IR 8300 (Shimadzu, Japan) no modo
de transmissao e no intervalo de 4000 a 400 cm™ com uma resolugdo de 4 cm™. Os
espectros de FT-IR foram realizados no Laboratério Multiusuario da Universidade
Estadual de Londrina.

Uma porgédo da amostra de HA-SAB foi misturada com um sal, o brometo
de potéssio (Kbr), triturou e prensou através de uma prensa hidraulica em alta
pressdo, a fim de formar uma pastilha translucida por onde a luz pode passar. O
brometo de potassio ndo interfere nos resultados, pois ndo absorve as radiacdes
infravermelha, fazendo com os sinais sejam apenas do analito. Também foi realizado
analise de FT-IR do acido hialurénico padrao para comparacao dos espectros obtidos.

Para andlise das membranas foram utilizadas amostras secas de
membranas de celulose bacteriana nativa e dos compdsitos poliméricos. Essas

amostras foram analisadas diretamente no equipamento através de um suporte.

5.2.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN)

Para caracterizacdo do HA-SAB, HA-P, membrana de celulose nativa e
compaositos poliméricos por RMN os experimentos foram realizados a 24 °C no
equipamento ADVANCE 400 da Bruker que esta localizado no Laboratoério
Multiusuario de Ressonancia Magnética Nuclear da UEL. Este equipamento foi
operado a 100,6 MHz para carbono (*3C) através da técnica de polarizacdo cruzada
(CP) e rotacéo no angulo magico (MAS).

Atraves dos espectros foi possivel calcular o indice de cristalinidade das
membranas com a Equagéo 1, onde I € o indice de cristalinidade, | € o valor da

integracao do pico cristalino do C4 e la é o valor da integragéo do pico amorfo do C4.
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A integrac@o dos picos foi realizada com auxilio do software 1D NMR Processor
(FARIA-TISCHER et al., 2015).

le=I/(la+1) x 100 Equacéo 1

5.2.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

A degradacdo térmica do HA-P e HA-SAB foi realizada através do
analisador térmico fabricado pela Netzsch, modelo STA 449 F3 Jupiter. Durante a
andlise foi utilizado N2 como gas de purga com uma vazdo de 50 mL.mint.0Os
experimentos foram conduzidos em condi¢cdes atmosféricas controladas, na faixa de
25 °a 900 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °/min. Aproximadamente 5 mg de
amostra foi colocada no cadinho de alumina, utilizando um cadinho vazio como
referéncia.

A analise termogravimétrica das membranas de celuloses nativa e dos
compoésitos poliméricos foi realizado em condi¢cdes atmosféricas controladas, em uma
taxa de aquecimento de 30 °C por min. na faixa de 50 ° a 600 °C, usando o TGA o
analisador térmico 50 Shimadzu (LOPES et al., 2014).

A anadlise de degradacdo térmica do HA-SAB e HA-P foi realizada na
Universidade Federal do Parana e das membranas foram realizados no Laboratorio

Multiusuario da Universidade Estadual de Londrina.

5.24.4 Determinacdo da massa molar e homogeneidade do HA-SAB e HA-P

HPSEC (Cromatografia de Exclusdo por tamanho de alta performance)
acoplada com multidetectores foi utilizada para determinar a massa molar numérica
(Mn), a massa molar média ponderal (My) e a polidispersividade (PD=Mw/Mn) das
amostras em um modelo Waters 2410 equipado com quatro colunas (Ultrahydrogel
2000, 500, 250 e 120 de peso molecular, variando de 7 x 10% a 1 x 10?2 g mol%, Milford,
MA, EUA). Este equipamento estava ligado em seérie e acoplado ao sistema
multidetec¢do consistindo de um detector de indice de refracdo (RI) Waters 2410
(Milford, MA, USA) e de um detector de espalhamento de luz laser multi angular
(MALLS) DSP-F Wyatt Technology (Santa Barbara, CA, EUA).
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Utilizou-se NaNO:2 (0,1 mol L) contendo NaNs (0,5 g L'') como eluente a
um fluxo de 0,6 mL mint. As amostras HA-P e HA-SAB foram dispersas no eluente
gerando concentragées de 1,0 mg mLt e 2,5 mg mL™?, respectivamente, e filtradas
(0,22 pm, filtros de acetato de celulose, Millipore). Apés a extracdo, o material
resultante correspondente a amostra HA-SAB foi dialisada antes da preparagéo das
experiéncias HPSEC. Os experimentos foram conduzidos a 25 °C. O valor dn/dc foi
obtido a partir da literatura (KANG et al., 2010) e definido a 0,185 cm? g. Os dados
foram analisados utilizando o software ASTRA 4.70.07.

5.2.4.5 Difracdo de Raio X (DRX)

As amostras das membranas de celulose bacteriana nativa e dos
compasitos poliméricos foram analisadas por difratometria de raios X 8 - 26 utilizando
o Difratbmetro Panalytical X"Pert PRO MPD. O feixe monocromaético incidente de Cu
(K2) foi excitado a 40 kV e 30 mA, sendo registrado a partir de 5 a 60° (26) com uma
taxa de varredura de 0,002°/s. O tamanho do cristalito foi medido pela equacéo de
Scherrer (Equacéo 2), onde K é 0,90 (fator de forma), o comprimento de onda é A=
1,5418 Ae 0 éo angulo de difragdo a partir da amostra em graus e 3 é a largura a
meia altura (FWHM) em 2 6 radianos. Para a difragdo de Raio-X 0s picos obtidos
estavam de acordo com a funcgao lorentziana, sendo assim 3 deveria ser corrigido
subtraindo-se pela FWHM instrumental (Binst) @ partir da medida 1 (Bmeas), conforme
demonstrado na Equacao 3 (MERCI et al., 2015).

k.A

=m Equacéao 2
20"

Bo=ers—Bsnmea EAUAGEO 3
O indice de cristalinidade foi determinado pelo método de Segal (Equagéo
4), onde lam € a intensidade do halo amorfo em 18.05° (20) e looz € a intensidade do

pico de difragdo 002 da celulose.

lc= 1 lam/loo2 X 100 Equacéao 4
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5.2.4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das membranas foi analisada usando microscépio eletrénico
FEI Quanta 200 (Holanda). Fragmentos de NXN foram montados em suporte de
aluminio com fita de carbono dupla face, pulverizadas com um filme de ouro (40 — 50
nm) (BALTEC SDC 050, Alemanha) e observadas em microscopio eletrénico de
varredura. As eletromicrografias foram elevadas em modo topograficos (elétrons
secundarios) a 20 kV. As foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Microanalise (LMEM) na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

5.2.4.7 Microscopia de forga atdmica (AFM)

As imagens de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) foram obtidas no
modo Tapping Mode usando microscopio NanoSurf Flex AFM (NanoSurf,
Switzerland). A andlise foi realizada em ar a temperatura ambiente e as imagens de
topografia (10x10 pm?, 512 x 512 pixels) foram coletadas com velocidade de
escaneamento de 1 a 3 Hz. O tratamento das imagens foi feito usando o software
Gwyddion e foram analisadas topografia e rugosidade das membranas. As imagens
de microscopia de forca atbmica foram realizadas na Universidade Estadual de
Londrina (UEL).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Otimizagéo do processo de isolamento do &cido hialurénico

Durante a etapa de otimizacdo do processo de isolamento do acido
hialurénico da crista de frango foram realizados alguns testes preliminares com intuito
de definir as principais etapas de producéo do acido hialurénico e obter um material
mais puro.

Os primeiros testes realizados envolveram etapas de trituracao,
desidratacdo com acetona, deslipidificacdo com cloroférmio pelo método de Soxhlet,
digestdo enziméatica com uma protease comercial, precipitacdo com etanol e
secagem, porém quando analisado o material por RMN de *3C verificou-se grande
guantidade de aminoacidos e lipideos. Com os resultados obtidos o produto foi
submetidos a um novo processo, que envolveram etapas de digestdo enzimatica com
uma protease, dialise, centrifugacéo, lavagem com etanol, centrifugacédo e secagem,
no entanto quando caracterizado o material pela técnica de RMN de '3C no estado
sélido foi verificado grande quantidade de proteina, sendo inviavel uma nova
purificagao.

Apés resultados ndo satisfatorios foi definido uma nova metodologia para
isolamento do &cido hialurdnico. O novo processo estabelecido envolveu a utilizagédo
de uma mistura de enzimas comerciais (protease e lipase), devido a algumas
vantagens, quanto ao desmembramento do material organico do subproduto animal
se comparado ao processo de deslipidificagdo com solvente organico, que gera ainda
um passivo ambiental grande. Outra mudanga foi a utilizagdo de uma resina anionica,
visto que permitem a separacdo de compostos ionizados de modo seletivo frente aos
neutros, extraindo o produto de interesse, e ainda pode ser reutilizado em novas
extracoes.

Em ambos os processos as cristas de frango foram primeiramente
trituradas e houve a utilizagdo de pelos menos uma enzima (protease). A trituragao e
homogeneizacéo do tecido aumentam a superficie de contato do material, facilitando
0 processo de extracao. Processos enzimaticos e com solventes organicos agem nas
estruturas celulares facilitando a desintegracdo do material e liberacdo do
glicosaminoglicano, HA (IGNATOVA; GURQV, 1990).

A Figura 8 contém a sequéncia das etapas do processo de isolamento de

HA da crista de frango otimizado.
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Figura 8 - llustracdo das etapas do processo de extracdo do acido hialurdénico da
crista de frango: (A) Antes e depois da acéo das enzimas (protease e lipase) sobre as
cristas de frango, fase lipidica descartada do processo; (B) Antes de depois da
interacdo da resina anibnica com solucado resultante da etapa anterior. Fase liquida
descartada do processo; (C) Antes e depois da analise cromatogréafica. A eluicdo do
GAG ocorreu com um solucéo de cloreto de sdédio 12%; (D) Precipitacdo salting out
com fosfato dissddico e cloreto de calcio; (E) Apds a precipitacdo ocorreu a filtracdo e
0 precipitado foi descartado e a parte liquida continuou no processo para precipitacao
com etanol; (F) Com a formacéo do precipitado o material foi filtrado e retido no papel
filtro; (G) Produto obtido apds a secagem.

(A) Trituragao e (B) Interagao resina (C) Eluicao com NacCl
Digestdo Enzimatica anionica com GAG VA

(F) Recuperacgao do (E) Solucao apos a
precipitado filtragdo

Levando em consideracdo as etapas utilizadas no isolamento do HA da
crista de frango destaca-se o0 uso de uma resina de troca idnica sintética. Resinas ou
colunas de troca ibnica auxiliam no fracionamento do 4cido hialurénico com diferentes
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massas moleculares a partir de um gradiente de eluicdo, sendo que em concentracdes
baixas, em torno de 0,05 M do eluente (NaCl), ocorre primeiramente a eluicdo de
substancias indesejaveis, como as proteinas (BERMAN, 1963; SHIMADA;
MATSUMURA, 1977; YUAN et al., 2015). O fracionamento do HA ocorre quando o
grupo carboxilico da molécula de HA esta na sua forma ionizada COO- (carboxilato),
pKa em torno de 4, fazendo com que ocorra a interagao deste com a resina, trocando
0 grupamento anibnico. Portanto, quanto maior o numero de grupos carregados
presentes na molécula maior sera a massa molar do glicosaminoglicano obtido.

ApoOs a eluigdo do extrato foi realizado um tratamento com sais de cloreto
de calcio e fosfato dissédico. Este tratamento baseia-se no efeito de "salting out". O
efeito salting out esta relacionado com a reducao da solubilidade em &gua da proteina
em uma solucdo, pela adicdo de sais, ocorrendo assim a precipitacdo (ARAKAWA,
TIMASHEFF; ARAKAWA S.N., 1984). A ordem de adi¢ao dos sais e a escolha dos
mesmos foi baseada na série de Hofmeister, que classifica a influéncia dos ions em
uma variedade de processos aquosos. Na série contém uma sequéncia de ions
classificados de acordo de sua capacidade de interferir na solubilidade de proteinas
(Anions: CO3% > SO42- > S203% > H.PO* > F > CI' > Br NO* > |' > CIO* > SCN-/
Cétions: Mg?* < Ca?* < H* < Na* < K* < Cs* < NH* < N(CHz3)4"). O efeito dos anions
€ maior do que dos cations em uma solucéo, sendo que os membros inicias da série
aumentam a tensdo superficial, diminui a solubilidade (salting out) e aumenta a
estabilidade das proteinas (MULLER; FAUDE, 2008; ZHANG; CREMER, 2006). O
extrato de acido hialurénico foi tratado com cloreto de célcio e fosfato dissédico para
a precipitacdo de impurezas proteicas. Esse método de purificacéo é eficaz e reduz o
uso de materiais organicos toxicos e ainda reduz etapas adicionais (KIM et al., 2007).

O processo de isolamento de acido hialurénico utilizado neste trabalho
resultou na producdo de um HA de baixa massa molar, conforme sera discutido no
item 6.1.1.3 deste trabalho. Em geral, o acido hialurénico extraido da crista de galo
apresenta uma massa molar em torno de 1.10% KDa (SWANN, 1967). Foi obtido
9,886g de &cido hialurbnico (HA-SAB) a partir de 5,788 kg de crista de frango,
resultando em um rendimento de aproximadamente 0,17 % m/m em relacéo ao tecido
umido. O baixo rendimento e baixa polidispersividade do HA obtido pode estar
relacionado com a série de etapas que € submetida a crista de frango para o
isolamento do acido hialurdnico (BOERIU et al., 2013). Através dessa série de etapas

acredita-se que a baixa polidispersividade mostrou que a padronizacdo do processo
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foi eficiente, pois foi possivel obter de forma homogénea HA de peso moleculares

proximos.

6.1.1 Caracterizacdo do acido hialurénico da crista de frango

6.1.1.1 Caracterizacéo espectroscopica do acido hialurdnico da crista de frango

Para caracterizar a estrutura do material isolado da crista de frango foram
realizadas analises de espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e ressonancia
magnética nuclear (RMN). O material isolado de crista de frango foi analisado
comparativamente ao acido hialurénico de Streptococcus equi, aqui denominado de
HA-P (Hyaluronic Acid sodium salt Sigma, from S. equi; batch BCBB0912).

Foram analisadas duas amostras por FT-IR (Figura 9): HA-SAB e HA-P
para identificacdo e verificagéo da estrutura do material isolado, na qual foi realizado
a comparacao dos espectros com intuito de analisar 0s grupos quimicos que estao
presentes na molécula. Bandas de absorcédo especificas encontradas em ambos 0s

espectros confirmaram a identidade do material isolado.

Figura 9 - Espectro de Infravermelho (FT-IR) do Acido Hialurénico Padrdo (HA-P) e
do Acido Hialurdnico isolado da crista de frango (HA-SAB).
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A presenca de uma banda em 3349 cm™ é atribuida a regido de estiramento
do OH e NH. Banda de absorcéo de C-H alifatico foi verificada em 2925 cm. A banda
em 1638 cm* pode ser atribuida ao grupo C=0 de amidas. A banda em 1420 cm™
confere ao estiramento do COO-, a qual se refere ao grupamento acido da molécula
de HA. As bandas em 1638 e 1420 cm esta relacionada ao modo de alongamento
assimeétrico (C=0) e simétrico (C-O) dos grupos carboxilos presente no &cido
hialurdnico (CHANG; LIAO; CHEN, 2013) . A banda de absor¢cdo em 1023 cm™ é
atribuida ao estiramento da ligacdo de C-OH. Os deslocamentos do grupo COOH
protonado sdo descritos em 1735 e 1255 cm™ (GILLI et al., 1994; WU, 2012). Todas
as bandas de absorgcédo citadas acimas foram baseadas em resultados similares
encontrados na literatura (ALKRAD et al., 2003; KIM et al.,, 2008; REDDY;
KARUNAKARAN, 2013; WU, 2012).

As bandas de absorcao obtidas no espectro do HA-SAB foram semelhantes
ao HA-P. Na Tabela 3 segue comparacdo das bandas de absorcdo de ambos os
materiais (HA-SAB e HA-P).

Tabela 3 - Comparacéo das bandas de absorcéo obtidas no espectro de HA-SAB e
HA-P pelo FT-IR

Bandas FT-IR Comprimento de Comprimento de
Onda (cm?) - HA-P  Onda (cm™) - HA-SAB
Estiramento do OH e NH 3349 3349
Estiramento de C-H 2925 2925
Carbonila (C=0) e amida | 1638 1638
Amida Il 1556 1559
C-O grupo &cido 1409 1420
Estiramento de C-OH 1023 1023

Os espectros de RMN de *3C no estado sélido do &cido hialurdnico isolado
da crista de frango (HA-SAB) e do acido hialurénico padrédo (HA-P) estéo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Espectro de RMN no estado solido (**C CP MAS RMN) do Acido
Hialurdnico isolado da crista de frango (HA-SAB) (A) e do Acido Hialuronico Padrao
(HA-P) (B).

-C-OH
nov26-cat-P2(sabrina).001.esp N~
n <
A R
T
CHg
-
Cc=0 — - 0
%)
N i «
Kj COO
[92]
— N~ -
N o0
N ©
o
i
| -C-N- (C2 N acetilado)
o
~ <
[o)] —
- o
©
LA A A LA A LAl LA A LA A I R LA AN LA A LA ARSI AAR RA) SRR NS RAAR AR NARALAASS) SARANANARS MMM AAALY NS ARSARRAREAANS) RAARRAASA RARMLRAAS) RARANANANY AR
192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)
Taty_HA.003.esp N~
™~
Ln
B ~
N~
N
[Ye]
S
P
o .
© [¢]
A - N
by 0
o :
— n
[Te)
192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)



55

Analisando os espectros de RMN 3C acima verificou-se a presenca de
sinais caracteristicos da molécula de HA em ambos os espectros. Sinal em 175,3 ppm
indica a presenca de carbonilas, 101,9 ppm atribui-se ao C1 que esta ligado a dois
atomos de oxigénio, 75,8 ppm refere-se aos carbonos secundarios ligados a hidroxilas
(C-OH), 55,5 ppm indica o C2 N-acetilado e 23,5 ppm refere-se ao grupo metila da
acetamida. Dados similares foram obtidos por Scott e Heatley (1999), utilizando a
técnica de RMN 13C para avaliar a estrutura do acido hialurénico de alta massa molar
antes e depois de passar por uma hidrolise com hialuronidase (SCOTT; HEATLEY,
1999).

6.1.1.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A degradacgédo térmica de HA-P e HA-SAB pode ser comparativamente
estudadas pelos dados demonstrados na Figura 11 e na Figura 12. Ambas as
amostras tém trés eventos de perda de massa. No primeiro evento, de 25 a 120 °C,
ocorre a degradacdo de compostos de baixa massa molar presentes na molécula de
HA, como a perda de moléculas de dgua. A partir de 220 °C considera-se o0 segundo
evento onde ocorre a perda de massa de ambas as amostras devido a clivagem das
ligaces, o que conduz a formacao de COz, agua e outras substancias derivadas de
hidrocarbonetos, sendo que a perda de massa € mais evidente para HA-P. O terceiro
evento esté relacionado com temperaturas acima de 280 °C, na qual apresentou perda
de massa continua para ambas as amostras.

O segundo evento é menos intenso na amostra HA-SAB possivelmente
pela presenca de sais resultantes do processo de extracao do HA da crista de frango.
Essas outras moléculas podem estar ligadas ao HA estabilizando sua estrutura
reduzindo sua degradacéo térmica e a perda de massa. O HA-P de maneira diferente
apresenta intensa perda de massa a partir de 220 °C o que sugere sua maior pureza.

A diferenca notavel entre as amostras foi identificada no valor da massa
residual (em % de perda de massa), exatamente a 800°C, na qual o HA-P e o HA-
SAB apresentaram ~20% e ~59% de massa residual respectivamente. Essa diferenca
esta relacionada com a pureza do material isolado da crista de frango. O HA-SAB
pode estar agregado com substancias de baixa massa, sais eventualmente, em sua
estrutura, gerando um maior percentual de residuos carbonaceos. Habitualmente,

foram encontrados residuos de elevada massa para HA (CHEN et al., 2014).
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Figura 11 - Curva de TGA para o HA-P e HA-SAB (N2 atmosfera, a 50 mL.min1)
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Através da curva de DTG foi possivel observar um Unico processo de perda
de massa para ambas as amostras, sendo esse representado por um Unico pico
acentuado. A temperatura na qual ocorre o maximo de velocidade de perda de massa
(Tmax) para HA-P e HA-SAB foi em 234,28 °C e 254,87 °C respectivamente, 0 que
corresponde a uma perda de massa de aproximadamente de 28,1% para HA-P e
15,7% para HA-SAB em relacdo a massa inicial da amostra, mostrando pouca
diferenca nos valores de Tmax para ambos os materiais, mostrando similaridade na

molécula isolada quando comparada com o padréo.
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Figura 12 - Curva de DTG para o HA-P e HA-SAB
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Lewandowska e colaboradores (2016) produziram e caracterizaram
blendas com acido hialurénico. Curvas de TGA foram apresentadas com dados
referentes ao &cido hialurénico puro e da blenda produzida. Em relacdo ao acido
hialurénico puro foi identificado trés eventos, o primeiro evento relacionado com a
perda de agua, o segundo relacionado com a decomposicao do HA e desintegracao
parcial das ligacfes intermoleculares da molécula em temperaturas na faixa de 200 —
a 300°C e o terceiro envolvendo a massa residual (28,6%), dados também
semelhantes ao encontrado neste trabalho (LEWANDOWSKA et al., 2016a). Através
da anélise de DTG Vasi e colaboradores (2014) estabeleceram que a temperatura
onde ocorre a velocidade maxima de perda de massa (Tmax.) do acido hialurénico era
de 244°C (VASI et al., 2014). Neste trabalho foram obtidos valores similares de Tmax
para HA-P e HA-SAB, em torno de 237,3 e 254,8 °C.
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6.1.1.3 Determinacao da Massa Molar

Amostras de HA-P e o HA-SAB foram submetidas a analise de
cromatografia de exclusédo por tamanho (HPSEC) detectores de espalhamento de luz
(light scattering - LS 90 °) e de indice de refracdo (RI) para determinacdo da massa
molar média ponderal (Mw), massa molar numérica (Mn) e grau de polidispersao
(Mw/Mn). O detector de disperséo de luz é sensivel a concentracdo e a massa molar
enguanto o detector de indice de refrac¢cdo depende apenas da concentracao.

Para execucdo da técnica a amostra a ser analisado é carregada pelo
solvente através de colunas preenchidas com material poroso, o qual possibilita a
separacao da amostra de acordo com o tamanho devido a permeabilidade da mesma
nos poros. As moléculas de maior massa possuem tempo de retencéo inferiores as
moléculas de menores massas, podendo ser visualizadas primeiro no perfil de eluicdo
(KOSTANSKI; KELLER; HAMIELEC, 2004).

A massa molar de HA depende de alguns fatores como fonte de obtencao
e o processo de isolamento e purificacdo, podendo variar na escala de 10* a 10° Da.
A determinacdo do peso molecular por espalhamento de luz requer o incremento do
indice de refracdo (dn/dc) das solucdes de HA (LAPCIK L JR AND et al., 1998). Os
valores de dn/dc, que refere-se a mudanca no indice de refracdo em relacao a
concentracdo da amostra analisada, usados neste trabalho foram baseados em
valores de amostras comerciais divulgados em artigos cientificos (KANG et al., 2010).

Primeiramente a andlise foi realizada sem processo de purificacdo adicional
do HA-SAB. Resultados da amostra de HA-SAB bruta apresentaram erros maiores
gue 50%, demonstrando que o processo utilizado para isolamento do mesmo nao foi
o suficiente para remocao de outras substancias de massa molares inferiores, como
sais. Portanto, o HA-SAB foi submetido a um processo de dialise para ser purificado
e analisado novamente para determinacdo da massa molar e seu grau de
polidispersidade.

Para o processo de dialise a amostra HA-SAB foi solubilizada (500 mg em
10 ml de &gua Milli-q) e dialisada contra 5 L de agua Milli-q com membrana de cut-off
de 2000 DA, que foi trocada 3 vezes durante um periodo de 24 h (totalizando 15 L de
agua). Durante as trocas de agua foi observado que a amostra apresentava

concentracdes crescentes de material precipitado no interior da membrana de diélise.
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Figura 13 — Perfis cromatograficos do HA-SAB dialisado e nao dialisado
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A amostra de HA-SAB ap6s a dialise apresentou um perfil (Figura 13) mais
homogéneo do que a amostra do material bruto. No perfil cromatografico do HA-SAB
antes da didlise apresentou um distribuicdo mais ampla com quatros populacfes
distintas observado pelo detector de indice de refracao, que seria de massa molares
menores e de maiores concentracdes, e um perfil de baixa intensidade verificada pelo
detector de espalhamento de luz. Apos a dialise, foi verificado que o perfil
cromatografico do HA-SAB foi alterado, apresentando pico entre 20 a 35 mL, pelo
detector RI, sem outras populagcdes de maior intensidade, demonstrando maior
concentracdo de um composto de maior massa. Pelo detector de LS 90° o HA-SAB
dialisado apresentou populacdes distintas de baixa intensidade e um pico de
intensidade maior, porém todos os picos estdo dentro da faixa de eluicdo detectada
por RI.

Através dos perfis cromatograficos foi possivel calcular a massa molar
ponderada média, a massa molar media e o grau de polidispersdo das amostras HA-

P e HA-SAB apos a dialise, conforme dados demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Dados da massa molar média ponderal (Mw), massa molar numeérica (Mn)
e polidispersédo (Mw/Mn) do HA-SAB dialisado e do HA-P

Parametros HA-SAB Dialisado HA-P
Massa injetada 2,5 mg 1,0 mg
Massa recuperada 0,902 mg 0,814 mg
dn/dc 0,185 0,185
Mw 25.610 £ 14% 687.200 + 4%
Mn 27,390 £ 15% 647.100 = 4%
Mw/Mn 1,0690 + 0,227 1,062 + 0,710

A recuperacdo da amostra padréo foi de 81% enquanto que para HA-SAB
foi de apenas 36%. Ao comparar 0s cromatogramas antes e depois da diélise das
amostras HA-SAB podemos observar um aumento da contribuicdo do primeiro pico
(massas mais elevadas) e uma grande reducdo dos picos em maiores volumes de
eluicdo. A dificuldade de solubilizacdo observada apds a dialise pode ser fruto da
perda das cadeias pequenas (sais) da amostra que estabilizam a estrutura do HA,
contribuindo para a maior solubilidade.

Os perfis de eluicdo HPSEC das amostras HA-P e HA-SAB dialisado,
utilizando os detectores de dispersao de luz (light scattering - LS 90 °) e de indice de
refracdo (RI), estéo ilustrados na Figura 14. Os cromatogramas sdo compostos por
um pico principal, comecando com um volume de retencéo de cerca de 20 mL,
apresentando resposta nos detectores Rl e LS.

Para HA-P, pode-se observar um pico de ombro a direita (24 mL) e dois
sinais menores em tempos de retencdo de 35 e 40 mL, mas né&o geram sinal
correspondente ao detector LS. O perfil observado para HA-P evidencia uma
distribuicdo homogénea com uma polidispersidade PD = 1,06 e uma massa molar
média ponderal de 6,87 x 10° g.mol?, sendo caracterizada como um acido hialurdnico
de massa molar média (KANG et al., 2010). Quando se obtém valores de
polidispersidade entre 1,2 a 2,3 considera-se que 0 material é altamente podisperso
(BOERIU et al., 2013). Sendo assim, valores de PD em torno de 1,06 e 1,07, obtidos
nesses experimentos, sdo considerados de um material pouco polidisperso, pois esta

abaixo dessa faixa.



61

O cromatograma do HA-SAB é composto por um sinal principal a partir do
volume de retengéo de aproximadamente 22 mL em ambos os detectores Rl e LS,
apresentando um grande pico de ombro a esquerda (centrado em ~ 24 mL) com baixa
intensidade no RI Detector. Dois sinais menores a direita também foram observados,
com pico de RI mal resolvido e amplo (~ 33 e 40 mL). Estes picos menores nao
geraram sinal no detector LS. A homogeneidade de HA-SAB (PD = 1,07) é semelhante
ao observado em HA-P, no entanto, a massa molar média em peso para HA-SAB é

de 2,56 x 10* g mol?, sendo de uma ordem de magnitude menor.

Figura 14 - Perfil de eluicdo do HA-P e HA-SAB pela cromatografia de excluséo por
tamanho
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Em geral, HA tem massa molar de 10%- 107 g mol* e uma distribuicdo de
massa molar ampla. Ambos o0s parametros tém impacto na sua aplicacéo,
especialmente no campo biomédico (LIU et al., 2011). Normalmente, a massa molar
de HA extraido da crista de frango é inferior a 1,0 x 10% g.mol, quando um método
de preparacdo apropriado é adotado (como filtracdo), e é altamente polidisperso
(KHANMOHAMMADI et al., 2014).

HA com 50 KDa tem uma melhor penetragdo na pele quando comparado

com HA de massa molar maior. O HA de baixa massa influencia na expresséao de
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muitos genes, principalmente os genes que contribuem para diferenciagédo de
queratinécitos, e melhora sinais de envelhecimento com a aplicacdo tdpica
(FARWICK; LERSCH; STRUTZ, 2008).

Neste estudo, o processo aplicado para obtencédo de HA a partir da crista
de frango foi capaz de extrair moléculas de HA de baixa massa molar, altamente
homogéneo e com dispersidade muito baixa (~ 1,0), o que é de alto interesse, uma
vez que ndo ha necessidade de aplicar etapas adicionais para produzir massa molar
baixa.

Além do processo de isolamento utilizado outro fator pode ter contribuido
para obtencdo de HA de baixa massa. As cristas foram obtidas de um grupo de
animais abatidos estritamente com 45 dias, sob mesma dieta e condi¢cdes de manejo,
sendo assim impde-se que o perfil estrutural seja semelhante, o que inferem sobre

baixa variabilidade na massa molar do HA isolado.

6.2 Caracterizacdo das membranas de celulose nativa e dos compadsitos
poliméricos
6.2.1 Analises espectroscOpicas da celulose bacteriana nativa e dos

compaositos poliméricos

A incorporacédo de HA-SAB nas membranas de celulose pode ser estudada
pela avaliacdo dos espectros de FT-IR. Como pode ser observado na Figura 15
bandas de absorcdo caracteristicas do HA foram encontrados nos espectros dos
compasitos poliméricos.

O espectro da celulose bacteriana nativa possui bandas de absorcédo que
caracterizam esse material, como em 3358 cm™ para o estiramento de OH; 2915 cm™
estiramento de CH e CHz; 1649 cm™ deformacédo de OH da agua adsorvida; 1428
cm~! deformacéo de CH2; 1371 cm™' deformacéo de CHs; 1060 cm™' deformacéo de
C-O-C (ERBAS KIZILTAS et al., 2015; SUGIYAMA; PERSSON; CHANZY, 1991,
ZHANG et al., 2016).

A cel | € o padréao da celulose nativa, a qual possui duas formas cristalina
distintas: la (triclinica) e I8 (monociclica) (ATALLA; VANDERHART, 1984; FARIA-
TISCHER et al.,, 2015). Através da técnica de FT-IR é possivel verificar a forma

cristalina da celulose bacteriana produzida. Banda em 750 cm™' caracteriza-se a BC
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la e banda em 710 cm™ a BC IB (RUKA; SIMON; DEAN, 2013; SUGIYAMA;
PERSSON; CHANZY, 1991).

A banda de absor¢do predominante de celulose é na regido de 3348 cm™'
referente ao estiramento da ligacdo de O-H. A incorporacdo de HA-SAB nas
membranas de celulose foi primeiramente verificada pelo aparecimento de uma banda
mais ampla nessa regido, exatamente em 3378 cm™' (BCHA-SABTO) e 3351 cm™’
(BCHA-SABT3), a qual esta atribuida ao estiramento das ligacdes de OH e NH. A
intensidade da banda dos compasitos poliméricos na regido de OH esta relacionada
a formacdo de ligagbes de hidrogénio entre as cadeias das macromoléculas
estudadas (LEWANDOWSKA et al., 2016b). Banda de absorcéo de C-H foi verificada
em 2915 cm™" (BC), 2921 cm™" (BCHA-SABTO) e 2928 cm™' (BCHA-SABT3).

Fortes caracteristicas da presenca de HA s&o evidenciadas nas bandas de
maior intensidade em 1649 e 1642 cm™, que séo atribuidas aos grupos C=0 da amida,
e em 1424 cm™ que confere ao estiramento das vibracdes da ligagdo C-O, a qual se
refere ao grupamento acido da molécula de HA. Vale ressaltar que a banda na regiao
de aproximadamente em 1649 cm, o que também pode ser observada na celulose
bacteriana nativa, refere-se a absorcédo de agua adsorvida na molécula. No entanto,
com a incorporagao de HA-SAB na celulose essa banda ficou mais intensa podendo
refletir na &gua adsorvida, bem como na presenca de HA-SAB devido ao grupo C=0
da amida presente na molécula. Para confirmacédo e efetivacdo da incorporagéo
realizou-se analise de 3C RMN (Figura 16), o que evidenciou a presenca de HA
devido a sinais caracteristicos dessa molécula em aproximadamente 23 ppm do grupo
metila da acetamida e 55 ppm o C2 N-acetilado. As bandas de absor¢édo em 1060 cm-
1(BC), 1041 cm™* (BCHA-SABTO) e 1047 cm™* (BCHA-SABT3) referem-se ao grupo C-
OH.

A intensidade da banda em aproximadamente 1162 cm! diminuiu apés a
formacdo das membranas hibridas. Esse modificagdo também foi verificada em
nanocomposito de BC e sulfato de condroitina (CS), indicando uma alteracdo na
ligacéo de hidrogénio apés a adicdo do glicosaminoglicano no meio. Assim acredita-
se que a possivel interacéo entre o BC e CS ocorre pelas hidroxila e carbonila (EL-
HOSENY et al., 2015).
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Figura 15 - Espectro de FT-IR da membrana de celulose bacteriana (BC) e dos
compasitos poliméricos (BCHA-SABTO e BCHA-SABT?3)

300 | —— BC —— BCHA-SABT0O —— BCHA-SABT3 |

200

100

AU.T%

3351 1047

e e o e oo e L N s S e e o o |
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

1% (cm™)

Haxaire et al. (2002) utilizaram FT-IR para caracterizar bandas do grupo
carboxilato na estrutura do acido hialurénico, comparando o espectro de acido
hialurénico padrao com o acido hialurénico contendo o Na* substituido pelo H* em sua
estrutura. O espectro de acido hialurénico apresentou bandas de carbonila C=0 em
1745 cm™* e banda C-O do mesmo grupo COOH em 1220 cm* (HAXAIRE et al., 2003;
LOPES et al., 2014).

As bandas em 1728 cmt (BCHA-SABTO) e 1722 cm* (BCHA-SABT3)
observadas nos compdsitos poliméricos nao foram encontradas nos espectros de FT-
IR que caracterizam o &cido hialurdénico (Figura 9). Esta diferenca pode estar
relacionada com a interacao do grupo hidroxilo da celulose com o grupo carboxilo do
HA-SAB durante o processo de fermentacdo. O que evidencia que o HA esta na forma
de sal, enquanto na interacdo com a membrana encontra-se protonado (LOPES et al.,
2014).

Na Figura 16 contém espectro de RMN *3C da celulose bacteriana nativa e
dos compaositos poliméricos com HA. Em relacdo a celulose bacteriana nativa pode-
se verificar sinais referente aos C6 das unidades de glicose na regiao entre ~60 - 65
ppm, entre ~84 — 88,70 ppm o C4, sendo o sinal de maior intensidade representando
a regido cristalina, entre ~71 — 75 ppm o0 C2, C3 e C5 e em aproximadamente 104,85
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ppm o C1. A celulose bacteriana produzida é considerada do tipo | com duas formas
cristalinas la e I (FARIA-TISCHER et al., 2015; LARSSON et al., 1999).

Os espectros de RMN 3C dos compésitos BCHA-SABTO e BCHA-SABT3
(Figura 16) além dos sinais da celulose apresentaram sinais caracteristicos da
molécula de HA-SAB. Em aproximadamente 23 ppm refere-se ao grupo metila da
acetamida, 55 ppm o C2 N-acetilado e em aproximadamente 175 ppm as carbonilas.
Sinais que podem ser atribuidos as proteinas também foram detectados no espetro
em aproximadamente 20 ppm, 30 ppm e 40 ppm que se referem as cadeias de
carbono alifaticos e em aproximadamente 175 ppm que esta relacionado com as
carbonilas de peptideos.

Apoés a producdo das membranas de celulose nativa e dos compositos
poliméricos (BC, BCHA-SABTO0 e BCHA-SABT3) foi realizado um processo de limpeza
para remover alguns residuos, tais como proteinas e células. Os dez dias de
fermentacdo sdo considerados como o tempo suficiente para o0 microrganismo
consumir toda a proteina a partir do extrato de levedura, no entanto, a presenca de
peptideos residuais, mesmo apos a limpeza, é evidente pela analise de RMN, a qual
indica que estes sdo peptideos fortemente associados a membrana de HA.

A natureza das interacdes entre HA e BC pode ser interpretada pela
incorporacdo do HA dentro da rede de celulose. Considerando que o indice de
cristalinidade (Ic) dos compdsitos poliméricos apresentaram uma diminuicdo na
organizacdo das nanofibrilas das membranas quando comparado com a celulose
bacteriana nativa com Ic = 67,83%, BCHA-SABTO com 63,29% e BCHA-SABT3 com
58,92%.
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Figura 16 - Espectro de *C CP MAS RMN da celulose bacteriana nativa (BC) (A) e
dos compdsitos poliméricos (BCHA-SABTO (B) e BCHA-SABT3 (C))
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6.2.2 Disposicéo cristalina da celulose bacteriana nativa e dos compdsitos

poliméricos

A membrana de celulose bacteriana € conhecida por sua organizacao
cristalina. A difracdo de raios X e a RMN de estado sdélido sdo ferramentas que
contemporaneamente esclarecem o tipo e o arranjo cristalino da membrana, através
do indice de cristalininidade (Ic).

Além da técnica de RMN o indice de cristalinidade também foi verificado
pela técnica de raio-X. O indice de cristalinidade determinados para BC, BCHA-
SABT3 e BCHA-SABT3 foram de 66%, 64,1% e 57,6% respectivamente. Os valores
obtidos aqui foram similares com os valores encontrados pela integracdo dos sinais
da regido amorfa e cristalina do “C obtidos pela técnica de RMN, conforme dados na
Tabela 5. Assim, verifica-se que em ambas as técnicas os valores do Ic diminuiram
conforme a adicdo de HA-SAB nos diferentes momentos da fermentagdo e com a
guantidade de HA incorporado a membrana. Esse comportamento pode estar
relacionado com a reducédo da forca de ligacGes de hidrogénio nas regides cristalinas,
resultando em regides desordenadas (amorfas) ou pela quebra de ligacdes de
hidrogénio nas cadeias de celulose, fortalecendo a interag&o intermolecular HA-SAB
e BC e dificultando a orientacéo das cadeias de celulose (GAO et al., 2010).

Este efeito € devido a interferéncia do HA-SAB na polimerizacdo e
cristalizacdo das microfibrilas de celulose durante a sintese da celulose. Observacgao
semelhante foi verificada em diferentes compadsitos de celulose bacteriana produzidos
a partir da imerséao de diferentes compostos durante a producgéo de celulose, como o
colageno (ZHIJIANG; GUANG, 2011), nanocomposito grafeno (FENG et al., 2012) e
polietilenoglicol (CAI; KIM, 2010). No entanto, houve um aumento de 0,72 nm do
didametro dos cristalitos dos compdésitos na presenca de HA-SAB, passando de 4,64
nm (BC) para 5,36 (BCHA-SABTO e BCHA-SABT3).

A celulose nativa pode apresentar duas formas cristalina alomérficas:
celulose la (célula unitaria triclinica) e celulose If (célula unitaria monociclica). A
predominéancia de cada forma cristalina ird depender da origem da celulose, ou seja,
na celulose bacteriana prevalece a estrutura la, enquanto que em celulose vegetal se
predomina a estrutura I (SUGIYAMA; PERSSON; CHANZY, 1991). Na Figura 17
contém os padrdes de raios-X da celulose bacteriana nativa (BC) e dos compésitos
poliméricos (BCHA-SABTO e BCHA-SABT3). A celulose bacteriana nativa apresentou
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trés picos caracteristicos da célula unitaria triclinica (celulose la), que correspondem
aos angulos de difracdo de 14,7°, 16,2° e 22,5° indexados em 100, 010 e 110
respectivamente (CASTRO et al., 2011; LOPES et al., 2014; SUGIYAMA; PERSSON,;
CHANZY, 1991).

Tabela 5 — indice de cristalinidade (Ic) a partir de DRX e CP-MAS RMN, contetido de
HA nas membranas por CP-MAS RMN, largura das fitas de celulose e rugosidade dos
compaositos poliméricos e nativa.

Ic CP MAS RMN Largura Média das fitas Rugosidade
Amostras Ic DRX (%)
(%) (nm) (nm)
BC 67,83 66,00 115 22,20
BCHA-SABTO 63,29 64,10 143 15,46
BCHA-SABT3 58,92 57,60 - 34,80

O compdsitos poliméricos apresentaram um perfil de DRX similar ao da
celulose bacteriana nativa, com distingbes apenas na intensidade dos picos referente
a celulose la. A uniplanaridade das fitas de celulose esta relacionada com a
intensidade do pico indexado como 100. A BCHA-SABTO apresentou uma intensidade
relativa alta em 100 resultando em uma baixa uniplanaridade das fitas de celulose
(LOPES et al., 2014).

O difratograma da membrana BCHA-SABT3 apresenta picos que
correspondem ao acido hialurénico cristalino, o que nao é claramente observado para
BCHA-SABTO, sendo esse resultado compativel com os resultados discutidos no item
anterior que mostram mais &cido hialurénico em T3 do que TO. Além disso, a
cristalinidade da celulose é afetada e estes resultados sdo diferentes daqueles
observados por Lopes e colaboradores (LOPES et al., 2014), que ndo observam
vestigios de &cido hialurdnico cristalino nos difratogramas. Adicionalmente, o |Ic para
a amostra BCHA-SABT3 (70%) foi maior do que o nosso resultado, o qual esta
correlacionado com a quantidade de HA incorporada na membrana.
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Figura 17 - DRX da celulose bacteriana nativa (BC) (verde) e dos compdsitos
poliméricos (BCHA-SABTO (preto) e BCHA-SABT3 (vermelho))
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Fatores tais como a solubilidade ou a massa molar HA-SAB podem
influenciar na cristalinidade dos compdésitos poliméricos e na quantidade HA-SAB que
foi incorporado na rede da BC nos diferentes momentos de fermentagdo. A menor
cristalinidade de BCHA-SABT3 esta relacionado com a melhor incorporacdo do
glicosaminoglicano nas cadeias de celulose no terceiro dia de fermentacdo, pois
nesse momento ja havia a formacéo de um fina pelicula de celulose, fazendo com que
0 HA-SAB ficasse na superficie dessa membrana e conforme ocorria a sintese das
cadeias lineares de celulose e organizacéo da rede da BC, durante os dez dias, esse
HA de baixa massa ficava inserido e alojado. A cristalinidade néo foi tdo afetada em
BCHA-SABTO quando comparada com os dados da membrana de celulose nativa,
pois para formagéo desse composito polimérico o HA-SAB foi adicionado no primeiro
dia de fermentacao, onde néo havia a formacao de uma pelicula de celulose, deixando
esse mais disperso no meio, 0 que gerou uma menor incorporacdo de HA de baixa

massa e consequentemente uma cristalinidade similar da BC nativa.
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6.2.3 Analise termogravimétrica das membranas

Através da termogravimetria (TGA) pode-se monitorar as alteracdes fisicas
e quimicas dos compdsitos poliméricos e da membrana de celulose bacteriana em
relacdo a mudanca da temperatura. Essa altera¢cdes sao estruturais caracterizadas
pelas rupturas das ligacdes quimicas presente nas moléculas em estudo.

O comportamento da degradacdo térmica da celulose bacteriana nativa e
dos compoésitos poliméricos pode ser observado nas curvas termogravimétricas
(Figura 18 e Figura 19) e na tabela 6. A degradacéo térmica de uma membrana BC
tipica envolve alguns passos de perda de massa, como desidratacdo e
despolimerizacéo da rede principal polimero (GEORGE et al., 2011).

Durante o primeiro evento, referente a faixa de 26 -140 °C (Figura 18),
refere-se a degradacao de compostos de baixa massa molar, como as moléculas de
agua que estdo associados com as fibrilas de celulose (FARIA-TISCHER et al., 2016;
LI et al., 2010). A maior porcentagem de perda de massa dos materiais foi observada
na faixa de 140 — 400 °C. Em torno de 270 °C inicia-se a degradacdo das cadeias
celulose em todos os compésitos (LI et al., 2010; ZHANG et al., 2016).

A temperatura em que os materiais perdem 10% em peso da massa (T10%)
foi avaliado através da curva de TG. Na Figura 18 foi possivel observar que Tio0% para
BC é superior a T10% dos compositos poliméricos (BC = 293,6 °C, BCHA-SABTO =
269,6 °C e BCHA-SABT3 = 275,9 °C). Esse resultado pode estar relacionado com a
maior cristalinidade da BC quando comparado com os valores encontrados para 0s
compasitos poliméricos. A BC apresentou uma maior organizacdo estrutural, o que
requer mais energia, ou seja, maior temperatura para perder 10% da sua massa.

Outro ponto para se considerar € a respeito da menor temperatura que
pode ser detectado o inicio da variagdo de perda de massa (Tonset). Para efeito de
comparacao a BC nativa apresentou um Tonset inferior aos compaositos poliméricos.
Esse deslocamento para Tonset maiores nos compositos poliméricos (BC-HA) esta
relacionado com a liberagdo de compostos orgéanicos que estéo dispostos na rede de
celulose.

O principal evento de perda de massa, correspondente a maior
porcentagem de perda de massa, foi observado de 250 a 400°C para todas as
amostras. Relata-se que a aproximadamente 350°C ocorre a degradacédo da rede de
celulose (LI et al., 2010; ZHANG et al., 2016).
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Em relacdo a massa residual (%) a BCHA-SABT3 apresentou um residuo

de 30,17%, sendo esse superior ao da BC nativa e BCHA-SABTO0. Essa massa

residual (%) maior da BCHA-SABT3 esta relacionada a melhor incorporacdo de HA-

SAB na membrana, o que gerou maior quantidade de residuo carbonaceo, ou também

pela formacéo de ligagbes cruzadas na cadeia polimérica dos compositos.

Tabela 6 — Resultados da andlise termogravimétrica. Tios € a temperatura
correspondente a 10% de perda de massa. Tmax € a temperatura de maxima taxa de

perda de massa.

Amostras HA-P HA-SAB BC BCHA-SABTO BCHA-SABT3
Tonset (°C) 225,5 225,0 303,7 323,8 321,9
T10% (°C) 61,2 190,1 293,6 269,6 275,9
Tmax. (°C) 237,3 254.,8 340,6 362,6 365,5
Perda de massa (%)* 28,1 15,8 43,8 54,1 46,9
Residuo a 600 °C (%) 33,7 63,6 22,6 19,1 30,2

*Em relacdo a Tmax.

Figura 18 - Termograma da celulose bacteriana nativa (BC) e dos
poliméricos (BCHA-SABTO e BCHA-SABT3)
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De acordo com as curvas DTG (Figura 19), a temperatura correspondente
a velocidade méxima de perda de massa (Tmax) aumenta na ordem BC < BCHA-
SABTO < BCHA-SABTS. Isso indica que a BCHA-SABT3, que aparentemente possuli
maior conteudo de HA-SAB, apresentou um aumento na estabilidade térmica,
necessitando de temperatura mais alta para degradacédo da estrutura BC-HA. Para a
amostra BCHA-SABTO, um evento precoce é observado a aproximadamente 278°C,
possivelmente correspondendo a HA adsorvido sobre as fibrilas de celulose. Este
resultado também confirmam a presenca de HA-SAB nas membranas, que sdo mais
susceptiveis a degradacao térmica (LOPES et al., 2014). De acordo com Chen e
Cheng (2009), a temperatura de degradacao de HA puro ocorre em torno de 270°C
(CHEN; CHENG, 2009). Esta temperatura corresponde a temperatura de degradacao
de HA-SAB, como mostrado na Figura 12.

Figura 19 - DTG da celulose bacteriana nativa (BC) e dos compdsitos poliméricos
(BCHA-SABTO e BCHA-SABT3)
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6.2.4 Propriedades das superficies das membranas de celulose determinadas

por MEV e AFM

O efeito do HA-SAB na morfologia da rede da celulose foi analisado através

da técnica de microscopia de forca atbmica (AFM) e microscopia eletrbnica de
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varredura (MEV). As imagens de AFM da membrana de celulose bacteriana e das
membranas com HA sdo mostradas na Figura 20.

Quando comparado a imagem da celulose bacteriana nativa com o0s
compoésitos poliméricos (BCHA-SABTO e BCHA-SABT3), Figura 20, pode-se verificar
diferenca na textura e rugosidade da superficie dos materiais pela adicdo de HA-SAB
nos diferentes momentos de fermentagcdo. Na imagem da BC é possivel observar uma
nanoestrutura fibrilar como feixes de fitas bem delimitadas. No entanto, quando houve
a adicdo do HA-SAB as fitas de celulose estavam com aglomerados na superficie,
como um algodéo.

A interacdo interfacial entre os biopolimeros (BC/HA) é refletida pela
mudanca na rugosidade. A celulose bacteriana nativa e a BCHA-SABTO apresentaram
superficie mais suaves com valores de rugosidade de 22,2 nm e 15,46 nm,
respectivamente. O compésito BCHA-SABT3 apresentou uma superficie mais
irregular, com valor de rugosidade de 34,8 nm, que esta relacionado com uma melhor
incorporacdo de HASAB nas nanofibrilas de celulose (LOPES et al., 2014). O acido
hiauronico de diferentes massa molares apresentam estruturas distintas. O HA de
baixa massa molar possui em sua estrutura pequenas redes que tendem em se
autoagregar, formando aglomerados (JACOBONI et al., 1999).

As eletromicrografias (Figura 21) foram obtidas em MEV. A superficie dos
compositos poliméricos foi diferente da BC. A BC apresentou um arranjo de
nanofibrilas finas organizadas aleatoriamente, resultando em uma estrutura
tridimensional com a presenca de pequenos poros. A adicdo de HA-SAB em diferentes
momentos da fermentacdo proporcionou diferencas na superficie das membranas,
principalmente em BCHA-SABT3, resultando em fibrilas de celulose mais espessas.

Essas informacdes foram confirmadas quando verificado a média dos
tamanhos das nanofibrilas dos compoésitos de celulose bacteriana pelo software
ImageJ. A celulose bacteriana nativa apresentou nanofibrilas de 115 nm e a BCHA-
SABTO de 143 nm. Nao foi possivel fazer as medi¢bes das nanofibrilas da BCHA-
SABT3, pois o HA-SAB encontra-se na superficie, preenchendo toda a rede de

nanofibrila de celulose.
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Figura 20 - Imagens de AFM da celulose bacteriana nativa (BC) e dos compésitos
poliméricos (BCHA-SABTO e BCHA-SABT?3)
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Figura 21 - Imagens de MEV da BC (A), BCHA-SABTO (B) e BCHA-SABT3 (C)
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7 CONCLUSAO

Portanto, conclui-se que as cristas de frango descartadas durante o abate
podem ser reaproveitadas como matéria-prima para producao do HA.

A unido das enzimas comerciais (lipase e protease) em umas das etapas
da producdo de HA trouxe vantagens quanto ao desmembramento do material
organico do subproduto animal se comparado ao processo de deslipidificacdo com
solvente organico que gera um passivo ambiental que representa danos ao meio
ambiente.

O uso de resina anidnica no processo permite agir de forma mais seletiva
sobre o material de interesse, com a importante qualidade de ser reutilizadas em
novas extracdes. E o tratamento com sais permitiu eliminar resquicios de proteinas
no material, deixando o material mais puro.

O processo de producao de HA estabelecido nesse trabalho envolve etapas
simples, com a utilizacdo de poucos reagentes e materiais, que pode ser considerado
uma vantagem para producdo em escala industrial.

O processo desenvolvido foi capaz de obter HA da crista de frango, com
massa molecular menor do que a observada em HA produzido por Streptococcus equi,
e pequena polidispersidade

O &cido hialurénico € uma molécula chave para a estruturacdo do tecido
conjuntivo, a qual auxilia na formacdo e manutencao do colageno. A membrana de
celulose com HA poderia ser potencialmente aceita pelos tecidos agindo como suporte
para a adesdo e regeneracdo das células. Com este intuito primeiramente se
procedeu o isolamento de HA de cristas de frango seguido de fermentagédo contendo
este material usando a cepa G. hansenii.

As técnicas (RMN, FT-IR, DRX e TGA) utllizadas na etapa de
caracterizacdo confirmaram a presenca do acido hialurénico isolado na rede da
celulose bacteriana.

A difracdo de raios-X mostra claramente os espectros de HA-SAB
incorporados na estrutura da celulose (Cel 1), comprovando que as forcas das
microfibrilas de celulose sobre as cadeias de HA n&o foram suficientes para quebrar

o0 arranjo cristalino dele, possivelmente isso seja atribuido a baixa massa molar.
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Os compésitos poliméricos produzidos apresentam potencial para futuras
aplicacfes biomédicas, como na regeneracao e cicatrizacao de feridas pela presenca

do acido hialurdnico, um glicosaminoglicano com alta afinidade biolégica.
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The bacterial cellulose (BC), from Gluconacetobacter hansenii, is a biofilm with a high degree of crystallinity
that can be used for therapeutic purposes and as a candidate for healing wounds. Hyaluronic acid (HA) isa
constitutive polysaccharide found in the extracellular matrix and is a material used in tissue engineering
and scaffolding for tissue regeneration. In this study, polymeric composites were produced in presence
of hyaluronic acid isolated from chicken comb on different days of fermentation, specifically on the
first (BCHA-SABTO) and third day (BCHA-SABT3) of fermentation. The structural characteristics, thermal
stability and molar mass of hyaluronic acid from chicken comb were evaluated. Native membrane and
polymeric composites were characterized with respect to their morphology and crystallinity. The opti-
mized process of extraction and purification of hyaluronic acid resulted in low molar mass hyaluronic acid
with structural characteristics similar to the standard commercial hyaluronic acid. The results demon-
strate that the polymeric composites (BC/HA-SAB) can be produced in situ. The membranes produced on
the third day presented better incorporation of HA-SAB between cellulose microfiber, resulting in mem-
branes with higher thermal stability, higher roughness and lower crystallinity. The biocompatiblily of
bacterial cellulose and the importance of hyaluronic acid as a component of extracellular matrix qualify
the polymeric composites as promising biomaterials for tissue engineering.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The bacterial cellulose (BC) structure is chemically identical
to vegetal cellulose, a linked B-glucan (1—4), but varies in crys-
talline arrangement and in the absence of hemicellulosic and lignin
biopolymers. The glucan chains are synthesized individually and
the highly organized microfibrils from the bacterial cell wall are
synthesized individually by the cellulose synthase. The synthesis
process of cellulose by gram-negative bacteria involves such stages
like the polymerization of glucose monomers in linear polymeric
chains of -1,4-glucan that is catalyzed and regulated by AxCESA
and AXCESB with the extrusion of linear chains and ribbon crystal-
lization of microfiber cellulose [1].

The bacterial cellulose is a biocompatible material of high
degree crystallinity, hydrophilicity, flexibility, formability, and high
mechanical strength with a porous nanostructure, which facilitates

* Corresponding author.
E-mail address: cesar.tischer@me.com (C.A. Tischer).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.01.077
0141-8130/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

its application in the biomedical field [2,3]. Among the most impor-
tant applications are its use in regeneration, healing burns and
chronic wounds [4,5], in tissue-engineered blood vessels [6], and
it is used as artificial skin or as a scaffold for tissue engineering
[7,8].

Different materials may be joined to make polymeric com-
posites with distinctive properties in order to expand the field
of applications. Current scientific knowledge includes differ-
ent composites based in bacterial cellulose, like BC/Hyaluronic
Acid from Steptococcus [9,10], BC/graphene oxide [11], BC/poly-
3-hydroxybutyrate (PHB) [12], BC/chondroitin sulfate [13], and
BC/starch [14], that interact with the microfibrillar network of bac-
terial cellulose produced by bacteria [3].

The Hyaluronic Acid (HA) is a linear polysaccharide that belongs
to the group of non sulfated glycosaminoglycan (GAGs), and it
contains units of (3-1,4-p-glucuronic (GIcUA) and [3-1,3-N-acetyl-
D-glucosamine (GIcNAc) within its structure that are repeated
alternately [15]. The HA is the main compound of the extracellu-
lar matrix; it can be found in the connective tissue of vertebrates,
umbilical cord, synovial fluid, the eye’s vitreous humor [15,16], and
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specifically in rooster comb, where the highest content of HA can
be found, about 7.5 mg/mL[15,17].

The mixture of natural biopolymer, known as Hyaluronic Acid,
combined with the bacterial cellulose result in hybrid membranes
with distinct properties [10]. The hybrid membranes of HA has
many applications in tissue engineering and scaffolding for tissue
regeneration by helping in the proliferation, differentiation and
migration of cells during the regeneration and healing of tissues
[18].

In our work, we optimized a process of isolating HA from a by-
product of the poultry industry, the chicken comb. The isolated HA
was characterized and added to the culture medium with bacte-
rial cellulose production at different moments in order to check
the influence of this compound in membrane synthesis, structure,
morphology and thermal stability. The polymeric composite pro-
duced can be a potential material in the biomedical field, with its
main application in regenerating tissue.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The Hyaluronic Acid was isolated from chicken comb, obtained
from an industrial slaughterhouse, through an enzymatic pro-
cess. Lipolase (Lipolase 100L, batch LAP40080) and Novo Pro-D
(Novo Pro-D Enzyme, batch PBVD1001) enzymes were supplied
by Novozymes Latin America (Araucaria, Parana, Brazil). The
Hyaluronic Acid (Hyaluronic Acid sodium salt, from Streptococ-
cus equi; batch BCBB0912) was purchased from Sigma-Aldrich,
and designed as HA-P for experimental purposes. The bacterial
strain used in this study was Gluconacetobacter hansenii ATCC
23769, obtained from the André Tosello Foundation from Camp-
inas, Sdo Paulo, and was stored at —80 °C in glycerol. G, hansenii was
grown in a 4% glucose medium based on the Hestrin-Scharamm’s
medium culture [19]. Hestrin-Scharamm’s medium is composed of
3.2gL ! glucose, 0.4g L1 yeast extract, 0.4g L~ peptone, 0.4gL"!
Na,HPO4, and 0.092 g L~ citric acid. All growth media were steril-
ized at 121 °C and 1.02 atm for 20 min.

2.2. Methods

2.2.1. Extraction of hyaluronic acid from chicken comb

The 5.788 kg of chicken comb were defrosted and crushed for
enzymatic digestion with lipase (9 mL) and protease (9 mL), under
agitation, under pH ~7.8 and temperature, at ~58°C. The liquid
phase of the resulting solution was used for the addition of anionic
resin, temperature at 50°C, reacting for the 14h, under agita-
tion. The resin was transferred to the column and eluted with
12% sodium chloride solution. The eluate was treated with cal-
cium chloride (10 g/L)and disodium phosphate (10 g/L), filtered and
precipitated with ethanol 1:1 (v/v). The solution, which is called
HA-SAB, was vacuum filtered and the product was dried at 50°C.

2.2.2. Production of bacterial cellulose and bacterial
cellulose/Hyaluronic acid membranes

The bacterial cellulose membranes were produced by inoc-
ulating 720mL of Hestrin-Shramm’s medium with 80mL of
pre-inoculum, which were then mixed and distributed onto 55 mL
petri plates. The production was performed statically for 10 days at
28°C, independent of the presence or absence of hyaluronic acid.
The bacterial cellulose/Hyaluronic acid membranes (BCHA-SAB)
were obtained by the addition of a previously prepared solution
with 11% (m/v) of the hyaluronic acid isolated from chicken comb,
resulting in 1% (m/v) of HA to the final volume of medium at differ-
ent times: on the first fermentation day (BCHA-SABTO membranes)
and on the 3rd day (BCHA-SABT3). After 10 days the membranes

were removed from the medium with tweezers, cleaned, and then
immersed in NaOH 2% solution for 24 h. The cellulose pellicles were
rinsed with distilled water for several times until the alkali solution
with neutral pH was removed completely, and then was dried in
the oven at 40°C.

2.2.3. Characterization of hyaluronic acid from chicken comb and
polymer composite
2.2.3.1. Fourier transform infrared spectroscopy analysis (FT-IR). The
FT-IR spectra were recorded in a Shimadzu FT-IR 8300 (Shimadzu,
Japan) in transmission mode in the range of 4000-400cm~! at a
resolution of 4cm~1. The standard

HA-P and chicken comb HA-SAB powder were analyzed as KBr
pellets, and bacterial cellulose and bacterial cellulose/hyaluronic
acid membranes were analyzed directly on the sample support.

2.2.3.2. Solid-state CP-MAS 3C NMR. The NMR experiments were
performed at 24°C using an ADVANCE 400 (Bruker Spectrome-
ter) operated at a 13C frequency of 100.6 MHz, using the technique
of cross polarization (CP) at the magic angle (MAS) from finely
comminuted or particulate samples. The crystallinity index was
calculated from the integrated peaks I/(Iy+Ic) (x100) of the crys-
talline/amorphous C4 regions of the spectra obtained by peak
fitting using 1D NMR Processor software [20]. The powder samples
(HA-P and HA-SAB) were analyzed and the films of bacterial cellu-
lose and bacterial cellulose/hyaluronic acid were analyzed directly
on the sample support.

2.2.3.3. X-ray diffraction (XRD). The film samples were analyzed
by 6-20 X-ray diffractometry using a Panalytical XiPERT PRO MPD
equipment. The incident monochromatic Cu(K;) X-ray beam was
excited by 40kV and 30 mA and recorded from 5 to 60° (20), with
a scan rate of 0.002°/s. The crystallite size was measured by the
Scherrer equation (equation 1) where form factor is k=0.90, the
wavelength is A=1.54A, 0 is the diffraction angle from sample in
degree and {3 is the full width at half maximum (FWHM) in 260
radians. For X-ray diffraction peaks fitted with the lorentizian func-
tion, 3 should be corrected by subtracting the instrumental FWHM
(Binst) from measured one (Bmeas) (equation 2) [21].

___kxx
b= Bog-cost (1)
1329 = ﬂmeasured - ,Binstrumental (2)

The crystallinity index was determined by the Segal method in
equation 3, where I, is the intensity of amorphous halo in 18.05°
(20) and Igg; is the intensity of 002 diffraction peak of cellulose.

Lo Jam_ 100 (3)
002

2.2.3.4. Molar mass profile and homogeneity determination of HA-P
and HA-SAB. HPSEC (high-performance size-exclusion chromatog-
raphy) coupled with multidetector analyses were performed to
determine the weight, average molar mass M.y, and polydispersity
(PD=M,,/M,) of the samples, on a Waters model 2410, equipped
with four columns (Ultrahydrogel 2000, 500, 250, and 120 molec-
ular weight ranged from 7 x 106 to 1 x 102 g mol~!; Milford, MA,
USA) was serially connected and coupled to the multidetection
system consisting of a Waters 2410 differential refractometer (RI)
detector (Milford, MA, USA), and a DSP-F Wyatt Technology mul-
tiangle laser light scattering (MALLS) detector (Santa Barbara, CA,
USA).

NaNO; (0.1 molL~1) containing NaN3 (0.5 gL~1) was used as the
eluent at a flow rate of 0.6 mLmin~!. Samples HA-P and HA-SAB
were dispersed in the eluent at concentrations of 1.0mgmL-! and
2.5mgmL-1, respectively, and filtered (0.22 wm, cellulose acetate
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Fig. 1. Infrared spectra (FT-IR) of Standard Hyaluronic Acid (HA-P) and Hyaluronic Acid from chicken comb (HA-SAB).

filters, Millipore). After the extraction, the resulting power corre-
sponding to sample HA-SAB was dialyzed prior to the preparation
of the HPSEC experiments. The experiments were conducted at
25°C. The dn/dc value was obtained from the literature [22] and
was assumed to be 0.185 cm?3 g—!1. Data were analyzed using ASTRA
4.70.07 software.

2.2.3.5. Thermal gravimetric analysis (TG). Samples HA-P and HA-
SAB were analyzed with respect to their thermal degradation
behavior. A simultaneous thermal analyzer, fabricated by Netzsch,
model STA 449 F3 Jupiter, was used employing N, as the purge gas,
at a flow rate of 50mLmin~!. The experiments were conducted
from 25 to 900°C at a heating rate of 10 Kmin~!. Approximately
5mg of the sample were put into an alumina crucible. An empty
crucible was used as reference.

Thermogravimetric analysis (TG) of native and bacterial cel-
lulose/Hyaluronic acid membranes were conducted under an air
atmosphere with a heating rate of 30°C per min in the tempera-
ture range from 25 to 600 °C, fabricated by Shimadzu, model TGA
50

2.2.3.6. Scanning electron microscopy (SEM). The morphology of the
membranes was performed using a FEI Quanta 200 microscope
(Oregon, USA). Pieces of dry cellulose membranes were mounted
onto the bronze (Stubs) using double-sided tape and then coated
with a layer of gold (40-50 nm), allowing for surface visualization.
The average width of the microfibrils was estimated from measure-
ments performed on 10 microfibrils using Image] software.

2.2.3.7. Atomic force microscopy (AFM). Tapping mode AFM images
were recorded in air using a commercial Nanosurf Flex AFM
microscope (NanoSurf, Switzerland) at room temperature (~240C).
Height mode images (10 x 10 um? and 512 x 512 pixels?) were col-
lected with a scan speed between 1 and 3 Hz. Image treatment was
performed using Gwyddion software and the topography and the
roughness were analyzed on the native and modified films.

3. Results and discussion
3.1. Process to isolate hyaluronic acid from chicken comb

To obtain hyaluronic acid (HA) from chicken comb, preliminary
tests were carried out to define the main steps for the production
of HA according with the previously related on literature. The first
testinvolves stages of grind, dehydration with acetone, delipidation
with chloroform (on Soxhlet), enzymatic digestion with a protease,
ethanol precipitation and drying, than was analyzed by solid state
NMR, and was possible observe a large amount of peptides and
lipids. Through these results, the chicken comb was subject to a
new process involving steps of enzymatic digestion with protease,
dialysis, centrifugation followed by washing with ethanol several
times and drying, however, it shows a large amount of protein in
the isolated material.

After unsatisfactory results, the new methodology for isolation
of HA could be defined. This methodology involves steps of grind-
ing and homogenization, enzymatic digestion with protease and
lipase, ion exchange chromatography using the eluent sodium chlo-
ride solution, precipitation with salts, vacuum filtration, ethanol
precipitation and drying.

The new process involved the two commercial enzymes, due
some advantages, about the dismemberment of organic material
(chicken comb) and the fact of providing the greater elimination
of protein and lipids from the chicken comb when compared to
the delipidation process with organic solvent, which still gener-
ates organic solvent as residue. Another change was the use of an
anionic resin, that generally act selectively in the product of interest
and can be reused in new extractions. With the new methodology
could be observed that the step grinding and homogenization of the
tissue increase the contact surface of the material facilitating the
extraction process and the enzymatic action on the cellular struc-
tures resulting in the disintegration of the material and the release
of glycosaminoglycan. The precipitation with salts was based on
the salting out effect [23]. When the extract of hyaluronic acid is
treated with salts, the precipitation of nucleic acids and proteins
occurs. This method of purification is effective and reduces the use
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Fig. 2. Spectra of the Solid State NMR ('3C CP MAS NMR) of the HA-SAB isolated from chicken comb (A) and hyaluronic acid standard (HA-P) (B).
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Fig. 3. TG curves of HA-P and HA-SAB (N, atmosphere, at 50 mLmin~") (A) and HPSEC elution profile of HA-P and HA-SAB (B).

of toxic organic materials and further reduces additional steps for
purification [24].

3.2. Characterization of hyaluronic acid from chicken comb

3.2.1. Spectroscopic characterization

Infrared (FT-IR) and nuclear magnetic resonance (NMR) spec-
troscopy analyses were used in order to confirm the hyaluronic
acid identity.

Through analyses of the FT-IR (Fig. 1), it was possible to confirm
the structure of Hyaluronic Acid from chicken comb (HA-SAB) when
comparing with the Hyaluronic Acid Standard (HA-P), through the
presence of bands found in both spectra of FT-IR. The presence of
aband at 3447 cm™! is attributed on OH and NH stretching region.
The band at 2925 cm~! can be attributed to stretching vibration of
C—H. The band at about 1638 cm~! corresponds to the amide car-
bonyl and the band at 1420 cm~! can be attributed to the stretching
of COO~, which refers to the acid group of molecule HA. The absorp-
tion band at 1023 cm™! is attributed to the linkage stretching of

C—OH. The stretching region of group protonated COOH is observed
at 1735 and 1255cm~1 [25,26].

The comparison of 3C spectrum (CP-MAS NMR) spectra,
Fig. 2, of the Hyaluronic Acid from chicken comb (HA-SAB)
with Hyaluronic Acid Standard (HA-P) shows the same peaks in
both spectrum: the carbonyl peak at 175.3 ppm; at 101.9 ppm is
attributed to the C1 which is linked with two oxygen atoms; at
75.8 ppm refers to the secondary carbons linked hydroxyls (C—OH);
at 55.5ppm can be attributed to C2 N-acetylated and 23.5 ppm
refers to the methyl group of acetamide.

3.2.2. Thermal analysis (TG)

The thermal behavior of HA-P and HA-SAB can be comparatively
studied by the observation of Fig. 3A. Both samples have three mass
loss events. The loss of water occurs up to 120 °C, whereas the main
mass loss event can be observed starting at approximately 220°C
for both samples. The corresponding mass loss is more pronounced
for HA-P. From approximately 280 °C until the end of the experi-
ment, a continuous mass loss is observed for both samples. The
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Fig. 4. Infrared spectra (FT-IR) of native bacterial cellulose membrane (CB) and polymeric composites (BCHA-SABTO and BCHA-SABT3).

remarkable difference between them is the mass residue (in wt%)
at 800°C; 20% and 59% for HA-P and HA-SAB, respectively. High
mass residues have been normally found for HA [27].

3.2.3. Molar mass profile (HPSEC)

The HPSEC elution profiles of samples HA-P and HA-SAB, using
the light scattering (LS 90°) and refractive index (RI) detectors,
are shown in Fig. 3B. The light scattering signal is sensitive to the
concentration and to the molar mass, while the refractive index
detector depends on concentration only. The chromatograms are
composed by a major peak, starting at retention volume of around
20 mL, and present responses in both Rl and LS detectors.

For HA-P a shoulder peak to the right (24 mL) and two minor
signals at retention times of 35 and 40 mL can be observed that
did not generate a signal corresponding to the LS detector. The
profile observed for HA-P evidences a homogeneous distribution
with a dispersity P=1.06 and an average molar mass weight of
6.87 x 10° gmol~!, and is characterized as a medium molar mass
hyaluronic acid [22].

For HA-SAB, the chromatogram is composed of a major signal
starting at the retention volume of ~22 mL, with a response in both
RIand LS detectors, presenting alarge shoulder peak to the left (cen-
tered at ~24 mL) with low intensity on the RI detector. Two minor
signals to the right were also observed, with a poorly resolved and
wide RI peak (~33 and 40 mL). These minor peaks did not generate
any signals on the LS detector. The homogeneity observed for HA-
SAB (PD=1.07) is similar to what was observed for HA-P, however,
average molar mass weight for HA-SAB is 2.56 x 104 gmol~1, one
order of magnitude lower.

In general, HA has a molar mass of 105-107 gmol~! and broad
molar mass distribution. Both parameters have impacts onits appli-
cation, especially in the biomedical field. Usually, the molar mass
of HA extracted from chicken comb is lower than 1.0 x 106 g mol~!
that is highly disperse when a proper method of preparation is
adopted (like filtration) [28].

In this study, the process utilized to obtain HA from chicken
combs was able to extract low molar mass HA molecules with very
low dispersity (~1.0), which is interesting once there is no need

to follow additional steps to produce low molar mass and highly
homogeneous HA. Moreover, taking into account that the group
of animals were all slaughtered strictly within 45 days, under the
same diet and management conditions, it implies that the structural
profiles were similar and infers the low variability in molar mass
of the isolated HA.

3.3. Characterization of bacterial cellulose/hyaluronic acid
membrane

3.3.1. Spectroscopic characterization (FT-IR and 3C NMR)

The incorporation of HA-SAB in the cellulose membranes can
be studied by evaluating the FT-IR spectrum. The absorption bands
observed in Fig. 4 possessed HA characteristics found in the spec-
trum of polymeric composites. The predominant absorption band
of cellulose was observed in the region at 3341 cm~!, which refers
to the stretching vibration of O—H. The presence of a large band
exactly at 3427cm~! in BCHA-SABTO and 3355cm~! in BCHA-
SABT3 corresponds to the stretching vibration of OH and NH.
The absorption band of C—H was verified at 2905cm~! in BC,
at 2912cm~! in BCHA-SABTO and at 2925cm~! in BCHA-SABT3.
Besides the data described above, the higher intensity band at 1649
and 1642cm~! can be attributed to C=0 and group amide of HA
structure and the band at 1424 cm~! refers to the stretching vibra-
tion to C—0, which features the HA molecule acid group, indicating
the presence of HA-SAB in the cellulose membranes. The absorp-
tion bands at 1060cm~! in BC, at 1041 cm~! in BCHA-SABTO, and
at 1047 cm~! in BCHA-SABT3 are attributed to C—OH.

Haxaire et al. (2002) used FT-IR to check bands of carboxylate
groups in the hyaluronic acid structure, where they compared the
spectrum of hyaluronic acid with the hyaluronic acid containing
Na* changed by H*. The spectrum of hyaluronic acid indicated
the carboxyl band C=0 at 1745cm~! and the band C—O of the
same group COOH at 1220cm~! [10,29]. The bands observed in
the spectrum of polymeric composites, exactly at 1728cm~! in
BCHA-SABTO and 1722 cm~! in BCHA-SABT3, were not found in
the spectrum that featured the hyaluronic acid (Fig. 1). This differ-
ence can be related with the interaction of the cellulose hydroxyl
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Fig. 7. TG (A) and DTG (B) curves of native bacterial cellulose (BC) and the polymeric composites BCHA-SABTO and BCHA-SABT3.

group with carboxyl group of HA-SAB during the fermentation pro-
cess, therefore, when the hyaluronic acid is alone, it is in salt form
(sodium hyaluronate), and when the hyaluronic acid interacted
with the cellulose, it is protonated [10].

The 13C spectrum (CP-MAS NMR) of BCHA-SABTO and BCHA-
SABT3 (Fig. 5) also confirm the success of the HA-SAB incorporation
in the cellulose membranes through peaks featuring molecule HA.
The peak at about 23 ppm refers to the methyl group of acetamide,
the peak observed at 55 ppm refers to C2 N-acetylated and at about
175 ppm there is a carbonyl peak. Besides those of cellulose and
HA, a wide number peaks around 20 ppm, 30 ppm e 40 ppm were
observed, referring to aliphatic carbon chains. Additionally, at about
175 ppm the carbonyl peak was observed, which can be attributed
to some peptides.

After cellulose production, a cleaning process was implemented
to remove some residues such as proteins from the membranes
(BC, BCHA-SABTO e BCHA-SABT3). The ten days of fermentation
were enough time to consume all protein from the yeast extract,
however, the presence of residue peptides even after cleaning indi-
cates that these are peptides strongly associated to the membrane
of with HA. The nature of these interactions could be interpreted as
electrostatic interactions [30] or trapped inside the cellulose net
considering that the crystalline index (Ic) shows an decrease in
the organization of microfibrils in the membranes containing HA
compared with the native bacterial cellulose with Ic=67.83%, the
BCHA-SABTO with 63.29%, and BCHA-SABT3 with 58.92%.
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Fig. 8. AFM images of the bacterial cellulose (BC), BCHA-SABTO and BCHA-SABTO.

3.3.2. Crystalline arrangement of the native bacterial cellulose
and bacterial cellulose/hyaluronic acid membranes

The bacterial cellulose membrane is known by its crystalline
structure and its influence on membrane properties. The X-ray
diffraction and solid state NMR are tools that contemporaneously
clarify the type and the amount of whole membrane that has crys-
tal arrangements, mainly identified by diffraction peak angle and
profile.

Additionally, the X-Ray diffraction was used to check the crys-
talline index. The crystalline index determined for BC, BCHA-SABTO

and BCHA-SABT3 were 66.0%, 64.1% and 57.6% respectively, which
are in agreement with the crystallinity values obtained by NMR.
Therefore, it appears that in both techniques the values of Ic
decreased due to HA-SAB added on the first and third day of fer-
mentation. This effect is due to the interference of HA-SAB in
the polymerization and crystallization of cellulose microfibrils.
This observation was checked in different composites of bacterial
cellulose produced from the immersion of cellulose in different
compounds, such as collagen [31], graphene nanocomposite [32]
and polyethylene glycol [33]. However, an increase of 0.72 nm in
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Fig. 9. SEM images of the BC (A), BCHA-SABTO (B) and BCHA-SABT3 (C).

the diameter of the crystallite from the polymeric composites was
observed.

The native cellulose can present two forms of polymorphs: cel-
lulose la (triclinic unit cell) and cellulose I3 (monoclinic unit cell).
The predominance of each crystal form depends on the cellulose
source whether that be the bacterial cellulose predominate in the
Ia structure, or the vegetal cellulose predominate in the If struc-
ture [34]. The diffractogram (Fig. 6) obtained from X-Ray analysis
showed standard peaks featuring triclinic unit cells (cellulose Ia),
with reflections at 14.7°, 16.2° and 22.5° indexed at 100, 010 and
110 respectively [10,34,35]. The polymeric composites showed a
XRD profile similar to the native bacterial cellulose, with the only
distinction being the reflections intensity of cellulose Io.. The uni-
planarity of the cellulose ribbons is relative to the reflection indexed
as 100. The BCHA-SABTO showed relative high intensity of the 100
reflection resulting in the reduction of uniplanarity of cellulose
ribbons [10].

The BCHA-SABT3 membrane diffractogram presents peaks that
correspond to the crystalline hyaluronic acid, which is not clearly
observed for CBHA-SABTO, and is compatible with the previous
results that show more hyaluronic acid on T3 than TO. Moreover, the
cellulose crystallinity is affected and these results are different from
those observed by Lopes and cols [10], that do not observe crys-
talline hyaluronic acid traces on the diffractograms. Additionally,
the Ic for the equivalent third day sample T3 (70%) was higher than
our result, which is correlated with the amount of HA incorporated
into the membrane. Factors such as the solubility or the molecular
mass could play a role on the amount of HA-SAB on BC, neverthe-
less, the crystallinity of HA-SAB on CBHA-SABT3 remains beside the
exerted forces through cellulose chains that constrain the inserted
glycosaminoglycan that could be nestled on the cellulose network,
and this has a molecular mass dependence.

3.3.3. Thermal gravimetric analysis (TG)

The thermal degradation behavior of native bacterial cellulose
and polymeric composites can be observed in the thermogravi-
metric curves (Fig. 7). The thermal degradation of a typical BC
membrane involves some mass loss steps, such as dehydration and
depolymerization of the main polymer network [36]. The first step,
which occurs in the temperature range from 26 to 140°C (Fig. 7A),
corresponds to the loss of water molecules that are associated with
the cellulose fibrils [37,38].

The beginning of the structural disruption is defined as the
temperature where 10 wt% of the mass is lost, T1gy, In Fig. 7A,
it is possible to observe that T;gy for BC is higher than T;gy for
the polymeric composites (BC=293.6°C; BCHA-SABT0=269.6°C;
BCHA-SABT3 =275.9°C). Therefore it can be inferred that native
bacterial cellulose is more thermally stable than the polymeric
composites. These results also confirm the presence of HA-SAB in
the membranes, that are more susceptible to thermal degradation
[10].

The main mass loss step, corresponding to the higher percent-
age of mass loss, was observed from 250 to 400 °C for all samples.
It is reported that at approximately 350 °C the degradation of the
cellulose network occurs [37,39]. According to the DTG curves
(Fig. 7B), the temperature corresponding to the maximum rate of
weight loss (Tmax ) increases in the order BC < BCHA-SABTO < BCHA-
SABTS3. For the sample CBHA-SABTO, an early event is observed at
approximately 278 °C, possibly corresponding to loosely bounded
or superficially disposed HA on the cellulose fibrils. According to
Chen and Cheng [40], the temperature of degradation of pure HA
occurs at 270 °C. This temperature corresponds to the temperature
of degradation of HA-SAB, as shown in Fig. 3.
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3.3.4. Surface physical properties of bacterial cellulose/hyaluronic
acid membrane determined by SEM and AFM

The effect of HA-SAB in the morphology of the cellulose net-
work was analyzed by atomic force microscopy (AFM) and scanning
electron microscopy (SEM). The AFM images of BC and polymeric
composites are shown in Fig. 8. It is possible to visualize the differ-
ence in the texture and roughness of the membrane by the addition
of HA-SAB during the fermentation. In the BC image it is observed
the microfibrillar structure of ribbon bundles. With the addition of
HA-SAB, it is possible to observe the ribbons with agglomerates cov-
ering the fibrils, such as cotton. The interfacial interaction between
the biopolymers (BC/HA) is reflected by the change in roughness.
The native bacterial cellulose and BCHA-SABTO showed a smoother
surface with roughness at 22.2 nm and 15.46 nm, respectively. The
sample polymeric composites BCHA-SABT3 showed a rougher sur-
face with roughness of 34.8 nm, due to the better incorporation
of HA-SAB in the cellulose microfibers [10]. The Hyaluronic Acid of
different molar masses showed differentiated structures. The struc-
ture of lower molar mass Hyaluronic Acid has a small network and
is rounded, which tends to self-aggregate [41].

Fig. 9 shows the images of BC and polymeric composites
obtained by SEM. The surface of polymeric composites is different
from native BC. The addition of HA-SAB in different stages of fer-
mentation provided differences on the surface membranes, mainly
in BCHA-SABTS3, resulting in thicker fibrils. The ribbons of the native
cellulose presented thicknesses at 115 nm. With the addition of HA-
SAB on the first day of fermentation (CBHA-SABTO) the thicknesses
increased to 143 nm. It was not possible to determine the thick-
nesses of CBHA-SABT3 because of the HA-SAB interaction with the
cellulose microfibrils.

4. Conclusion

Hyaluronic acid is a key molecule for connective tissue struc-
turation, and supports collagen formation and maintenance. In
this article the bacterial cellulose membranes with HA were well
formed and characterized by producing a biomaterial potentially
well accepted by tissues for regeneration as scaffolding for cell
adhesion.

The FT-IR and solid state NMR spectra shows that our process
was able to obtain HA from rooster comb, that gives smaller chains
than the HA from Streptococcus equi, with a small dispersity, result-
ingin avery restrict range of mass, which was expected considering
the same age and the same supply of nutrients.

The bacterial cellulose membranes with the HA isolated show
FT-IR and NMR spectra that confirm the presence and identity of
HA. The most interesting result was from the moment that HA was
added on the Ic, and its influence both in NMR and x-ray diffraction,
by showing a lower value of BCHA-SABTO than the BCHA-SABT3.
The X-ray diffraction clearly shows the spectra of HA-SAB mixed
with the Cel I cellulose, proving that the constraints that the cel-
lulose microfibrils could apply to the HA chains were not enough
to disrupt the crystal arrangement, possibly as a result of the small
molar mass and the great amount of glycosaminoglycan incorpo-
rated.
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