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RESUMO

No campo dos glicoconjugados diversos biomateriais sao desenvolvidos e utilizados
comercialmente na area da saude como ferramenta para os mais diversos tratamentos
gue envolvem processos de regeneracdo celular. A celulose bacteriana tem alta
biocompatibilidade e sua utilizagdo como suporte para a promoc¢ao de sua capacidade
cicatrizante pode ser alcancado com a adicdo de materiais a sua superficie como
proteinas de interesse e aminoacidos para associacdo com nanoparticulas metalicas.
Para a conjugacdo com estes compostos aminados, utiliza-se um espacador com
grupo acido carboxilico como o acido succinico para tornar a membrana reativa.
Funcionalizar a celulose bacteriana com grupos acidos provenientes de outros
polissacarideos pode ser uma alternativa interessante para diminuir os impactos
ambientais inerentes ao processo de succinilacdo. Uma alternativa é a adicdo de
gomas acidas, como as gomas arabica e karaya (origem vegetal) e a goma xantana
(origem bacteriana) durante a fermentagcdo, a fim de promover o aumento da
reatividade da celulose bacteriana mantendo as propriedades dos biopolimeros. Uma
vez associados a celulose, estes polissacarideos naturais formulam um biomaterial de
partida para sintese de amidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar e viabilizar a
insercdo de gomas a superficie da celulose bacteriana durante o0 processo
fermentativo e funcionalizar o aminoacido arginina em gomas acidas por meio de uma
reacdo de sintese de amida e, havendo indicios da formacéo da ligacdo, associar
nanoparticulas de prata a superficie do produto. A incorporacdo de gomas durante o
processo fermentativo aumentou a acidez dos compostos, que foram quantificados
por meio de derivadas de suas respectivas curvas de titulacdo bem como pelos indices
de cristalinidade provenientes do DRX, que apresentaram baixos valores quando
comparados as membranas de celulose nativa. Dentre as gomas utilizadas a que
apresentou maior influéncia nas reacfes de funcionalizacdo e insercdo na rede
nanofibrilar da celulose bacteriana foi a goma karaya demonstrado pelas técnicas de
caracterizacao (FTIR, DRX e DSC) e justificado pelo mecanismo de rea¢édo. O produto
da funcionalizacdo de goma karaya com arginina foi associado as nanoparticulas de
prata de maneira efetiva como demonstrado pela caracterizacdo por meio da
espectroscopia UV-Vis e pela atividade antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa, sugerindo este polissacarideo como uma alternativa no ramo da quimica
de carboidratos para sintese de amidas e associacdo com nanoparticulas metélicas.

Palavras-chave: gomas &cidas; goma karaya; funcionalizacdo; nanoparticula de
prata; celulose bacteriana; compdésitos poliméricos.



MORAES, Cassiano Borges de. Polysaccharides functionalized with arginine as a
platform for association with silver nanoparticles. 2021. 72 p. Dissertation
(Master’s dregree in Biotechnology) - State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

In the glycoconjugates area, several biomaterials are developed and used
commercially in the health field as a tool in the most diverse treatments that involve
cell regeneration processes. Bacterial cellulose has high biocompatibility and its
functionalization with grown promoter peptides or proteins as well with aminoacids that
associated with metallic nanoparticles can modulate its healing capacity. For
conjugation with these amino compounds, a spacer with a carboxylic acid group such
as succinic acid is used to make the membrane reactive. Functionalize bacterial
cellulose with acid groups from other polysaccharides can be an interesting alternative
to avoid the formation of environmental wastes inherent to the succinilation process.
An alternative is the addition of acid gums, such as arabic and karaya gum (vegetable
origin) and xanthan gum (bacterial origin) during fermentation process, that lead to
bacterial cellulose based membrane reactivity while maintaining the properties of
biopolymers. Once associated with cellulose, these natural polysaccharides form a
starting biomaterial for the synthesis of amides. The objective of this work was to make
possible the insertion of gums on the surface of bacterial cellulose during the
fermentation process and to functionalize the amino acid arginine in acid gums by
means of an amide synthesis reaction and to associate silver nanopatrticles to the
product. The incorporation of gums during the fermentation process increased the
acidity of the membrane, which were quantified by titration. The tritation curves as well
the crystallinity indexes from the XRD diffractograms, which showed low values when
compared to native cellulose membranes induces to conclude that the acidic gums
was traped on the nanocellulose film. Among the gums used, the one that had the
greatest influence on the functionalization and insertion reactions in the nanofibrillar
network of bacterial cellulose was the karaya gum demonstrated by the
characterization techniques (FTIR, XRD and DSC) and justified by the reaction
mechanism. The product of karaya gum was conjugated with arginine, that acted as
reductive agent to obtain silver nanopatrticles in an effective way, as demonstrated by
the characterization through UV-vis spectroscopy and by the antimicrobial activity
against Pseudomonas aeruginosa,, showing up this polysaccharide as an alternative
in the field of carbohydrate chemistry for the synthesis of amides and association with
nanoparticles metallic.

Key words: acid gums; karaya gum; functionalization; silver nanoparticle; bacterial
cellulose; polymeric composites.
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1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana apresenta uma rede entrelagada nanofibrilar
ultrafina, bem organizada, o que resulta em alta porosidade e aspecto mais aderente
guando comparada a celulose vegetal. Além disso, as membranas de celulose bacteriana
exibem alta capacidade de retengéo de agua nédo toxica e, devido a alta cristalinidade, boa
resisténcia mecanica. Caracteristicas que promovem esse material como interessante
plataforma para modificacéo quimica, para aplicagcdes no campo biomédico como curativo,
substituicdo de cartilagem, pele artificial, enxertos vasculares, tecido e regeneracéo
0ssea, vasos sanguineos artificiais, almofadas de médicos, matriz na engenharia de
tecidos e implantes dentarios (CORRAL et al., 2017; TRONSER et al., 2018).

Biopolimeros ja foram incorporados em membranas de celulose
bacteriana, como sericina de seda e quitosana reforcadas com Oxido de grafeno, que se
mostraram potencializadores da cicatrizacdo de feridas. Filmes de alginato-celulose
carregados com sulfadiazina de prata foram desenvolvidos como potenciais curativos,
assim como nano-compostos com celulose-hialurénico que séo utilizados para o reparo
clinico da pele (LI et al., 2016; LAMBONI et al., 2016).

As gomas sdo moléculas com elevada massa molecular, com
propriedades coloidais e capacidade de produzir géis, podendo ser tanto de origem
vegetal quanto de origem microbiana. A goma karaya, de origem vegetal, possui grande
viscosidade e adesividade, e suas vantagens estéao atribuidas a sua estrutura. A Food and
Drug Administration (FDA) estabelece que aproximadamente de 30 % a 43 % da goma
karaya € constituida de acido galacturénico e acido glucurénico e a possibilidade desses
acidos serem reativos promove grande interesse nesse polissacarideo e seus
componentes e que sua modificacao estrutural pode gerar um produto com alta aceitacao

tecidual.

Dentre as gomas microbianas, a xantana se destaca por suas
propriedades reoldgicas distintas, levando a sua aplicacdo nos mais diversos segmentos
industriais, entre 0s quais cosméticos, petroguimicos, alimentos e farmacos se destacam.
Suas caracteristicas, como elevada viscosidade, mesmo em baixas concentracdes (0,05
a 1,0%), pseudoplasticidade, estabilidade com sais metalicos e em ampla faixa de pH e
temperatura, justificam a sua ampla utilizacdo na industria (LUVIELMO; SCAMPARINI,
2009).
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Devido a baixa toxicidade, biocompatibilidade com metais, custo-beneficio
e disponibilidade, a goma arabica apresenta ampla aplicacdo industrial, sendo encontrada
na industria alimenticia e farmacéutica como uma opc¢ao para o desenvolvimento de novos
produtos. Sua variedade de aplicacdo € justificada pela variedade das unidades
monossacaridicas presentes em sua estrutura polimérica, que favorece a complexagao

com metais, aminoacidos e proteinas (ATGIE et al., 2019).

A estratégia em geral, para a conjugacéo de aminas em carboidratos, esta
condicionada a presenca de um grupo acido para ocorréncia da reagdo. A insercao deste
grupo pode ocorrer por adicdo de um grupo espacador (RIBEIRO-VIANA; FARIA-
TISCHER; TISCHER, 2016a), formulacdo de filmes (PICHETH et al., 2017), ou
associacao entre polimeros (CACICEDO et al., 2016). A disponibilidade deste grupo para
reacdo pode fornecer uma matriz para associacdo com proteinas de interesse como o
colageno ou aminoacidos como arginina para associacdo com nanoparticulas metélicas
fornecendo ao produto atividade bactericida comprovada frente a bactérias alcool acido
resistentes (BAAR), como Staphylococcos aureus, Enterococcus faecium, Pseudomonas
aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis (ABDOLYOUSEFI et al., 2020; (JAFARI et al.,
2016).

Crescentes avancos no desenvolvimento de materiais por meio de
processos biotecnoldgicos e as reacdes de funcionalizagdo se mostram como uma
eficiente alternativa para atribuicdo de novas propriedades aos biomateriais por meio da
formulacdo de compdsitos poliméricos associados com diferentes ligantes. O presente
trabalho apresenta a proposta de uma metodologia para formar uma blenda de
biopolimeros de origem microbiana e vegetal, mantendo suas principais propriedades e
disponibilizando grupos éacidos passiveis de funcionalizagcdo. Uma vez obtidos estes
materiais, a producdo de um biomaterial conjugado com o0 aminoacido arginina para

associacao com nanoparticulas de prata (AgNP) com propriedades antimicrobianas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a insercdo de gomas acidas (goma arabica, karaya e xantana) a
membrana de celulose bacteriana durante o processo fermentativo para funcionalizacao

com arginina e associacao de nanoparticulas de prata.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir celulose bacteriana com adicdo de goma arabica, goma karaya e goma xantana
no processo fermentativo;

e Caracterizar a presenca das gomas incorporadas as membranas de celulose por
Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR), quantificacdo de acidez, Difracdo de Raios-X
(DRX) e Anédlise térmica (DSC);

e Conjugar arginina as gomas acidas e identificar sua presenca;

e Caracterizar os produtos obtidos por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Difracdo de Raios-X (DRX) e Analise térmica
(DSC);

e Produzir e caracterizar nanoparticulas de prata como referéncia e associar
nanoparticulas de prata a superficie do composto goma-arginina;

e Caracterizar o produto da reacdo de goma funcionalizada com arginina e AgNPs por
meio de Espectroscopia Uv-Vis;

e Caracterizar a atividade antimicrobiana de goma funcionalizada com arginina e AgNPs
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Polissacarideos como matriz para modificagao estrutural

Os polissacarideos séo constituidos por anidro-monossacarideos unidos
por ligacdes covalentes o ou [, assim o principal grupo reativo encontrado na maioria dos
carboidratos sao as hidroxilas. Quimicamente, hé trés fatores que modulam a modificacao
covalente de polissacarideos: solubilidade, a extensa rede de ligacao de hidrogénio e a
baixa reatividade da hidroxila como nucleéfilo As duas primeiras caracteristicas estao
correlacionadas, a grande extenséo de possibilidades de ligacao de hidrogénio dentro da
estrutura de polissacariedos, variando muito, desde polimeros completamente amorfos e
sem um padrao regular de ligacéo até a distribuicao repetitiva e regular como na celulose
gue a torna menos suscetivel a realizar outras interagdes com moléculas de solvente,
mesmo as polares, como agua ou DMSO (GARDNER; BLACKWELL, 1974; PINKERT et
al., 2009).

No caso da celulose, a linearidade e regularidade das ligacbes de
hidrogénio infere ao polissacarideo permanecer no estado sélido por apresentar baixa
solubilidade frente a diversos solventes, apresentando um baixo desempenho em quase
gualquer tipo de reacdo quimica. As reacdes quimicas mais comuns dependem da colisdo
apropriada entre diferentes moléculas para ocorrerem em fase heterogénea, esses
choques ocorrem apenas na superficie do material e, portanto, ndo sdo muito eficientes.
A outra desvantagem € a propria hidroxila. Diferentemente dos grupos amina,
apresentados nas proteinas, os grupos alcoois sdo menos nucleofilicos que as aminas
devido a sua maior eletronegatividade. Assim, para que as reacfes ocorram, as hidroxilas
tém que ser desprotonadas, geralmente por uma base forte ou o eletréfilo usado tem que
ser mais forte, por exemplo cloretos de acila. A combinacéo desses trés fatores restringe
as alternativas de reacdes quimicas uteis quando comparadas com a modificagéo quimica
organica classica, embora muitas metodologias tenham encontrado meios de modificar a
celulose (GATENHOLM; KLEMM, 2010; CACICEDO et al., 2016).

Por outro lado, essa dificuldade em modificar estruturas poliméricas € um
campo muito atraente a ser estudado, sem mencionar a utilidade de selecionar o grupo
guimico apropriado para uma funcéo desejada. A estratégia em geral, para a conjugacao
com aminas depende da presenc¢a de um grupo acido, inserido como um grupo espacgador.

O &cido succinico foi a opgédo de Ribeiro-Viana, Faria-Tischer e Tischer (2016), que
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realizaram uma ligacao covalente entre uma proteina (colageno) a superficie da celulose
bacteriana. J& Godinho e colaboradores (2016) optaram por produzir um filme composto
de celulose bacteriana e compostos de Aloe vera, como ligninas, saponinas, acido
salicilico e aminoacidos, enquanto LIANG e colaboradores (2015) desenvolveram um
aerogel de nanofibra de carbono derivado de celulose bacteriana para ser utilizado como
um eletrocatalisador para a reducéo de oxigénio para baterias de zinco.

3.2 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana é um polissacarideo estrutural formado a partir de
unidades B-glucanas (1-4). O polimero é quimicamente idéntico a de origem vegetal,
porém possui a vantagem de ndo possuir junto a sua estrutura nativa biopolimeros
estruturais ou hemicelulosicos, lignina ou outros metabdlitos de dificil remocéo
encontrados na celulose de plantas. Essas vantagens, somadas a sua abundancia e
biodegradabilidade, tornou esse biomaterial um grande atrativo para diversos
pesquisadores nas mais diferentes éareas (ENDLER; SANCHEZ-RODRIGUEZ;
PERSSON, 2010; MAUTNER, 2020) Os principais produtos comercializados com a
celulose bacteriana como base sdo para aplicagdo como curativo, uma vez que esse
material pode acelerar o processo de cicatrizacdo, principalmente por apresentar
resisténcia mecanica, alta troca gasosa, possibilidade de respiracéo celular, capacidade
de mimetizar a matriz extracelular natural, alta capacidade de absorcdo, além de possuir

uma facil e indolor remoc¢éo, nao téxico e ndo alergénico (YE et al., 2018).

A estrutura da celulose bacteriana (CB) apresenta uma rede nanofibrilar
entrelacada pelas ligacbes de hidrogénio formadas pelas hidroxilas das unidades de
glicose presentes ao longo da cadeia polimérica, como demonstrado pela Figura 1. As
ligacbes de hidrogénio, tanto as intermoleculares como as intramoleculares, séo
responsaveis por atribuir a esse composto propriedades intrinsecas como tragéo, rigidez
e a possibilidade de retencdo de agua de até 100 vezes o seu peso, bem como um elevado
grau de polimerizacdo e um alto indice de cristalinidade (VITTA; THIRUVENGADAM,
2012).

As aplicacbes da celulose estdo diretamente relacionadas a
funcionalizac&o de suas hidroxilas disponiveis por outros grupos de interesse. A natureza
do substituinte pode possibilitar a interagdo com a membrana, e sua modificagcdo pode

ocorrer tanto por sinteses a fim de promover ligacdes covalentes ou interacdes
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eletroestaticas; ou pela associacdo de compostos capazes de interagir com a matriz
polimérica modificando-a estruturalmente. De modo a manter ou potencializar suas
propriedades mecénicas e bioldgicas (GARDNER; BLACKWELL, 1974).

Figura 1 - Estrutura quimica da celulose bacteriana evidenciando as ligactes de
hidrogénio.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.1 Condicdes de producéo e biossintese

A metodologia classica utilizada para o cultivo de celulose bacteriana foi
descrita por Hestrin e Schramm (1954) envolvendo a bactéria gram-negativa
Komagataeibacter xylinum (anteriormente Gluconacetobacter xylinus) utilizando glicose

como substrato, com aplicacdo de aeracdo durante um cultivo estatico.

As bactérias do género Komagataeibacter, Acetobacter e
Gluconacetobacter produzem celulose de modo extracelular, diretamente relacionado ao
crescimento celular e concorréncia de oxidacdo de acUcares, de forma que as células
mesmo em meios desprovidos de fontes de nitrogénio continuam produzindo celulose se
houver disponibilidade adequada de carboidratos e apesar de trabalhos sugerirem fontes
de carbono como maltose, frutose, glicerol e a utilizacdo de residuos, a fonte de carbono
mais utilizada € a glicose. Em escala industrial, sdo apresentadas diversas solu¢des com
o0 intuito de utilizar diferentes substratos com o objetivo de diminuir o custo de producao
deste biomaterial (HESTRIN; SCHRAMM, 1954; TSOUKO et al., 2015).

Outros fatores determinantes para o cultivo sdo o pH e a temperatura, que

podem variar de acordo com a fonte de carbono utilizada. A faixa de pH 6timo esta entre
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4,0 a 6,0 e a temperatura de 28°C a 30°C. O crescimento deve ser acompanhado
minuciosamente pois 0 acumulo de precursores da biossintese de celulose bacteriana
pode alterar a formacgédo da membrana em cultivo estatico (LIN et al., 2013; BILGI et al.,
2016).

Quanto a sua biossintese (Figura 2), a celulose tem a UDP-glicose (uridina
difosfato-glicose) como principal precursor. A formagédo deste nucleotideo glicosilado
composto ocorre pela fosforilagdo das hexoses tanto pela via das pentoses-fosfato como
pela via glicolitica, o que justifica a utilizagdo de diferentes substratos no cultivo. Por meio
da via das pentoses-fosfato, os aclcares e o gluconato sao convertidos em glicose-6P,
gue é isomerizado a glicose-1P pela fosfoglicomutase, que condensa a UDP-glicose, o
substrato usado pela CeSa, Celulose Sintase, para a biossintese da celulose. O fluxo de
carbono por hexoses-fosfato € regulado por uma das duas glicose-6-fosfato
desidrogenases, operantes na bactéria, que é inibida por adenosina trifosfato (ATP)
(ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

Figura 2 - Via de biossintese da celulose bacteriana evidenciando a celulase sintase
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O processo de sintese envolve estagios como a polimerizacdo de
mondmeros de glicose em cadeias lineares de B-1,4-glucana, através de transportadores
indicados na transmembrana, em cadeias lineares de nanofibrilas de celulose. As cadeias
séo sintetizadas individualmente pelas celulose-sintases dispostas entre as membranas
internas e externas. As fibrilas sdo excretadas primeiro de forma linear, seguida de uma
ordenacdo paralela, onde é observada a formacao de redes nanoestruturadas (HU et al.,
2014; ENDLER; SANCHEZ-RODRIGUEZ; PERSSON, 2010).

3.2.2 Aplicacéo da celulose bacteriana no campo biomédico

Por se tratar de um material biocompativel de alta cristalinidade,
hidrofilicidade, flexibilidade e resisténcia mecanica com uma nanoestrutura porosa, a
aplicacdo de membranas de celulose bacteriana no campo biomédico é amplamente
estudada, como apresentado na Tabela 1, uma vez que sua estrutura fibrilar se assemelha
a matriz extracelular da pele, auxiliando nos mecanismos de cicatrizagéo e regeneracao
teciduais (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

A membrana de celulose bacteriana quando aplicada proporciona o
crescimento de vasos sanguineos, assim como a formacao da derme e epiderme, através
da regulacdo da quantidade expressa de colageno. Por se tratar de um material
transparente, permite o0 acompanhamento do processo de cicatrizagcédo se utilizado como
biocurativo, além de possuir a capacidade de se associar parcialmente aos tecidos
formados (CACICEDO et al., 2016; PICHETH et al., 2017).

Tabela 1 - Aplicacdes da celulose bacteriana na area biomédica

Aplicacdes na area biomédica Referéncias

Regeneracao e cicatrizacao de queimaduras e feridas (KWAK et al., 2015)

cronicas
Associacao a tecidos e vasos sanguineos (SCHERNER et al., 2014)
Sistema de liberacéo de farmacos (ULLAH et al., 2019)
Pele artificial ou scaffolds para engenharia de tecidos (GORGIEVA, 2020)
Implantes (MAUTNER, 2020)

Fonte: Préprio autor.
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As propriedades da celulose podem ser moduladas por modificagOes
fisicas ou quimicas. A grande quantidade de grupos hidroxila nas glicoses anidras que
constituem a celulose sao grupos reativos especificos que podem se ligar a compostos
capazes de emprestar novas caracteristicas a esse biopolimero. A pluralidade deste
material como matriz polimérica € o que instiga grupos de pesquisa de todo o0 mundo a
promover tentativas para conjugar diferentes moléculas a celulose bacteriana (FARIA-
TISCHER, RIBEIRO-VIANA, TISCHER, 2019). A interacdo entre a celulose com outros
polimeros pode ser alcancada por processos fisico-quimicos como também durante a
biossintese, como € obtido para misturas com o acido hialurdnico (DE OLIVEIRA et al.,
2017).

3.3 GomaAcidas
3.3.1 Goma Karaya

A goma karaya é produzida por plantas superiores do género Sterculia
como forma de defesa ap0s uma agressédo, servem para vedar o corte e evitar a
desidratacéo. Depois de extraida e tratada possui aparéncia fina como poeira, apresenta
cor palida, além de sabor e aroma levemente acético. Devido a presenca de grupos acetil,
ela pode aumentar de 60 a 100 vezes o seu volume original em agua fria. Por outro lado,
em suspensao com agua, apresenta caracteristicas de viscosidade estaveis e de natureza
n&o redutora (DHIMAN; SINGH; SHARMA, 2019; LOPEZ-FRANCO et al., 2009).

Quanto a sua disposicdo espacial, a goma karaya apresenta uma
estrutura altamente ramificada, justificando sua elevada massa molecular
(aproximadamente 16x10° Dalton). Formada por unidades conhecidas como
glicanoramno-galacto-uritano, sua cadeia principal é formada por ligacbes a-1,2 e a-1,4
entre unidades de L-ramnopiranose e acido D-galacturdnico (Figura 3). As cadeias laterais
tém ligacbes 1, 2 de B-D-galactose ou ligacdes 1,3 de acido p-D-glucurbnico ao acido
galacturdnico da cadeia principal, e os residuos de ramnose da cadeia principal sé&o
ligados através de ligagdes B—1,4 com unidades de galactose (MIKUS; VALIK; DODOK,
2011)



24

Figura 3 — Estrutura quimica da goma karaya.
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Fonte: ADITIVOS&INGREDIENTES, 2011.

Devido a presenca dos grupos de acido urbnico presentes na estrutura da
goma karaya, as dispersdes formadas séo capazes de resistir & atividade hidrolitica a uma
concentracdo de 10% de &cido cloridrico, além de formarem hidrocol6ides com um
comportamento do tipo pseudoplasico ndo-newtoniano porque sua viscosidade é
inversamente proporcional a taxa de cisalhamento das estruturas do Acido [-D-
glucurénico e do Acido a-D-galactordnico, apresentadas na Figura 4 (PADIL VINOD et al.,
2017).

Figura 4 - Estrutura dos acidos presentes na goma karaya
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Fonte: Préprio autor, (A) o Acido B-D-glucurdnico (B) o Acido a-D-galactorénico.

A capacidade de absorcdo de grandes quantidades de agua e a
oportunidade de formar dispersdes coloidais como géis e pastas, destaca o motivo de
utilizar esse material, uma vez que a modificacdo estrutural da goma karaya, se associado
com materiais de interesse biomédico, podem levar a um produto com alta aceitacéo
tecidual. O complexo de polissacarideos parcialmente acetilados, juntamente com a
possibilidade de complexacédo com sais de célcio e magnésio, caracterizam os derivados
da goma karaya com um alto potencial de serem usados como estabilizantes e agentes
antibacterianos na industria de alimentos, farmacéutica, entre outras (CORREIA et al.,
2018).
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3.3.2 Goma Xantana

A goma xantana (GX) é um biopolimero microbiano produzido por
Xanthomonas spp. de maneira extracelular durante a fermentagcdo aerdbica. De acordo
com a cepa microbiana utilizada, € possivel atenuar ou intensificar propriedades da goma
xantana, que envolvem a capacidade de produzir géis, dispersantes e solu¢des ou
misturas viscosas. O seu diferencial perante outras gomas sollveis em agua esta em sua
interacdo com o solvente, que pode promover estabilidade em meios &cidos bem como a
manutencao das caracteristicas deste heteropolissacarideo mesmo apds congelamento e
descongelamento, bem como reacbes de sintese (FARHADI; KHOSRAVI-DARANI;
NEJAD, 2012; KUMAR; RAO; HAN, 2018).

A estrutura da goma xantana apresenta unidades repetidas de
pentassacarideos, numa composicao que segue glicose, manose e acido glucurénico
numa proporgdo igual a 2: 2: 1. A cadeia principal da goma xantana é formada por
unidades de glicose através de ligacdes a ou B 1,4-glicosidicas e a cadeia lateral da
unidade de trissacarideos contém sucessivamente manose, acido glucurénico e manose,
como apresentado na Figura 5. A massa molecular da goma xantana pode variar de
acordo com as cepas e condi¢des de fermentacédo, mas esta estimada entre 2,0x108 e 5,0
x 107 (GARCIA-OCHOA et al., 2000)

Figura 5 - Estrutura da goma xantana
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A goma xantana foi autorizada pela FDA para aplicagdo como aditivo
alimentar sem nenhuma restricdo, ja que sua pseudoplasticidade, pode produzir uma
solucéo espessante, adequada para muitos alimentos. Sua demanda e produc¢dao industrial
vém aumentando progressivamente, a uma taxa anual de 5 a 10%, desde o inicio do

século. Estima-se que 30000 T dessa goma sejam produzidas por ano (LI et al., 2016).

Além de sua capacidade de espessamento, dispersao, emulsificacao e
suspensao, a goma xantana também é estavel em meios acidos e basicos, bem como
resistente a sais e temperatura. Isso ocorre, devido a ampla variedade de espécies do
género Xanthomonas produzirem diferentes grupos acis em suas estruturas,
possibilitando a formagédo de complexos, aumentado assim a relevancia da utilizacéo
deste biopolimero em industrias de alimentos, recuperacdo de petréleo, farmacéutica,

cosmeética, téxtil e outras (LEE et al., 2019).
3.3.3 Goma Arabica

A goma arabica (GA) obteve atencdo nas mais diferentes frentes devido
a baixa toxicidade, biocompatibilidade com os metais e facil disponibilidade, tendo também
0 custo-beneficio como uma caracteristica chave para a utilizacdo deste biopolimero em
diversas formulacdes da industria alimenticia. Sendo um polissacarideo complexo
derivado do exsudato natural da Senegalia senegal ou da arvore Acacia senegal, a goma
arabica vem apresentando aplicacfes alternativas a quimica de carboidratos, uma delas
se da pela associacdo com alginato, onde é possivel desenvolver um material para

transporte direcionado de proteinas e bioativos (ATGIE et al., 2019).

Dependendo de sua variedade, suas fracGes incluem aproximadamente,
1-3% de proteina e 90-95 % de carboidrato, sendo os principais aminoacidos presentes
a hidroxiprolina, serina, acido aspatrtico, treonina e prolina. A rede polimérica pode ser
envolta por misturas de sais de calcio, magnésio e potassio. Sua estrutura compreende
unidades de galactopiranosil B-D formando ligacbes peptidicas 3-1,3. As cadeias laterais
séo feitas de duas a cinco unidades (3-D-galactopiranosil ligadas a 1,3, unidas a cadeia
primaria por ligacdes 1,6. Tanto a cadeia principal quanto as cadeias laterais possuem
alguns constituintes (Figura 6) como unidades B-L-arabinofuranosil e B-L-ramnopiranosil,
sendo comum também encontrar unidades de B-D-glucuronopiranosil e 4-Ometil-B-D-
glucuronopiranosil em sitios terminais. (GASHUA et al., 2015; MARIOD, 2018)
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Figura 6 - Principais constituintes da cadeia polimérica da goma arabica.
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Fonte: MARIOD, 2018. (A) D-galactopiranose, (B) L-arabinofuranose, (C) L-ramnopiranose e (D) Acido d-
glucopiranosurdnico.

Na medicina popular, foi relatado que a GA pode ser usada para
tratamentos inflamatorios da mucosa intestinal e para cobrir superficies e apesar de ser
considerada uma substancia "inerte", é possivel encontrar diversos grupos de pesquisa
gue estudam este polissacarideo para além da ciéncia de alimentos, como a utilizacédo da
goma em pacientes com insuficiéncia renal crénica onde foi possivel reduzir as
concentracfes plasmaticas de ureia e creatinina substituindo a necessidade de dialise de
3 para 2 vezes por semana (ALI; ZIADA; BLUNDEN, 2009).

3.4 Aminoacidos e proteinas associados a matrizes poliméricas

A maioria dos estudos envolvendo a insercéo de proteinas e aminoacidos
em compostos poliméricos esta relacionados a familia do colageno. Isto porque os
colagenos sao o principal constituinte de tecidos conjuntivos e intersticial, e sdo elementos
estruturais de praticamente todos os 6rgdos parenquimatosos, onde contribuem para sua
integridade esquelética. O colageno fornece forca e estabilidade estrutural aos tecidos do

corpo, incluindo pele, vasos sanguineos, tenddes, cartilagens e ossos (DONG; LV, 2016).

Um fator predominante para modificacbes estruturais, interferindo no
comportamento celular, € que a proteina de interesse permaneca disponivel na superficie
da cadeia modificada, uma vez que células se aderem a proteinas através de receptores
da membrana celular. O coldgeno exégeno promoveu excelente adesédo e migracao em

trabalho publicado por Brown (2013), pois permitiu que células secretassem suas préprias
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moléculas da matriz, por exemplo, fibronectina, que desempenhou papel importante na

regulacdo e adeséao desse material (BROWN, 2013)

A funcionalizacdo da celulose pode ser obtida através da introducéo de
grupos carboxilato ou amino, ou seja a incorporacao de grupos ligantes a sua estrutura
afim de apresentar um novo biomaterial, como ja foi proposto por Ribeiro-Viana e
colaboradores (RIBEIRO-VIANA; FARIA-TISCHER; TISCHER, 2016b) que produziram
membranas de celulose succiniladas que serviram de matriz para funcionalizacdo com

colageno hidrolisado utilizando técnicas usuais para a formacgéo da ligacdo amida.
3.4.1 Reacdes de substituicdo a carbonila — ligagcdo amida (mecanismo)

Os acidos carboxilicos ndo reagem espontaneamente com aminas para
reacdes de substituicdo a carbonila, pois a basicidade das aminas acaba por desprotonar
o0 acido, levando ao ion carboxilato, que viria a promover um péssimo grupo abandonador.
A ocorréncia dessa reacdo nao € vista nem entre os acidos mais fortes, pois poderia
ocorrer a protonagcdo da amina, consequentemente a inativando como nucleofilo (HO et
al., 1995).

Figura 7 — Reacao geral de um &cido carboxilico com amina.
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acido carboxilico de uma amina

Fonte: Proprio autor, adaptado de Ho e colaboradores, 1995.

A modificacdo estrutural também pode ocorrer utilizando um reagente
carbodiimida, como o EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) ou DCC (N-N'-
diciclohexilcarbodiimida ) que atua como agente de reticulacdo mediando a formacéo de
ligacbes de agrupamento éster entre hidroxilas e carboxilas e ligacdes amida entre aminas
e oxigénios reativos. Sua vantagem perante a outras metodologias empregadas em
reacdes de substituicdo estd em produzirem subprodutos derivados da uréia, que sao
excelentes grupo abandonadores, apresentam baixa citotoxidade e sao solUveis em agua.
(FROIDEVAUKX et al., 2016).
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O mecanismo se inicia com o ataque do oxigénio da carbonila do &cido
carboxilico ao carbono no centro eletrofilico da carbodiimida, formando um éster
intermediario que, apos deslocalizagfes eletrdnicas por ressonancia e transferéncia de

protons, fornecem um intermediério reativo, como observado na Figura 8.

Figura 8 - Mecanimo envolvendo um &cido carboxilico e o agente carbodiimida para a
formacdo de um intermediério reativo.
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Fonte: Préprio autor, adaptado de HO e colaboradores, 1995.

O intermediario dessa sintese ao ser submetido a reacées com aminas,
permite a formacéao de ligacbes amida, uma vez que ocorre a liberacdo de um bom grupo
abandonador, que deve ser uma base fraca ou possuir algumas caracteristicas como ser
altamente eletronegativo e se estabilizar por ressdénancia (HO et al., 1995). E de extrema
importancia que a ordem de adicdo, tal como a formacédo do intermediario reativo,
intermediério tetraédrico e uréia estejam presentes ao longo da sintese, para que de fato

haja a formacéo da ligagcdo amida, como demonstrado na Figura 9.
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Figura 9 — Mecanismo envolvendo o intermediério reativo e uma amina (etilenodiamina)
tendo como produto uma amida e o subproduto uréia.
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Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de SOLOMONS, 2011.

Uma das vantagens de se utilizar a carbodiimida € que o intermediario
dessa reacdo nao precisa ser isolado e todas as etapas podem ocorrer em temperatura
ambiente, além disso, amidas produzidas a partir de rea¢cdes com carbodiimida possuem
alto rendimento. Sua principal desvantagem esta relacionada ao preco, visto que 0s
reagentes carbodiimidas apresentam um alto valor agregado. (HO et al., 1995;
NAKAJIMA; IKADA, 1995).

3.5 Nanoparticulas de prata associadas a aminoacidos

A associacao entre nanoparticulas metalicas e aminoacidos apresenta
profundo interesse devido a propriedades antimicrobianas alcancadas pela nanoparticula
metalica e pela variedade de sintese e conjugacao possivel entre os dois compostos. As
reacdes entre o aminoacido (ou alguma outra biomolécula) e os ions Ag* para conversao
a Ag® acontecem de modo a promover a biorreducao. Diversos aminoacidos podem ser
utilizados como glicina, cisteina, leucina, aspartato, lisina, arginina, assim como demais
biomoléculas que apresentarem potencial redutor (WANG et al., 2009). Em geral, a
obtencao de nanoparticulas de prata (AgNP) ocorre por uma sintese de oxirreducdo na
gual agentes redutores e oxidantes agem de modo a formar coldides e prata provenientes
da reducao da prata em um estagio de nucleacéo, sendo que a formacéao da prata metalica
pode ser controlado pelos parametros de reacdo, que vao desde as concentracdes dos

agentes, como temperatura, vazao e pH. (LEGLER et al., 2001)

Em geral, a afinidade entre a prata e um aminoacido depende diretamente
da interacdo do ion Ag* com sua a cadeia lateral. Essa interacéo é ditada principalmente
por dois fatores, o impedimento estérico presente da estrutura do aminoacido e de sua

forca como uma base de Lewis para complexar a prata. O esqueleto carbbnico do
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aminoacido estabiliza indutivamente as cargas positivas presentes da estrutura resultando
no aumento da afinidade da prata entre as ligagdes (YOUSAF et al., 2015).

A arginina € o precursor de muitos compostos essenciais para o
organismo. Além de estar diretamente relacionada com rotas metabdlicas de proteinas,
oxido nitrico, prolina, creatina, agmatina e poliamina e estimular a secre¢do de hormonios
como insulina, glucagon, horménio do crescimento e prolactina, este importante
aminoacido se destaca pela estrutura sugestivamente reativa (Figura 10), e alta
disponibilidade para reac¢des.(DANIELAK, 2019)

Figura 10 - Estrutura da arginina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por possuir uma estrutura tricoordenada, ao ser complexada com o ion
prata, interage com seu nitrogénio terminal, o oxigénio da carboxila, e com o outro
nitrogénio presente na estrutura, como foi proposto por Shoeib e colaboradores e

demonstrado na Figura 11 abaixo.

Figura 11 - Complexacéao da arginina com a prata e os valores de comprimento de
ligacdo em angstrons.
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Fonte: SHOEIB, SIU e HOPKINSON, 2002.

Muitas morfologias podem ser encontradas parar as AgNPs, que
apresentam formas como tetraedro, octaedro, cuboctaedro, dodecaedro rémbico

truncado, entre outros. A coloracdo da solucdo de nanoparticulas estd diretamente
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relacionada ao seu tamanho, pelas diferentes formas de se ligarem. As estruturas
apresentam modos vibracionais diferentes no espectro Uv-Vis, por fendbmenos diversos
como excitacdo coletiva de elétrons livres, transicdo entre bandas e dispersdo da
superficie, que ocasiona na variacdo do tamanho da nanoparticula entre 1-30 nm.
Portanto a metodologia empregada € fundamental para a obtencdo de nanoparticulas do
tamanho desejado, que estara diretamente relacionado a sua coloracao, apresentado pela
Figura 12 e a Tabela 2.

Figura 12 - Variacao de cor relacionado com o tamanho e forma da AgNP.

C000

15 nm 20 nm 25 nm 30 nm

(variacdo de ~3nm de acordo com o tom da nanopatrticula)
Fonte: (BARNARD, 2014)

Tabela 2 - Relacéo entre o comprimento de onda e o tamanho da nanoparticula

Comprimento de onda (nm) Tamanho da particula (nm)
380-390 5-10
395-405 10-14
420-435 35-50
438-450 60-80

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de DURAN et al., 2019.

Quando comparada a outras nanoparticulas como ferro e zinco, a prata
se destaca principalmente pela capacidade de complexacéo, propriedades condutivas,
hidrofébicas e antimicrobianas, bem como a blindagem contra interferéncias
eletromagnéticas. Frente a nanoparticulas de metais como mercurio e cadmio se acentua
como uma opcédo de grande atividade bactericida com menor toxicidade (JAFARI et al.,
2016; SHOEIB et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Equipamentos e reagentes

Os experimentos foram realizados com o apoio financeiro de CAPES com
o aporte de recursos do Programa de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia, do CNPq
Universal Processo: 479992/2013-4, e do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
(DBBTEC) da Universidade Estadual de Londrina. Foram usados 0s equipamentos nos
laboratérios do DBBTEC como balanca analitica, fluxo laminar, centrifugas, estufas BOD
entre outros. Os reagentes Goma Karaya — From Sterculia Tree, Goma Arabica, N-
Hidroxisuccinimida (NHS) e EDC sé&o da SIGMA-ALDRICH e a Goma Xantana de origem

alimenticia.

4.2 Producéo da celulose bacteriana
4.2.1 Microorganismo, estoque e meio de cultura

A cepa utilizada para a producado das membranas de celulose bacteriana
deste estudo foi a Komagataeibacter xylinum ATCC 23769 cedidas pelo Laboratério de
Andlise de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, que foram mantidas em

microtubos em meio HS com glicerol 30 % a -80°C.

O meio utilizado para a producédo foi o descrito por Hestrin-Schramm’s

(HS) e adaptado de Goelzer e colaboradores, 2009 que esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Formulacdo adaptada do meio HS para a producdo de celulose
bacteriana.

Substancia Quantidade
Glicose 30g¢
Peptona 59

Extrato de Levedura 50
Na;HPO4 59

Acido Citrico 1,159
H.O 1L

Fonte: Adaptado de Goelzer e colaboradores (2009).
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4.2.2 Processo de producdo de membranas de celulose bacteriana e adicado de

gomas 4cidas

Para a etapa do pré-in6culo, o microorganismo, com concentragédo de 5
% (m/m), foi transferido, em camara de fluxo laminar, para um erlenmeyer contendo 40

mL de meio HS, que foram submetidos a agitacdo por 110 rpm a 28°C por 48 horas.

Apos as 48 horas, as células em suspensao foram transferidas para um
erlenmeyer contendo 360 mL de meio HS e apds homogeneizacédo, foram transferidos a
bandejas de volume de 500 mL. Os compostos poliméricos celulose-goma foram obtidos

pela adicdo de gomas &cidas a formulagdo do meio.

A producéo de celulose bacteriana, tanto a membrana controle quanto os
compostos celulose-gomas, foram condicionadas estaticamente em estufa BOD por 10
dias a 28°C. Apés dez dias de fermentagéo, as membranas foram removidas da cultura
estética e purificadas. Os filmes foram imersos em NaOH 0,1M por 24 horas, seguido de
banho maria a 80°C, até obtencdo de um material translicido. ApGs a obtencdo de um
material limpo, as membranas foram lavadas abundantemente em agua destilada até sua

neutralizacao total e secas em estufa a 40°C e para as analises de caracterizacgéo.

Apos as andlises de caracterizacao, avaliou-se 0s sitios ativos das gomas
para reacao de conjugacdo com arginina para a incorporacéo de nanoparticulas de prata.
A membrana de celulose bacteriana nativa foi nominada MCB e os associados com goma

arabica, karaya e xantana de MCBGA, MCBGK e MCBGX, respectivamente.

Um esquema representativo do Processo de producédo de membranas de

celulose nativa e dos compostos celulose-goma, esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13 — Processo de producédo de membranas de celulose nativa e dos compostos
celulose-goma.
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\ J

PROCESSO FERMENTATIVO ESTATICO
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INTERRUP;‘KO DO CULTIVO
Tratamento com NaOH 0,1M

CORRECAQ DO pH
Lavagem com dgua destilada até pH 7,0

SECAGEM
Estufa a 40°C - 24 horas

CARACTERIZﬁQﬁD
RMN, FT-IR, QUANTIFICACAQ DE ACIDEZ, DRX

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Funcionalizacdo das gomas acidas com compostos aminados

Em um baldo foram adicionados 500 mg de goma e 5 mL de agua, que
forma submetidos a agitacdo moderada a 35°C por 30 minutos até completa
homogeneizagdo. Em seguida, foram adicionados 60 mg de EDC e 50 mg de NHS. A
agitacdo e aquecimento foram mantidos nos mesmos parametros por 1 hora.
Posteriormente foram adicionados mais 10 mL de dgua e 500 mg de composto aminado,

neste trabalho a arginina. A reacéo ocorreu a 45°C por 24 horas.

ApoOs 24 horas, o material foi lavado abundantemente com etanol gelado
e centrifugado. Em seguida os materiais foram submetidos a didlise por 48h com troca de
agua a cada 12 h. Posteriormente o material foi transferido da pelicula de didlise para
uma estufa a 60°C por 24 h e seguiu para a liofilizacdo. Apés o procedimento, o material

Seco seguiu para as analises de caracterizacao.
4.4 Incorporacado de nanoparticulas de prata no produto da funcionalizacdo

A producédo de AgNP para incorporacao foi realizada com 0,200 g do
produto obtido da funcionalizacdo com arginina (GKEDCARG) dispersos em 20 mL de
agua destilada em um erlenmeyer de 100 mL. Em seguida, foram adicionados 0,004 g de
hidroxido de potassio (KOH). O sistema foi colocado em resfriamento e agitacao
magneética constante. Uma solucéo de nitrato de prata (AgNO3) 1,15mM, foi gotejada no
erlenmeyer contendo GKEDCARG com o auxilio de injetor automéatico a uma taxa de 10
mL/h até atingir 8,5 mL, onde observou-se intensa mudanca na coloracdo. Em seguida o

material foi separado para leitura no Espectrofotdmetro Uv-Vis e antibiograma.
45 Producéo de nanoparticulas de prata pelo método do boro hidreto.

Com o intuito de obter uma referéncia, foram produzidas nanoparticulas
de prata pelo método borohidreto, como apresentado na equacao abaixo. Preparou-se
uma solugéo de AgNO3z 5 mM que, com o auxilio de um injetor automatico, foi gotejada
sobre uma solucdo de 100 mL de borohidreto de sédio (NaBH4) 10 mM a uma taxa de 10
mL/h até completar o volume de 5 mL. A adi¢cdo ocorreu sob agitacdo moderada a 5 °C.
em seguida, o material foi colocado em frasco de vidro ambar e condicionado em camara

fria. A reacdo para a formacédo de AgNP esta representada abaixo.

AgNO3 + NaBH, - Ag+ 1/, Hy + 1/, B,Hs + NaN O,
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4.6 Métodos fisico e quimicos e caracterizacao
4.6.1 Quantificacao da acidez dos filmes formados

Os filmes de celulose obtidos no item 4.2.2 foram submetidos a uma
guantificacdo de acidez por titulagdo. As membranas foram dispostas em um Becker e
submergidos em uma solucdo de HCI 0,1M e com uma pipeta automatica titulou-se
sequencialmente 5 mL NaOH, acéo se repetiu até atingir o limite de 60 mL. O valor de pH
foi aferido a cada dosagem utilizando um pHmetro para posterior plotagem dos gréaficos
para analisar a quantidade de acido presente no composto celulose-goma. As equacdes
abaixo foram utilizadas para o célculo das derivadas das curvas de titulagéo.

Tabela 4. Equacdes para a primeira e segunda derivada das curvas de titulacao

Primeira Derivada Segunda Derivada
ApH
yr = APH _ pHy — pH, L arpr _ A(5F)
P Av Vr — V; pH™ = A2y Av

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

As andlises de FT-IR foram realizadas tanto para os materiais de partida
(gomas acidas e celulose bacteriana nativa) como para os compostos celulose-goma e as
funcionalizacbes com arginina. As amostras foram secas em estufas a 70°C por 24h e
apos a secagem foram trituradas e comprimidas por meio de uma prensa hidraulica, para
formar pastilhas com KBr. As leituras foram realizadas em transmitancia com uma
resolucdo de 1 cm™ nointervalo de 4000 a 400 cm™ no espectrofotdmetro de infravermelho
da marca Shimadzu, modelo IR PRESTIGE-21 do Laboratério de Espectroscopia da

Central Multiusuéaria de Laboratorios de pesquisa da UEL.
4.6.3 Andlise Térmica por Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Para analise térmica, escolheu-se a analise por DSC de fluxo de calor em
um equipamento da marca Shimadzu, modelo DSC-60 disponivel no Laboratério de
Espectroscopia da Central Multiusuaria de Laboratérios de pesquisa da UEL. A técnica
foi realizada tanto para os materiais de partida (gomas acidas e celulose bacteriana nativa)

como para 0s compostos celulose-goma e as funcionalizagcbes com arginina. Os
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parametros escolhidos foram baseados em analises feitas previamente com outros
biomateriais, no qual o aquecimento é fornecido a partir da temperatura ambiente & 400°C,
numa taxa de 10°C/minuto em atmosfera de nitrogénio. N>

4.6.4 Difracao de Raios-X (DRX)

Para andlise de difracdo de raios-X 6-20 foi empregado o difratbmetro
Panalytical X’ Pert PRO MPD do Laboratério de Andlises por Raios-X da Central
Multiusuéria de Laboratorios de pesquisa da UEL (LARX-UEL). O Feixe monocromatico
incidente de Cu (K>) excitado a 40 Kv e 30 mA, com uma taxa de varredura de 0,002°/s,
com registros de 5 a 60° (20). O indice de cristalinidade foi determinado pelo método de

Segal, como apresentado abaixo:

Tabela 5 - Determinacéo do indice de cristalinidade pelo método de Segal.

Iooz — 1

IC (%) = ( ‘"")X 100

1002

lam = intensidade do halo amorfo em ~18° (20)

loo2 = intensidade do pico de difragdo 002 da celulose

Fonte: (NAM et al., 2016)

4.6.5 Espectroscopia UV-Vis

Realizou-se a leitura da suspensdo em Uv-Vis no aparelho Jenway
UV/VISIBLE 6715 na faixa de 200-600 nm para polimero conjugado com 0 aminoacido no

gual fora incorporado as AgNP e para as nanoparticulas de referéncia.
4.6.6 Antibiograma do material funcionalizado e associado com AgNP

A atividade antibacteriana do material foi avaliada pelo método de difuséo
em disco de agar com avaliacdo de zonas de inibicdo. A bactéria Pseudomonas
aeruginosa PAO1, foi crescida em meio Luria-Bertani (LB) a 37°C e 200 rpm por 24 horas.
Posteriormente, sob a superficie do meio Mueller-Hinton agar, foram transferidos cerca de
200 uL do cultivo seguido de dois discos de aproximadamente 10 mm de diametro
referentes ao material de partida (goma karaya) e o glicoconjugado (goma-arginina-
AgNP), o material foi incubado a 37°C por 24 horas, para posterior avaliacdo dos halos

formados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste tdpico, optou-se por apresentar 0s mecanismos envolvidos durante
0 processo de sintese do produto, seguido de uma andlise comparativa entre o material
de partida (gomas e produto celulose-goma) e do polimero associado com arginina. Apos
evidéncias que assegurem a insercdo do aminoacido ao polimero, realizou-se a
caracterizacdo da nanoparticula, de modo a assegurar a efetividade das conjugacdes
propostas ao longo do trabalho.
As membranas produzidas tiveram a aparéncia translicida e mantiveram, mesmo
apos os tratamentos aplicados, resisténcia mecanica e aspectos inerentes ao material

como visto na Figura 15.

Figura 14 - Membranas de celulose bacteriana nativa (MCB) e com gomas acidas
inseridas durante o processo fermentativo MCBGA (com goma Arabica), MCBGX (goma
Xantana) e MCBGK (goma Karaya).

Fonte: Elaborado pelo autor.



40

5.1 Estudo estrutural e efeitos da reacao de sintese
5.1.1Conjugacédo das gomas acidas com o aminoacido arginina

Inicialmente, as gomas foram conjugadas com arginina usando a
Carbodiimida (EDC) descrita no item 4.3. Esta etapa preliminar foi realizada a fim de
confirmar que o grupo &cido carboxilico das mesmas é passivel de reacéo. O resultado
da funcionalizacdo das gomas, ap0s o processo de dialise, seguido das etapas de
secagem e liofilizagcéo, forneceu a aparéncia representada na Figura 16.

Figura 15 - Aspectos dos compostos GAEDCARG, GKEDCARG e GXEDCARG.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O procedimento se deu com amostras de GA, GK e GX nativas, onde apos
a reacao com arginina foram nomeados GAEDCARG, GKEDCARG e GXEDCARG,

respectivamente.

Figura 16. Esquema de reacdo dos compostos poliméricos com arginina.

] EDC/NHS agitagdo didlise
celulose g<_>ma lavagem com etanol H Caracterizacdo ]
gomas nativas 35°C/24 h liofilizagdo

35° C/30min

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos acidos disponiveis nas gomas sado imprescindiveis para a
funcionalizacdo com aminas, formando assim a ligacdo amida. Autores nas mais variadas
vertentes da Quimica de Carboidratos, procuram a gerar carboxilas em polissacarideos

por métodos oxidativos, contudo, a adicdo de novos atomos de carbono a molécula pode
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ocasionar em modificagbes espaciais do grupo reativo, o que pode facilitar ou prejudicar
a insercdo de novas moléculas, uma alternativa € a utilizacdo de polimeros que possuam
grupamentos acidos disponiveis em sua estrutura, para assim partir para a sintese de
glicoconjugados. (THERMO FISHER, 2012)

Uma das técnicas mais sofisticadas de realizacdo de reacdes de
bioconjugacédo se da pela utilizacdo de crosslinkers, que é o processo de unir, duas ou
mais moléculas através de uma ligagéo covalente. O reagente utilizado durante a presente
pesquisa, o0 EDC, é mais eficiente em condi¢cdes acidas e sugere-se que seja utilizado
com o auxilio de um tampé&o MES (acido morfolinoetanossulfénico) ou com a utilizacéo do
reagente N-hidroxisuccinimida (NHS), que ao ser incluido ao protocolo de funcionalizacédo
melhora a sua eficiéncia evita reacfes cruzadas ou deslocamento de equilibrio.
(AZARNIYA et al., 2019)

Com a premissa de utilizar os grupos acidos disponiveis nas superficies
das gomas podemos prever 0 mecanismo da reacédo de sintese de amida que se inicia
com o ataque do oxigénio da carbonila do acido carboxilico presente no polimero ao
carbono central do grupo carbodiimida, formando um primeiro éster intermediario
chamado o-acilisourea, que apds deslocalizaces eletrbnicas promovidas por ressonancia
e prototropismo, podem fornecem um intermediario reativo. O acoplamento de NHS ao
EDC, forma um segundo intermediario, mais estavel e reativo para reacoes com aminas
para sintese de amidas. Entdo o NHS-éster reage diretamente com a arginina para a
formacao da ligagcdo amida entre o polimero e o aminoacido. Uma das vantagens de se
utilizar a carbodiimida junto ao NHS € que os intermediarios ndo precisam ser isolados e,
além das etapas acontecerem em temperatura ambiente e liberarem bons grupos
abandonadores (uréia e grupos sulfonados), amidas produzidas a partir de reacdes com
carbodiimida possuem alto rendimento (HO et al., 1995; NAKAJIMA; IKADA, 1995).

E necessario respeitar a ordem de adic&o desta reacéo, afim de se evitar
reacdes intramoleculares. Logo, primeiramente adiciona-se o EDC, seguido do NHS para
depois a amina de interesse, evitando assim um crosslink entre a propria molécula, etapa
gue pode ocorrer devido ao intermediario reativo que pode reagir com sitios reativos da
prépria extensdo polimérica com a amina adicionada. Analisando o mecanismo proposto
junto a metodologia utilizada, espera-se que a reacdo tenha ocorrido de acordo com o
apresentado, tendo em vista que as condigdes experimentais corroboram as informacdes

disponiveis na literatura para a producédo de ligacées amida.



O mecanismo proposto para a sintese esta apresentado na Figura 17.
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Figura 17 — Proposta de mecanismo da funcionalizacdo dos grupos &cidos
disponiveis nas gomas com arginina utilizando EDC e NHS
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5.1.2 Formacéo de nanoparticula de prata na superficie polimérica

O sistema polimérico de cargas superficiais das cadeias de gomas acidas

€ de extrema importancia para a promoc¢ado de interacdes eletrostaticas e sugere a

insercdo de nanoparticulas metélicas no sistema, uma vez que essas particulas

monodispersas em sistema aquoso somadas ao impedimento estérico atenuado, elevam

a natureza polianidnica da gomas a uma interessante plataforma de modificacdo quimica,
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mantendo suas propriedades naturais e atribuindo novas caracteristicas e esse
biomaterial (CHAWLA et al., 2020).

O modelo demonstrado na Figura 18, foi baseado na interacdo de
aminoacidos com a prata, onde a arginina inserida ao biopolimero apresenta ligacdes que
complexam o ion prata através dos polos eletronegativos presentes ao longo da estrutura
interagindo com grupos carbonila e hidroxila com a superficie das nanoparticulas. Neste
trabalho buscou-se a formacéo de uma rede de interacdo entre o aminoacido associado a
matriz polimérica com a prata, desta forma obtendo um produto que possua

nanoparticulas metalicas aderidas quimicamente a superficie do material
(ABDOLYOUSEFI et al., 2020).

Figura 18 — Proposta de interacdo e complexacéo da prata no polimero

conjugado com arginina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

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

No espectro de FT-IR da membrana de celulose bacteriana sem gomas,
mostrado na figura Figura 19, é possivel identificar bandas caracteristicas do biopolimero,
como as presentes em 3.410 cm™ e 2.900 cm, relativas a estiramentos de grupos (-OH)

e (C-H) de alcanos, respectivamente. As interacdes de hidrogénio e a presenga de agua
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intermolecular pode ser indicada por bandas presentes entre 1.650 e 1.660 cm™. A banda
presente em 1.420 cm™ é referente as deformacdes (-CH-) e em 1.355 cm as ligacoes
C-H. A bandas em 1.167 cm, 1.119 cm™ e 1060 cm™ sdo relativas a vibracdo assimétrica
de (C-O-C) e flexao esquelética (C-0). Ja deformacbes de (C-OH) podem ser identificadas
pela sinalizacdo em 668 cm™. (SZYMANSKA-CHARGOT; CYBULSKA; ZDUNEK, 2011)

Figura 19 — Espectro de FT-IR da membrana de celulose bacteriana sem gomas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As bandas observadas na membrana de celulose sem gomas sao comuns
aos polissacarideos, e estdo presentes nas membranas que receberam as gomas acidas
durante o processo fermentativo, com o aparecimento esperado de bandas relativas as
carboxilas de acidos Glucurdnico e Galacturénico. Os espectros de FT-IR dos filmes com
goma ardbica (MCBGA) e goma xantana (MCBGX) se aproximam em perfil e valores da
celulose original, enquanto o material formado por celulose associado a goma karaya
(MCBGK) apresenta residuos proteicos, esperados para esta goma vegetal. Os espectros

dos filmes modificados com gomas podem ser visualizados através da Figura 20.

Figura 20. Espectros de FT-IR dos filmes de celulose com adicdo de gomas acidas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Carbonilas de acidos carboxilicos presentes em carboidratos, podem
sofrer alteracbes no espectro de FT-IR quando ocorre associacdo entre polimeros ou
processos de desprotonacdo. As modificacdes, seja por sobreposicdo de espectros ou
rearranjos estruturais devido a diversidade de efeitos indutivos, sitios ativos e interacdes
presentes na estrutura polimérica, sugerem que a analise de um polissacarideo misto seja
minuciosa, considerando suas caracteristicas individuais e considerando técnicas de

caracterizacdo complementares (AZARNIYA et al., 2019).

Devido a isso, optou-se por estudar o efeito individual de cada goma em
uma reacao de funcionalizacdo com arginina utilizando o reagente EDC. No espectro da
arginina, apresentado na Figura 21, pode-se identificar bandas caracteristicas de
aminoacidos, como na regido de 3.345 cm™ que apontam vibracdes de deformacéo axial
em ligacBes (-NH2), livre em aminas primarias. As bandas presentes mais a direita
apontadas no espectro sdo associadas as vibracdes de deformacdes angulares de entre
0s atomos de nitrogénio e hidrogénio que promovem ao espectro da arginina um perfil

caracteristico amplamente descrito na literatura (EBRAHIMINEZHAD et al., 2012).
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Figura 21 - Espectro de FT-IR da arginina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisarmos a funcionalizacdo apenas das gomas com arginina
podemos notar que o comportamento entre elas se difere. Na funcionalizacdo da goma
arabica com o aminoacido (GAEDCARG) na Figura 22, foi possivel observar um aumento
do sinal de banda em 1.630 cm-1 que indica carbonilas de amidas e sinais a direita do
espectro (1.415 cm-1, 1079 cm-1 e 1.033 cm-1) caracteristicos de associacdo com
aminoacidos.

Figura 22 - Espectro de FT-IR da funcionalizacdo de goma arabica com arginina.
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Os resultados obtidos da funcionalizacdo com a goma Kkaraya
(GKEDCARG) sugerem maior efetividade na ligacdo com a arginina, uma vez que dentre
todas as gomas, a goma karaya nativa apresenta, mais evidentemente, uma banda em
~1.720 cm pertencente a grupos de (C=0) de acidos carboxilicos. Em trabalhos que
desenvolveram a funcionalizacdo de polimeros utilizando EDC, a presenca desse
fingerprint no material de partida, € um indicio fundamental por sugerir que estes grupos
estariam disponiveis para reacdo.(RIBEIRO-VIANA; FARIA-TISCHER; TISCHER, 2016a)

Na Figura 23, é significativo a intensificacdo dos sinais entre 3500-3200
cm?, resultante de uma associacgédo polimérica e que esta relacionada a sobreposicées de
estiramentos referentes aos grupos (O-H) e (N-H) presentes em aminas primarias e
secundarias presentes na estrutura do material goma-arginina. A formacao de uma ligacéao
covalente entre o aminoacido e a carbonila é sugerida pela formacédo de novas bandas
em 1.680 cm™ e 1.640 cm?, frequéncias que se referem a (C=N) de iminas e estiramentos
(C=0) de amidas, respectivamente, bem como a presenca de um sinal em 1.420 cm,
distintivo de deformacdes angulares para identificacdo de (-CH2) adjacentes a grupos
carbonila.

Figura 23 — Espectro de FT-IR da funcionalizagédo de goma karaya com arginina.
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No espectro de FT-IR referente a insercéo de arginina em goma xantana
(GXEDCARG) é possivel identificar uma amplificacéo dos sinais entre 3.500 cm™ e 3.200
cm?, sugerindo um aumento dos desdobramentos entre ligagées (N-H) e (O-H) presente

do material funcionalizado, como visto na Figura 24.

A banda presente em 1.627 cm™ pode demonstrar a formacgéo de uma
ligacdo amida, enquanto as bandas em 1.160 cm™ e 1.054 cm indicam deformacdes
axiais e angulares de ligacdes (C-0), sugerindo que parte da propria goma pode ter agido
como nucledfilo associado aos sitios ativos presentes na estrutura do complexo GX-EDC,

como apresentado na Figura 25.
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Figura 24 — Espectro de FT-IR da funcionalizagdo de goma xantana com arginina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25. Complexacao entre os grupos de uma estrutura polimérica.
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Pelo destaque apresentado durante as metodologias empregadas neste
trabalho e o no surgimento de novas bandas sugerido a ligacdo covalente de arginina, a
continuidade da pesquisa se deu de modo a priorizar a reacdo de funcionalizacdo da goma

karaya.
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5.3 Quantificacao de acidez dos compostos celulose-goma

Curvas de titulacdo e suas derivadas foram construidas a fim de se
avaliar, por meio de uma contra titulagdo, o padrdo comportamental dos filmes formados
com a adicao de gomas acidas durante o processo fermentativo frente a condi¢éo controle

(membrana de celulose bacteriana nativa)

Em uma titulacdo, o ponto de equivaléncia esta relacionado com o ponto
de inflexdo da curva, ou seja, onde a mudanca de concavidade corresponde a maxima ou
minima taxa de variacdo global da curva. Com o método das derivadas € possivel, através
de definicbes matematicas, analisar de maneira expressa os valores obtidos durante o
procedimento experimental. A derivada primeira permite uma analise apurada dos valores
de variacdo presentes nos extremos do grafico de uma curva e, por meio da derivada
segunda, a caracterizacdo de um comportamento geral e o perfil final de uma titulacao.
(BARROSO, 1987; CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2001).

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de pH obtidos para cada

membrana versus a quantidade de acido utilizado na contra-titulacéo.

Tabela 6 - Valores de pH obtidos para cada membrana.

Volume de pH
HCI (MCBGA) (MCBGX) (MCBGK) (MCB controle)
0 12,62 12,82 12,82 12,68
5 12,6 12,52 12,63 12,56
10 12,6 12,55 12,53 12,50
15 12,51 12,53 12,48 12,5
20 12,45 12,5 12,37 12,46
25 12,35 12,41 12,29 12,30
30 12,19 12,33 12,14 12,19
35 11,95 12,20 11,80 12,06
40 11,10 11,87 10,02 11,48
45 7,35 10,8 4,38 10,13
50 2,69 6,32 2,26 6,00
55 2,15 2,42 2,00 2,30
60 1,97 2,09 1,87 1,89

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A andlise da Figura 26, indica que os filmes que possuem GK e GA em
sua composicao atingiram a viragem de pH com um menor volume de acido adicionado,
enquanto a condigéo controle e o filme associado a GA, apresentaram valores similares

frente a variacdo de pH do meio.

As membranas passam por um tratamento de limpeza com hidréxido de
soédio apés a interrupcdo do cultivo, o que deve-se levar em consideracdo durante a
guantificacdo de acidez. Como foi proposta uma contra titulacdo entre HCl e NaOH, o
consumo de hidréxido esta sendo disputado entre o filme e o titulante, neste caso, se ha
grupos acidos disponiveis nos filmes, uma menor quantidade de base ¢é identificada, com
menor consumo de HCI. (AGGERYD; OLIN, 1985; SKOOG, 2006).

Figura 26 — Curvas de titulagéo e sua respectiva curva de primeira derivada dos
compostos celulose-goma.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A diferenca presente entre os filmes MCBGK e MCBGA pode sugerir que
a superficie dos filmes apresenta caracteristicas acidas e esta diferenca é referente a
guantidade de acido disponivel no sistema de titulacdo. Com o desenvolvimento da
derivada segunda, esta diferenca se apresenta de maneira ainda mais evidente quando
analisada a Figura 27.
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Figura 27. Curva de segunda derivada dos compostos celulose-goma
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em um estudo que avaliou as propriedades da celulose de modo a utiliza-
la como matriz para a producdo de um complexo de polieletrélito, Vasconcelos e
colaboradores (2019), demonstram que a producédo de novos sitios de reacdo, podem
formar interacOes eletroestaticas de modo a favorecer complexacéo e prototropismo no
produto formado. Neste trabalho, possivelmente, a GA apresentou menos grupos acidos
disponiveis, sugerindo um possivel processo de complexacdo, antes da producdo de

nanofibrilas de celulose, de modo a néo ser inserida efetivamente na matriz polimérica.

5.4 Estudo térmico por calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC presentes nesta se¢do apresentaram comportamento
verificado na literatura para membranas de celulose bacteriana, com presenca de picos
endotérmicos entre 25°C e 100°C, referentes a processos de desidratacdo, seguido por
uma curva crescente, proveniente do alto grau de cristalinidade presente em sua estrutura,
finalizando em picos exotérmicos presentes entre 380°C e 400°C, que Tischer e
colaboradores (2010) retratam como oxidacdo de ligacdes glicosidicas, levando a perda

de cristalinidade do material.
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Entre a membrana de celulose nativa e a que possui goma karaya, foi
possivel identificar uma ampliacao dos sinais endotérmicos entre 60°C e 70°C na MCBGK,
gue podem ser provenientes dos grupos hidroxila presentes no material misto, uma vez
gue associacao de carboidratos aumentam o grau de retencdo de dgua no material,
promovendo maior interacdo de hidrogénio na matriz polimérica. Ao longo do processo,
foi possivel identificar que o polimero misto apresentou uma pequena variacao de fluxo
de calor durante 0 aumento da temperatura e um ligeiro aumento mais préximo ao final da
gueima, o esperado uma vez que 0s esqueletos de carbono presentes no polimero
aumentam a temperatura de desidratacdo do material (KUMAR, SARATHCHANDIRAN,
2014; VASCONCELOS et al., 2019;)

Nos filmes MCBGA E MCBGX néo foi possivel identificar deslocamentos
nas temperaturas de transicao vitrea (Tg), 0 esperado seria um comportamento térmico
basico do novo polimero celulose-goma, o que é levemente observado no filme que
contém GA, contudo uma investigacdo mais aprofundada é necessaria em estudos
futuros, com técnicas térmicas complementares como TGA, DTG e DMA. (SABET et al.,
2020)

Na amostra MCBGX, a curva contesta a incorporacdo de goma xantana
durante o processo fermentativo as nanofibrilas de celulose, uma vez que, apesar de
apresentar um perfil térmico levemente acima da amostra MCB, o ponto de degradacao
do material misto esta mais baixo que o material controle, comportamento nao esperado
para o biomaterial misto, visto que a estabilidade cristalina presente na associacéo
polimérica sugere que seja necessario uma temperatura maior para ocorrerem a Ty nas

amostras dos produtos celulose-goma.

As curvas de DSC para MCB e as compara¢des com MCBGK, MCBGX e
MCBGA estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Curvas de DSC para MCB comparando com MCBGA, MCBGK e MCBGX.
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Na andlise do perfil térmico da arginina (Figura 29), é possivel identificar
predominantemente a presenca de picos endotérmicos, entre 90°C e 100°C, seguido de
pontos em 216°C e 243°C, sendo este Ultimo, marcante em materiais cristalinos,
caracteristica fundamental em aminoacidos salinos e que corrobora com dados
encontrados na literatura. E imprescindivel conhecer as caracteristicas do material a ser
associado a matriz polimérica, visto que apos a reacao de conjugacdo, o produto deve
possuir um perfil em que seja possivel visualizar a intersec¢cao dos compostos, bem como
a sugestao de novos picos, provenientes das ligacdes formadas e que podem variar da
Tg encontrada no material isolado. (CAMPBELL et al., 2013)

Figura 29 - Perfil de DSC para a arginina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Individualmente as gomas se comportaram de maneira distinta frente a
funcionalizacdo com arginina, como pode ser visto na Figura 30. No caso da GA nativa
um pico endotérmico entre 50°C e 100°C e um exotérmico por volta de 300°C fornecia um
padrdo para o material, que ndo aparece no material funcionalizado, tampouco variacdes
referentes a insercdo de arginina. O mesmo pode-se dizer para a goma Xxantana
funcionalizada com arginina (GXEDCARG), que além de ndo apresentar um pico
exotérmico antes dos 400°C presente no perfil de goma xantana, sugere que a arginina

nao foi ligada covalentemente a estrutura da GX, sendo retirada durante os processos de



lavagem e dialise, corroborando a ideia de que ocorreu uma complexacdo da goma
durante a adicdo do reagente carbodiimida. As curvas para ambos 0s materiais estao
apresentadas na Figura 30.

Figura 30 - Curvas de DSC para GA e GX e suas funcionaliza¢cées com ARG.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao ser incorporada arginina a GK (Figura 31), o material apresentou
modificacao notavel no primeiro pico de desidratacdo, como apresentado na figura acima,
variando de 73°C para 65°C, indicando deformacdes nas interac6es de hidrogénio
presentes no biomaterial misto, que agora possui influéncia, além das hidroxilas
presentes, das ligagcbes -NH. O surgimento do pico endotérmico em 240°C esta
diretamente relacionado a presenca de arginina e a sua decomposi¢cao que, como Visto
anteriormente, apresente ponto de fusdo nesta faixa. (LEE et al., 2019a) Os picos
exotérmicos presentes na estrutura de goma karaya nativa entre 290°C e 370°C nao
aparecem no material funcionalizado que somado ao aparecimento de um pico em
~280°C, propb6e que houve um deslocamento da temperatura de decomposicdo do
material, que pode estar relacionado a interacéo entre os diferentes grupos funcionais no
composto goma-arginina.
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Figura 31 - Curvas de DSC para GK e sua funcionalizagdo com ARG.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Avaliacéo da cristalinidade da celulose e dos compostos poliméricos

por Difracdo de Raio-X

O difratograma da membrana de celulose bacteriana nativa quando
comparado a que possui GA e GX, ndo apresentou diferenca significativa em sua
cristalinidade. Como na formacéo dos compostos MCBGA E MCBGX foi adicionado GA e
GX, respectivamente, durante o inéculo, onde ainda ndo havia ocorrido a formacéo das
nanofibrilas de celulose, é possivel que as gomas se dispuseram de maneira mais
dispersa no meio de cultivo, de modo que essas, por possuirem maior propriedade
coagulante geraram uma incorporacdo menos efetiva as membranas, consequentemente

apresentando cristalinidade similar ao controle.

Os picos caracteristicos da celulose estao presentes na amostra MCB nos
angulos 14,53°, 16,9° e 22,83° e apresentados na Figura 32. Para os demais produtos,
entretanto, é possivel visualizar que nas condicbes com gomas, eles aparecem com

menor intensidade, sugerindo que sua superficie, de alguma maneira, fora modificada
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frente ao controle. Os indices de cristalinidade dos materiais estdo demonstrados na

Tabela 7.

Tabela 7 - indice de cristalinidade (Ic) a partir de DRX para a MCB e os produtos
celulose-goma

Amostras loo2 lam Ic (%)
MCB 3477 410 88,2
MCBGA 6511 4873 25,15
MCBGK 5038 4070 19,21
MCBGX 4801 3503 27,03

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 32 - Difratograma comparativo entre amostras MCB, MCBGA e MCBGX.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O baixo indice de cristalinidade presente no MCBGK (19,21%)
acrescentado aos picos cristalinos presentes no material misto, provavelmente
proveniente dos aminoacidos e acucares presentes na composicdo da goma karaya

(GASHUA et al., 2015), apresentaram um perfil que se difere essencialmente da MCB,

como visto na Figura 33.
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Figura 33 - Difratograma comparativo entre amostras MCB e MCBGK.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como nas sessdes anteriores, pelo destaque em seus resultados,

verificou-se a maior influéncia nos efeitos de DRX sobre GK funcionalizada com arginina

(Figura 34).

Figura 34 - Difratograma comparativo entre GK e GKEDCARG
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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No difratograma da arginina (Figura 36) é possivel identificar uma
guantidade extensa de picos nitidamente cristalinos que correspondem ao encontrado na

literatura para este aminoacido.

Figura 35 - Difratograma da arginina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Lee e colaboradores (2019), publicaram um trabalho que propds a
dispersédo de arginina utilizando uma formulagéo de filme onde foi possivel identificar que
a associacao de um material cristalino sob um amorfo apresenta caracteristicas mistas,
onde a matriz amorfa mantém suas propriedades nativas somado a tragos cristalinos que

podem ser visualizados no material e que deve ser validado sob outras técnicas de

caracterizacao assim como o proposto deste trabalho.
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5.5 Espectroscopia UV-Vis das nanoparticulas de prata produzidas e da
suspensdao do produto ligado a prata.

As nanoparticulas de prata produzidas como referéncia pelo método boro
hidreto, apresentaram o aspecto ilustrado na Figura 37.

Figura 36 - Solugéo de AgNP a partir do método borohidreto

Fonte: Elaborado pelo autor.

A suspensdo do material formado por goma karaya funcionalizado com
arginina que foi associado com as nanoparticulas de prata (GKEDCARG-AgNP)
apresentou, como esperado, absorbancia no comprimento de onda entre 380 e 400 nm,
demonstrando a presenca de nanoparticulas entre 35 e 40 nm inseridas no produto (WU
et al., 2014), como demonstrado na Figura 38(b). Estes resultados se assemelham a
encontrados na literatura além de se corresponderem ao espectro obtido para as
nanoparticulas de referéncia Figura 38(a), certificando que o material produzido pode ser

utilizado como suporte para associacdo de nanoparticulas de prata.

Este resultado apresenta a goma karaya como um polimero a ser aplicado
na area médica, visto que os resultados aqui demonstrados corroboram a WU e
colaboradores (2014), que provaram que a insercdo de AgNP em polissacarideos,
aumentam as propriedades de acdo antimicrobiana do material, principalmente pelas
nanoparticulas possuirem boa afinidade com grupos enxofre e fosforo e possibilitarem a
interrupcéo da divisdo e respiragdo celular, se apresentando como uma opg¢éao alternativa

para acdo antimicrobiana.
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Figura 37 - Espectro de Uv-vis da suspensdao (a) de nanoparticulas de prata e (b)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Antibiograma
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Com o teste de antibiograma utilizando o microrganismo Pseudomonas

aeruginosa (Figura 39) é possivel constatar a acdo antibacteriana proposta ao associar

nanoparticulas de prata a polimero goma karaya-arginina.

Uma vez que as AgNP apresentam bioafinidade com grupos que contém

enxofre e fésforo, a presenca desse material frente ao interior da célula, impede a divisao

e respiracao celular por interacédo direta com o DNA. O resultado apresentado na Figura

39, se assemelha com trabalhos realizados por outros pesquisadores como (WU et al.,
2014) e (PANACEK et al., 2018). A acdo das AgNP justifica-se pela interacéo

eletroestatica promovida entre o metal e as membranas celulares. A carga positiva

presente no composto se liga a carga negativa presente nas membranas celulares

bacterianas, rompendo suas paredes e proteinas de superficie, levando a morte celular.
(EL-SHERBINY et al., 2020)
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Figura 38 - Antibiograma de GK vs GKEDCARG-AgNP frente a Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Préprio autor.

A atividade antibacteriana de AgNPs esta fortemente relacionada ao seu
tamanho e distribuicdo. Pela espectrofotometria Uv-Vis, estima-se que as particulas
presentes na superficie de GKEDCARG-AgNP possuam o tamanho entre 5-10 nm,
levando a crer que parte das particulas se agregaram para minimizar sua energia no
processo de preparacao, entretanto, ndo houve deterioracéo total de suas propriedades

antibacterianas, como visto pelo halo formado.

O principal desafio é encontrar uma matriz adequada para hospedar
uniformemente as AgNPs, para uma atividade antimicrobiana eficiente, onde haja reducéo
dos ions prata e estabilizacdo das particulas uniformemente, apresentando um biomaterial
nanocompasito hibrido e antibacteriano (CAPANEMA et al., 2018; JASMINE et al., 2016),

e 0 composito goma-arginina provou ser eficaz como polimero multifuncional.
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6 CONCLUSAO

Dentre as trés gomas utilizadas como material de partida para a funcionalizagao
com arginina, a que melhor apresenta efetividade na formagéo da ligacdo amida entre o
acido carboxilico presente na estrutura da goma a amina do aminoacido arginina foi a

goma karaya, evidenciado por meio das técnicas de caracterizacao (FT-IR, DRX e DSC).

A insercdo de gomas acidas durante o processo fermentativo alterou as
caracteristicas da membrana de celulose formada, tendo sua quantidade de acido
aumentada, verificada pela quantificacdo de acidez por contra-titulacdo. Por meio da
técnica de DRX foi possivel determinar que os produtos celulose-goma apresentam uma
baixa cristalinidade quando comparadas a membrana de celulose nativa, levando a crer
gue a presenga das gomas no meio de cultivo altera a formagéo das nanofibrilas da

celulose bacteriana.

A associacdo de nanoparticulas de prata ao material formado pela conjugacéo de
goma karaya e arginina ocorreu de maneira satisfatoria sendo possivel identificar, por
meios dos dados da espectroscopia do Uv-Vis, sinais da prata ligada ao polissacarideo e
pelo antibiograma que apresentou atividade bactericida em Pseudomonas aeruginosa,
apresentando um composto polimérico com boa aceitacado de nanoparticulas metalicas e

mais uma alternativa em reacdes de sintese envolvendo a Quimica de Carboidratos.

Estes resultados permitem concluir que dentre as gomas acidas testadas foi
possivel incorporar a goma karaya a membrana de celulose bacteriana, e que este
material pode ser funcionalizado com arginina incorporando nanoparticulas de prata. As
membranas assim formadas a partir de biopolimeros e processos quimicos em agua tem
atividade antibiotica, caracteristica buscada para curativos e bandagens de uso médico e
cosmeético. Como fruto deste trabalho, houve o depdsito de uma patente junto ao Instituto

Nacional da Propriedade Industrial (INPI).
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Documentos Escaneados 1 (2)-convertido_pdf

ASSINADO Declaragéo de cesséo - Cassiano
Borges de Moraes_ pdf
[ASSINADO] Declaracéo de cesséo - Renato
Marcio Ribeiro Viana_pdf

E Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencio
ndo foi obtido em decorréncia de acesso & amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragédo de veracidade

Declaro, sob as penas da lei, que todas as informacbes acima prestadas sdo completas e

[Z verdadeiras.

PETICIONAMENTO

ELETRONICO 07:32, Peticiio 870200153213

Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 07/12/2020 as



