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CONCEICAO, Karen Stefany. Ramnolipideos: desenvolvimento de biorreator e
funcionalizagéo de biocurativo de celulose bacteriana. 2022. 170 f. Tese (Doutorado
em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Biomateriais sao materiais destinados a avaliar, melhorar, tratar, aumentar ou
substituir qualquer tecido, 6rgado ou fungdo do corpo, de forma parcial ou total. A
celulose bacteriana (CB) € um biopolimero sintetizado por algumas bactérias
aerdbias, que forma uma rede de nanofibras quimicamente puras, ndo toxicas e
biocompativeis. As membranas de celulose bacteriana s&o utilizadas como curativo,
servindo de barreira fisica e fornecendo umidade ideal tanto para feridas secas como
exsudativas. No entanto, na auséncia de funcionalizagao, ndo apresentam atividade
antimicrobiana, o que restringe, pelo mesmo parcialmente, o espectro de utilizagao.
Estratégias de funcionalizagdo de CB com moléculas que apresentem propriedades
farmacoldgicas (e.g., atividade antimicrobiana), tanto por interagbes fisicas como por
ligacbes quimicas, vém sendo testadas. Os ramnolipideos (RL) séo biossurfactantes
glicolipidicos naturais de alta performance tensoativa, biodegradaveis e que
apresentam ainda, atividade cicatrizante e antimicrobiana sobre bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, fungos e leveduras. Dentro deste contexto, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver dois protétipos: (i) um biorreator de bancada para producgéao
de ramnolipideos por fermentacao estatica em suporte de membrana de celulose
bacteriana e (ii) um curativo biocompativel e biofuncional com a incorporagao de
ramnolipideos a membrana de celulose bacteriana (CB-RL). Os experimentos de
producao de ramnolipideos, pelo protdtipo de biorreator de bancada desenvolvido,
sugeriram um potencial de ampliagao de escala tanto por empilhamento como por
incrementos no didmetro das “unidades de cultivo”. Adicionalmente, os resultados
indicaram a nao necessidade de sistema de aeracgao forgada e a utilizacdo de extrato
aquoso de torta de milho promoveu um incremento de 4 vezes produgao. O protétipo
de curativo (CB-RL) foi submetido a analises de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier que indicaram a presencga da estrutura ramnolipidica, com
anéis ramnose e longas cadeias de hidrocarbonetos. Analises de microscopia
eletrdbnica de varredura mostraram que a incorporacdo de ramnolipideos nas
membranas nao alterou a estrutura da rede de nanofibras, enquanto, analises
termogravimétricas indicaram que a presenca destes ndo afetou a estabilidade
térmica das membranas. Cultivo celulares mostraram que células epiteliais aderiram,
cresceram e se proliferaram sobre a membrana com o biossurfactante, sugerindo
auséncia de efeito citotoxico das membranas modificadas. Analises, in vivo, do efeito
terapéutico do protétipo de curativo, foram analisados na rotina cirurgica do Hospital
Veterinario da UEL, mostraram boa granulacdo do tecido, auséncia de infecgao e
rapida cicatrizacdo. O presente trabalho reportou o desenvolvimento de um protétipo
de biorreator de fermentagédo estatica, em escala de bancada, com potencial de
escalonamento - em um processo simples e de baixo custo operacional; e um
biomaterial alternativo para a area biomédica (CB-RL), obtido por fontes naturais,
biocompativel e com potencialmente curativo de feridas contaminadas.

Palavras-chave: celulose bacteriana; ramnolipideos; biomateriais; aplicacao
biomédica; biorreator.



CONCEICAO, Karen Stefany. Rhamnolipids: Development of a bioreactor and
functionalization of bacterial cellulose biodressing. 2022. 170 p. Thesis (Doctoral
degree in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Biomaterials are materials intended to evaluate, improve, treat, augment or replace
any tissue, organ or function of the body, partially or totally. Bacterial cellulose (BC) is
a biopolymer synthesized by some aerobic bacteria, which forms a network of
chemically pure, non-toxic and biocompatible nanofibers. Bacterial cellulose
membranes are used as a dressing, serving as a physical barrier and providing ideal
moisture for both dry and exuding wounds. However, in the absence of
functionalization, they do not present antimicrobial activity, which restricts, at least
partially, the spectrum of use. Thus, BC functionalization strategies with molecules that
have pharmacological properties (e.g., antimicrobial activity), both through physical
interactions and chemical bonds, have been tested. Rhamnolipids (RL) are natural
glycolipid biosurfactants with high surface-active, biodegradable performance and
which also have healing and antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, fungi and yeasts. Within this context, the objective of this work was
to develop two prototypes: (i) a benchtop bioreactor for the production of rhamnolipids
by static fermentation on bacterial cellulose membrane support and (ii) a biocompatible
and biofunctional dressing with the incorporation of rhamnolipids into the membrane.
of bacterial cellulose (BC-RL). The rhamnolipid production experiments, by the
benchtop bioreactor prototype developed, suggested a potential for scaling up both by
stacking and by increments in the diameter of the “culture units”. Additionally, the
results indicated that there was no need for a forced aeration system and the use of
aqueous extract of corn cake promoted a 4-fold increase in production. The dressing
prototype (BC-RL) was submitted to Fourier transform infrared spectroscopy analysis,
which indicated the presence of a rhamnolipid structure, with rhamnose rings and long
hydrocarbon chains. Scanning electron microscopy analyzes showed that the
incorporation of rhamnolipids into the membranes did not change the structure of the
nanofiber network, while thermogravimetric analyzes indicated that their presence did
not affect the thermal stability of the membranes. Cell culture analyzes showed that
epithelial cells adhered, grew and proliferated on the membrane with the biosurfactant,
suggesting the absence of cytotoxic effect of the modified membranes. In vivo
analyses, of the therapeutic effect of the dressing prototype, were analyzed in the
surgical routine of the Veterinary Hospital of UEL, showed good tissue granulation,
absence of infection and rapid healing. Thus, the two prototypes were successfully
produced. The present work reportes the development of a bench scale of static-
fermentation bioreactor-prototype, with potential of scalability - in a simple and cost
effective process; and an alternative biomaterial for the biomedical field (BC-RL),
obtained from natural sources, biocompatible and potentially curative for contaminated
wounds.

Key words: bacterial cellulose; rhamnolipids; biomaterial; biomedical application;
bioreactor.
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1. INTRODUGAO

Biomateriais s&o materiais, de origem natural ou sintética
destinados a aplicagdbes médicas podendo ser utilizados temporaria ou
definitivamente para avaliar, melhorar, tratar, aumentar ou substituir qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo (parcial ou totalmente) devendo ser
biocompativel (CHEN; WU, 2005; KUNDU et al, 2021; NASCIMENTO;
LOMBELLO, 2016).

Os polimeros naturais tém se destacado, considerando-se 0s
custos, facilidade de obtencido, desenvolvimento sustentavel e preservacao
ambiental (PENTTILA et al., 2018; VENKATARAJAN et al., 2021; WILLIAMS,
2014). A celulose bacteriana (CB) possui caracteristicas que a tornam
promissora para utilizagdo, principalmente, nas areas biomédicas e
biotecnolégicas (GODINHO, 2014; GREGORY et al., 2022; KUNDU et al., 2021;
PENTTILA et al., 2018). A CB é um biopolimero sintetizado por algumas
bactérias aerdbias, em forma de rede de nanofibras, quimicamente puras, néo
téxicas e biocompativeis. Quando utilizadas como curativo, fornecem umidade
ideal para feridas secas ou exsudativas, formam eficaz barreira fisica contra
infeccdo e ndo se aderem a superficie das feridas, o que evita danos ao tecido
durante a remocao (CIECHANSKA, 2004; CZAJA et al., 2006; GODINHO, 2014;
KLEMM et al., 2005; PENTTILA et al., 2018).

Estudos de cicatrizacdo de feridas, in vivo, demonstram que
materiais baseados em CB apresentam regeneracao e epitelizacdo mais rapidas
do que outros produtos comercialmente disponiveis. No entanto, quando
utilizada individualmente a celulose nao possui atividade antimicrobiana, por
outro lado, é extremamente requerido que possua esta atividade, ja que
infeccdes bacterianas sdo um problema recorrente que afeta feridas crénicas
dificeis de curar (FU; ZHANG; YANG, 2013; LIU et al., 2013; SERAFICA et al.,
2010). Dessa forma, as funcionalizagdes de CB, com moléculas que agregam
propriedades farmacoldgicas, através de interacbes de superficie fisica ou
ligagdes quimicas, vém sendo intensamente testadas (NEVES et al.,, 2011;
ZHOU et al., 2022).

Os ramnolipideos sdo biossurfactantes glicolipidicos,

apresentam grande interesse para a area biomédica por serem biodegradaveis,
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atoxicos e ndo mutagénicos (ELSHIKH et al., 2017; LONG et al., 2016; MOTTA,
et al., 2022; NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011). Apresentam potencial
terapéutico como antibacterianos, antifungicos, antivirais, imunomoduladores,
antioxidantes, algicidas e cicatrizantes (DAS; YANG; MA, 2014; DONIO et al.,
2013; EMMERT; HANDELSMAN, 1999; PANDIT et al., 2014; VARJANI;
UPASANI, 2017). Como antifungicos sao eficazes contra 23 espécies de fungos
e como algicidas, contra varias espécies comuns (GUSTAFSSON et al., 2009;
LEE et al., 2017; RANDHAWA; RAHMAN, 2014; REDDY et al., 2016; VARJANI;
UPASANI, 2017).

Embora os ramnolipideos apresentem varias funcdes, o alto
custo de producgao ainda € um fator limitante para aplicagdao no mercado, dessa
forma aumentar a produtividade, bem como a escala de produgao para alcangar
a area industrial é urgentemente desejado. A produgdo classica de
biossurfactantes por fermentacdo submersa apresenta graves problemas
principalmente causados pela grande formacdo de espumas durante as
fermentagdes (GONG et al., 2021; LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER,;
CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010). No entanto estratégias, como a utilizagéo
de antiespumantes e métodos fisicos de contencao e recuperacado da espuma,
apresentam elevado custo e ndo sao completamente eficientes, o que tem
contribuido para falta de processos de producao em escala comercial. Baseado
nessas adversidades, métodos inovadores para producao de ramnolipideos vém
sendo estudados.

Dentro deste contexto, a proposta desta tese foi desenvolver
dois prototipos: (i) um biorreator de fermentacao estatica em suporte de celulose
bacteriana para producdo de ramnolipideos e (ii) um curativo biocompativel e
biofuncional com a incorporacdo de ramnolipideos a membrana de celulose
bacteriana. A incorporagao do glicolipideo aumenta o espectro de aplicagao,
melhora suas propriedades fisico-quimicas e adiciona propriedades

antimicrobianas e cicatrizantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver dois protétipos: (i) um biorreator de fermentagéo
estatica em suporte de celulose bacteriana para produgéo de ramnolipideos e (ii)
um curativo biocompativel e biofuncional com a incorporagédo de ramnolipideos
a membrana de celulose bacteriana (CB-RL), avaliar in vitro e in vivo seu uso

como biocurativo em finalidades de regeneragao tecidual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver protétipo de biorreator de bancada para fermentagao estatica
na producao de ramnolipideos (RL) por Pseudomonas aeruginosa;

o Testar diferentes processos de incubacéao e utilizagdo de extrato aquoso
de torta de milho como suplemento indutor visando aumento da produgao
de ramnolipideos em biorreator;

o Ampliar o sistema do biorreator em escala por empilhamento e aumento
de didmetro das “unidades de cultivo’;

o Caracterizar os ramnolipideos obtidos por fermentacao estatica utilizando
como suporte membranas de celulose bacteriana através da
determinacao de: indice de emulsificacdo (E), tensado superficial (TS),
concentragao micelar critica (CMC), cromatografia em camada delgada
(CCD) e espectrometria de massas;

o Produzir membranas de celulose bacteriana (CB) em fermentagao
estatica;

o Avaliar as propriedades funcionais das membranas de celulose bacteriana
por meios dos testes de espessura, capacidade de retengcdo de agua
(CRA), percentual de agua (PA) e percentual de reidratagéo (PR);

o Produzir ramnolipideos por fermentagcao submersa;

o Caracterizar os ramnolipideos obtidos por fermentagao submersa através

da determinagéo de: indice de emulsificagao (E), tensao superficial (TS)



22

e concentragado micelar critica (CMC), cromatografia em camada delgada
(CCD) e espectrometria de massas;

Modificar as membranas de celulose bacteriana com incorporacéo ex situ
de ramnolipideos (CB-RL);

Caracterizar o material obtido (CB-RL) através das analises de: liberacéo
de ramnolipideos em membrana de celulose bacteriana, espectroscopia
por transformada de Fourier (FT-IR), analise termogravimétrica (TGA),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), angulo de contato (AC),
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), solubilidade em agua, isoterma
de adsor¢do de agua, resisténcia maxima a tracdo, alongamento de
ruptura, médulo de Young, transparéncia e opacidade;

Realizar testes in vitro do comportamento celular utilizando fibroblastos
L929 atraves de analises de proliferagcdo, adesao e morfologia.

Realizar testes in vivo de regeneragao celular.
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3. CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA

3.1 A PELE HUMANA

A pele foi descrita por Virchow, cerca de 160 anos atras, como
um envoltorio com fungéo de revestimento e protegéo a érgdos mais complexos
(VIRCHOW, 1860). Com o passar dos anos, pdde-se comprovar que a pele
também é um 6rgao funcionalmente aprimorado, com renovagao e reparo de
seus constituintes a todo o momento. Orgdo de estrutura complexa, a pele tem
a funcao de proteger o corpo do ambiente em que vive, a0 mesmo tempo em
que permite a interagéo entre estes, € um conjunto completo, altamente dinamico
e integrado de células, tecidos e elemento matriz. Dentre o grande numero de
funcbes vitais da pele, destacam-se a protecdo das estruturas internas,
percepgao sensorial, regulagéo da temperatura corporal, excregao, metabolismo
energético e absorgao, resisténcia, elasticidade e alto poder de regeneragao. A
pele ainda, controla a perda de agua e eletrdlitos, participa da sintese de vitamina
D, protege contra agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, recebe estimulos
sensoriais externos e armazena nutrientes (lipidios, agua, vitaminas, entre
outros) (BARBOSA, 2011; WOLFF; JOHNSON, 2011; ZHAO; ZHANG; LIU,
2021).

A pele é uma estrutura multicamadas considerada o maior 6rgao
do corpo humano, constituindo cerca de 15% a 20% do peso corporal, com
extensdo de 1,5 a 2 m? e espessura que pode variar de 1,5 e 5 mm, dependendo
da localizagao. Exerce, além das fungdes ja citadas, o equilibrio hidro-eletrolitico,
funcdo de barreira imunoldgica e protegdo do organismo contra atritos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; LAI-CHEONG, MCGRATH, 2017; TOBIN,
2017).

3.1.1 Camadas da Pele
A pele é constituida por quatro tipos de tecidos, epitelial,

conectivo, muscular e nervoso, e é classificada em epiderme (externa), derme

(intermediaria) e hipoderme (interna) (Figura 1).
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A epiderme € a camada mais externa, avascular e representa a
barreira fisioldgica de protegdo, composta principalmente por cerca de 95% de
queratindcitos e outros tipos celulares como melandcitos, células de Merkel e
Langerhans. A epiderme é dividida em quatro camadas principais, basal,
espinhosa, granulosa e cérnea, dependendo do estado de diferenciagdo de
queratinécitos e que se distribuem da regido mais interna para a mais externa
conforme seu estagio de maturagdo. A camada basal consiste em uma unica
camada de queratindcitos. A epiderme esta em constante renovagédo, o que
ocorre em média & cada 12 dias (CAMPOS; MERCURIO, 2009; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017; LAI-CHEONG, MCGRATH, 2017).

Figura 1 - Representagao da estrutura da pele humana.

Poro sudoriparo
R, Corpusculo Glandula
de Meissner sebacea
-
. Fee

Epiderme 5 Camada cornea (queratinizada)
| /f ;
1 ! R — Terminagao nervosa livre
"‘~
t — Glandula sudoripara
Derme —
Misculo eretor do pélo
Hipoderme

Tecido subcutdneo (adiposo)

Artéria  Veia Foliculo piloso

Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO (2004).

A derme ¢é dividida estruturalmente em derme papilar
(superficial) e derme reticular (profunda). Esta posicionada sob a epiderme, é um
tecido de sustentagado e une a epiderme a hipoderme, apresentando espessura
variavel de 0,3 a 3 milimetros de acordo com a regido do corpo. E composta
principalmente de fibras colagenas (70 a 80%) e elastina (1 a 3%), determinando

aresisténcia e elasticidade da pele, respectivamente. A derme contém os anexos
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cutaneos, os vasos sanguineos e linfaticos, os nervos e as terminagdes nervosas
sensoriais, que podem ser livres ou encapsuladas (MONTANARI, 2016; ROSS,
2012).

A camada papilar é delgada, formada por tecido conjuntivo
frouxo mais superficial e da origem as papilas dérmicas, esta camada possui
fibras elasticas e fibrilas especiais de colageno, dos tipos | e Il distendidas e
organizadas. Ajuda na fixacdo da derme a epiderme, além de facilitar a nutricao
das células da epiderme, pelos vasos sanguineos presentes na camada reticular
da derme (ROSS; PAWLINA, 2016). A camada reticular é formada por tecido
conjuntivo denso, possui muitas fibras do sistema elastico, responsaveis, em
parte, pela elasticidade da pele, essa camada também possui glandulas
sudoriparas, sebaceas, foliculos pilosos, vasos sanguineos e nervos. As
principais células da derme séo os fibroblastos tendo origem no proprio tecido
conjuntivo, sdo responsaveis pela producao de colageno e elastina. O colageno
€ o principal constituinte fibroso e a proteina extracelular mais abundante do
organismo, sendo responsavel pela estrutura e firmeza. A elastina é formada por
fibras delicadas, sendo responsaveis pela elasticidade do tecido (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2016).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, composta por
tecido conjuntivo frouxo. E um tecido complexo constituido por adipécitos, as
células especializadas no armazenamento de gordura, desempenha multiplas
funcdes essenciais, como reservatério energético, isolante térmico, protecao
mecanica, modeladora da superficie corporal e fixadora dos o6rgaos. Esta
organizada em lobulos de gordura divididos por septos fibrosos compostos por
colageno, por onde correm vasos sanguineos, os vasos linfaticos e nervos, duas
camadas podem ser detectadas, areolar e lamelar. A primeira é mais superficial,
caracterizada por adipécitos globulares, volumosos e numerosos e delicados
vasos, ja a segunda, lamelar, € mais profunda e apresenta aumento da
espessura associada ao ganho de peso (JAMES et al.,, 2009; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; ROSS; PAWLINA, 2016).
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3.1.2 Feridas e Processo de Cicatrizacdo da Pele

Ferida é toda e qualquer lesdo que cause descontinuidade no
tecido epitelial, podendo ser aguda ou crbnica, pode apresentar diferentes
origens, tais como, traumas fisicos, queimaduras, cortes, ressecgdes cirurgicas,
ulceras, entre outros. Sao classificadas segundo parametros que auxiliam no
diagndstico, evolucédo e definicdo do tipo de tratamento (AZEVEDO; COSTA;
JUNIOR, 2018; SIQUEIRA, 2019).

As feridas agudas podem ser classificadas como aquelas que
apresentam inicio e cura rapida e sdao comumente causadas por agentes
mecanicos, fisicos, quimicos ou bioldgicos, podendo ser ainda ulcerativa, como
queimaduras e laceragdes. As feridas cronicas podem originar-se: i) a partir de
um processo agudo de longa duragdo (que perdure por 3 ou 4 semanas),
associado com perda de tecido; ou ii) evoluir de forma mais lenta e apresentar
processo cicatricial anormal e com frequéncia associado a complicagdes,
principalmente infeccdo. Pode apresentar conteudo bacteriano e presenca de
exsudato, um material fluido, composto por células que escapam de um vaso
sanguineo e se depositam nos tecidos ou nas superficies teciduais, usualmente
como resultado de um processo inflamatério (BLANES; FERREIRA, 2014; IRON,
2012; SMANIOTTO et al.; 2012).

Quando o tecido € ferido, uma sequéncia perfeitamente
coordenada de acontecimentos € disparada propiciando a reconstituicao tecidual
e regeneracgao dos tecidos e érgaos lesados (LEONIDA; KUMAE, 2016; MICERA
et al., 2001). A resposta a lesdes € dividida em trés fases: i) inflamacéo, ii)
proliferagdo e iii) remodelacédo tecidual (Figura 2) (BROUGHTON II; JANIS;
ATTINGER, 2006; GURTNER et al., 2008; REINKE; SORG, 2012). Esses
eventos ocorrem em cascata e envolvem a migracdo de diferentes tipos de
células no local da ferida, durante as diferentes fases do processo de
cicatrizagdo (ENOCH; LEAPER, 2005).
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Figura 2 - Fases do processo de cicatrizagao.
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Fonte: Adaptado de BROUGHTON; JANIS; ATTINGER (2006).

O processo inflamatério € iniciado imediatamente apés a leséo,
e mantém a hemostasia da pele lesada através: i) da liberacdo de fatores de
coagulacao e colageno, necessarios para prevenir as perdas continuas de
sangue e fluidos; ii) da remog¢ao de tecidos mortos e desvitalizados e iii) da
prevencgao de infecgbes (CHOI et al., 2018; ROGNOLI; WATT, 2018). O processo
inflamatorio € resultado da vasodilatagcdo e do aumento da permeabilidade
vascular, consistindo no recrutamento de leucocitos para o local da leséo, onde
ha a liberagdo de fatores de coagulagéo, resultando em deposigdo de um
coagulo de fibrina no local da lesdo. O coagulo formado é composto por
colageno, plaquetas, trombina e fibronectina. Polimorfonucleares e macréfagos
estdo presentes precocemente no local da lesdo, enquanto os fibroblastos
aparecerao mais tardiamente. Apds 48 a 96 horas da lesdao, os mondcitos do
tecido e sangue sao atraidos para a area e transformam-se em macréfagos, o
que marca o inicio da transicao para a fase de proliferagdo (BROUGHTON II;
JANIS; ATTINGER, 2006; KUMAR et al., 2010).

Na fase de proliferagdo, também chamada de granulagao, o foco

principal do processo de cicatrizagdo depende da cobertura da superficie da
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ferida. Ocorre em quatro etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese,
formacgao de tecido de granulagéo e deposi¢ao de colageno. Forma-se no local
o tecido de granulagao, resultado da proliferagao intensa das células endoteliais
vasculares e dos fibroblastos, com uma grande quantidade de colageno, em que
a epitelizagdo ocorre gradativamente. Inicialmente a matriz provisoria contém
fibrina, fibronectina e colageno tipo lll, substituido durante todo o processo pelo
colageno tipo | (Figura 2) (BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 2006; KUMAR
et al, 2010).

O estagio de maturagcdo ou remodelamento é a ultima fase da
cicatrizacao da ferida e ocorre até 1 ano apés a lesdo e € em parte, responsavel
por diminuir o espacgo entre as extremidades da derme e reduzir a area de
cicatriz. Apresenta como caracteristica mais importante a deposicédo de uma
nova matriz com a deposigédo de colageno de maneira organizada. O colageno
produzido inicialmente na proliferagdo é mais fino do que o colageno presente
na pele normal, entdo é substituido por fibras tipo I, fibroblastos e leucdcitos.
Estes ultimos sédo responsaveis por secretarem colagenases, que promovem a
lise da matriz antiga, assim aumentando a resisténcia da ferida e sendo um
processo importante da cicatrizagdo (BROUGHTON IlI; JANIS; ATTINGER,
2006; ERTEN; ARSLAN, 2018; ROGNOLI; WATT, 2018).

Entretanto, diversos fatores ou condi¢cdes patolégicas podem
prejudicar o processo de cicatrizagdo, como idade, estado nutricional, presenca
de anemia, hipotireoidismo, diabetes, anormalidades venosas e infec¢des entre
outras. Dessa forma, é extremamente importante o uso de biomateriais, que
atuem como suportes ou substitutos temporais da pele e que possam auxiliar ou
acelerar o processo de cura (BEDOYA, 2019; CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). A utilizagdo de compostos
biocompativeis, como polimeros naturais ou sintéticos otimizados pela
incorporagdo de principios ativos, pode promover redug¢do no tempo de
cicatrizacado, aumento na taxa de sucesso de reparagao e reconstrucao do tecido
danificado (BOATENG; CATANZANO, 2015; JAMES et al., 2009).
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3.2 BIOMATERIAIS E BIOCOMPATIBILIDADE

O termo biomaterial compreende substancias nativas ou
compostas, podendo ser materiais sintéticos ou naturais, que devem estar em
contato na interface e interagir com sistemas biologicos. S&o materiais
destinados a aplicagdes médicas, utilizados temporaria ou definitivamente para
avaliar, melhorar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fungéo
do corpo, parcial ou totalmente. O critério para escolha de um biomaterial passou
a ser feito de acordo com a similaridade quimica e fisica deste, em relagdo ao
tecido a ser substituido. Ultimamente se tem dado mais ateng¢ao aos polimeros
naturais para o desenvolvimento sustentavel e preservagdao ambiental (KUNDU
et al., 2021; MORAES, 2013; PENTTILA et al, 2018; WILLIAMS, 2014).

Os requisitos necessarios para um biomaterial incluem ser
biocompativel, ndo téxico, ndo carcinogénico, ndo podem causar resposta
inflamatdria ou ser rejeitado, nem induzir respostas teciduais ou imunoldgicas
adversas. Devem ser quimicamente projetados para as fungbes a que se
destinam, possuir estabilidade mecanica, custo relativamente baixo,
reprodutivel, facil fabricagao, peso e densidade adequados e estimular reacdes
bioldgicas favoraveis em relacéo a sua funcdo. Dessa forma, devem promover a
cura e a regeneragao tecidual e, quando necessario depois de servir ao seu
propésito deve ser biodegradavel (CHEN; WU, 2005).

O termo biocompatibilidade prevé que a aplicacao clinica de um
biomaterial ndo resulte em reagdes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao
paciente, surge associado a definicdo da capacidade de habilidade do material
para poder atuar, através de uma resposta apropriada, quando colocado em
contato com o receptor em uma dada aplicagdo especifica (BARBANTI et al.,
2005). Inclui uma variedade de mecanismos de interagbes entre biomateriais e
tecidos ou componentes teciduais. Com a crescente diversidade de produtos a
serem analisados, ha necessidade de estudos através de avaliagdes da
capacidade de células aderentes para anexar, crescer e proliferar em um
dispositivo ou superficie do material para que possa responder melhor se ha
presenca de possiveis elementos toxicos (BODIN, 2017; LOPES, 2017;
WILLIAMS, 2014).
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Se fazem necessarios a fim de aferir sua seguranga no uso,
também de promover crescimento e regeneragéo celular com efeito terapéutico,
devido as propriedades novas e interessantes dos materiais produzidos para
aplicacao direta em humanos, quer seja para fins cosméticos, farmacolégicos ou
meédicos como substituinte de tecidos. Estas possibilidades de aplicacdes
demandam ensaios biologicos para avaliagdo da biocompatibilidade dos
materiais, com testes in vitro e in vivo. Esses testes podem fornecer dados uteis
a respeito da interacédo do material com o ambiente fisiolégico e dos possiveis
riscos associados a sua aplicacéo, permitindo assim, identificar os materiais que
nao apresentam caracteristicas adequadas (BATTAL et al., 2015; DEMIR et al.,
2014).

A avaliagao de materiais e dispositivos € imprescindivel para que
a sua utilizac&o clinica tenha o maximo de seguranca associada, assim no Orgéo
Internacional de Padronizacdo, a norma ISO 10.993 orienta um modelo
adequado de avaliagao biolégica de forma a garantir a biocompatibilidade do
biomaterial. Segundo essa norma, devem ser realizados ensaios nos materiais
ou produtos em condigdes finais de uso, caso haja qualquer modificagdo na
matéria prima, processamento, esterilizagdo ou indicagdo clinica, ha
necessidade de se reavaliar o biomaterial.

De acordo com essa norma, o ensaio de citotoxicidade ‘in vitro’
deve ser o primeiro teste a ser realizado para avaliagéo biolégica de dispositivos
ou artigos médicos, para garantir a biosseguranga avaliando de forma a perceber
se estes ndo causam comportamento citotoxico. Apresentam vantagens como
poder limitar o niumero de variaveis experimentais, obter dados significativos
mais facilmente e em muitos casos em um periodo de teste mais curto. Esses
testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente
em contato com uma cultura de células de mamiferos, para verificar alteracoes
celulares por diferentes mecanismos, avaliando diversos parametros em relagcao
as alteragbes celulares, como aderéncia, proliferacao alteragées morfologicas,
potencial genotdoxico e alteragdes do metabolismo (DUNN; ZICHA, 1995;
FERREIRA, 2016). Idealmente, as linhas celulares adequadas devem ser faceis
para cultivar, apresentar alta sensibilidade a efeitos citotdéxicos e derivado das
espécies relevantes (BROWN; WEINSTEIN, 1983; FERREIRA, 2016;
GOLBAMAKI et al., 2015). A necessidade de testar os materiais utilizados sobre
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influéncia de culturas de células ja foi declarada no final dos anos 1950 por
Giardinello e colaboradores. A avaliagdo in vivo assegura a biofuncionalidade
para determinar se o dispositivo executa sua fungdo como pretendido
(ANDERSON; LANGONI, 1999; GIARDINELLO; MCLIMANS, 1957; ISO 10993-
5, 2009).

Além da necessaria biocompatibilidade e biodegradabilidade
também é essencial que a superficie do biomaterial possibilite a adesao celular
e 0 subsequente crescimento tecidual. O ideal é que seja capaz de se ajustar as
propriedades de superficie para atender a aplicagado desejada, geralmente sem
alterar outras propriedades, como sua resisténcia mecanica ou suas
propriedades térmicas. Diversos polissacarideos de origem microbiolégica
possuem propriedades fisicas e biologicas interessantes para uso como
biomaterial, e podem ser utilizados em varias aplicagdes como, por exemplo, o
acido hialurénico, dextrano, alginato e a celulose bacteriana (CZAJA et al., 2006;
DRIESSEN et al., 2015; EVANS et al., 2017; 1ISO 10993-5, 2009).

3.3 CELULOSE

A celulose € um material renovavel, biodegradavel e nao téxico.
E um dos polimeros naturais mais importantes e mais abundantes na natureza,
constitui a parede celular de todas as células de plantas, além de ser um produto
industrial de alto impacto econémico e apresentar amplas aplicagdes (DAl et al.,
2019; DURMAZ; CULFAZ-EMECEN, 2018; GIBRIL et al., 2012; HANNINEN et
al., 2018; SRIPLAI et al., 2018). Foi primeiramente isolada em 1838, pelo quimico
francés Anselme Payen, das paredes celulares de plantas, desde entéo, sua
importancia estrutural e sua presenca em outros organismos foram elucidadas
(BODIN, 2017).

A estrutura quimica da celulose (CsH1005)n independente da
fonte, apresenta a mesma forma, mas diferem no arranjo fisico das moléculas
da estrutura do polimero, portanto, em algumas propriedades. O polissacarideo
€ composto por cadeias lineares nao ramificadas, apresentam a unido de
moléculas [B-glicose, através de ligagdes glicosidicas B-(1->4), com unidade
estrutural de repeticdo celobiose, composta por duas moléculas de glicose
(Figura 3).
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Figura 3 - Férmula estrutural da celulose.
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Fonte: SAXENA; BROWN JR (2008).

Possui varios grupos hidroxila e ligagdes das redes de
hidrogénio, agregam com as regides altamente ordenadas (estrutura cristalina)
correspondente as ligagdes intramoleculares, que promove alta rigidez e
resisténcia e a regides desordenadas (estrutura amorfa) correspondente as
ligages intermoleculares que agrega flexibilidade (Figura 4) (DUFRESNE, 2013;
DURMAZ; CULFAZ-EMECEN, 2018; HANNINEN et al., 2018; SAXENA;
BROWN, 2008).

A celulose bacteriana é produzida a partir do cultivo de bactérias
e tem recebido atencdo devido as propriedades uUnicas de suas fibrilas
(PENTTILA et al., 2018), sendo usada em sua forma pura (HU et al., 2013;
MARTSON et al., 1999); combinada, ou modificada quimicamente (LAl et al.,
2015).



Figura 4 - Ligagdes intra e intermoleculares nas cadeias de celulose.
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Fonte: Adaptado de PHANTHONG et al. (2018).

3.3.1 Celulose Bacteriana (CB)

A celulose extracelular foi descrita como “um tipo de pele umida,
Foi

cientificamente reportada em 1886 por Brown, que identificou o crescimento de

gelatinosa e escorregadia” pela primeira vez por Louis Pasteur.

uma pelicula ndo ramificada sob o vinagre, produzida por bactérias (BROWN,
1886; FORESTI; VAZQUEZ; BOURY, 2016). A celulose bacteriana (CB) é um

polissacarideo extracelular secretado por diversas espécies de bactérias como

demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Produtores de celulose bacteriana.

Microrganismos Referéncias

(CHEN et al., 2018; CHENG; YANG; LIU,
2017; COSTA et al., 2017; LIMA et al.,

Gluconacetobacter
2017; REVIN et al., 2018; SINGHSA,
2018; VOLOVA et al., 2018; ZHAO et al.,
2018)
_ (CANNON; ANDERSON, 2008;
Agrobacterium
MATTHYSSE, 1983)
(CANNON; ANDERSON, 2008; DEIDEMA,
Azotobacter
M. H.; ZEVENHUIZEN, 1971)
(DEIDEMA, M. H.; ZEVENHUIZEN, 1971;
Aerobacter
MATTHYSSE, 1983)
Agrobacterium (DEIDEMA, M. H.; ZEVENHUIZEN, 1971)

(CANNON; ANDERSON, 2008; DEIDEMA,
Pseudomonas M. H.; ZEVENHUIZEN, 1971;
MATTHYSSE, 1983)

Rhizobium (CANNON; ANDERSON, 2008)

Achromobacter (MATTHYSSE, 1983)

(CANALE-PAROLA; WOLFE, 1964;
CANNON; ANDERSON, 2008).

Sarcina

Fonte: O proprio autor.

As bactérias do género Gluconacetobacter (atualmente
Komagataeibacter) recebem destaque, sdo bactérias Gram-negativas
quimioheterotroficas, estritamente aerdbias, ndo patogénicas, que secretam a
celulose em fitas compostas de microfibrilas organizadas e formam membranas
(KLEMM et al., 2005). As fibras de celulose bacteriana apresentam pureza
quimica, sem outros componentes da biomassa lignoceluldsica, assim como a

lignina, hemicelulose e pectina. Também ha as regides desordenadas,
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conhecidas como regides amorfas, conforme apresentado na Figura 5. Este
género apresenta elevados niveis de producao utilizando diferentes agucares.
As peliculas se formam na interfase meio-ar, em cultivos estaticos, de bactérias
nao patogénicas e normalmente encontradas em vegetais e frutas (BROWN,
1886). A formacdo da membrana de celulose bacteriana tem a finalidade de
proteger as células de outros microrganismos, proteger as células do efeito
nocivo da luz ultraviolenta, manter a umidade, prevenir a desidratagao, facilitar a
adesao das células em um ambiente aerdbico e aumentar a colonizagao celular.
A CB é branca, cristalina, resistente a ruptura, flexivel, semitransparente e
permeavel a agua (CASTRO et al., 2015; ROMLING; GALPERIN, 2015;
SETYAWATI; CHIEN; LEE, 2009).

Figura 5 - Arranjo das fibras de celulose bacteriana.
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Fonte: JESUS SILVA; D’ALMEIDA (2009).

A sintese da CB pode ser realizada utilizando diversas fontes de
carbono e com um pH 6timo entre 4 e 7, temperatura entre 25 e 30 °C. Embora
diferentes fontes de carbono possam ser utilizadas (Tabela 2) a mais utilizada
para a produgao da CB ¢é a glicose, que nao atua somente como fonte de energia,
mas também como precursora da biossintese do biopolimero. Além disso,
algumas propriedades das membranas de CB podem ser devidamente
adaptadas, variando as condi¢des fisioldgicas de crescimento bacteriano, tais
como composi¢do do meio de cultura, pH, temperatura e tensdo de oxigénio
(REVIN et al., 2018; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; VIEIRA, 2013).
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Tabela 2 - Principais fontes de carbono na producgao de celulose bacteriana por

Gluconacectobacter (atualmente Komagataeibacter).

Fontes de
Cepa Bacteriana Referéncias

Carbono

(ALVES, E. A,
GUIMARAES, 2010;
COSTA et al., 2017;

RANI; APPAIAH,
2011; REVIN et al.,
2018; SINGHSA,

G. hansenii UCP 1619
G. sucrofermentans B-
11267
G. xylinus BC-11
G. hansenii UAC09
Glucose G. hansenii ATCC 23769

, 2018; SOUZA;
G. xylinus B-12068
_ PORTO, 2014;
G. xylinus TISTR 086
VOLOVA et al.,
428, 975, 1011
_ 2018; ZHAO et al,
G. xylinus CGMCC 295

2018; ZHONG;

ZHANG,; LIU, 2013)

(CHENG; YANG;
G. xylinus ATCC 23769

LIU, 2017; COSTA
G. hansenii ATCC 23769

, etal., 2017; LIMA et
. G. xylinum ATCC 23767

Manitol al., 2017; LU;

G. hansenii ATCC 23769

, ZHANG:; CHI, 2011;

G. xylinus CHOO1
SOUZA; PORTO,

2014; VIEIRA, 2013)

Frutose G. xylinus ATCC 700178 (CHEN et al., 2018;
G. amnigenus GH-1 GUPTA, 2010)
_ . (SOUZA; PORTO,
Glicerol G. hansenii ATCC 23769
2014)
Xilose G. xylinus CHO001 (YANG et al., 2014)

Fonte: O proprio autor.
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3.3.2 Propriedades da Celulose Bacteriana

A CB pode ser empregada como um biomaterial promissor a ser
em diversas aplicagbes, possui caracteristicas de biocompatibilidade, elevada
resisténcia mecanica e pureza, transparéncia e atoxicidade (BERTI et al., 2013;
GODINHO, 2014; JESUS SILVA; D’ALMEIDA, 2009; JOZALA et al., 2016; KUO
et al., 2016).

Apresenta estrutura quimicamente semelhante a celulose vegetal,
porém, mais pura (livre de lignina e hemicelulose) e morfologicamente diferente,
principalmente por apresentar fibras de carater nanométrico contra o
micrométrico da vegetal, o que Ihe confere excelentes propriedades mecanicas,
maior cristalinidade, maior poder de absorcdo de agua e maior resisténcia a
tracdo, além de um baixo grau de polimerizagao, melhor adaptabilidade bioldgica
e maior umidade (KLEMM; HEUBLEIN; BOHN, 2005; KUMAR et al., 2009; SHI
et al., 2013; SHINODA et al., 2012).

As fibras de carater nanométrico desse material apresentam alta
absor¢do de agua, alta molhabilidade, alta pureza e alta cristalinidade
(PENTTILA et al., 2018), possuem didmetro de 20-100 nm e sdo altamente
hidrofilicas absorvendo mais de 100 vezes sua massa em agua (BROWN, 2004;
CHOI, SONG et al., 2009; CZAJA, ROMANOVICZ). As propriedades mecanicas,
bem como a micro e a macroestrutura da CB sao influenciadas pelo ambiente
(meio e condigdes de cultivo) e do tratamento apds a sintese. As propriedades
fisico-quimicas excelentes deste biopolimero tém impulsionado o
desenvolvimento de novos métodos de produgdo em grande escala, assim
como, a aplicagdo em novos ramos industriais (KLEMM et al., 2005; PENTTILA
et al., 2018).

3.3.3 Aplicagdes da Celulose Bacteriana na Area Biomédica

A CB possui caracteristicas que tornam promissora a sua
utilizagao, principalmente, nas areas biomédicas e biotecnoldgicas, funcionam
como uma substituta temporaria da pele (GODINHO, 2014; KLEMM et al., 2005;
PENERARI et al., 2008; PENTTILA et al., 2018). Utilizada como biocurativo,

fornece umidade ideal para feridas secas, absorve exsudatos, € uma barreira
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fisica eficaz contra infeccdo, ndo adere a superficie da ferida e assim tem facil
aplicagao e remocao evitando a retirada de pele durante a troca de curativos. A
CB apresenta ainda, alta permeacgéo de vapor de agua, aderéncia em diversos
tipos de ferimentos e regides irregulares do corpo, biocompatibilidade e
hipoalergénia e permeabilidade a gases enquanto mantém uma permeabilidade
minima para liquidos (evitando o processo de desidratacdo e perda de sais
minerais, comuns em queimados) e pode ainda apresentar efeito analgésico.
Adicionalmente, apresenta a vantagem de nao necessitar de trocas frequentes,
podendo ficar por dias, 0 que em casos de queimadura € uma grande vantagem,
ja que evita danos ao tecido durante remogao, por fim, apos a cicatrizagéo
resseca e se destaca naturalmente (MATEOS, 2004; STOCHERO; TORNIEUX,
2006).

Do ponto de vista comercial, a celulose bacteriana tem
despertado interesse na confeccdo de curativos, aceleram a cicatrizacdo das
feridas em espagco de tempo muito menor do que quando -curativos
convencionais sao utilizados (SULAEVA, |. et al., 2015). De forma tradicional
desde a década de 70 os curativos sao feitos com gazes e tem como principal
desvantagem danos a pele recém-formada apdés a sua remogado além de
dificultar as trocas gasosas da pele e provoca o seu ressecamento pela alta
absorcdo do exsudato levando a contaminagcdo da lesdo com crescimento
bacteriano acelerado (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Os curativos de CB tém grande potencial de aplicagcado
(CIECHANSKA, 2004; CZAJA et al., 2006) em casos de regeneracao (LIU et al.,
2013) para lesdes de dificil cicatrizagdo como ulceras de pressao (SERAFICA et
al., 2010), feridas de diabetes (BASMAJI, 2014), moldando-se a pele e ao
ferimento (FU; ZHANG; YANG, 2013). Utilizada também para recuperagéao da
dura-mater, revestimento de “stents” arterial (CZAJA et al., 2006), produgéo de
vasos sanguineos, recuperagao de nervos (KLEMM et al, 2001); valvula
cardiaca, liberagao de farmacos (PETERSEN; GATENHOLM, 2011; WAN et al.,
2006), cartilagem artificial, material de regeneragédo éssea (SVENSSON et al.,
2005); protese artificial (WANG et al., 2010); recuperagao da gengiva (WANG et
al, 2010), entre outros.

Estudos de biocompatibilidade de CB, in vivo, em modelos

animais tém demonstrado excelente integragcdo da CB com o tecido lesado,
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auséncia de processos inflamatorios agudos, epitelizagao rapida e auséncia de
rejeicdo ao longo do tempo (BACKDAHL et al., 2006). Apesar das excelentes
propriedades, a CB nao apresenta atividade antibacteriana, o que limita a
aplicagcao em feridas infeccionadas, usualmente crénicas e dificeis de curar (FU;
ZHANG; YANG, 2013; LIU et al., 2013; SERAFICA et al., 2010). Neste contexto,
sendo motivos de estudo a funcionalizacdo da celulose bacteriana com
compostos que agreguem propriedades ao polimero, como atividade
antimicrobiana, tanto através de interagdes fisicas como por ligagdes quimicas
(NEVES et al, 2011).

3.3.4 Membranas de Celulose Bacteriana Biofuncionais

Uma estratégia de destaque no uso da membrana de CB é a
possibilidade de se incorporar moléculas com aplicacdes distintas, compostos
ativos com biofuncionalidades, sem causar alteragées nas suas propriedades
originais do ativo. Esta estratégia aumenta o espectro de aplicagdo e melhora as
propriedades fisico-quimicas do biomaterial (CHEN et al., 2018; GODINHO,
2014).

Ha diversas as formas de incorporagdes de moléculas na CB
(LANZA et al., 2007), como a incorporacao de agentes antimicrobianos como as
nano particulas de prata (WOEHL, 2014), imunoativos como a aloe vera (PIAIA,
2014) e anti-inflamatorios como o ibuprofeno (ZANOTI, 2017). Adicionalmente,
0s suportes bioativos como a CB podem efetuar uma libertagdo controlada de
compostos (WILLERTH; SAKIYAMA-ELBERT, 2008).

A incorporacdo de antimicrobianos na membrana de CB
minimiza as reinfecgdes, diminui a possibilidade das bactérias adquirirem
resisténcia aos antibidticos, um problema recorrente nas infec¢des de feridas
(NEVES et al, 2011; SHAH; AI-BARGI, 2013).

Logo, a inclusdo de agentes em membranas de CB é bastante
relevante e promissora, pois permite nao so6 a recuperacao dos tecidos lesados

pela acao do biopolimero, mas também pela agao do agente terapéutico.
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3.4 RAMNOLIPIDEOS

Os ramnolipideos (RL) foram primeiramente descritos por
Bergstrom e colaboradores (1946 a, b), como compostos glicolipidicos “oleosos”
produzidos por Pseudomonas pyocianea (atualmente P. aeruginosa) crescida
em glicose e denominados como acido piolipico. Jarvis e johnson (1949)
elucidaram a estrutura deste grupo de moléculas e os denominaram
ramnolipideos. Os RL pertencem a classe dos glicolipideos e sdo metabdlitos
secundarios produzidos por varias espécies de bactérias (Tabela 3), tendo como
principal produtor a Pseudomonas aeruginosa, sintetizados quando entram na
fase estacionaria de crescimento. Estdo entre os biossurfactantes mais
estudados e promissores, sobretudo devido a sua natureza biodegradavel, baixa
toxicidade, diversidade de aplicagdes e produgao a partir de fontes renovaveis
(BAI; MCCLEMENTS, 2016; GDANIEC et al., 2022; LONG et al., 2016; MOTTA,
et al., 2022; RAMIREZ et al., 2016).

Tabela 3 - Diferentes espécies de Pseudomonas e outros género descritos

como produtores de ramnolipideos.

(continua)

Referéncias
BONILLA et al., 2005; JOHANN et

Espécies

Pseudomonas putida

Acinetobacter calcoaceticus;
Enterobacter asburiae
Enterobacter hormaechei; Pantoea
stewartii
Burkholderia glumae AU6208
Thermus thermophilus HB8
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas clemancea; P.
collierea

al., 2016
HOSKOVA et al., 2015
ROONEY et al., 2009
COSTA; DEZIEL; LEPINE, 2011
PANTAZAKI, PAPANEOPHYTOU;
LAMBROPOULOU, 2011
CAMILIOS-NETO, 2010; RAMIREZ
etal., 2016
OLIVEIRA et al., 2009
GUNTHER et al, 2006

RAHMAN et al., 2009
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Tabela 3 - Diferentes espécies de Pseudomonas e outros género descritos

como produtores de ramnolipideos.

(conclusao)
Espécies Referéncias
Pseudomonas cepacia, P.
fluorescens, P. luteola, P. shutzeri, P. OBASLI; ASLIM, 2009
teessidea
Pantoea, Acinetobacter, Enterobacter RONEY et al., 2009
Burkholderia ANDRA et al., 2006; DUBEAU et al.,

2009; HAUSSLER et al.1987.
Pseudoxanthomonas NAYAK et al., 2009

Fonte: o proprio autor.

Na fisiologia bacteriana, os RL sao importantes na
mobilidade celular, interacbes célula-célula, acessos aos substratos
hidrofobicos, defesa do microrganismo, expulsdo de compostos toxicos das
células e formacado de canais de agua que sao caracteristicos em biofilmes
(DAVEY; CAIAZZA; O'TOOLE, 2003; MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000;
NEALSON et al.,, 1970). A composicado e as propriedades destes compostos
dependem da estirpe microbiana, condigdes de cultivo e substratos utilizados
para produzi-los (OLIVEIRA, 2010; SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Os RL apresentam uma ampla gama de aplicagbes potenciais
em diversos setores industriais, (1) Industria do petrdleo, na biorremediagéo e
recuperacdo melhorada do petrdleo em que apresentam excelentes
propriedades de emulsificacdo, remocao eficaz de petréleo bruto e tratamento
de solo contaminado; (2) Industria farmacéutica, produtos farmacéuticos e
terapéuticos pelo fato de serem agentes tensoativos e apresentarem baixa
toxicidade, adicionalmente apresentam propriedades antimicrobianas,
antifungicas, algicida e cicatrizantes; (3) Industria cosmética, como ingrediente
ativo em tratamentos de pele, diminuigdo de fibrose e tratamento de rugas; (4)
Industria de produtos de higiene e limpeza, em produtos de lavandaria,
shampoos e sabdes; (5) Industra agricola, na remediagéo de solos, no controle
de fitopatégenos, como biopesticidas e para auxiliar a absorcao de fertilizantes
e nutrientes (6) Industria de alimentos, com importante papel na formagao da
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textura e consisténcia, assim como na solubilizagdo de aromas e na dispersao
de fase (COSTA et al., 2006, 2010; LEE et al., 2017; LIU et al., 2016; NITSCHKE;
COSTA, 2007; RANDHAWA; RAHMAN, 2014; REDDY et al., 2016; VARJANI;
UPASANI, 2017).

Os RL s&o aprovados pelas Agéncias de Protegdo Ambiental e
de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (USEPA e FDA,
respectivamente) para uso em produtos alimentares, cosméticos e
farmacéuticos (HENKEL et al., 2012; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-
CHAVEZ, 2010). Estima-se que o mercado de biossurfactantes a base de
ramnolipideos atinja mais de US$ 145 milhdes até 2026, com uma taxa de
crescimento anual composta de > 5% (AHUJA; SINGH, 2020; MORDOR
INTELLIGENCE, 2021).

3.4.1 Estrutura dos Ramnolipideos

Os RL sdo compostos por uma parte hidrofilica, composta por
ramnose, e uma parte hidrofdbica, por acido B-hidroxialcandico (HAA). Sua
classificagdo € atribuida por conter uma (mono-ramnolipideos) ou duas
moléculas (di-ramnolipideos) de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de
acido B-hidroxialcandico contendo de 8-14 atomos de carbonos. Os principais
glicolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa sao dos tipos 1 e 2, L-
ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e  L-ramnosil-L-ramnosil-3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, respectivamente (Figura 6), com mais de 60
congéneres ramnolipidicos ja foram descritos (ABDEL-MAWGOUD:; LEPINE;
DEZIEL, 2010; VARJANI; UPASANI, 2017; WOZNIAK-KARCZEWSKA, 2017).

A carboxila do acido -hidroxialcandico confere uma
caracteristica hidrofilica (Figura 6), o que oferece aos ramnolipideos um carater
aniénico sobre condi¢cdes de pH apropriadas (LONG; MCCLEMENTS, 2016;
REDDY et al., 2016; SOBERON-CHAVEZ, 2005).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos principais homaologos de ramnolipideos.

A) Rh1, o-L-Rhamnopyranosyl-B-hydroxydecanoyl-f-hydroxydecanoate
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Fonte: Adaptado de MULLIGAN (2005).

A composicdo da mistura de homdlogos, a presenga de
insaturacgdes, o comprimento da cadeia alquilica e a composi¢cao da porgao
hidrofilica (uma ou duas moléculas de ramnoses) podem afetar propriedades
fisico-quimicas destes compostos, a sua capacidade de reduzir tanto a tensao
interfacial quanto a tensdo superficial da agua pode variar em fungdo dos
diferentes homologos produzidos. Isso os torna mais ou menos eficientes,
dependendo da aplicagao desejada (LOVAGLIO, 2011; MONTEIRO, 2007).

3.4.2 Producao dos Ramnolipideos

Apesar dos RL serem produzidos em elevadas concentracgoes,
0 processo de producdo deve ser otimizado de acordo com a aplicagcao
pretendida. Entre os parametros que influenciam o tipo e a quantidade de
produto formado pode-se citar a natureza da fonte de carbono, possiveis
limitagdes nutricionais e parametros fisicos e quimicos, como aeracgao, agitacao,

geracao de espuma, temperatura e pH, fatores nutricionais e ambientais ao qual
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0 microrganismo € submetido. As melhores produgdes de RL ocorrerem em pH
em torno de 7,0, enquanto em pH abaixo de 6 e acima de 8 ocorre uma reducéo
drastica no crescimento bacteriano, o que leva também a uma grande diminuigao
na produgédo (CHANG et al., 2005; ELSHIKH et al., 2017; FIECHTER, 1992).

De acordo com Mukherjee e colaboradores (2006) trés
estratégias devem ser adotadas para tornar os custos do processo de produgéo
mais baixos: (1) substrato - utilizacdo de residuos ou matéria-prima de baixo
custo; (2) desenvolvimentos de bioprocessos eficientes para producédo e
recuperagdo do produto, incluindo otimizagdo das condigbes de cultivo e (3)
desenvolvimento de mutantes ou linhagens recombinantes para aumentar o
rendimento do biossurfactante.

A obtencédo de elevados indices de RL ja foram descritos na
utilizacéo de substratos alternativos como hidrolisado de azeitona (RAMIREZ et
al., 2016), residuos de oleo de cozinha (LAN et al., 2015), glicerol (SANTANA
FILHO, 2009), 6leo de cdéco (GEORGE; JAYACHANDRAN, 2013) e 6leo de milho
(LINHARDT et al., 1987), dessa forma constitui uma importante estratégia para
facilitar o desenvolvimento da producdo industrial de biossurfactantes, bem
como redugdo dos custos do processo (CHRZANOWKI; LAWNICZAK;
CZACZYK, 2012; COSTA, 2010; WOZNIAK-KARCZEWSKA, 2017).

A producao de RL por P. aeruginosa esta sujeita ainda a outros
fatores além dos mecanismos de resposta ao quorum sensing (QS), como o
estresse por falta de nutrientes, por alteragdes no padrdo de salinidade e
temperatura, entre outros (SIVASAMY et al., 2016). A relagédo carbono-nitrogénio
(C/N) também é um dos fatores que influencia diretamente na produtividade de
ramnolipideos. Diferentes relacbes C/N podem ser encontradas na literatura, de
10 até 55 (RAZA et al., 2007; ABOUSEOUD et al., 2008). Alguns autores relatam
haver uma relacéo entre aumento da relagdo C/N e producao de ramnolipideos
(MONTEIRO, 2007; SANTANA FILHO, 2009). A fonte de nitrogénio também &
um fator importante a ser considerado, uma vez que a limitacdo deste
componente promove a sintese de ramnolipideos em Pseudomonas aeruginosa.
Segundo alguns autores a produgdo € inibida na presenga de glutamina,
asparagina e arginina e promovida na presenca de nitrato, glutamato e aspartato
(LEE et al., 2004). Embora ainda exista muitos desafios para se alcangar a

obtenc¢ao em larga escala de ramnolipideos, estes surfactantes microbianos séo
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considerados como a classe de biotensoativos mais promissora em termos de
producéo industrial (DAMIAO, 2012).

3.4.3 Atividade dos Ramnolipideos na Area Biomédica

Os RL s&o de grande interesse para a area biomédica por serem
biodegradaveis, atéxicos e ndo mutagénicos (ELSHIKH et al., 2017; LONG et al.,
2016; NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011). Destaca-se o potencial do
congénere di-ramnolipideo, devido a maior presenga de grupos polares que
resulta em maior interacdo (MELLO, 2019; RODRIGUES et al., 2007), sendo
relatado que mesmo entre homologos qualquer alteragdo na estrutura quimica
tem efeito no potencial terapéutico da molécula (RIKALOVIC et al., 2014). Dentre
as varias propriedades dos RL evidenciadas na literatura destacam-se o
potencial terapéutico da biomolécula como antibacteriano, antifungico, antivirais,
imunomoduladore, antioxidante e algicida (Tabela 4) (DONIO et al., 2013;
EMMERT; HANDELSMAN, 1999; PANDIT et al., 2014; VARJANI; UPASANI,
2017).

O mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana dos RL n&o
€ completamente compreendido, mas por apresentar carater anfifilico, os
estudos apontam que agem diminuindo a hidrofobicidade da superficie e
solubilizando proteinas e lipideos constituintes da superficie da membrana
celular, perturbando sua integridade e permeabilidade por meio da formagao de
poros transmembrana que servem como canais para o interior da célula
(MAGALHAES; NITSCHKE, 2013; ORTIZ et al., 2006; SHULGA et al., 2008).
Alguns autores apontam que os RL aumentam a permeabilidade da membrana
celular, habilidade com consequente alteracao desta barreira e assim causa
danos (SANCHEZ et al., 2006; SHULGA et al., 2008).
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Tabela 4 - Propriedades antimicrobianas dos ramnolipideos.

(continua)

] i Ramnolipideo .
Microrganismo ] Referéncias
aplicado

Bactérias (Gram-

negativas)
Enterobacter Mistura de RL
BENINCASA et al., 2004
aerogenes Mistura de RL
Erwinina carotovora Mistura de RL HABA et al., 2003
Escherichia coli Mistura de RL HABA et al., 2003
Klebsiella pneumoniae Mistura de RL HABA et al., 2003
Proteus mirabilis Mistura de RL BENINCASA et al., 2004
Pseudomonas
_ Mistura de RL BENINCASA et al., 2004
aeruginosa
Ralstonia
Rha-Rha-C10-C10 KIM; LEE; HWANG, 2000
solanacearum
Salmonella
Mistura de RL BENINCASA et al., 2004
thyphimurium

Rha-Rha-C10-C10 KIM; LEE; HWANG, 2000
Mistura de RL HABA et al., 2003

Serratia marcescens

Xanthomonas
Rha-Rha-C10-C10 KIM; LEE; HWANG, 2000
campestri

Bactérias (Gram-

positivas)

HABA et al., 2003

Mistura de RL

BENINCASA et al., 2004
_ Mistura de RL
Bacillus cereus NITSCHKE; COSTA;
Rha-Rha-C10-C10,

CONTIERO, 2010

Rha-C10-C10
Mistura de RL HABA et al., 2003

Bacillus subtilis
Mistura de RL BENINCASA et al., 2004
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Tabela 4 - Propriedades antimicrobianas dos ramnolipideos.

(continuagao)

Microrganismo

Ramnolipideo

aplicado

Referéncias

Micrococcus luteus

Staphylococcus

aureus

Staphylococcus
epidermidis
Streptococcus
faecalis
Fungos
Alternaria alternata
Alternaria mali
Aspergillus niger
Aureobasidium

pullulans
Botrytis cinerea

Candida albicans
Cercospora kikuchii
Chaetonium
globosum
Cladosporium

cucumerinum

Mistura de RL
Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10,
Rha-C10-C10

Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10,
Rha-C10-C10

Mistura de RL

Mistura de RL

Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL

Mistura de RL

Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL
Mistura de RL

Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL
Mistura de RL

Rha-Rha-C10-C10

HABA et al., 2003
BENINCASA et al., 2004
NITSCHKE; COSTA;
CONTIERO, 2010

HABA et al., 2003
NITSCHKE; COSTA;
CONTIERO, 2010

BENINCASA et al., 2004

BENINCASA et al., 2004

BENINCASA et al., 2004
KIM; LEE; HWANG, 2000
BENINCASA et al., 2004

BENINCASA et al., 2004

KIM; LEE; HWANG, 2000
HABA et al., 2003
BENINCASA et al., 2004
KIM; LEE; HWANG, 2000
HABA et al., 2003
BENINCASA et al., 2004

KIM; LEE; HWANG, 2000



Tabela 4 - Propriedades antimicrobianas dos ramnolipideos.

(continuagao)

Microrganismo

Ramnolipideo

aplicado

Referéncias

Colletotrichum
orbiculare
Cylindrocarpon
destructans
Didymella bryoniae

Fusarium solani

Fusarium sp.

Gliocadium virens
Magnaporthe grisea
Neurospora crassa

Penicillium

funiculosum

Phytophthora sp.

Phytophthora sp.

Rha-Rha-C10-C10

Rha-Rha-C10-C10

Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL

Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10
Mistura de RL

Mistura de RL
Mistura de RL

Mistura de RL
Rha-Rha-C10-C10

RL mixture: Rha-Rha-
C10-C10, Rha-RhaC10-
C10:1, Rha-C10-C10,
Rha-Rha-C10-C12:1,
Rha-C10-C12:1, Rha-
C10-C12, Rha-Rha-
C10- C12, Rha-Rha-
C10-C8, Rha-C8-C10,
RhaRha-C8-C10, Rha-
Rha-C12-C12, Rha-
RhaC12-C12:1)

KIM; LEE; HWANG, 2000

KIM; LEE; HWANG, 2000

KIM; LEE; HWANG, 2000
HABA et al., 2003
KIM; LEE; HWANG, 2000
HABA et al., 2003
HABA et al., 2003
BENINCASA et al., 2004
KIM; LEE; HWANG, 2000
NITSCHKE; COSTA,;
CONTIERO, 2010
HABA et al., 2003
BENINCASA et al., 2004
STANGHELLINI; MILLER,
1997
KIM; LEE; HWANG, 2000

SHARMA et al., 2007
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Tabela 4 - Propriedades antimicrobianas dos ramnolipideos.

(conclusao)

Ramnolipideo

Microrganismo Referéncias
aplicado
Rha-Rha-C10-C10 KIM; LEE; HWANG, 2000
Rhizoctonia solani
Mistura de RL HABA et al., 2003
Alga
(Heterosigma Rha-Rha-C10-C10,
WANG et al., 2005
akashiwo) Rha-C10-C10

Mistura de RL: Rha-Rha-C10-C10, Rha-RhaC10-C12, Rha-C10-C10, Rha-Rha-C10-C12:1
Fonte: Adaptado de VATSA et al., 2010.

Os RL aceleram o processo cicatrizante de feridas na pele, como
também, auxiliam na reducdo da marca da cicatriz (TAWFEEEQ; YESSER,
2018). Stipcevic, Piljac & Piljac (2006) mostraram que o di-RL produzido por
Pseudomonas aeruginosa apresentou fungdes antifibréticas, reduzindo o
conteudo de colageno em queimaduras de ratos. Shen e colaboradores (2016)
comprovaram um efeito antifibrético potente contra a formacao de cicatrizes
hipertroficas na orelha de coelho, reduzindo o indice de elevagao da cicatriz e
distribuicdo de colageno.

Também podem atuar como imunomoduladores para regular os
sistemas imunoldgicos humoral e celular de mamiferos e plantas, podendo ativar
as ceélulas imunes, resultam na secrecao de citocinas pro-inflamatérias
(CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; MOHAMMAD ABDEL-MAWGOUD; LEPINE;
DEZIE, 2010; SAJID et al., 2020).
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4 CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPO DE BIORREATOR
DE BANCADA POR FERMENTAGAO ESTATICA EM SUPORTE DE
MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA PARA PRODUGAO DE
RAMNOLIPIDEOS

Neste capitulo s&o apresentados resultados obtidos do
desenvolvimento de um biorreator de bancada para produg¢do de ramnolipideos
por fermentacéo estatica em suporte de membrana de celulose bacteriana, que

resultaram em um depdsito de pedido de patente (Anexo A).

4.1 INTRODUGAO

Os surfactantes sao moléculas tensoativas que tendem a
diminuir a tensdo das interfaces 6leo/agua e a tensao superficial ar/agua, em
funcao da presencga de grupos hidrofébicos e hidrofilicos em suas estruturas. Por
consequéncia dos efeitos ambientais toxicos dos surfactantes de origem
quimica, em sua maioria derivados de petréleo, existe uma grande tendéncia de
substituicdo pelos surfactantes de origem biolégica, os quais apresentam baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade, além de alta seletividade e atividade
tensoativa, mesmo em extremos de temperaturas e pH (LOVAGLIO, et al., 2015).

Entre os biossurfactantes mais estudados e promissores estao
os ramnolipideos produzidos por cepas de Pseudomonas aeruginosa. Este
biossurfactante, além de apresentar excelentes propriedades tensoativas, pode
ser obtido em elevadas concentracbes e consequentemente apresentam alto
potencial de exploragdo comercial. Seu carater anfipatico assegura grande
aplicabilidade em quase todos os ramos da industria moderna, desde a industria
farmacéutica, cosmética e de quimica fina, até as industrias alimenticias,
agroquimicas e de petréleo (KASKATEPE; YILDIZ, 2016). Embora os
ramnolipideos sejam surfactantes efetivos, o alto custo de produgdo ainda € um
fator limitante para sua aplicagdo no mercado, dessa forma aumentar a
produtividade, bem como a escala de producéo para alcangar a area industrial é
urgentemente desejado.

A producdo classica de biossurfactantes por fermentagao

submersa apresenta graves problemas, principalmente causados pela grande
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formacdo de espumas durante as fermentacdes. A formacdo de espuma é
causada pela presencga dos biossurfactantes no meio de cultivo e agravada pelo
método de aeragdo e agitacdo dos reatores de fermentagdo submersa. A
formacgao de espuma é um grave problema, pois acarreta em perda de biomassa
e nutrientes, diminuindo os indices de producéo ou até mesmo inviabilizando o
processo. Algumas alternativas para contengdo da espuma podem ser
aplicadas, como a adigao de compostos quimicos antiespumantes durante as
fermentagdes. Contudo, estes agentes podem inibir o crescimento celular,
diminuir a taxa de transferéncia de massa, provocar reacodes inibitorias e efeitos
téxicos ao microrganismo, adicionalmente, podem interferir na separagéo e
purificacdo do biossurfactante. Outra opgao para evitar a formagao de espuma é
o desenvolvimento de métodos fisicos de contencao e recuperagédo da espuma
formada; entretanto, esses métodos podem acarretar a diminui¢do da eficiéncia
do processo, além de onerarem a produgao do biossurfactante (GONG et al.,
2021; LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO;
MITCHELL, 2010).

Deste modo, estas estratégias (antiespumantes e meétodos
fisicos de contencgéo e recuperagédo da espuma) apresentam um elevado custo
e nao sao completamente eficientes, o que tem contribuido para falta de
processos de produg¢ao em escala comercial e resulta em um baixissimo numero
de processos industriais de obtencdo de ramnolipideos. Baseado nessas
adversidades, métodos inovadores para produc¢ao de ramnolipideos vem sendo
estudados.

Como ja relatado em trabalho anterior (CONCEICAO et al.,
2020) o grupo desenvolveu um processo fermentativo eficaz e bem
caracterizado, utilizando um meio simples e com custo de producéo baixo para
producao de ramnolipideos através da fermentacdo submersa estatica em
suporte de membrana de celulose bacteriana com a Pseudomonas aeruginosa
PAO1. A mistura de ramnolipideos produzida apresentou boas propriedades
fisico-quimicas, avaliadas pelo indice de emulsificacdo e concentragdo micelar
critica, assim como uma mistura de congéneres com uma quantidade maior de
di-ramnolipideos (mais de 95%). Também foi abordado a influéncia da variagao
da espessura da camada liquida durante a fermentagcdo na producdo de

ramnolipideos, onde volumes mais baixos de meio foram mais eficazes
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provavelmente pela difusdo de oxigénio. Outro fator que influenciou a elevagao
da producao de ramnolipideos foi a adicdo de indutores como extrato aquoso de
torta de milho.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver um protétipo de biorreator de bancada para producdo de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentagdes estaticas e com
potencial de escalonamento. As membranas de celulose bacteriana sao
utilizadas como suporte para o crescimento da bactéria e a produgédo de
tensoativo. Este processo traz vantagens como a auséncia da formagdo de
espumas e reducdo dos custos de produc¢ao, ja que ndo ha gastos excedente de
energia para aeragao e agitacao dos cultivos. Outra vantagem é a menor
complexidade para separagao dos ramnolipideos, ja que nao utiliza compostos
hidrofébicos, como antiespumantes a base de silicone e oleos vegetais. Por fim,
existe ainda a possibilidade de reutilizagcao da celulose bacteriana por diversas
vezes. O atual capitulo também trata da validacéo do prototipo em processos de
producao, extragao, quantificagcado, caracterizagdo das propriedades tensoativas
e determinacgao estrutural dos ramnolipideos produzidos pela referida tecnologia
fermentativa. Os resultados obtidos apontam para soélida possibilidade de
ampliacédo de escala por empilhamento e aumento de didametro das “unidades de

cultivo”.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Neste topico sdo apresentadas as metodologias empregadas, e
descritas as técnicas utilizadas para a conducdao e acompanhamento dos
experimentos, realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Biotecnologia, no
Laboratério de Central Multiusuario e Laboratério de Microscopia Eletrénica e
Microanalise da Universidade Estadual de Londrina — UEL.

A metodologia experimental esta esquematizada no fluxograma
da Figura 7. O processo 1 é caracterizado pelo in6culo do meio de cultivo (B) a
partir do pré-indculo (A). Na sequéncia, o meio de cultivo inoculado foi transferido
para unidades de cultivo inseridas dentro de um tubo cilindrico aberto na parte
de cima (e coberta com tampa acrilica) (processo 2 — produto C). O produto C

adicionado de meio de cultivo inoculado foi incubado. O processo (3) caracteriza-
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se pela extragdo aquosa, seguida da retirada das células bacterianas por
centrifugagdo, o que resulta no extrato aquoso, livre de células (D). D é
submetido ao processo de extracdo organica (4). Os extratos organicos séo
recuperados em funil de separagao, e em seguida submetidos a evaporador
rotatério obtendo-se assim um extrato orgéanico concentrado de ramnolipideos
(E). O produto E pode ser submetido a determinagé&o estrutural e caracterizagcéo
das misturas de congéneres de ramnolipideos (5) ou a dissolugédo em agua (6)
obtendo-se (G). G pode ser utilizado para os processos (7) quantificagao indireta

dos ramnolipideos e (8) caracterizagéo das propriedades tensoativas.

Figura 7 - Fluxograma dos experimentos.

1,09 (NH,),SO, 2
0,29 MgS0O,.7H,0
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das propriedades 7 Quantlflcflc’ao dos
tensoativas Ramnolipideos

Fonte: O proprio autor.
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4.2.1 Producédo de Celulose Bacteriana (CB)

4.2.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a cepa de Komagataeibacter
xylinus ATCC23760 de procedéncia da fundagédo André Toselho, Campinas, Sdo
Paulo (Brasil). A cepa foi estocada em glicerol 20% a - 80 °C em tubos de fundo

conico tipo eppendorf.

4.2.1.2 Preparo do pré-Inéculo

Os pré-indculos foram realizados em frascos erlenmeyers de
250 mL contendo 80 mL de meio Hestrin-Schramm’s (Tabela 5), em uma
propor¢gao de 5% (v/v) da solugdo estoque de Komagataeibacter xylinus
ATCC23760. Incubados em agitador orbital (Marconi, MA 420), a 28 °C por 48 h
sob agitacao de 110 rpm.

Tabela 5 - Composi¢cédo do meio Hestrin-Schramm’s (HS).

Componentes Concentragao (g.L™) Fabricantes
Extrato de Levedura 5,00 Reatec
Peptona Bacterioldgica 5,00 Acumedia

Acido citrico 1,15 Synth
Fosfato d(,e Sodlo 5.00 Neon
Monobasico
Glucose 20,00 Inlab
4.2.1.3 In6culo

O pré-indculo foi transferido para um Erlenmeyer contendo 720
mL de meio Hestrin-Schramm’s, homogeneizados e transferidos para bandejas.
A producado de membranas de celulose bacteriana foi realizada em condi¢des

estaticas a 28 °C por 10 dias.
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4.2.1.4 Obtencédo da celulose bacteriana (CB)

Apos o periodo de fermentagcdo, as membranas de celulose
bacteriana foram retiradas do meio com uma ping¢a, lavadas com NaOH 0,1 M a
90 °C por 1 hora, posteriormente lavadas com agua destilada até pH 7 retirando
possiveis residuos de meio de cultivo e obtendo a membrana de celulose

bacteriana pura.

4.2.2 Producdo de Ramnolipideos (RL)

4.2.2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a cepa de Pseudomonas
aeruginosa PAO1, isolada originalmente na Australia, a partir de feridas
humanas infectadas (HOLLOWAY, 1955). PAO1 é a cepa de Pseudomonas
aeruginosa mundialmente mais utilizada em estudos laboratoriais, apresenta o
genoma sequenciado, publicado (STOVER et al., 2000) e muito bem anotado. A

cepa foi mantida em meio liquido Luria-Bertani (Tabela 6).

Tabela 6 - Composicédo do meio Luria-Bertani (LB).

Componentes Concentracgao (g.L™) Fabricantes
Cloreto de Sdédio 10 Synth
Triptona 5 Acumedia
Extrato de Levedura 5 Reatec

4.2.2.2 Preparo do pré-Inéculo

Os pré-indculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de
125 mL contendo 25 mL do meio LB, inoculados com 3-5 colénias de PAO1
proveniente de placas de meio LA [LB adicionados de 1,5% (m/v) de agar] e
incubados por 12-16 h a 37 °C/200 rpm. Os in6culos foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio LB, inoculados com o preé-

in6culo em uma proporgao de 2% (v/v) e incubados, em agitador orbital, a 37 °C
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por 5-6 h sob agitagdo de 200 rpm. O crescimento bacteriano durante o preparo
do indéculo foi acompanhado pela determinagdo da absorbancia do meio de
cultivo a 600 nm (D.O. 600 nm), e utilizado como inéculo quando a D.O. 600 nm

encontrar-se entre 0,6 e 0,8.

4.2.2.3 Fermentagao submersa estatica em suporte de membranas de
celulose bacteriana (FSbE-CB)

Os ensaios para FSbE-CB foram realizados em suportes
cilindricos de aluminio de 100 mm de diametro, suspensos de forma vertical e
inseridos dentro de um tubo cilindrico aberto na parte de cima e contendo um
apoio de sustentagcao na base. Os 10 suportes cilindricos de aluminio continham
1 membrana de celulose (CB) umida (GOELZER et al., 2009). Os suportes de
celulose bacteriana foram esterilizados por 20 min, a 121 °C, resfriadas e
inoculadas em uma proporgao de 2% de volume de indculo em volume de meio
de cultivo. Neste meio de cultivo continha solugéo de sais (Tabela 7) adicionada

de glicerol 3 a 6% (v/v).

Tabela 7 - Composi¢cao do meio de sais (MSM).

Componentes Concentracgao (g.L™) Fabricantes
Fosfato de Potassio
3,0 Nuclear
Monobasico
Fosfato de Potassio
o 7,0 Nuclear
Dibasico
Sulfato de Magnésio 0,2 Synth
Sulfato de Amoénio 1,0 Biotec

O volume total de meio de cultivo inoculado utilizado por suporte
de celulose bacteriana foi de 5 mL, entdo o biorreator foi incubado em estufa

bacteriolégica a 37 °C.
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4.2.2.4 Interrupgao do cultivo

Os cultivos foram interrompidos apds 9 dias, centrifugados a
4.500 rpm a 25 °C por 20 minutos, para remog¢éao da biomassa e assim reservado

o sobrenadante livre de células.

4.2.2.5 Quantificagdo dos ramnolipideos

Uma amostra do sobrenadante livre de células foi submetida a
extracdo com CHCIs:CH3OH (3:1) em rotaevaporador e assim obtidos os
ramnolipideos recuperados na fragao organica. Os ramnolipideos recuperados
foram solubilizados em &gua destilada e a quantificagdo indireta dos
ramnolipideos foi feita pelo método de fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956)

utilizando uma curva padrado com ramnose.

4.2.2.6 Preparado do extrato bruto de ramnolipideos

Os sobrenadantes livres de células foram submetidos a
precipitacdo acida dos ramnolipideos, acidificados com solugao de HCI até pH 2
e incubados a 5 °C por 5 dias. Entdao submetidos a extragdo com CHCI3:CH3OH
(9:1) e a fracao organica evaporada a 60 °C em rotaevaporador, centrifugado a
4500 rpm a 25 °C por 20 minutos. Os extratos organicos foram entdo
solubilizados em agua destilada, congelados e liofilizados, dando origem ao
extrato bruto de ramnolipideos. As solucdes aquosas do extrato bruto tiveram o
pH ajustado para 6 (com solugdao de NaOH) e foram entdo submetidas aos

métodos de caracterizagao fisico-quimica e estrutural.

4.2.3 Caracterizacdes das propriedades fisico-quimicas e estruturais dos

Ramnolipideos

4.2.3.1 Determinagao do indice de emulsificagao (E)

O indice de emulsificagao (E) dos ramnolipideos foi realizado a

partir do extrato bruto obtido e solubilizado em agua destilada (item 4.2.2.6). Foi
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determinado segundo a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987).
Em tubos de ensaio com tampa de rosca, foram distribuidos 6 mL de diferentes
hidrocarbonetos (querosene, tolueno, gasolina e diesel), posteriormente, foi
adicionado 4 mL de solugdo aquosa de ramnolipideos. Cada tubo foi entédo
submetido a agitacdo em vortex (rotagdo maxima) por 2 minutos. O indice (E) foi
determinado de acordo com a equagao abaixo. As medidas foram realizadas
apos 24 h e 720 h.

E = altura da camada emulsionada (cm) x 100 / altura total do liquido (cm)

4.2.3.2 Determinagao da tensao superficial (TS)

A medida da tenséao superficial dos ramnolipideos foi realizado a
partir do extrato bruto obtido e solubilizado em agua destilada (item 4.2.2.6),
utilizando-se um tensidbmetro Kriss Processor Tensiometer modelo K12
(Hamburgo, Alemanha). As analises foram feitas pelo método do anel, utilizando
um anel de platina denominado anel de Du Nouy. Neste método, a amostra &
colocada em um recipiente do aparelho, com o anel inicialmente submerso. A
forca adicional exercida sobre o anel quando a lamina do liquido se rompe da a
medida da tensao superficial (CAMILIOS NETO et al., 2009). As condi¢des de
analise padronizadas para todos os ensaios foram: volume médio da amostra de
40 mL e temperatura ambiente. O equipamento foi calibrado sempre no inicio e

término das analises, medindo-se a tenséo superficial da agua destilada.

4.2.3.3 Determinacgao da concentragcado micelar critica (CMC)

A determinacdo da CMC, segundo técnica descrita por
Sheppard e Mulligan (1987). Foi realizada medindo-se a tenséo superficial
através de diluigdes sucessivas (com agua destilada) dos ramnolipideos foi
realizado a partir do extrato bruto obtido e solubilizado em agua destilada (item
4.2.2.6). Dessa forma, foi construido um grafico plotando-se a tensao superficial
medida contra a concentragao de ramnolipideos, onde a CMC corresponde ao

ponto central de inflexdo da curva. As medidas de tensdo superficial foram
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determinadas até que os valores obtidos se aproximassem da tenséo superficial
da agua destilada (70-72 mN/m).

4.2.3.4 Cromatografia Liquida em Camada Delgada (CCD)

Os ramnolipideos recuperados na fragao organica solubilizada
em metanol foram submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD) sobre
silica (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4, 20x20cm), sendo o
eluente composto por uma mistura de cloroférmio, metanol e acido
aceético (65:15:2). A presencga dos ramnolipideos foi identificada com a utilizagéo
de revelador especifico para carboidrato, orcinol aquecido a 100 °C por 5 minutos
(SKISPISKI, 1975).

4.2.3.5 Determinagao da mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos
por submerso estatico em suporte de membrana de celulose bacteriana

e espectrometria de massas

As amostras foram analisadas em Espectrémetro de Massas LC-
QTOF, em modo negativo, marca Bruker modelo Compact. As amostras foram
extraidas como descrito no item 4.2.2 e solubilizadas em metanol. As condi¢gdes
de analise foram: energia do capilar de 2,45 kV, e energia do cone de 43 V. Para
aquisicao dos espectros foi utilizada uma faixa de m/z de 200 a 800. As
abundancias relativas (%) da mistura de ramnolipideos foram calculadas pela
integracdo da intensidade relativa de seus correspondentes ions

pseudomoleculares.

4.2.3.6 Analise estatistica

As determinagdes das diferengas estatisticas foram realizadas
por ANOVA simples (One-Way ANOVA) seguida de teste de Tukey (p <0,05)
utilizando programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., USA-500.288,

version 5.0).
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4.3 RESULTADOS E DIScussAO

4.3.1 Prototipo de Biorreator de Escala de Bancada para Produgido de

Ramnolipideos

Em trabalho anterior foi apresentado um processo fermentativo
alternativo e inovador para producdo de ramnolipideos com a Pseudomonas
aeruginosa PAO1, através da fermentagdo submersa estatica em suporte de
membrana de celulose bacteriana. Estudos preliminares foram realizados
utilizando Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 e PAO1, e ao comparar a
producao de ramnolipideos por fermentacdo submersa estatica utilizando
membranas de celulose bacteriana (FSbE-MCB) apresentaram resultados muito
promissores, quando comparados aos outros dois processos de producao de
ramnolipideos [i.e., fermentagcdo submersa (FSb) e fermentagdo submersa
estatica (FSbE)], a utilizacdo de membranas de celulose bacteriana apresentou
valores de producao até 4 vezes superior, indicando a viabilidade do sistema
para qualquer umas das cepas testadas. A membrana de celulose bacteriana
mantém o cultivo constantemente umido, e provavelmente auxilia na difusdo dos
nutrientes do meio para as células bacterianas melhorando a conversdo do
glicerol em ramnolipideos (CONCEICAO et al., 2018; 2020).

Embora o0s ramnolipideos apresentem uma excelente
aceitabilidade ecoldgica, sejam biodegradaveis, naturais e apresentem elevada
performance tensoativa (ELSHIKH et al., 2017; LONG et al., 2016; NITSCHKE;
COSTA; CONTIERO, 2011), o alto custo de produgao ainda é um fator limitante
para aplicacdo no mercado, dessa forma aumentar a produtividade, bem como
a escala de producgao para alcangar a area industrial € urgentemente desejado
(COSTA, 2010; LOVAGLIO, 2011; MOHANTY et al., 2021; VARJANI et al.,
2021).

Deste modo, no presente trabalho desenvolveu-se um prototipo
de biorreator de bancada para producdo de ramnolipideos por fermentagdes
estaticas, este tipo de processo evita a formagao de espumas, um problema dos
biorreatores usuais quando utilizados para producdo de biossurfactantes
(CAMILIOS NETO et al.,, 2008; GONG et al., 2021; GUERRA-SANTOS;
KAPPELI; FIECHTER, 1984; KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010;
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KRONEMBERGER et al., 2008; RAMIREZ et al., 2016). Apresentamos um
processo alternativo para produ¢ado de ramnolipideos que ndo requer agitacéo e
aeracao forgcada. Este processo é potencialmente mais econémico, reduzindo a
necessidade de energia e a formacado de espuma. Foi baseado em cultivo
estatico utilizando membranas de celulose bacteriana como suporte, o cultivo foi
executado em uma fina camada liquida de meio cobrindo a membrana de
celulose bacteriana, que pode ser reutilizado varias vezes. O presente processo
abre novas alternativas para estudos sobre produgdo de ramnolipideos
tornando-a mais viavel. A Figura 8 mostra o modelo esquematico com unidades

de cultivo cilindricas empilhadas dentro do reator.

Figura 8 - Modelo esquematico de prototipo de biorreator de escala e bancada
para producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em

fermentacgdes estaticas utilizando como suporte de celulose bacteriana.

Fonte: O préprio autor.

Na Figura 8A pode ser visto o modelo esquematico desenvolvido
do protétipo de biorreator, onde: (1) entrada para aeragao forgada; (2) unidade
filtrante para tornar o ar de entrada livre de microrganismos; (3) tampa do
biorreator; (4) saida de ar; (5) cilindro externo do reator e (6) unidades de cultivo.
Os detalhes das unidades de cultivo podem ser vistos: na Figura 8B - vista

superior - (1) membrana de celulose bacteriana e (2) dreno com regulagem de
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altura de leito de cultivo; e na Figura 8C - vista lateral inclinada — (1) orificio de
fixac&o e (2) vis&o lateral do dreno.

A Figura 9A mostra o protoétipo de biorreator de bancada, com
unidades de cultivo cilindricas de aluminio empilhadas dentro do cilindro de vidro
aberto na parte superior e com uma base plastica na parte inferior. E possivel
ver uma membrana de celulose bacteriana utilizada para recobrir as unidades de

cultivo (Figura 9B).

Figura 9 - Prototipo de biorreator de escala de bancada para produgédo de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentagdes estaticas

utilizando como suportes de celulose bacteriana.

Fonte: O préprio autor.

4.3.2 Producdo de Ramnolipideos em Diferentes Processos de Incubacéao

Apos o desenvolvimento do protétipo de biorreator, este foi
submetido a experimentos de produc¢ao de ramnolipideos, onde avaliou-se trés
diferentes sistemas de incubacgéo (Figura 10): (1) cultivo em agitador orbital
(utilizado sem agitagdo) com controle de temperatura e circulagéo de ar; (2)

cultivo em estufa bacteriolégica (sem circulacdo de ar); (3) cultivo em estufa
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bacteriologica com sistema de aeracdo forgada no biorreator 1 hora por dia

durante o periodo de fermentagao (vazao 8 £ 0,5 L/min/Inalar Compact).

Figura 10 - Producdo de ramnolipideos em biorreator em trés diferentes

sistemas de incubacgao.
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Comparagao da produgdo de ramnolipideos em protétipo de biorreator por diferentes
incubagdes. Cada circulo representa a média de replicatas técnicas de diferentes unidades de
cultivo. Os resultados sé&o apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padréo.
A andlise de ANOVA seguida de teste de Tukey indicou que ndo ha diferenga significativa
(p>0,05) entre os sistemas avaliados.

A comparacdo da produgdo de ramnolipideos utilizando
diferentes sistemas de incubacdo n&o apresentou diferenga estatistica em
biorreator através do empilhamento das unidades de cultivo. Dessa forma, os
experimentos indicaram que n&do ha necessidade da utilizacdo de sistema de
aeragdo forcada ou agitagdo durante o processo, o que diminui
consideravelmente os custos obtidos na forma classica de produgédo (ASSHIFA
etal.,2017; BENINCASA et al., 2002; LEE et al., 2004; XU et al., 2020), tornando

0 processo ainda mais viavel.
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O presente processo de cultivo evita a formacdo de espuma
durante a produgdo, uma dificuldade reconhecida ao aumentar a escala de
producao do biossurfactante (CAMILIOS NETO et al., 2008; CAMILIOS-NETO
etal., 2011; KRIEGER et al., 2010) e apresenta ainda a vantagem de reduzir os
gastos com aeragéo e agitacéo forcada (CONCEICAO et al., 2020; GEORGE;
JAYACHANDRAN, 2013; GUNTHER et al., 2005; RANDHAWA; RAHMAN,
2014;).

4.3.3 Utilizacdo de Indutor para Producdo de Ramnolipideos em Diferentes

Processos de Incubacao

A producdo de biossurfactantes pode ser espontdnea ou
induzida (DESAI; BANAT, 1997; SANTOS et al., 2016), geralmente a produgao
por Pseudomonas aeruginosa é induzida por 6leos vegetais (BENINCASA, et al.,
2002; COSTA et al., 2006; LINHARDT et al., 1989; WEI et al., 2005) e
hidrocarbonetos (ITOH et al., 1971; RASHEDI et al., 2005; SANTA ANNA et al.,
2002; WU & JU, 1998), porém as caracteristicas inerentes ao 6leo tornam os
processos de separagao mais dificeis e onerosos, adicionando mais etapas e
dificuldades na extracao e purificacdo dos ramnolipideos do meio de cultivo, o
que motiva a produgdo a partir de substratos soluveis em &agua e o
desenvolvimento de novas técnicas para auxiliar no aumento da produgéo.

Dadas as desvantagens de substratos hidrofébicos e com intuito
de se aumentar a producdo de ramnolipideos optou-se pela utilizagdo de um
extrato aquoso de torta de milho como indutor da produgao de ramnolipideos
(CAMILIOS-NETO et al., 2011; CONCEICAO et al., 2020). A torta de milho, além
de ser utilizada como fonte de carbono, também pode servir como fonte de
nitrogénio (Anexo B — composi¢ao centesimal da torta de milho). A extragéo
aquosa a quente da torta de milho resulta em extrato aquoso rico em nutrientes
que se assemelha a milhocina ou agua de maceragao de milho (do inglés, corn
steep liquor). A milhocina € um subproduto do milho, um residuo gerado pela
industria de beneficiamento de milho, que contém grande quantidade de matéria
organica, nitrogénio, aminoacidos entre outros (ABIMILHO, 2018).

A Figura 11 mostra o efeito da suplementacdo do meio de cultivo
com extrato aquoso de torta de milho (na proporcéo de 1:1 v/v, extrato aquoso
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de torta de milho:meio de sais), como suplemento indutor de producéo, essa
adicdo promoveu um incremento significativo de 4 vezes na producdo de
ramnolipideos. Assim, quando utilizado no processo este indutor pode trazer

vantagens no processo de produc¢ao.

Figura 11 - Produc&o de ramnolipideos com a utilizagdo de extrato aquoso de

torta de milho como suplemento indutor.
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Ctrl, cultivos controles sem adi¢ao de extrato aquoso de torta de milho. Ext-TM cultivos com
adicdo de suplemento indutor de extrato aquoso de torta de milho. Os resultados sao
apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrédo. **** Diferenga estatistica
em teste de Tukey, p-valor <0,001.

4.3.4 Ampliacao da Escala de Produgao de Ramnolipideos

Foram exploradas alteracbes na escala de producdo de
ramnolipideos em biorreator, assim foi testada verticalmente (empilhamento das
unidades de cultivo) e horizontalmente (aumento da area de base das unidades
de cultivo e consequente aumento de volume de meio). A Figura 12 mostra que
a producao de ramnolipideos nao sofreu variacao significativa, quando o volume
de meio foi aumentado 40 vezes, de 5 mL por unidade de cultivo para 200 mL

utilizando bandejas. Dessa forma, os resultados obtidos apontam para sélida
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possibilidade de ampliacdo de escala por empilhamento, assim como pelo

aumento de didmetro das “unidades de cultivo”.

Figura 12 - Producao de ramnolipideos em biorreator com 5 mL e 200 mL por

unidade de cultivo.
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Comparagao da produgado de ramnolipideos com escalonamento. Cada circulo representa a
média de replicatas técnicas de diferentes unidades de cultivo. Os resultados sao apresentados
como médias de pelo menos triplicatas + desvio padréo. Teste de Tukey indicou que ndo ha
diferenca significativa (p>0,05) entre os sistemas avaliados.

Os principais modelos desenvolvidos e descritos na literatura de
reatores para a produgcado do biossurfactante, sdo baseados em fermentacao
submersa (ASSHIFA et al., 2017; BENINCASA et al., 2002; LEE et al., 2004; XU
et al., 2020), e enfrentam problema severo com a formagao de espuma, em que
0s processos sdo conduzidos com agitagéo e aeragao forgada, assim, quando o
biossurfactante comega a ser produzido, grandes quantidades de espuma sao
formadas, e ha uma tendéncia das células do microrganismo produtor
acumularem-se nesta espuma. Assim, se a formacdo da espuma nao for
controlada, a fermentacéo fica altamente prejudicada, pois junto com a espuma,
que sai do reator, ha saida e consequente perda de nutrientes, produtos e
biomassa, reduzindo a produtividade, ou até mesmo inviabilizando a
fermentacdo (CAMILIOS NETO et al, 2008; KRIEGER; CAMILIOS-NETO;
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MITCHELL, 2010; RAMIREZ et a., 2016). Com isso, a eficiéncia da estratégia de
controle de espuma € essencial para garantir a viabilidade do processo, além de
gerar dificuldades operacionais (KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL,
2010).

4.3.5 Caracterizacédo das Propriedades Fisico-quimicas e Estruturais dos

Ramnolipideos (RL)

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas do biossurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa, foi utilizado solugéo aquosa do extrato
bruto organico de ramnolipideos (item 4.2.2.6) e foram definidos a concentragao
micelar critica (CMC) e o indice de emulsificacao (E), e realizado a determinagao

estrutural.

4.3.5.1 indice de emulsificacéo (E)

O indice de emulsificagdo (E) € uma das formas utilizadas
para caracterizar o poder emulsificante de um surfactante, avaliam a capacidade
dos biossurfactantes produzidos em emulsificar compostos insoluveis, quanto
maior o indice de emulsificacdo, maior a atividade (PORNSUNTHORNTAWEE
et al., 2008; SOUZA, 2007). Um critério obedecido para ser considerado como
bom emulsificante, € a capacidade de formar emulsdo com o hidrocarboneto e
essa se manter acima de 50% por 24 horas ou mais (BATISTA et al., 2006;
COOPER; GOLDENBERG, 1987; WILLUMSEN; KARLON, 1997).

A Figura 13 mostra solugbes aquosas da mistura de
ramnolipideos, com concentragdes de 0,1 e 0,5 g/%, avaliadas em 24 horas
(E24). Na Figura 14 observa-se que todas as amostras foram capazes de manter
a emulsao apos 24 horas, confirmando a boa agédo emulsificante dos
ramnolipideos produzidos. O E24 foi melhor tanto para o querosene em ambas
as concentragdes quanto para o oleo diesel na maior concentragdo, sendo
superior a 65% e com uma leve diminuicdo do E24 para o 6leo diesel foi
observada na concentragao de ramnolipideos de 0,1 g/%. Seguido para hexano
que ficou um pouco mais de 60% para ambas as concentracbes do

biossurfactante. Enquanto os menores E24 obtidos foram para gasolina, proximo
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de 50% para a concentragdo de 0,1 g/% e aproximadamente 45% para a

concentragéo de 0,5 g/%.

Figura 13 - indice de emulsificacdo (E) frente a diferentes hidrocarbonetos, de

ramnolipideos por cultivo estatico com suporte de celulose bacteriana em reator.
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Barras brancas concentragdo de ramnolipideos 0,1 g% e barras pretas concentragdo de

ramnolipideos 0,5 g%. Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padréo.
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Figura 14 - Teste de emulsificag&o frente a diferentes hidrocarbonetos.
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Teste para hexano, querosene, gasolina e diesel, nas concentragdes de 0,19/% e 0,5 g/%,

respectivamente.

Varios estudos abordam a capacidade dos biossurfactantes
formarem emulsdes estaveis por 24 horas. Misturas de ramnolipideos
produzidas por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 apresentaram
resultados semelhantes com E24 de 83% para gasolina, 73% para oleo diesel e
44% para querosene, por cultivos em estado solido (CAMILIOS NETO et al.,
2009; MEIRA 2007) e cultivos submersos (MONTEIRO et al., 2007), ambos
utilizando glicerol como fonte de carbono. indices de emulsificagdo (E) entre 65%
para o querosene com ramnolipideos produzidos de ramnolipideos obtidos por
cultivos submersos utilizando glicerol como fonte de carbono (SOUSA et al.,
2014). A mistura de ramnolipideos obtidas por fermentacdo submersa estatica
em suporte de membranas de celulose bacteriana apresentou bom poder
emulsificante e encontra-se dentro da média dos resultados obtidos na literatura.
O presente resultado sugere que os ramnolipideos obtidos por esta tecnologia
fermentativa podem substituir os obtidos pelos processos usuais sem nenhuma

perda da propriedade tensoativa.
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4.3.5.2 Determinacéo da tensédo superficial (TS) e concentragdo micelar critica
(CMC)

A concentragdo micelar critica (CMC) é outro parametro
importante para avaliagado da eficiéncia de surfactantes. Quanto mais eficiente
for este, menor sera a CMC. A CMC dos ramnolipideos obtidos pelo presente
processo foi determinada em fungdo da medida da tensao superficial (mMN/m) de
diluicbes sucessivas de solugdo aquosa do extrato orgénico concentrado de
ramnolipideos. Construindo-se um grafico da tensao superficial medida contra a
concentracdo de ramnolipideos, obteve-se a CMC, que corresponde ao ponto
central de inflexdo da curva (CAMILIOS NETO, 2010; COOPER, 1986;
HERYANI, PUTRA, 2017).

Observa-se que a tensao superficial da agua diminuiu de 72 mN/m
para aproximadamente 32 mN/m quando se empregou uma concentracédo de
ramnolipideos de 41,16 mg/L (Figura 15), valor semelhante a valores
encontrados por outros autores (CAMILIOS NETO, 2010; RADZUAN et al. 2017,
2018). Sousa et al. (2014) mostraram que P. aeruginosa MSIC02 cultivada em
meio com glicerol bruto que reduziu a tensao superficial para 29,2 mN/m, Ma e
colaboradores (2016) constataram que o ramnolipideo produzido por P.
aeruginosa DN1 reduziu a tensao para 25,88 mN/m. Ao comparar os resultados
obtidos com o surfactante de origem quimica mais utilizado na industria, o
dodecil-sulfato de sédio (SDS) possui 0 CMC em torno de 2033-2890 mg/L e
reducao de 72 mN/m para 37 mN/m (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013),
demonstram que os ramnolipideos produzidos apresentam maior eficiéncia
nesses parametros. Em linhas gerais, a mistura de ramnolipideos obtidas no
presente processo apresentou uma CMC que se enquadra com os melhores

resultados de CMC para ramnolipideos encontrados na literatura.
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Figura 15 - Determinagdo da concentragdo micelar critica (CMC) a partir de
diluicbes seriais de solugcdo aquosa de ramnolipideos por cultivo estatico com

suporte de celulose bacteriana em reator.

Tensao superficial (mN/m)

I

I I | |
200 400 600 800 1000
Ramnolipideos (mg/L)

41,16 mg/L

Valores de médias obtidas a partir de triplicatas.

4.3.5.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O método de cromatografia de camada delgada (CCD) é
bastante utilizado para identificacdo de ramnolipideos e para sua purificagdo
preliminar (HEYD et al., 2008). Sao utilizadas placas de silica gel e misturas de
solventes adequados e a identificagdo da amostra pode ser feita através de
coloragdo (DEZIEL et al., 2000; HABA et al., 2000; SIM et al., 1997).

O extrato bruto de misturas de ramnolipideos obtido pela
fermentacao estatica com suporte de celulose bacteriana em reator pode ser
visualizado através da intensidade dos “spots” obtidos na cromatografia em
camada delgada (Figura 16). Foi observado a presenga de dois componentes
majoritarios, sendo eles uma mistura de homologos de mono-ramnolipideos
(RL1) e homdlogos de di-ramnolipideos (RL2) (Figura 16) produzidos através de
FSbE-MCB em reator. Foi obtido uma maior propor¢édo de RL2 (spots mais
proximos da linha de aplicagado) e foi confirmada através da espectrometria de
massa (LC-QTOF) (Tabela 8 e Figura 17).
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Figura 16 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos ramnolipideos

produzidos por cultivo estatico com suporte de celulose bacteriana em reator.

Mono-RL =

Di-RL —"

Extrato bruto contendo ramnolipideos de cultivos submerso. RL1, mono-ramnolipideos e RL2
di-ramnolipideos.

4.3.5.4 Determinagao da mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos

por espectrometria de massas

Através da espectrometria de massas foi determinado quais os
homodlogos produzidos no presente processo e foi possivel determinar a
quantificacdo da abundancia relativa de cada congénere presente na mistura de
ramnolipideos.

O processo permitiu a producdo de congéneres de
ramnolipideos com duas moléculas de ramnose, com 98,4% de di-ramnolipideos
(Tabela 8), o que pode ser uma grande vantagem na obtenc¢ao de estrutura unica
de maior abundancia, neste caso Rha-Rha-C10-C10. A literatura menciona
diferentes propor¢cdes na obtencdo dos congéneres, com relatos de di-
ramnolipideos para 64,7% utilizando P. aeruginosa PA1 (KRONEMBERGER,
2007), 34,32% utilizando B. kururiensis LMM21 e 86,51% utilizando P.
aeruginosa PAO1 (MARIANO, 2012). A Figura 17 mostra as estruturas dos
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principais congéneres obtidos com o presente processo de produgdo com o

reator.

Tabela 8 - Composigdo quimica e abundancia relativa da mistura de
ramnolipideos produzidos com biorreator por fermentagao submersa estatica em

suporte de membranas de celulose bacteriana.

Porcentage  Porcentagem

Homoélogos [M-H]? Massa Molar
m Relativa Total
Mono-ramnolipideos 1,6
Rha-C10-C10 503.2974 504 1,6
Di-ramnolipideos 98,4
Rha-Rha-C10-C10 649.3483 74 .4
Rha-Rha-Cs-C1o
621.3225b 622 15
Rha-Rha-C10-Cs
Rha-Rha-C10-C12:1
675.3584P 676 4
Rha-Rha-C10-C12:1
Rha-Rha-C10-C12
677.3778° 678 4.8

Rha-Rha-C10-C12

a Aduto

b |sébmeros
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Figura 17 - Principais congéneres de ramnolipideos produzidos com biorreator
por fermentagcdo submersa estatica em suporte de membranas de celulose

bacteriana.
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Estruturas Rha-C10-C10; Rha-C10-C10; Rha-Rha-Cs-C10 e Rha-Rha-C10-Cs.

A predominancia de di-ramnolipideos tem sido apresentada por
diversos autores a partir de diferentes linhagens de Pseudomonas sp. O
conteudo di-RL apresentado aqui €& superior aos relatos anteriores, P.
aeruginosa YM4 (85,7%) (LI et al., 2019) e P. aeruginosa KT1115 (88,5%)
(ZHOU et al., 2019) ambos recentemente descritos como cepas de alto
rendimento di-RL. A obtencdo de uma molécula uUnica é requerida para
aplicagdes mais refinadas como, por exemplo, 0 uso como potencial no campo
biomédico, a alta abundancia de di-RL € uma vantagem industrial, uma vez que
ramnolipideos com duas moléculas de ramnose s&o reportados como mais
eficazes nas aplicagcbes, como estimulacdo da imunidade em plantas e animais
(ANDRA et al., 2006; BAUER et al., 2006; HOWE et al., 2006; MELLO, 2019;
VARNIER et al, 2009), cicatrizacao de feridas (BAUER et al., 2006), terapia de
tratamento de queloides (SHEN et al., 2016), e atividade antifungica (BORAH et
al., 2016; RODRIGUES et al., 2007). Estes resultados demonstram o potencial

em apresentar importantes propriedades de aplicabilidade industrial.
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4.4 CoNCLUSAO

No presente trabalho foi desenvolvido um protétipo de biorreator
de fermentacao estatica de bancada. A avaliagao do protétipo indicou potencial
de escalonamento, por empilhamento e ampliagdo horizontal das unidades de
cultivo, assim como a nao necessidade de aeracao forgada e circulagcao de ar.
Adicionalmente, a utilizagdo de indutor promoveu um aumento de 4x na
produgao de ramnolipideos, o que torna o processo mais viavel.

Assim, as ja reportadas vantagens da fermentagcdo submersa
estatica, em suporte de membrana de celulose bacteriana, para producédo de
ramnolipideos por Pseudomonas aruginosa se somam a possibilidade de
desenvolvimento de biorreatores para produgao deste biossurfactante em um

processo simples e de baixo custo operacional.
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5 CAPITULO Il - PROTOTIPO DE CURATIVO BIOCOMPATIVEL E
BIOFUNCIONAL COM INCORPORAGAO DE RAMNOLIPIDEOS A
MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA

5.1 INTRODUGAO

O termo biomaterial compreende substancias puras ou
compostas, podendo ser materiais sintéticos ou naturais, que devem estar em
contato na interface e interagir com sistemas biologicos. Sdo materiais
destinados a aplicagdes médicas, utilizados temporaria ou definitivamente para
avaliar, melhorar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgao ou fungéo
do corpo, parcial ou totalmente (NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016). Os
polimeros naturais tem se destacado, ao considerar o custo e facilidade de
obtencdo desses materiais, ja sintetizados com estruturas altamente
organizadas, além do favorecer o desenvolvimento sustentavel e preservacao
ambiental (PENTTILA et al., 2018; WILLIAMS, 2014).

A celulose bacteriana possui caracteristicas que tornam
promissora sua utilizagdo, principalmente, nas areas biomédicas e
biotecnolégicas (GODINHO, 2014; KLEMM et al., 2005; PENTTILA et al., 2018).
Este polimero apresenta propriedades, como: biocompatibilidade; elevada
resisténcia mecanica; biodegradabilidade; elevada pureza; atoxicidade e as
vantagens de fornecer umidade ideal para feridas secas, absorver exsudatos,
fornecer eficaz barreira fisica contra infeccao e nao ser aderente a superficie das
feridas, o que evita danos ao tecido durante remocdo até que ocorra a
cicatrizagdo completa (MATEOS, 2004; STOCHERO; TORNIEUX., 2006).

Estudos de cicatrizacdo de feridas, in vivo, demonstram que
materiais a base de celulose bacteriana apresentam epitelizacéo e regeneragao
mais rapidas do que outros produtos comercialmente disponiveis. No entanto, se
nao estiver associada a outros compostos, a CB nao possui efetivamente
atividade antibacteriana, vale ainda ressaltar, que infecgdes bacterianas sao
recorrentes em feridas dificeis de curar (FU; ZHANG; YANG, 2013; LIU et al.,
2013; SERAFICA et al., 2010). Dessa forma, a funcionalizagédo de celulose
bacteriana com agentes antibacterianos, através de interagbes fisicas ou de

ligacbes quimicas, tem despertado bastante interesse (NEVES et al., 2011).
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Os ramnolipideos sdo biossurfactantes microbianos de alta
performance, biodegradaveis, atdxicos, ndo mutagénicos e com grande
potencial de aplicagdo nas areas biomédica e biotecnolégica (ELSHIKH et al.,
2017; LONG et al.,, 2016; NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011). Séao
aprovados pelas Agéncias Americanas de Protecdo Ambiental e de
Regulamentacdo de Alimentos e Medicamentos para uso, respectivamente,
ambiental e em produtos alimentares, cosméticos e farmacéuticos. Apresentam
atividade antimicrobiana sobre diversos microrganismos incluindo bactérias
Gram positivas, Gram negativas, fungos e leveduras (GUSTAFSSON et al.,
2009; LEE et al., 2017; LIU et al., 2016; RANDHAWA; RAHMAN, 2014; REDDY
et al., 2016; VARJANI; UPASANI, 2017). Adicionalmente, apresentam-se como
alternativa terapéutica no processo cicatrizante de feridas na pele e na inibicéo
da formacgéao de cicatrizes fibroticas (SHEN et al., 2016; STIPCEVIC et al., 2006;
TAWFEEEQ; YESSER, 2018).

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um curativo
biocompativel e biofuncional com a incorporacdo de ramnolipideos na
membrana de celulose bacteriana (CB-RL), preservando as propriedades da
membrana de celulose bacteriana e agregando a biofuncionalidade dos
ramnolipideos. Avaliar, in vitro e in vivo, a aplicagdo do biocurativo na
regeneracgao tecidual e assim, finalmente aumentar o espectro de atividades da

celulose bacteriana por meio da incorporagdo dos ramnolipideos.

5.2 MATERIAIS E METODOS

Neste topico s&o apresentadas as metodologias empregadas, e
descritas as técnicas utilizadas para a condugdo e acompanhamento dos
experimentos, realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia, no
Laboratério de Central Multiusuario, Laboratorio de Microscopia Eletrénica e
Microanalise e Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual de
Londrina — UEL. A metodologia experimental esta esquematizada no fluxograma
da Figura 18.



Figura 18 - Fluxograma da metodologia experimental.
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5.2.1 Producéo e caracterizagao das propriedades da Celulose Bacteriana (CB)

5.2.1.1 Microrganismo

Vide item 4.2.1.1.

5.2.1.2 Preparo do pré-Inéculo

Vide item 4.2.1.2.

5.2.1.3 Indculo

Vide item 4.2.1.3.

5.2.1.4 Obtencgéao da celulose bacteriana (CB)

Vide item 4.2.1 4.
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5.2.1.5 Espessura

A espessura de cada membrana de celulose foi determinada em
micrometro digital Digimess com escala de 0,001mm, realizadas medi¢cdes em

trés pontos distintos.

5.2.1.6 Capacidade de retencdo de agua (CRA), percentual de agua (PA) e

percentual de reidratacao (PR) das membranas de celulose bacteriana

Para a determinacéo da capacidade de retengéo de agua (CRA)
da CB, utilizou-se membrana nunca seca, chamada na literatura de “never dried”,
que estava imersa em agua deionizada apds sua sintese e purificagdo. A
amostra foi retirada com uma pinca e seca em papel absorvente para retirada do
excesso de agua superficial com uma pressao manual constante por 10 s. Apos
esse tempo, a massa foi determinada pesando-a (m umida). Em seguida, a CB
foi seca em estufa a 45 °C por 2 h e, entédo, determinou-se sua massa seca (m
seca). Esse ensaio foi realizado em 5 amostras. Para calcular o percentual de

agua de cada uma, usou-se a Equagao 1 (SHEZAD et al., 2010).

CRA = (m umida — m seca)/m seca (1)

O valor obtido na analise de CRA pode ser convertido facilmente
no percentual de agua (PA) contido na membrana aplicando a Equacgao 2 para

o calculo:

PA = (m umida — m seca)/m umida x 100% (2)

A partir das mesmas amostras utilizadas no ensaio de CRA e
PA, avaliou-se, também, o percentual de reidratacéo (PR) da CB. Para isso, as
membranas secas foram imersas em agua deionizada em tempo suficiente até
que a massa da amostra reidratada permanecesse constante, por 1 h. Apos esse
tempo, retirou-se o excesso de agua superficial, com uma pressdao manual
constante, e pesou-se, obtendo a massa apdés sua reidratagao (m reidratada). O

percentual de reidratagdo da CB em relagdo a sua massa inicial (m seca), apos
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a secagem em estufa, foi determinada de acordo com a Equagao 3 (HUANG et
al., 2010).

PR = (m reidratada —-m seca)/(m umida — m seca) x 100% (3)

5.2.2 Producao e Caracterizagédo das Propriedades dos Ramnolipideos (RL)

5.2.2.1 Microrganismo

Vide item 4.2.2.1.

5.2.2.2 Preparo do pré-Indculo

Vide item 4.2.2.2.

5.2.2.3 Fermentagao submersa (FSb)

Os ensaios de FSb foram realizados em frascos Erlenmeyers de
250 mL, contendo 100 mL de meio cultivo, composto de sais (Tabela 9)
acrescentado de glicerol (3% v/v). Os meios foram esterilizados por 15 min, a
121 °C, resfriados e inoculados com o pré-inéculo em uma proporcéo de 2 % v/v.

Os meios inoculados foram incubados em agitador orbital a 37 °C/200 rpm.

Tabela 9 - Composicédo do meio de sais (MSM).

Componentes Concentracgao (g.L™) Fabricantes
Fosfato de Potassio
. 3,0 Nuclear
Monobasico
Fosfato de Potassio
o 7,0 Nuclear
Dibasico
Sulfato de Magnésio 0,2 Synth

Sulfato de Amoénio 1,0 Biotec
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5.2.2.4 Interrupgao do cultivo

Vide item 4.2.2.4.
5.2.2.5 Quantificagdo dos ramnolipideos

Vide item 4.2.2.5.
5.2.2.6 Precipitagao acida

A precipitagdo acida dos ramnolipideos foi feita a partir do
sobrenadante livre de células, ajustado o pH para 2 com acido cloridrico,
incubado 5 dias a 5 °C e em seguida realizada a centrifugacdo utilizando 4.500
rom a 25 °C por 20 minutos. Em seguida descartado o sobrenadante e reservado
a fracao precipitada.
5.2.2.7 Extragdo com solvente

Vide item 4.2.2.6.

5.2.2.8 Determinacgédo do indice de emulsificagdo (E)

Vide item 4.2.3.1.

5.2.2.9 Determinacao da tensao superficial (TS)

Vide item 4.2.3.2.

5.2.2.10 Determinacao da concentragao micelar critica (CMC)

Vide item 4.2.3.3.
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5.2.2.11 Cromatografia liquida em camada delgada (CCD)

Vide item 4.2.3 4.

5.2.2.12 Determinacéo da mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos
por submerso estatico em suporte de membrana de celulose

bacteriana e espectrometria de massas

Vide item 4.2.3.5.

5.2.2.13 Analise estatistica

Vide item 4.2.3.6.

5.2.3 Produgdo de Protétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporagao de Ramnolipideos (CB-RL)

O protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL foi
confeccionado a partir da incorporagdo de extrato de ramnolipideos — RL
(RL90/95 — 90% de pureza e 95% de moléculas de di-RL), obtido e caracterizado
como descrito no item 5.2.2. As membranas de celulose bacteriana (98% de
umidade e 2 mm de espessura) foram produzidas e caracterizadas conforme
item 5.2.1, seguindo a metodologia desenvolvida por Goelzer & col. (2009), em
reatores de bandejas com proporgdes de 30 x 15 cm. Para a incorporagao ex
situ de ramnolipideos nas membranas de celulose bacteriana, estas foram
submetidas a retirada do excesso de agua superficial com pressdo manual
constante por 10 s com o auxilio de papel filtro e entdo levadas para estufa de
secagem com circulacao de ar por 24 h a 35 °C. Apds esse periodo, foi realizado
um teste de absorgéo por area da membrana e incorporada a solugéo de RL (5
g/L / 22 uL por cm? de area de membrana de CB), concentragdo baseada na
literatura (CHATTOPADHYAY et al., 2018), seguido de secagem a temperatura
ambiente por 2 horas. Por fim o protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL
foi embalado em envelope de grau cirurgico e autoclavados a 121 °C por 20

minutos.
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5.2.3.1 Estudo de liberagdo de ramnolipideos de protétipo de biocurativo de

membrana de celulose bacteriana

Para o estudo de liberagdo, o prototipo de biocurativo de
membrana de CB-RL, produzido conforme item 5.2.3, foi colocado em solugéo
de tampéo fosfato em pH 7,2. Retirou-se aliquotas de 2 mL nos tempos de O;
0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 12; 24; 36 horas, que foram submetidas a
quantificacdo indireta de ramnolipideos, item 5.2.2.5, pelo método de fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) utilizando uma curva padrdo com ramnose. Os
ensaios foram realizados em 6 réplicas e, apds cada coleta, o volume do meio
foi reposto e utilizados nos calculos, as medi¢des foram realizadas até liberagao

total dos ramnolipideos.

5.2.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT- IR)

Para a espectroscopia de absorgédo na regiao do infravermelho
foram realizadas analises diretamente dos filmes. Os espectros foram obtidos
em espectrofotdmetro Bomem, modelo MB com uma resolugdo de 4 cm™ no
intervalo de 4000 a 500 cm™', no Laboratério de Central Multiusuario de Pesquisa
da UEL.

5.2.3.3 Angulo de contato (AC)

A mensuracao de angulo de contato foi realizada utilizando um
equipamento Ossila Contact Angle Goniometer, operado em temperatura
ambiente , foi utilizado uma gota (1uL) de agua deionizada (DI) pingada sobre a
superficie da amostra e com o software "Ossila Contact Angle" foi possivel
calcular o angulo de contato da agua para cada amostra, todas as amostras
foram analisadas nos mesmos intervalos de tempo e o experimento foi

reproduzido cinco vezes para cada amostra.
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5.2.3.4 Propriedades oOpticas: transparéncia e opacidade

A transparéncia e a opacidade foram determinadas
empregando-se um espectrofotdmetro UV-2600 (Shimadzu, Japao). Os valores
de transmitancia em 600 nm e os valores de absorbancia em 500 nm foram
usados para calcular os valores de transparéncia (Equagao 4) e opacidade
(Equacéo 5), de acordo com Gontard e Guilbert (1994) e Han e Floros (1997),

respectivamente.

Transparéncia % = log% Teoo/x (4)
Opacidade= Abssoo/x (5)

onde %Teo00 € a transmitancia percentual média a 600 nm, Abssoo € a absorbancia
meédia a 500 nm e x é a espessura do filme (mm). Os testes foram realizados em

triplicata.

5.2.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi obtida utilizando uma
termobalanca Shimadzu TGA 50 (Japao), no laboratério de espectroscopia da
central multiusuarios de laboratorios de pesquisa da UEL. As amostras foram
aquecidas de 25 °C a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e para a

analise dos dados foi utilizado o software OriginPro 8.

5.2.3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As micrografias das membranas de celulose bacteriana foram
obtidas por microscépio eletrénico FEI Quanta 200 (Holanda). Foram montados
em suporte de aluminio com fita de carbono dupla face, pulverizadas com um
filme de outro (40 — 50 nm) (BALTEC SDC 050, Alemanha) e observadas em
microscopio eletrdnico de varredura. As eletromicrografias foram elevadas em
modo topograficos (elétrons secundarios) a 20 kV. As analises foram realizadas

no Laboratério de Microscopia Eletronica e Microanalise (LMEM) na UEL.
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5.2.3.7 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada
gravimetricamente de acordo com o método ASTM E96-95 (1996). As amostras
foram seladas com parafina em células de permeacao de aluminio (60 mm de
didmetro) contendo cloreto de calcio anidro. A selagem foi feita para garantir que
toda migragao ocorresse através do filme. As células foram acondicionadas em
dessecadores com umidade relativa de 75% (solucdo saturada de NaCl) em
incubadora tipo a 25 °C. Pesagens foram realizadas a cada 2 h durante 48 h.
Mudancgas no peso da célula de permeacéao foram registradas e o ganho de peso
(g) foi plotado em funcgéo do tempo (s) e, da reta obtida por regressao linear foi
determinado o coeficiente angular e calculada a taxa de permeabilidade ao vapor

de agua (TPVA), conforme Equacgao 1:

_ 9
TPVA =2 (1)

onde, g/t é o coeficiente angular da reta obtida por regresséo linear,e A é a
area de permeacao (m?). Em seguida, a permeabilidade ao vapor de agua

(PVA) foi calculada (g/msPa) utilizando-se a Equacéo 2 a seguir:

TPVA. x

PVA = 2)

onde, x é a espessura media da membrana (m), AP é a pressao de saturagéo do
vapor de agua (Pa) no gradiente de umidade relativa (UR) empregado para o
ensaio, ou seja, cloreto de célcio anidro (0% de UR) e solugao saturada de NaCl
(75% de UR).

5.2.3.8 Solubilidade em agua

As amostras (3 x 3 cm) foram secas em estufa com circulagéo e
renovagao de ar a 60 °C por 24 h e pesadas (peso inicial em base seca). Foram
entdo mergulhadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 80 mL de agua

destilada, fechados com folha de aluminio e agitados lentamente por 24 h a 25
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°C em incubadora orbital. Apds este periodo, as amostras foram removidas e
secas em estufa com circulagdo e renovagado de ar (60 °C por 24 h) para
determinar a massa do material que nao foi solubilizado (peso final). A
solubilidade foi expressa pela porcentagem de material seco solubilizado. As

analises foram realizadas em triplicata.

5.2.3.9 Isoterma de adsorcéo de agua

As amostras (aproximadamente 0,2500 g) foram acondicionadas
em dessecador com cloreto de calcio (UR~0%) por 48h e, em seguida,
colocadas no equipamento Aqua Sorp Isotherm Generator (Decagon Devices,
Pullman, WA, EUA). O teor de umidade das amostras em equilibrio foi expresso
em g de agua por 100 g de matéria seca. A analise foi realizada em triplicata e
as curvas de adsor¢ao foram ajustadas ao modelo de Brunauer, Emmett e Teller
(BET). O modelo isotérmico de BET (Bizot, 1983) pode ser expresso conforme
Equacao 3:

M = (Cb moaw)/ (1 -aw) (1 + (Cb -1)aw (3)

onde M é a umidade de equilibrio (g agua/100 g sdlidos), aw € a atividade de
agua, mo € o valor da monocamada (g agua/100 g de sdlidos) e Cb é a constante

BET. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

5.2.3.10 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas de tracdo foram determinadas
em um texturébmetro Stable Micro Systems (modelo TA-XT Plus, Inglaterra),
seguindo as normas da American Society for Testing and Material (ASTM D-882-
02, 2002) com modificagdes. Corpos de prova (50 x 25 mm) foram condicionados
sob umidade relativa de 58% por 48 h a 25 °C. Foram analisados 5 corpos de
prova de cada amostra, que foram ajustados as garras de tragdo do equipamento
a uma distancia inicial de 25 mm e tracionadas com uma velocidade de 0,8 mm/s.
As propriedades determinadas foram resisténcia maxima a tragdo na ruptura

(MPa), alongamento na ruptura (%) e mdédulo de Young (MPa).
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5.2.4 Estudo In Vitro de Protétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporagdo de Ramnolipideos (CB-RL)

A linhagem de fibroblastos L929 foi cultivada em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM High Glucose, Sigma Chemical
Company, suplementado com 10% de soro bovino fetal (HyClone), 2 mM L-
glutamina, 4,5 gI'' de glicose, 1,5 glI'' de bicarbonato de soédio, 1%
penicilina/estreptomicina (HyClone), em uma atmosfera de 5% de COz2a 37 °C,
em Frascos T75 (Thermo Scientific). O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias,
e a passagem das células utilizada, numero de vezes que essa cultura foi
subcultivada. foi a P9. Assim, para realizagdo dos testes foram obtidas

suspensoes celulares por tripsinizagéo (solugao tripsina/EDTA - 0,25%, Cultilab).

5.2.4.1 Proliferagao celular

A proliferagao celular foi realizada apés o cultivo das membranas
com uma densidade de 2x10* de células, em cada intervalo analisada por
contagem de células em trés pontos pré-definidos nos suportes de celulose
bacteriana pura, celulose bacteriana com ramnolipideos e controles de
poliestireno, sempre nos mesmos pogos, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. O
protocolo utilizado para analise da proliferacdo foi 0 mesmo dos ensaios de
adesédo (MIN et al, 2004).

5.2.4.2 Adeséao celular

A adesdo das células foi analisada por coloragcdo de
hematoxilina e eosina (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), nos
intervalos de 0, 4, 8, 24 e 48 e 72 horas. Para este ensaio foi adaptado o modelo
de analise de adesao celular descrito por Min e colaboradores (2004).

As membranas foram cultivadas com uma densidade de 2x10*
de células, em cada intervalo, foram lavadas com 1 ml de PBS (Naz2HPO4 1,42
gl', KH2P04 0,24 gI', KCI 0,2 gI'', NaCl 0,8 gI"), fixadas com 100 ul de solugdo
alcool:acetona (1:1 em volume) e, apds a secagem, adicionou-se 50 ul de

hematoxilina por 1 min. Os suportes foram imersos em 4 ml de agua milliQ
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durante 2,5 min, a agua aspirada e foram adicionados 50 ul de eosina por um
minuto. O procedimento de lavagem foi mais uma vez repetido para realizar a
contagem, o mesmo procedimento foi feito com o controle, analisados sob
microscépio optico, e contados cinco pontos aleatorios com area de 0,41 mm?

cada, na membrana.

5.2.4.3 Morfologia celular

Foi utilizada microscopia eletrénica de varredura (MEV, Philips,
Quanta 200). Para os estudos de MEV, as células fixas no substrato foram
lavadas duas vezes com PBS, e fixadas com 100 pl de solugao alcool:acetona
(1:1) por 5 min. Depois de lavadas com PBS, a desidratacao foi feita através de
troca lenta de agua usando uma série de solugdes de etanol (30%, 50%, 70%,
90%) por 15 min com desidratacédo final em etanol absoluto por 30 min,

permitindo que as amostras secassem a temperatura ambiente e sob vacuo.

5.2.3 Estudo /In Vivo de Protétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporagdo de Ramnolipideos (CB-RL)

Foi realizado inicialmente um teste piloto em um cdo e um gato
(Figuras 39 e 40). A seguir foi iniciado um projeto de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), que foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em
10/08/2021 (Anexo C), para uso em céaes na rotina de atendimento cirurgico do
Hospital Veterinario da UEL, por 12 meses entre os meses de agosto de 2021 e
2022.

O protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL embalado em
envelope (PackGC Zermatt 150 x 250 mm) foi utilizado em feridas traumaticas
laceradas de caes que nao puderam ser suturadas imediatamente devido a presenca
de contaminacao e/ou infecgao, localizadas em pele de algumas regides, como tronco,
dorso, membros e abddmen, locais sem comunicagdo com cavidades. A ferida foi

considerada contaminada quando apresentada 6-12 horas apés a ocorréncia da leso,
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e infectada quando tinha mais de 12 horas de duracdo com presenca de tecido
desvitalizado e secrecao purulenta (DERNELL, 2006).

Apobs anestesia geral realizou-se tricotomia, antissepsia, colocagao
de compressas e entao a ferida foi lavada com soro fisiolégico em jato e o tecido
necrético foi desbridado. Por fim o curativo foi aplicado, deixando cerca de 1 cm
do curativo ultrapassar a borda e o excesso foi recortado. O procedimento de troca
do curativo foi realizado apenas em caso de perda do curativo antes do dia da
troca. Patronizou-se realizar a troca de curativo 5 dias apds o primeiro curativo.
Neste dia foi realizado a mensuragao da area da ferida, coletado material da
ferida para cultura e antibiograma, e para a analise histologica. O tempo de
ocorréncia da lesdo e os aspectos macroscopicos da ferida foram usados para

analises.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizacao das Propriedades da Celulose Bacteriana (CB)

Referente as caracterizagdes fisicas das membranas de
celulose bacteriana (CB), foram realizados ensaios de espessura, CRA, PA e
PR. Os valores obtidos em cada ensaio com a média estao mostrados ne Tabela
10. As membranas de CB obtidas apds a sintese, tratamento e neutralizagao

apresentaram cor branca translucida e eram umidas (Figura 19).

5.3.1.1 Espessura e capacidade de retengao de agua (CRA), percentual de agua
(PA) e percentual de reidratagdo (PR) das membranas de celulose

bacteriana

A Figura 19 mostra as membranas de CB em seu estado umido
e apos seca. A membrana no seu estado hidratado se apresenta como uma
matriz celuldsica resistente, transparente, homogénea, densa, moldavel e
formada por uma rede entrelagada de longas nanofibras celuldsicas. Diferentes
aplicacbes exigem diferentes propriedades mecéanicas no biomaterial. A
porosidade e o tamanho do poro pode variar dependendo do grau de interligagao

entre as microfibrilas, tornando a malha de fibras mais ou menos densa. As
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propriedades mecanicas dos biomateriais se tornam importantes na escolha de
qual material utilizar na aplicagdo médica desejada (KLEMM et al., 2005;
PENTTILA et al., 2018).

Tabela 10 - Valores obtidos a partir dos ensaios de percentual de agua (PA),
capacidade de retengcdo de agua (CRA) e percentual de reidratacdo (PR) da

membrana de celulose bacteriana e seus respectivos desvios padrao (DP).

Espessura Espessura CRA
Replicata PA (%) PR (%)
umida (mm) seca (mm) (g H20 g/g)
1 2,21 0,058 79,54 98,75 3,33
2 2,12 0,055 78,52 98,74 2,53
3 2,09 0,051 76,79 98,71 2,58
4 2,32 0,061 80,84 98,77 2,37
5 2,11 0,053 78,05 98,73 3,1
6 2,2 0,057 79,54 98,75 2,5
Média + 2,175+ 0,055+ 78,88+ 98,74+ 2,73t
DP 0,068 0,002 1,093 0,015 0,32

Valores de médias obtidas a partir de sextuplicatas + desvio padrao.

Figura 19 - Membrana de celulose bacteriana a) umida e b) seca.

| IAM‘ 3 ." - -

Fonte: O proprio autor.
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Foi observado espessura média de 2,17 mm nas membranas de
CB umidas e apds secas apresentaram uma reducao de aproximadamente
97,46% obtendo uma média de 0,055 mm. Pelo estudo de percentural de agua
(PA) foi constatado uma média de 98,74% de agua integrada na membrana de
CB umida (PECORARO et al., 2008). Esse resultado condiz com a literatura, em
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que relatam 98% de umidade, sendo agua ligada aos 2% de fibras de celulose
(PECORARO et al., 2008).

Alguns fatores influenciam diretamente o valor da capacidade de
retencao de agua (CRA) da membrana como sua porosidade, a area superficial
e ao tamanho das suas fibras, quanto maior a area superficial da CB e maior for
os poros maior sera a CRA da amostra (GUO; CATCHMARK, 2012; MORITA;
OZAKI, 2006; WATANABE; YAMANAKA, 1998). Um fator responsavel pela
hidrofilicidade da membrana de CB é a sua grande area de superficie interna, as
moléculas de agua ficam fisicamente presas na superficie e no interior da matriz
de CB constituida por fibras reticuladas e, se ha muitos espacos vazios entre as
fibras mais agua pode sair ou penetrar e ser absorvida pelo material (OKIYAMA
et al., 1992). Os valores obtidos a partir do ensaio de percentual de agua foram
convertidos em g/g, representando a capacidade de retencéo de agua, e o valor
encontrado para a CB foi de 78,88 vezes a sua massa seca.

O percentual de reidratagao (PR) teve uma média de 2,73%, o
PR, como apresentado na Tabela 10, o que significa que, da quantidade de agua
que a membrana de CB possuia originalmente, apenas 2,73% de agua
conseguiu ser absorvida novamente apds sua secagem. Esse percentual sofre
interferéncia conforme o0 modo que a membrana de CB foi seca, em estufa, as
fibras da celulose se colapsam devido a rapida evaporagao da agua, fazendo
com que as moléculas de agua, ao reidrata-las, ndo consigam vencer as forgas
intermoleculares formadas e voltar a estrutura original sendo provavel que a
porosidade do material reduza significativamente durante o processo de

secagem.

5.3.2 Caracterizagcao das Propriedades Fisico-quimicas e Estruturais dos

Ramnolipideos (RL)

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas do biossurfactante
foi utilizado solugdo aquosa do extrato bruto organico de RL (Figura 20),
produzido por Pseudomonas aeruginosa, foram definidos a concentragcao
micelar critica (CMC) e o indice de emulsificacéo (E%), realizado a determinacao
estrutural através da cromatografia em camada delgada (CCD) e determinagéo

da mistura de congéneres de RL produzidos por espectrometria de massas.
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Figura 20 - Extrato bruto organico de ramnolipideos.

Fonte: O proprio autor.

5.3.2.1 indice de emulsificagéo (E)

O indice de emulsificacdo (E) expressa a capacidade dos
biossurfactantes emulsificarem compostos hidrofobicos, classificando-se como
uma das formas utilizadas para caracterizar o poder emulsificante de um
surfactante. Um critério respeitado para ser considerado como bom emulsificante
€ a capacidade de formar emulsdo com o hidrocarboneto e essa se manter acima
de 50% por 24 horas ou mais (WILLUMSEN; KARLON, 1997). Solugdes aquosas
da mistura de RL, com concentracdes de 0,1 e 0,5 g/%, foram utilizadas para
avaliacédo do E de 24 horas (E24) (Figura 21 e 22).

Figura 21 - Teste de emulsificacao frente a diferentes hidrocarbonetos.
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Teste para hexano, querosene, gasolina e diesel, nas concentragdes de 0,19/% e 0,5 g/%,

respectivamente.
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Figura 22 - indice de emulsificacdo (E) frente a diferentes hidrocarbonetos, de

ramnolipideos produzidos por cultivo submerso.
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Barras brancas concentragdo de ramnolipideos 0,1 g% e barras pretas concentragao de

ramnolipideos 0,5 g%. Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padrao.

Os ensaios apresentaram um excelente poder de emulsificacéo,
em que a mistura de RL, obtida neste processo de producdo, mostrou maior
poder emulsificante para o querosene. O E24 para o querosene foi de 100% para
a concentracgao de 0,5 g/%, com uma diminuigdo para 70% do E24 foi observada
na concentracdo de RL de 0,1 g/%. O E24 para Oleo diesel foi de
aproximadamente 65%, para a solu¢gao mais concentrada, enquanto a solucéo
menos concentrada foi de 54%. O E24 para hexano ficou um aparentemente em
65% para a concentracao de 0,5 g/% e 53% para 0,1 g/% do biossurfactante.
Enquanto os menores E24 foram para gasolina, proximo de 52% para ambas as
concentracdes. Diferentes cepas de Pseudomonas produzem misturas de RL
que apresentaram indice de emulsificacdo entre 12 e 64%. A mistura de RL
apresentou bom poder emulsificante e encontra-se dentro a média dos
resultados assim como mostrado na literatura (HABA et al., 2000; MONTEIRO

et al., 2007) produzidos por fermentagéo submersa.
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5.3.2.2 Determinacdo da tenséo superficial (TS) e concentragdo micelar critica
(CMC)

A concentragdo micelar critica (CMC) é definida como a
concentracdo minima de surfactante em solugdo necessaria para formagao de
micelas, € um importante parametro para avaliagao da eficiéncia de surfactantes,
quanto mais eficiente for este, menor sera a CMC. A mistura de RL obtidas no
presente processo apresentou uma CMC que se estda entre os melhores
resultados de CMC para RL encontrados na literatura cientifica. Em que os RL
sdo capazes de reduzir a tensao superficial da agua a valores entre 25 a 30 mN,
apresentando sua CMC entre 10 e 200 mg/L, dependendo das 50 diferentes
fontes microbianas, das condi¢ées de pH e da salinidade do meio. Os RL se
destacam por apresentarem alta atividade emulsificante e uma pequena
atividade antimicrobiana (APARNA; SRINIKETHAN; HEDGE, 2011; MULLIGAN,
2005).

A CMC dos RL obtidos pelo presente processo foi determinada
em fungdo da medida da tensao superficial (mN/m) de diluicbes sucessivas de
solugado aquosa do extrato organico concentrado de RL (Figura 23). Construindo-
se um grafico de tensao superficial medida contra a concentracao de RL, obteve-
se graficamente a CMC, que corresponde ao ponto central de inflexdo da curva.
Maiores concentragbes de biossurfactante ndo apresentaram grande influéncia
na variacao da tensao superficial do meio, dessa forma observa-se que a tensao
superficial da agua diminuiu de 72 mN/m para aproximadamente 32 mN/m
quando se empregou uma concentracdo de biossurfactante de 41,36 mg/L
(Figura 23). Resultados semelhantes foram encontrados na literatura (ARAUJO,
2018; CAMILIOS NETO, 2010; SOBERON-CHAVEZ et al., 2005) utilizando
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos mostraram propriedades
satisfatorias que caracterizam o potencial do biossurfactante.
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Figura 23 - Determinagdo da concentragdo micelar critica (CMC) a partir de
diluicbes seriais de solugdo aquosa de ramnolipideos produzidos por cultivo

submerso.

70

60

50

40

Tensao superficial (mN/m)

%

T T T T T
01 200 400 600 800 1000

cMcC Ramnolipideos (mg/L)
41,36 mg/L

30

Valores de médias obtidas a partir de triplicatas.

5.3.2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Através da cromatografia em camada delgada observou-se a
presenca dos dois componentes majoritarios, mono-ramnolipideos (RL1) e di-
ramnolipideos (RL2) (Figura 24) produzidos através de cultivo submerso. O
extrato bruto de misturas de RL obtido pela fermentacdo pode ser visualizado
através da intensidade dos spots obtidos na CCD. Foi obtido uma maior
proporgcao de RL2 (spots mais proximos da linha de aplicagao) e foi confirmada

através da espectrometria de massa (Figura 24 e Tabela 11).
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Figura 24 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos ramnolipideos

produzidos por cultivo submerso.

RL1 =)

RL2 mmp . .
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(A) Extrato bruto contendo mistura de mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos. (B) extrato bruto

contendo ramnolipideos de cultivos submerso. RL1, mono-ramnolipideos e RL2 di-
ramnolipideos

5.3.2.4 Determinagdo da mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos

por espectrometria de massas

A Pseudomonas aeruginosa produz uma mistura de homologos
de mono-ramnolipideos e de di-ramnolipideos de RL, a espectrometria de massa
foi utilizada com a finalidade de determinar quais os homadlogos sao produzidos
no presente processo e realizar a determinagao estrutural e a quantificagao da
abundancia relativa de cada congénere.

Foi obtido uma maior obtenc&o de congéneres de RL com duas
moléculas de ramnose, com 95,8% de di-ramnolipideos (Tabela 11), com relatos
na literatura de obtencdo de di-ramnolipideos utilizando P. aeruginosa PA1
(64,7%) (KRONEMBERGER, 2007), B. kururiensis LMM21 (34,32) e P.
aeruginosa PAO1 (86,51) (MARIANO, 2012), P. aeruginosa YM4 (85,7%) (LI et
al., 2019) e P. aeruginosa KT1115 (88,5%) (ZHOU et al., 2019).

A obtengao de estrutura unica de maior abundéancia pode ser um
beneficio, neste caso Rha-Rha-C10-C10 (Figuras 24 e 25 e Tabela 11), pois

obtencdo de uma molécula uUnica é requerida para aplicacbes mais refinadas
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como, por exemplo, o uso como potencial no campo biomédico, como potencial
como antibacterianos, antifungicos, antivirais, imunomoduladores, antioxidantes
e algicidas (DONIO et al., 2013; EMMERT; HANDELSMAN, 1999; PANDIT et al.,
2014; VARJANI; UPASANI, 2017).

Tabela 11 - Composicdo quimica e abundancia relativa da mistura de

ramnolipideos produzidos por cultivo submerso estatico em suporte de

membranas.
Porcentagem Porcentagem
Homélogos [M-H]-2
Relativa Total
Mono-ramnolipideos
503.2974 4,2 4,2
Rha-C10C1o
Di-ramnolipideos 95,8
Rha-Rha-C10Cs
621.3225° 9,3

Rha-Rha-CsC1o
Rha-Rha-C10C10 649.3483 72,9
Rha-Rha-C10C12
Rha-Rha-C12C10
Rha-Rha-C10C12:1
Rha-Rha-C12:1C10

677.3778° 6,6

675.3584 P 7

a Aduto ° Isdmeros
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Figura 25 — Principais congéneres de ramnolipideos produzidos.
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5.3.3 Caracterizagdo de Protoétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporacdo de Ramnolipideos

5.3.3.1 Liberagao de ramnolipideos em protétipo de biocurativo de membrana de

celulose bacteriana

A absorbéncia da andlise de liberacdo de RL a partir de
membranas de CB foi medida por quantificagado indireta dos RL pelo método de
fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956) utilizando uma curva padrao com ramnose
(CAMILIOS NETO et al.,, 2008). O perfil de liberacdo de RL a partir de
membranas das CB é apresentado na Tabela 12 e Figura 26, em que mostram
o percentual de liberacdo em funcédo do tempo em horas e minutos.

O perfil de liberacdo dos RL a partir das membranas é
apresentado na Figura 26 e mostra o percentual de liberagdo em fungédo do

tempo, em horas, para todos os grupos avaliados.
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Figura 26 - Perfil de liberagdo de ramnolipideos a partir de prototipo de
biocurativo de membrana de celulose bacteriana com incorporagcao de

ramnolipideos.
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A partir da Figura 26 foi calculada a taxa de liberagdo de RL,
demonstrado na Tabela 12, a partir do momento de adicdo da membrana de CB

na solugao (tempo 0) até total liberacao (36 horas).

Tabela 12 - Velocidade de liberagao de ramnolipideos a partir de protétipo de
biocurativo de membrana de celulose bacteriana com incorporagcao de

ramnolipideos.

(continua)

Tempo (h) Liberagao (%)

0 10,722
0,5 28,366
1 43,986
1,5 53,612
2 59,785
2,5 68,418

3 78,620
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Tabela 12 - Velocidade de liberagdo de ramnolipideos a partir de protétipo de
biocurativo de membrana de celulose bacteriana com incorporagcao de

ramnolipideos.

(concluséo)

Tempo (h) Liberagao (%)

3,5 84,951

4 87,095
4,5 87,325
5 87,650
12 91,660
24 96,100
36 100

Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padrao.

Foi observado uma situacdo denominada “burst effect”,
demonstrado na Figura 26, em que a liberagcdo dos RL existe na superficie do
sistema matricial e ocorre a liberacdo de significativas quantidades de RL
rapidamente no inicio do ensaio ao comparar com o final (LIMA et al., 2021; ZULI
et al., 2010). A rapida liberagdo inicial ocorreu pela solubilizagdo das moléculas
de RL que estavam fracamente unidas a estrutura da membrana de CB, apds
essa liberagao inicial ocorre a liberagdo das moléculas aprisionadas na rede de
celulose, em que a velocidade de liberagdo depende de fatores difusionais.
Pode-se observar que houve liberacdo de 100% dos RL adicionados a
membrana de CB até 36 horas.

Antes de avaliar a liberagcdo dos RL na membrana de CB, foi feito
o teste na membrana de CB pura, e constatada nenhuma liberagdo, em outras
palavras ndo ha nenhum tipo de interferente que possa, eventualmente,
superestimar a liberacdo dos RL. Os resultados mostraram que 87% do total de
RL, incorporado a membrana, foi liberado nas primeiras 4 horas (Figura 26 e
Tabela 12), seguido de um periodo de liberagao mais lenta, atingindo a completa
liberacdo com 36 horas.

A incorporagdo dos RL de forma fisica proporcionou uma

liberagdo rapida, comportamento ideal para o tratamento de condi¢gdes agudas.
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Assim, se apresentando como um excelente biomaterial para ser aplicado
diretamente no local do tecido lesado (SASKA, 2011; TROVATTI et al., 2012).

5.3.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A analise por FT-IR possui a capacidade de identificar grupos
funcionais pertencentes a uma substancia, a técnica evidencia ligagdes entre
atomos que dao origem a bandas ou picos que ocorrem em determinadas
frequéncias revelando informacbes detalhadas sobre a estrutura quimica
presentes nas amostras (FAN; LI, 2012; KACURAKOVA et al., 2002; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002; WATANABE et al., 2007). A analise teve como
objetivo identificar mudancgas que sugerem a presencga da incorporacao de RL,
comparando as membranas CB pura e protétipo de biocurativo de membrana de
CB com incorporagao de ramnolipideos (CB-RL) (Figura 27). A analise abrangeu
a janela espectral entre os picos correspondentes de 4000 a 500 cm', a janela
espectral corresponde as bandas ou picos de grupos funcionais que

caracterizam as membranas estudadas.

Figura 27 - Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho de
membrana de celulose bacteriana pura (CB) e de protétipo de biocurativo de

membrana de celulose bacteriana com incorporagéo de ramnolipideos (CB-RL).
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Fonte: O proprio autor.
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A Figura 27 mostra a comparacédo de CB e CB-RL, observa-se
que além das bandas caracteristicas da CB, houve diferengas na forma e
intensidade de algumas bandas presentes em CB-RL. A membrana de CB
apresenta um perfil caracteristico do polimero reportado na literatura (AMORIM,
2020; DUARTE, 2014; FRANKIEVICZ, 2014; GEA et al., 2011; LIN et al., 2013;
PECORARO et al., 2008; WATANABE; MORITA; OZAKI, 2006; 2007) a banda
de absorgédo por volta de 3400-3200 cm™" resultante de associagdes poliméricas
correspondente ao estiramento vibracional das hidroxilas (OH) presentes na
membrana de CB. Além desta, as principais atribuicdbes que caracterizam o
polimero séo: estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico por volta de
2960-2850 cm™'; deformagdo CH2-OH em 1680-1620 cm'; deformagéo C-OH e
CH em 1430-1330 cm'; estiramento C-O(-C-O-C) em 1160-1146 cm'. Outra
banda interessante, localizada ao redor de 400 a 700 cm™', é caracteristica da
deformagéao dos grupos OH.

Na literatura, diversos autores obtiveram um espectro
semelhante com as estruturas quimicas para caracterizar a presencga de RL na
amostra (BHARALI; KONWAR, 2011; CHANDANKERE et al, 2020; GUO et al,
2009; HOSKOVA et al., 2015; KHADEMOLHOSSEINI et al., 2019; MOUSSA;
MOHAMED; SAMAK, 2014; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). Esse
espectro possui semelhangas com os compostos localizados por volta de 3430-
3380 cm™! representando o alongamento modo do grupo OH, o que pode ser
devido a interacdo de interagdo de hidrogénio entre os grupos do surfactante;
2928-2857 cm™' representando o —CH estiramento de grupos CH2 e CHs de
cadeias alifaticas; a presenga de compostos ésteres foi confirmada pela pico
caracteristico observado em 1743-1716 cm™', em conformidade com —-C=0
vibragbes de alongamento de grupos carbonila e 1150-1100 cm™ (C-O-C
alongamento na ramnose) indicam que todos possuem estruturas quimicas e
presenca do ligacdes formadas entre atomos de carbono e grupos hidroxila no
estruturas quimicas que sao compostos por anéis de ramnose e longas cadeias
de hidrocarbonetos.

Ainda na Figura 27, observa-se (setas) que o protétipo de
biocurativo de membrana de CB-RL apresenta importantes bandas de adsorgao
do biossurfactante glicolipidico composta por anéis de ramnose e longas cadeias
de hidrocarbonetos localizadas em 3416, 2922, 2853, 1740 e 1052 cm™



127

indicando a presencga de estruturas quimicas idénticas as dos RL, sendo possivel

sugerir que o RL foi incorporado a membrana de CB.

5.3.3.3 Analise termogravimétrica (TGA)

Para fins de comparagao das propriedades fisico-quimicas das
membranas de CB pura e CB-RL foi realizado a analise termogravimétrica
(TGA). A Figura 28 mostra que as duas membranas apresentaram perfis de
degradagao semelhantes.

Na analise termogravimétrica, a variagdo da massa de uma
amostra em atmosfera controlada é continuamente acompanhada em funcao do
tempo ou temperatura. A figura de peso ou porcentagem em peso em fungao do
tempo é chamado de curva termogravimétrica (WENDLAND, 1986). A amostra
€ aquecida a uma temperatura constante até que haja uma variagdo da massa.
Entdo, a temperatura para de aumentar até que haja estabilizagdo da massa.

Com isso, a temperatura volta a aumentar até a proxima mudanga da massa.

Figura 28 — Termogravimetria da membrana de celulose bacteriana pura (CB) e
pura (CB) e de protétipo de biocurativo de membrana de celulose bacteriana com

incorporagao de ramnolipideos (CB-RL).

0—4
——
il / , ——CB (a)
CB-RL (b)
1 2733
T -0
E |
€ o6
(V]
- 4
Q
-0.8-
-1.04
4 3594
-1.2 T T T T A T | T 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500
temperature ('C)

Fonte: O proprio autor.
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Analisando as curvas, pode-se perceber que a adicdo de RL n&o
alterou significativamente a temperatura maxima de decomposigao, observada
para o padrao correspondente (Tdm). Na curva de CB sem RL ha uma perda de
massa com maior grau de perda em 359,4 °C (Tdm = 359,4 "C) caracteristica da
decomposicdo térmica da celulose, que apresenta os processos de
despolimerizagdo, desidratagdo e decomposi¢cdo das unidades glicosidicas,
seguida da formacéao de residuos de carbono (BARDU et al., 2008; NUNES et
al., 2012; SASKA et al., 2011). Este valor € compativel com encontrado por
outros autores (DE OLIVEIRA et al., 2017; MOLINA-RAMIREZ et al., 2018).

Ja o protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL apresenta
duas temperaturas em que ha uma maior razao de perda de massa, 273,3 'C: a
literatura indica que a Tdm de RL se da em 260 °C (ABBASI et al., 2012), deste
modo, esse valor pode se atribuir ao ramnolipideo e 351,9 °C é o valor
ligeiramente menor do que o observado para a CB sem RL. Contudo
considerando a presenga do glicolipideo agregado a estrutura tridimensional da
rede nanoestruturada, € de se esperar uma diminuigdo da proximidade das
cadeias de polimero com consequente diminuicdo de Tdm. Dessa forma a

incorporagao ocorreu sem alterar a estabilidade térmica da CB.

5.3.3.4 Angulo de contato (AC)

A determinagao do angulo de contato se da pela propriedade
de molhabilidade do material, determinando a hidrofobicidade e o grau de
afinidade com agua (HIETALA et al., 2018). Uma gota de agua deionizada é
dispensada sobre o sdlido, variando entre 0 e 180, esse angulo formado entre
superficies designa a propriedade de molhamento do material. Quando ha
formagao de um angulo acima de 90° o material € considerado hidrofébico, nao
havendo o molhamento do sélido pelo liquido, pois o liquido ndo se espalha
(Figura 29A). Quando o angulo é menor que 90°, o liquido se espalha sobre a
superficie solida e ha o molhamento, o material é caracterizado como hidrofilico
(Figura 29B). O angulo de aproximadamente 0° é atribuido ao material com
molhabilidade total, pelo espalhamento completo do liquido (Figura 29C)
(GLEMBOTSKII et al., 1972; SHAW, 1975).
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Figura 29 - Representagao do angulo de contato.
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Fonte: LUZ; RIBEIRO; PANDOLFELLI (2008).

Os angulos de contato obtidos para as amostras [membrana de
CB pura (Figura 30a) e CB-RL (Figura 30b)] foram obtidos a partir de imagens
capturadas por camera acoplada na interface liquido-superficie. As imagens
foram obtidas imediatamente apds a dispensagdo de uma gota de agua
deionizada. A celulose é essencialmente hidrofilica devido a presenga de grupos
hidroxila livres na superficie, o que faz com que seja um material util para na
adesao e proliferagao celular (KALASKAR, et al., 2008). Esta propriedade de
superficie propicia uma melhor interacdo com as células, e é forte indicativo de

um material adequado para o crescimento celular e uso biomédico.

Figura 30 - Molhabilidade de uma gota de agua deionizada sobre a superficie
de a) membrana de celulose bacteriana pura e b) e de proté6tipo de biocurativo
de membrana de celulose bacteriana com incorporagao de ramnolipideos (CB-
RL).

Fonte: O préprio autor.
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Os angulos de contato das membranas de CB pura (Figura 30a)
e CB-RL (Figura 30b) foram de 36,32° e 21,97°, respectivamente (Tabela 13),
valores semelhantes referentes a CB pura foram encontrados (BEDOYA, 2019;
SILVA JUNIOR, 2020). As amostras podem ser caracterizadas como hidrofilicas
segundo os parametros designados no ensaio de angulo de contato, visto que
apresentaram 0 < 90°. Estudos anteriores (WEI et al., 2009) ja demonstraram
que esta propriedade de superficie propicia na adesao e proliferacéo celular
(GODDARD; HOTCHKISS, 2007).

Tabela 13 - Resultados do ensaio de angulo de contato para as amostras de
celulose bacteriana (CB) e de protétipo de biocurativo de membrana de celulose

bacteriana com incorporacéo de ramnolipideos (CB-RL).

Amostra Angulo de contato (°)
CB 36,32 + 6,21
CB-RL 21,97 + 3,47

Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padréao.

Os resultados indicam que o angulo de contato sobre a superficie
da membrana de CB pura diminui com a adigdo de RL, ou seja, a inclusdo do RL
afeta o grau de afinidade das membranas com a agua, aumentando o carater
hidrofilico. Assim, o protétipo de biocurativo de membrana CB-RL apresentou-se
ligeiramente mais hidrofilica sugerindo melhoria na permeacado da agua, na
adesao, proliferagao e diferenciagao celular (CHANG; WANG, 2011), reforcando

a indicagao deste biomaterial para aplicagdes biomédicos (CZAJA et al., 2006).

5.3.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura das membranas foi analisada utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Na Figura 31 observa-se
membranas de CB, na forma pura (a) e com incorporagéo de RL (b), apds
submetidas ao mesmo tratamento (i.e., esterilizagdo por 20 min, a 121 °C e 1
ATM). As estruturas sdo formadas por uma rede de nanofibras que possui uma

maior abertura entre as. As longas fibras sdo entrelacadas e dispostas



131

homogeneamente, caracteristicas que permitem a utilizagdo da membrana como
biocurativo. Pode-se observar que a incorporagao dos RL na membrana de CB

nao influenciou sua estrutura.

Figura 31 - Micrografias eletrbnicas de varredura (MEV) da superficie de

membranas de celulose bacterianas pura.

PM|8.3 mm 25.0 kV SE[20000x MCB nativa MCB RL

(a) Celulose bacteriana pura (aumento de 2000x) e (b) celulose bacteriana ramnolipideos. Fibras
de celulose de uma membrana de celulose bacteriana submetida a esterilizagdo por 20 min, a
121°C e 1ATM.

A organizagao e distribuicdo da rede de nanofibras estao de
acordo com o estudo descrito (CASTRO et al., 2012; SASKA et al., 2011), para
membranas de CB produzidas em modo estatico, cujas microestruturas foram
consideradas promissoras no desenvolvimento de estudos para a utilizagao
como biomaterial.

As propriedades mecanicas dos biomateriais sao importantes na
escolha de qual material utilizar na aplicagdo médica desejada. A celulose
bacteriana € um biopolimero excretado na forma cristalizada. A morfologia da
fibra pode ser definida a partir da utilizagcao de diferentes fontes de carbono e
assim, as membranas podem ser direcionadas para diferentes aplicagbes. A
utilizagao da glicose gera uma maior abertura entre as fibras visando uma maior
migracdo de células para o seu interior e favorecendo maior aderéncia ao
material (OLIVEIRA, 2015). O tamanho e o grau de interconexao entre as fibras
sdo pré-requisitos para permitir a invasao celular e vascular, assim como a

capacidade de depdsitos da matriz. Desta forma, a rede de fibras que constitui a
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membrana de CB influencia significantemente a conexdo de células cultivadas
sobre elas, afetando o processo de viabilidade, migragdo, proliferacdo e

producao de matriz extracelular (BERTI et al., 2013).

5.3.3.6 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

A permeabilidade ao vapor de agua refere-se ao transporte de
moléculas de agua através do material (AZEREDO et al., 2017; MERCI et al.,
2015). Pode ser definida como a taxa de transmissdo de vapor de agua por
unidade de area de um material delgado, de espessura conhecida, introduzida
por uma diferengca de pressdo entre duas superficies, sob condicbes de
temperatura e umidade relativa especificadas (ASTM, 1989). A permeabilidade
depende de alguns fatores, tais como: a integridade do material, a relagédo entre
as regides cristalinas e amorfas, a proporgao hidrofilica-hidrofébica e a
mobilidade de cadeia polimérica (MULLER, 2008).

Os resultados da permeabilidade ao vapor e solubilidade em
agua das membranas de celulose bacteriana estdo expressos na Tabela 14,
essas propriedades nao foram consideravelmente afetadas com a adicdo dos
RL. A presencga de grupos polares ou sitios ativos no polissacarideo leva a uma
constante interacdo com a umidade do ambiente, ganhando ou perdendo
moléculas de agua até atingir o teor de umidade de equilibrio (MALI et al., 2004),
€ as mudancas na estrutura podem ter efeitos importantes nas propriedades de
difusdo das moléculas de agua ao longo do filme (AGUIRRE-LOREDO et al.,
2016; BERTUZZI et al., 2007; MUKURUBIRA et al., 2017). Neste trabalho a
incorporacao dos RL nao alterou propriedades importantes da celulose, como a
permeabilidade ao vapor de agua. De acordo com Sulaeva et al. (2015), a
permeabilidade a gases e vapor de agua sao beneficios que se destacam em

utilizar a CB com a fungao de curativo.
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Tabela 14 - Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua para as
amostras de celulose bacteriana (CB) e de protétipo de biocurativo de membrana

de celulose bacteriana com incorporag¢ao de ramnolipideos (CB-RL).

Amostras Permeabilidade ao vapor de agua  Solubilidade em agua a

(9/msPa) 25 °C (%)
CB 3,15+0,10 x 10112 5,82+0,02°
CB-RL 3,45+0,12x 102 9,08 £ 0,06 @

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Cazén e colaboradores (2020) encontraram resultados de
permeabilidade ao vapor de agua semelhantes utilizando a celulose bacteriana,
com valores de 2,44 x 10-'" g/msPa em condigbes de armazenamento e umidade
relativa (UR) similares as empregadas neste trabalho.

O protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL apresentou
solubilidade significativamente maior que a da membrana de CB pura (Tabela
14), o que pode ser justificado em parte pela fragdo soluvel da molécula do RL,
pois a solubilidade esta diretamente relacionada a afinidade por agua dos
componentes da membrana. Barud (2010), Almeida e colaboradores (2013) e
Martins e colaboradores (2009) relataram que matrizes poliméricas com maiores
proporgdes de celulose bacteriana resultam em materiais menos soluveis em
agua. Esses resultados podem estar relacionados com a alta cristalinidade da
CB, que devido ao diametro menor das suas microfibrilas apresenta elevada
capacidade de retencdo e absor¢cdo de agua, e baixa capacidade de
solubilizacdo (CHAVEZ-PACHECO et al, 2004; PHISALAPHONG;
JATUPAIBOON, 2008).

5.3.3.7 Isoterma de adsorcao de agua

A adsorgao é um fendmeno fisico-quimico onde se tem a adeséo
das moléculas de um fluido (adsorbato) em uma superficie sdlida (adsorvente).
O estudo de um processo de adsorgao mostra a capacidade de ligagao de agua

presente no material em determinada umidade relativa e requer conhecimento
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dos dados de equilibrio e da velocidade com que esta € alcancada
(VILLALOBOS et al., 2006).

Na Figura 32 estao apresentadas as isotermas de adsorcao de
agua das membranas de CB com e sem a adi¢cdo de RL, onde esta plotada a
umidade de equilibrio das amostras em funcdo da atividade de agua das
amostras. Esse estudo possibilita prever o comportamento do material quando
exposto a um ambiente com umidade relativa conhecida, sendo possivel
conhecer a estabilidade deste material durante sua estocagem (ALMEIDA,
2010). Observou-se que as umidades de equilibrio aumentaram com o
acréscimo da atividade de agua em ambas as membranas, em especial em
valores de aw acima de 0,50 (Figura 32), comportamento este caracteristico de
materiais hidrofilicos. De forma similar Cazon et al. (2020) relataram o mesmo
comportamento para filmes de CB, que apresentaram grande incremento nas

suas umidades de equilibrio em aw acima de 0,55.

Figura 32 — Isotermas de adsor¢do de agua da membrana de celulose
bacteriana pura (CB) e e de prot6tipo de biocurativo de membrana de celulose

bacteriana com incorporacao de ramnolipideos (CB-RL).
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O modelo de BET - Brunauer-Emmett-Teller foi utilizado para
representar as isotermas de sorgdo a agua forneceu altos coeficientes de
correlagéo, com R? variando de 0,97 a 0,98, entre os tratamentos, indicando
significativa representagcdo dos dados (Tabela 15). O valor da agua de
monocamada (mo) n&o foi afetado de forma importante com a adicdo de
ramnolipideos, ou seja, a sua adicdo ndo afetou a higroscopicidade das
membranas. De acordo com Cazon et al. (2020), a agua de monocamada indica
a quantidade de moléculas de agua adsorvidas em uma unica camada por grama
de filme seco, sendo um parametro relacionado ao numero de sitios de adsorcao
livres. Estes autores relataram valores na faixa de 3,82% para membranas de

celulose bacteriana, bastante préximo aos valores obtidos neste trabalho.

Tabela 15 — Parametro de ajuste do modelo BET para as isotermas de adsorgéo
a agua em membrana de celulose bacteriana pura e de protétipo de biocurativo
de membrana de celulose bacteriana com incorporagcdo de ramnolipideos (CB-

RL) e seus coeficientes de determinagao (R?).

Amostra mo Co R2
CB 2,964 2,9252 0,98
CB-RL 2,851 12,9872 0,97

M = (Cb moaw)/ (1 - aw) (1 + (Cb -1)aw, M é a umidade de equilibrio (g de agua/100 g de sdlidos),
aw é a atividade de agua, mo é o valor da monocamada (g de agua /100 g de sdlidos), e Cb é a

constante BET.

5.3.8 Propriedades Mecanicas e Opticas

As propriedades mecanicas expressam a resisténcia do material
ao alongamento e ao rompimento quando submetidos as forgas de tracédo. A
norma D 882-91 da ASTM (1996) diz que um modo de controlar a qualidade da
membrana esta ligado as propriedades de tracdo podendo variar conforme a
espessura da amostra, método de preparacao, velocidade de ensaio, tipo de
aperto usado e forma de medir extensdo. As propriedades mecanicas das

amostras estao apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Propriedades mecanicas de tracdo da membrana de celulose
bacteriana pura (CB) e de protétipo de biocurativo de membrana de celulose

bacteriana com incorporacédo de ramnolipideos (CB-RL).

Resisténcia maxima  Alongamento Moédulo de Young
Amostra
a tragcao (MPa) na ruptura (%) (MPa)
CB 136,91 £+ 47,58 @ 3,550,722 3193,31 £ 458,20 @
CB-RL 149,89 + 31,90 @ 3,67 +1,25¢2 2829,53 £ 105,14 @

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De forma geral, quando comparadas as membranas de CB pura
e CB-RL ndo foram observadas diferengas significativas nas propriedades
mecanicas analisadas, indicando que a concentracdo de RL adicionada néao foi
suficiente para afetar as propriedades mecanicas da membrana de CB.

O fato da resisténcia a tragcado ter se mantido praticamente
inalterada com a adicdo dos RL fornece um indicativo de que houveram poucas
descontinuidades na matriz, garantindo assim a transferéncia adequada
(SANTOS et al., 2010). Os valores de resisténcia maxima a tragao e moédulo de
Young foram superiores aos relatados por Cazén et al. (2020), que relataram
valores entre 15 e 23 MPa para a resisténcia, e entre 609 e 1426 MPa para o
modulo de Young.

Barud (2010) relatou o estudo de novos materiais baseados em
CB, e apresentou resultados de alongamento entre 1,5 - 2,0%, valores inferiores
aos encontrados no presente trabalho, que foram de 3,55% para CB e 3,67%
para CB-RL (Tabela 16). Cazén et al. (2020) relataram valores de alongamento
entre 1,36 e 3,71% para filmes de CB.

A Tabela 17 mostra os resultados de transparéncia e opacidade

obtidos para as amostras de CB com e sem a adigédo de RL.
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Tabela 17 — Transparéncia e opacidade da membrana de celulose bacteriana
pura (CB) e de protétipo de biocurativo de membrana de celulose bacteriana com

incorporagao de ramnolipideos (CB-RL).

Amostra Espessura (mm) Transparéncia (%) Opacidade
CB 0,051 £ 0,001 @ 35,192 7,742
CB-RL 0,050 + 0,002 @ 36,74 @ 4,70°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As membranas de CB pura e com RL apresentaram espessuras
similares, sem diferenga significativa entre si, com transparéncia de 35,19 e
36,74 (%), e opacidade de 7,74 e 4,70, respectivamente. Cazén e colaboradores
(2020) apresentaram valores de transparéncia menores que os observados
neste trabalho, com valores variando de 21,34 a 27,42 e valores de opacidade
de 18,33 a 28,65 com espessuras entre 0,030 e 0,040 mm. Ao contrario, Silva e
colaboradores (2017) relataram transparéncia de 74% para membrana de
celulose bacteriana pura e opacidade entre 2,16 a 4,88.

Filmes transparentes sédo caracterizados por baixos valores de
opacidade, e estes parametros sao fortemente afetados pela espessura do filme.
Por esta razao, € importante incluir ambos os valores na analise, comparando o
parametro transparéncia/opacidade em funcao dos valores de transmitancia e
absorbancia (GARCIA et al., 2015; SANTACRUZ, RIVADENEIRA, CASTRO,
2015). A medida da transmitancia € muito util para se avaliar a transparéncia dos
filmes, podendo ser um indicativo da miscibilidade entre os componentes de um
filme (COIMBRA, 2016).

5.3.4 Estudo In Vitro de Protétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporagcdo de Ramnolipideos
5.3.4.1 Proliferagao celular
A interagdo das células com a superficie de biomateriais € um

parametro muito importante. Assim, o conhecimento dos mecanismos basicos

de interagcdo célula-material e dos processos a nivel celular, durante a
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proliferacdo e adesdo, podem colaborar para o desenvolvimento de novos
produtos biomédicos (KUMARI et al., 2002). A molhabilidade do biomaterial € um
fator que influencia a adesdo e a proliferagcdo celular, uma vez que, um
biomaterial hidrofébico dificulta a transferéncia de sinalizagcdo de proteinas entre
o substrato e o interior da célula (GROTH; ALTANKOV, 1996).

A proliferagédo das células de mamiferos pode ser definida como
um aumento no numero de células resultante da finalizagao do ciclo de divisao
celular em resposta a sinais extracelulares. Neste trabalho, a proliferagao celular
foi realizada até a confluéncia das células, que ocorreu em um periodo de 72 h
de cultivo. A confluéncia pode ser observada tanto no controle negativo, como

na membrana de CB comercial, CB pura e CB-RL (Figura 33).

Figura 33 - Microscopia optica da proliferacdo de fibroblastos apds 72 h.
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Aumento de 10x em: a) controle positivo com latex, b) controle negativo com as células cultivadas
diretamente sobre as placas de poliestireno, c) celulose bacteriana comercial d) celulose

bacteriana pura, e) celulose bacteriana com ramnolipideos.

Apds um periodo de 24 h observou-se significativa proliferagao
celular, tanto no controle positivo com latex, controle negativo com as células
cultivadas diretamente sobre as placas de poliestireno, na membrana de CB
comercial, na CB pura e na CB com RL, obtendo a proliferagao total medido em
72 horas (Figura 33). Os resultados de proliferacdo celular obtidos neste
trabalho, em média, apresentam um incremento de aproximadamente 500% em

relagcéo a resultados previamente reportados (BACKDAHL et al., 2006). A adigéo
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de RL nao apresentou nenhum efeito sobre a proliferagcao celular, assim tanto
membrana de CB pura como CB-RL mostraram-se como promissor biomaterial

para a proliferagéo celular.
5.3.4.2 Adeséo celular

Ap0s periodo de cultura de 4, 8, 24 e 72 horas, observou-se que
os padroes de distribuicdo celular entre as células na membrana de CB pura e
na CB-RL foram semelhantes, como pode ser observado nas imagens de
microscopia optica (Figura 34). As medidas de adesdo foram realizadas em
curtos periodos de cultura, pois ap6s a semeadura dos fibroblastos praticamente
todas as células aderiram nas membranas, as células mostraram uma
distribuicdo mais homogénea na superficie das membranas, mas também
apresentaram agrupamentos. Houve a aderéncia de fibroblastos e rapidas
mudancgas morfolégicas com mudangas de formatos arredondados a formatos
alongados, depois de cerca 1 hora de cultivo. Resultados semelhantes foram
encontrados em superficies de diferentes materiais (CHO et al., 1996), onde a
velocidade de aderéncia das células no biomaterial estd relacionada com
caracteristicas fisico-quimicas deste (GOTOH; TAMADA, 2005; KUMARI et al.,
2002).

Figura 34 - Microscopia Optica da adeséao de fibroblastos apds 4, 8, 24, 48 e 72h

em membranas de CB e CB-RL.

Adeséo de fibroblastos respectivamente (esquerda para direita) nos tempos de 4, 8, 24, 48 e

72h; a) em celulose bacteriana pura b) celulose bacteriana com ramnolipideos.
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Nas primeiras 24 h de cultivo as células na membrana de CB
pura (controle) e CB-RL mantiveram uma forma arredondada (Figuras 34a e
34b), e tiveram tendencia a se agrupar. Apds esse tempo passaram a apresentar
forma alongada, tipica de fibroblastos, e atingiram confluéncia em 72 h. O
agrupamento de células que ocorreu pode ser explicado pela maior forga de
adesédo entre os proprios fibroblastos, em comparagao com a adesao entre os
fibroblastos e a membrana. Adicionalmente, fibroblastos interconectados
apresentam natureza contratil. Entdo, se a forca de contragdo entre a rede
interconectada das células for mais intensa do que a forca de adesao entre os
fibroblastos e a membrana, grupos de células serdo formados
(SANCHAVANAKIT et al., 2006).

A Figura 35 mostra as curvas de adesao dos fibroblastos nas
membranas em uma area de 0,425 mm?. A menor deteccédo de fibroblastos
aderidos encontrados neste teste de adesdo, em relagdo as contagens de
proliferagdo, pode ter sido influenciada pelas diversas etapas de lavagem
durante o procedimento de coloragao das células, como relatado por Groth e
Altankov (GROTH; ALTANKOV, 1996). Outros fatores também podem interferir
neste tipo de ensaio de adesdo, como o numero da passagem celular e a
distribuicdo homogénea ou nao das células sobre o material.

Na comparagdo entre a taxa de adesao das células nas
membranas houve um aumento de fibroblastos aderidos medido em 72 h, que
corresponde a cerca de 820% para membrana de CB pura e 925% para CB-RL.
Na comparacao entre o numero de células aderidas (Figura 35) a membrana de
CB-RL mostrou-se um biomaterial mais aderente ja que apresentou um maior
numero de células aderidas, porém as curvas de adesdo seguem O mesmo

comportamento.
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Figura 35 - Contagem de células aderidas até 72h
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Contagem de células aderidas em membrana de celulose bacteriana pura e membrana de
celulose bacteriana com ramnolipideos, em uma area de 0,425 mm?2.

5.3.4.2 Morfologia celular

A Figura 36 apresenta micrografias de MEV da adesio das
células sobre as membranas CB pura e CB-RL em diferentes magnitudes de
aumento. As células aderidas a superficie, apos 72h, apresentam-se distribuidas
pelas membranas com formatos alongados, tipico do comportamento de
fibroblastos. As Figuras 36a e 36b mostram com detalhes a adesédo sobre as
membranas de CB pura e as Figuras 37c e 37d sobre CB-RL. As protuberancias
formadas pelos fibroblastos interagem com as nanofibras celuldsicas da
membrana, conferindo adesdo a essas células. Pode-se afirmar que os
fibroblastos aderem e proliferam nas membranas de CB e que a presen¢a do RL
ndo interfere, estando de acordo com os resultados obtidos na adesdo e

proliferacao celular.
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Figura 36 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de fibroblastos L929
aderidos a celulose bacteriana pura e celulose bacteriana incorporada com

ramnolipideos apés 72 h.

L

(a) Cultura de fibroblastos aderidos a celulose bacteriana pura (aumento de 8000x); (b)
Cultura de fibroblastos aderidos a celulose bacteriana pura (aumento de 1600x) (c)
Cultura de fibroblastos aderidos a celulose bacteriana com ramnolipideos (aumento de
8000x); (d) Cultura de fibroblastos aderidos a celulose bacteriana modificada
incorporada com ramnolipideos (aumento de 1600x).

5.3.5 Estudo In Vivo de Protétipo de Biocurativo de Membrana de Celulose

Bacteriana com Incorporacdo de Ramnolipideos

Foram realizados testes in vivo nos atendimentos de rotina
cirurgica do Hospital Veterinario da UEL, com a disposi¢do do protétipo de
biocurativo de membrana de celulose bacteriana com incorporagdo de
ramnolipideos (CB-RL) embalados em envelopes de grau cirurgico e
autoclavados a 121 °C por 20 minutos (Figura 37).

A Figura 38 demonstra a utilizagado de protétipo de biocurativo
de membrana de CB-RL cobrindo ferida em face medial da coxa de céo
ultrapassando cerca de 1 cm ultrapassar a borda . Os testes foram incialmente
analisados macroscopicamente com perspectivas futuras para novas analises
(tem 7).
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Figura 37 — Envelope com protétipo de biocurativo de membrana de celulose
bacteriana com incorporagéo de ramnolipideos (CB-RL) estéril.

Fonte: O préprio autor.

Figura 38 — Aplicagéo de protétipo de biocurativo de membrana de celulose
bacteriana com incorporagéo de ramnolipideos (CB-RL) sobre ferida em face

medial da coxa de cao em diferentes angulos.

Fonte: O préprio autor.

A Figura 39a mostra uma ferida contaminada em primeiro digito
de membro toracico com avulséo eliptica da pele ao redor do digito, com bordas
irregulares e exposi¢cao do tecido subcutdneo e musculatura. A Figura 39b

mostra a mesma ferida em fase final de cicatrizagdo apds 8 dias, notando-se
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contragdo quase que total e havendo somente a presengca de tecido de
granulacao de aproximadamente 0,3 cm de didmetro, ndo se observa mais sinais

de contaminacgao. Por fim a ferida foi fechada por aproximacao.

Figura 39 - Ferida em primeiro digito de membro toracico em gato.

Fonte: O préprio autor.

A Figura 40a apresenta feridas contaminadas por avulsdo da
pele em face medial da coxa de cdo, com exposi¢cao de tecido subcutaneo e
musculatura, com presenga de areas de necrose e outra ferida na regido da
bolsa escrotal. Apds 5 dias (Figura 40b) a figura mostra o inicio de formacgao de
tecido de granulacdo, as bordas das feridas estdo regulares, e ndao ha mais
tecido necrotico. As Figuras 40c e 40d mostram a ferida apdés 7 e 10 dias,
respectivamente, podendo observar uma diminuicdo da area da ferida e maior
preenchimento por tecido de granulagdo, ndo havendo mais sinais de
contaminagao e nota-se que o tecido esta mais rosado. Por fim, as feridas foram

fechadas por meio de cirurgia.
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Figura 40 - Ferida em face medial da coxa em c&o.

Fonte: O proprio autor.

A Figura 41a mostra ferida contaminada, penetrante e lacerativa,
em regidao escapular de membro toracico direito de cdo, com aspecto profundo.
Apos 3 dias (Figura 41b) apresenta bordas mais regulares e elevadas, inicio de
epitelizagao, e inicio de formacgao do tecido de granulagcédo. Ha 4 pontos simples
ao redor da ferida para a realizagdo de bandagem do tipo Tie-Over. A Figura 41c
mostra a ferida apds 5 dias, podendo ser observado um tecido de granulagéo
bem instituido, ferida com aspecto mais superficial, com coloragao rosada.
Pontos simples para realizagdo da bandagem. E apds 12 dias (Figura 41d) a

ferida quase completamente fechada apés cicatrizagéo por segunda intengéo.
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Figura 41 - Ferida em regido escapular de membro toracico direito em c&o.

Fonte: O préprio autor.

A Figura 42a mostra ferida contaminada, lacerativa, extensa, em
regido occipital de cado. Apresenta bordas irregulares. Apos 3 dias (Figura 42b)
ha areas com inicio de formacgao de tecido de granulagao, coloragao mais rosada
e homogénea, inicio de epitelizagdo, e bordas com aspectos mais regulares.
Ferida aparenta menor extensdo. Em 5 dias (Figura 42c) o tecido de granulagao
presente quase na totalidade da area de ferida. Houve maior avancgo das bordas,
e a coloragdo se apresenta mais clara e rosada. Nao ha areas de tecido
necrético. E em 8 dias (Figura 42d) a ferida com tecido de granulagao bem
instituido, bordas epitelizadas bem aproximadas, diminuigao evidente de area da

ferida.
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Figura 42 - Ferida em regido occipital em céo.

Fonte: O préprio autor.

5.4 CONCLUSAO

O protétipo de biocurativo de membrana de CB-RL foi preparado
e entao caracterizado por métodos fisico-quimicos. Foi verificada a presenga de
estruturas quimicas idénticas as dos RL nas membranas modificadas,
apresentando um perfil de liberagao inicial rapido e liberagdo total em até 36
horas. Analises térmicas, mecanicas e morfolégicas mostraram que a
incorporagao ocorreu sem afetar sua estrutura, assim como nao alterou uma
importante caracteristica, principalmente para seu uso como curativo, que € a
permeabilidade ao vapor de agua. Analises como a molhabilidade e a

solubilidade mostraram que a membrana de CB-RL se apresentou ligeiramente
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mais hidrofilica. Resultado que pode ser justificado em parte pela fragdo soluvel
da molécula do RL.

Na etapa in vitro pbdde-se observar comportamentos similares
entre a membrana de CB pura e CB-RL, mostrando que a presenga do RL néo
interfere nas boas caracteristicas ja apresentadas pela CB. Observou-se
significativa proliferagdo de fibroblastos apés um periodo de 24 horas e
proliferagcao total em 72 horas, com um maior numero de células aderidas a CB-
RL, porém com o mesmo comportamento nas curvas de adesao, sugerindo
auséncia de efeito citotdxico.

A aplicagao in vivo do protétipo de biocurativo de membrana de
CB-RL foi representada pela utilizagcdo em 4 pacientes com 5 feridas constatando
reducdo da area do ferimento, auséncia de sinais de contaminagdao e
preenchimento por tecido de granulagdo. As membranas de CB-RL
apresentaram facil manuseio e mantiveram-se integras durante o periodo de
aplicacdo. As membranas de CB mostraram excelente capacidade carreadora
de RL e o conjunto de resultados sugere efeitos sinérgicos entre CB e RL. O
prototipo de biocurativo desenvolvido mostrou-se potencialmente efetivo,
biocompativel e como uma possivel alternativa de biomaterial para a area

biomédica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

i)

Prototipo de biorreator de bancada para produgdo de ramnolipideos por

fermentacao estatica em suporte de membrana de celulose bacteriana

O protétipo de biorreator de bancada desenvolvido sugere um

potencial de ampliagdo de escala, para produgdo de ramnolipideos por

Pseudomonas aeruginosa em fermentagbes estaticas utilizando celulose

bacteriana como suporte para o crescimento da bactéria e a producédo de

tensoativo.

Os experimentos indicaram que n&do ha necessidade de sistema de
aeracdo forgada, o que diminui consideravelmente os custos de
producao;

A producdo de ramnolipideos ndo sofreu variagéo significativa quando
ampliado o sistema, o volume de meio foi aumentado 40 vezes;

A utilizacdo do indutor promoveu um incremento de 4 vezes na
producao, assim, este indutor utilizado no processo pode tornar este
ainda mais viavel;

Os resultados obtidos apontam para sélida possibilidade de ampliagao
de escala verticalmente por empilhamento e horizontalmente por
aumento de didmetro das “unidades de cultivo”.

O protdtipo foi testado em processos de produgao e a mistura de

ramnolipideos submetida a caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas

e estruturais dos ramnolipideos:

O indice de emulsificacdo 24h foi melhor tanto para o querosene em
ambas as concentracdes (0,1 g/% e 0,5 g/%) com 65,55% e 67,86%,
respectivamente, quanto para o 6leo diesel com na maior concentracio,
66,18% e com os menores indices para gasolina, 45,82% e 48,87%,

A tensdo superficial da agua diminuiu de 72 mN/m para
aproximadamente 32 mN/m gerando uma concentragao micelar critica
de 41,16 mg/L;

Através da cromatografia em camada delgada foi observado, pela

intensidade dos spots, a presenga de dois componentes maijoritarios,
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sendo eles uma mistura de homologos de mono-ramnolipideos (RL1) e
homologos de di-ramnolipideos (RL2) no extrato bruto;

O processo permitiu a produgéo de congéneres de ramnolipideos com
duas moléculas de ramnose, com 98,4% de di-ramnolipideos com
principais congeneres Estruturas Rha-C10-C10; Rha-C10-C10; Rha-Rha-
Cs-C10 € Rha-Rha-C10-Cs.

Somadas essas vantagens, este processo em biorreator pode

viabilizar a obtengao biotecnolégica de biossurfactantes.

i)

Protétipo de curativo biocompativel e biofuncional com incorporagao

de ramnolipideos a membrana de celulose bacteriana

O presente trabalho buscou avaliar as membranas de celulose

bacteriana tanto como carreadoras de ramnolipideos como a efetividade desse

bioativo para uso meédico como curativo. Para tanto foram realizados

experimentos de caracterizagdes fisico-quimicas, estruturais, in vitro e in vivo

verificando a resposta biolégica gerada.

Caracterizacao das propriedades da celulose bacteriana: as membranas
de CB apresentaram percentual de agua (PA) de 98,74% e espessura
de 2,17 mm e apds secas de 0,055 mm, uma capacidade de retencao
de agua (CRA) de 78,88 e um percentual de reidratagao (PR) de 2,73%;
Caracterizagao das propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
ramnolipideos: o indice de emulsificagdo mostrou maior poder
emulsificante para o querosene em ambas as concentragdes (0,19/% e
0,59/%) com 100% e 70%, respectivamente, e menor para a gasolina
com 52% em ambas as concentracoes;

A tensdo superficial da agua diminuiu de 72 mN/m para
aproximadamente 32 mN/m gerando uma concentracdo micelar critica
de 41,36 mg/L;

Através da cromatografia em camada delgada foi observado, pela
intensidade dos spots, a presenga de dois componentes maijoritarios,
sendo eles uma mistura de homdélogos de mono-ramnolipideos (RL1) e
homadlogos de di-ramnolipideos (RL2) no extrato bruto;
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O processo permitiu a producéo de congéneres de ramnolipideos com
duas moléculas de ramnose, com 95,8% de di-ramnolipideos com
principais congéneres estruturas Rha-C10-C10; Rha-C10-C10; Rha-
Rha-C8-C10 e Rha-Rha-C10-CS8;

Caracterizacdo das membranas de celulose bacteriana com
incorporagao ex situ de ramnolipideos: os resultados mostraram que
87% do total de RL, incorporado a membrana, foi liberado nas primeiras
4 horas, seguido de um periodo de liberagdo mais lenta, atingindo a
completa liberagdo com 36 horas.

A analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier apresentou bandas importantes da presenca de estruturas
quimicas idénticas as dos ramnolipideos, sendo possivel sugerir que o
ramnolipideo foi incorporado a membrana de CB;

A anadlise termogravimétrica mostrou que a incorporagdo do
ramnolipideo n&o alterou a estabilidade térmica da CB;

A morfologia das membranas de CB pura e CB-RL n&o apresentou
diferencas quando analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura;
A partir da medicao do angulo de contato a membrana CB-RL obteve-se
um angulo menor, em que as amostras foram caracterizadas como
hidrofilicas segundo os parametros designados no ensaio de angulo de
contato, visto que apresentaram 6 < 90°;

Ao comparar propriedades da membrana de celulose bacteriana pura e
com incorporacao ex situ ramnolipideos: a permeabilidade ao vapor de
agua ndo apresentou diferenca significativa, com 3,15 x 10" g/msPa
para CB e 3,45 x 10-' g/msPa para CB-RL. A solubilidade em agua a 25
°C apresentou-se significativamente maior para CB-RL com 9,08 % e
para CB de 5,82%.

A analise de isoterma de adsor¢do de agua mostrou que as umidades
de equilibrio aumentaram com o acréscimo da atividade de agua em
ambas as membranas, em especial em valores de aw acima de 0,50,
comportamento este caracteristico de materiais hidrofilicos.

As propriedades mecanicas apontaram uma resisténcia maxima a tragao
de 136,91 MPa para CB e 149,89 MPa para CB-RL, alongamento na
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ruptura de 3,55% para CB e 3,67% para CB-RL e modulo de Young de
3193,31 MPa para CB e 2829,53 MPa para CB-RL.

o As propriedades 6pticas mostraram que a CB teve em média 35,19% de
transparéncia e 7,74 de opacidade, e a CB-RL 36,74% de transparéncia

e 4,70 de opacidade.

o Estudo in vitro de protdtipo de biocurativo de membranas de celulose
bacteriana com incorporagdo ex situ de ramnolipideos utilizando
fibroblastos L929: a proliferagéo celular foi alcangada em 72 horas e nao
houve mudanga com a adigao do RL na CB;

o A membrana de CB-RL se mostrou um material mais aderente, ja que
apresentou um maior numero de células aderidas, porém as curvas de
adesao seguiram o mesmo padrdao de comportamento para ambas.

o A morfologia celular da ades&o mostrou os fibroblastos aderidos, na
membrana de CB pura e CB-RL, com formato alongado tipico e
distribuido pela superficie das membranas;

o Estudo in vivo de protétipo de biocurativo de membranas de celulose
bacteriana com incorporacdo ex situ de ramnolipideos: analises
preliminares foram realizadas de forma macroscopica de lesdes
contaminadas nos membros e tronco de coxas de caes e gato,
mostrando que entre 7 e 10 dias houve uma evolugdo com a diminuigao
da area da ferida e maior preenchimento por tecido de granulagao, sem
sinais de contaminacao.

Desse modo, seguindo dindmicas de interagdo com fibroblastos
L929 e dados preliminares em animais, o conjunto de resultados sugere efeitos
sinérgicos entre CB e RL. O biocurativo desenvolvido mostrou-se biocompativel,
efetivo e uma possivel alternativa de biomaterial para a area médica e

veterinaria.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A seguir sdo apontadas perspectivas para prosseguir com 0s
experimentos in vivo futuros nessa linha de pesquisa com a utilizacdo de
prototipo de biocurativo de membrana de celulose bacteriana com incorporacao

de ramnolipideos:

. Realizagéo de cultura e antibiograma do tecido coletado em profundidade da
ferida;

o Analise histologica em tecido epitelial.

. Avaliagdo com os curativos comerciais Aquacel AG + Extra 10 x 10 cm

e Hidrocoldéide DuoDerm Convatec Extra Thin Estéril 10 x 10 cm.
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8 ANEXOS
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ANEXO B
Composicgao centesimal da torta de milho

Composicao centesimal da torta de milho:

Torta de milho*

Lipideos 0,7
Proteina 12,5
Carboidratos 55,0
Fibras 4.0
Residuo Mineral 4.0
Umidade 13,0

* Fonte: Caramuru-comunicacdo pessoal.
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ANEXO C ]
Protocolo do Comité de Etica

i ;Uniuersidade
Estadual de Londrina

COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMATS

OF. CIRC. CEUA N° 07471021
Londnna, 12 de agosto de 2021,

Prezado(z} professor{a),

Certificamos que o projeto miitulade: “Use de Biocuratives de Celulose Bacteriama e
Ramnolipideos na Cicatrizaciio de Feridas Traumaticas Contaminadaz ou Infectadas em Ches™
protocele CEUA n® 0302011 sob a responsabilidade de Cezar Augusto Tischer que envolve a
producio, mamitencio e'ou ufihizacio de amimas pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquiza cientifica {ou ensino), encontra-se de acordo com os precertos
da Lei n° 11.794, de § de outubro de 2008, do Decreto n” 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as
nmmasedltadaspemesﬂh}NxmﬂdﬂthﬂledﬂExpumbgﬂnAmﬂ(M} e fou
a;tmadnpelaﬂmmssaude]iﬁl:am Uso de Ammais da Universidade Estadual de Londnna
(CEUA/UEL) em 10V08/2021.

Este projeto tem por objetivo desemvolver & avaliar a apheacio de biocuratives de celulose
bacteriana mmpmﬁacmm@dmmmm&mmmﬁcmdasm
nfectadas em caes. Gran de invasmadade: G2,

Fimalidade { JEnsino (X} Pesqwsa cientifica
| Vigencia da autorizacio 13/082021 a 13/08/2022
Espécie! linhagem. raca Cao
N” de animais 10
Pezo/ Idade Acima de 6 meses/ acmma de 1kg
Sexo Machos ou Fémeas _
| Origem Hospital Veteninano da UEL
Amosiras a serem coletadas | Fragmenio de fenda.

Cumpre onentar que caso pretendam-se quarsquer alferagdes no protocolo expenmental
aprovado, deve-se submeter o novo protecolo a apreciagio da CEUA/UEL antenormente a execugao
das modificapdes.

Em cumprimento as exdgéncias do CONCEA, em ate 3 dias da fimalizacio do
projeto de pesguiza on extenzio envolvendo o uszo de amimaiz (verificar periode de vigéncia
expresso meste oficio), € necessario emcaminhar relatoric da desericio de wso de amimais
para ceua/@uel.br, conforme modelo dizponivel no site da CETUA:
httpy -‘w'm'rnd.br.'mnntmrel:l.'pages.-‘mlatmn—d.e—pm]ems php.

Coloco-me a disposigio para qualsquer esclarecimentos que se fizerem necessanos. Sem
mais para o moments, subscrevo-me, cordialments

gt Ly erh F.lru.ldp-

Whansu Fimamiadiv _":.!a Lf;\-ﬁ-tm-nﬂ-f’
Prof® Dv* Mana Fernanda Rodngnes Graciano

Coordenadera da CEUATEL
Ima{a) Sr.(a)
Prof. (a) Dr. (a) Cesar Avgusto Tischer
Respomsavel pelo projeto

CC para a Chefia do Departamenio de Bioquimica e Biotemologia CCE
C/C para 3 Direcio do Centro de Ciéncizs Exatse CCE
C/C para o Hospital Veterinario da UBELACCA
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