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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) tem propriedades superiores a celulose vegetal, como alta
pureza e biocompatibilidade, mas seu alto custo de producdo é um desafio. A
bioeconomia circular oferece uma solucéo, utilizando residuos para producédo de
biopolimeros. Estudos com o foco na utilizagcdo da CB para liberacdo de farmacos
crescem cada vez mais nas industrias biomédicas. O principal objetivo do presente
trabalho foi produzir membranas de CB a partir de fontes renovaveis, como residuos
de hortifrati e residuos de usinas sucroalcooleiras, e avaliar seu uso como suporte
para a liberacdo de farmacos. Sendo assim, os residuos foram coletados e
processados para a preparacdo de meios de cultivo com diferentes concentracdes de
extratos, e a producao de CB por cepas de K. hansenii ATCC 23769 e K. rhaeticus
AF-1. A eficiéncia da producédo foi avaliada pelo rendimento em massa seca (RMS)
das membranas e pela capacidade de intumescimento (%Int), indicando a capacidade
de adsorcdo de agua das membranas. As membranas foram entdo submetidas a
modificagbes quimicas e fisicas, como tratamentos com metanol e diferentes
secagens, e caracterizadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e andlise
termogravimétrica (TGA/DTG). Posteriormente, foi avaliada a capacidade das
membranas de liberar farmacos antibacterianos, como Ceftriaxona e Levofloxacino,
em testes de difusdo em disco. Os resultados mostraram que os residuos de cana-
de-acucar, como o fermento e o creme, e os residuos de hortifrati, especialmente
pepino, foram eficientes para a producdo de CB. K. rhaeticus apresentou maior
rendimento (até 17,16 g/L), enquanto K. hansenii teve melhor capacidade de
intumescimento (até 98,86%). A analise por FTIR e TGA confirmou a integridade
quimica e térmica das membranas, enquanto a MEV revelou diferengas na porosidade
e entrelagamento das fibras. Concluiu-se que o uso de residuos agroindustriais para
a producdo de CB € uma abordagem eficiente e sustentavel. As membranas
produzidas apresentam caracteristicas adequadas para aplicacbes biomédicas,
especialmente na liberacdo de farmacos, reforcando o potencial da CB como uma

alternativa ecolégica e economicamente viavel.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, residuos agroindustriais, bioeconomia circular,

modificagdes quimicas, liberacdo de farmacos.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) has superior properties to plant cellulose, such as high purity
and biocompatibility, but its high production cost is a challenge. Circular bioeconomy
offers a solution by converting waste into biopolymers, with BC being particularly
studied for controlled drug delivery devices in the biomedical industry. The main
objective of this study was to produce BC membranes from renewable sources, such
as fruit and vegetable waste and residues from sugarcane mills and evaluate their use
as drug delivery supports. The residues were collected and processed to prepare
culture media with different extract concentrations, and BC was produced using K.
hansenii ATCC 23769 and K. rhaeticus AF-1 strains. The production efficiency was
evaluated by the dry mass yield (DMY) of the membranes and their swelling capacity
(%Sw), indicating the water absorption capacity of the membranes. The membranes
were then subjected to chemical and physical modifications, such as treatment with
methanol and freeze-drying, and characterized by scanning electron microscopy
(SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and thermogravimetric
analysis (TGA/DTG). Subsequently, the ability of the membranes to release antibiotics,
such as Ceftriaxone and Levofloxacin, was evaluated using disk diffusion tests. The
results showed that sugarcane residues, such as molasses and cream, and fruit and
vegetable residues, especially cucumber, were efficient for BC production. K. rhaeticus
showed higher yield (up to 17.16 g/L), while K. hansenii had better swelling capacity
(up to 98.86%). FTIR and TGA analysis confirmed the chemical and thermal integrity
of the membranes, while SEM revealed differences in porosity and fiber structure. It
was concluded that the use of agro-industrial waste for BC production is an efficient
and sustainable approach. The produced membranes have characteristics suitable for
biomedical applications, especially in controlled drug delivery, reinforcing the potential

of BC as an ecological and economically viable alternative.

Keywords: Bacterial cellulose, agro-industrial waste, circular bioeconomy, chemical

modifications, drug delivery.
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1. Introducéo e Revisao de Literatura
1.1. Celulose Bacteriana

A busca por materiais oriundos de fontes renovaveis tem progredido devido a
diversos problemas como a poluicdo, perda da biodiversidade e as mudancas
climaticas. A utilizacdo desses materiais visa a reducéo do uso de materiais baseados
em combustiveis fosseis que sao recursos finitos (MUIRURI et al., 2023).

A celulose é o biopolimero mais abundante e renovavel da natureza, sendo
principalmente oriunda de vegetais, podendo ser produzida por alguns
microrganismos como as bactérias. A celulose de origem bacteriana foi descoberta
em 1886 pelo cientista britanico AJ Brown enquanto realizava cultivos de Acetobacter
sp. sob condi¢Bes estaticas (DUARTE et al.,, 2019; MOHAMMADI; JABBARI;
BABAEIPOUR, 2023)

A celulose bacteriana (CB) possui uma rede porosa 3D unica e sofisticada de
nanofibras de celulose altamente cristalinas (geralmente> 80%), com elevado grau de
polimerizacdo (até 8000), alta capacidade de retencdo de &gua (até 99%), boa
biocompatibilidade, alta hidrofilicidade e baixa toxicidade (PANG et al., 2020). Assim
como a celulose vegetal (CV) a CB, € um polissacarideo linear composto por

mondmeros de (-D-glucopiranose ligados por ligagdes 3-1,4-glicosidicas (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligacfes de

hidrogénio possiveis

Fontes: Lustri et al. 2015

Contudo, quando comparado com a CV, a CB apresenta alto grau de pureza
sendo isenta de hemicelulose, pectina e lignina, garantindo vantagens na sua
utilizacdo uma vez que nao requer processos caros de extracdo e purificacao e o uso
de produtos quimicos ambientalmente perigosos (CAZON; VAZQUEZ, 2021).

As fibras possuem, 20-100 nm de largura e 1-9 m de comprimento, formando
uma rede interconectadas sem qualquer orientacdo preferencial. Este € o resultado
de um processo biolégico no qual as cadeias de glucana séo extrusadas dos poros
para 0 meio de crescimento, onde se agregam em micro fibrilas (FORESTI;
VAZQUEZ; BOURY, 2017).
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1.2. Producéo de celulose bacteriana

A CB pode ser produzida em condi¢des de cultivos estaticos e agitados. Os
cultivos estéticos, necessitam de incubacgéo por varios dias até que uma membrana
seja formada na interface ar/meio de cultivo ocupando a superficie, se moldando ao
formato do frasco de cultivo (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). A producéo
de CB em cultivo agitado € mais rapida e, normalmente leva a producdo de CB em
forma de corpos esféricos, estrelados ou filamentosos com didmetro variavel, contudo
o rendimento em massa seca € bem menor do que a aquele obtido em cultivo estatico
(RECOUVREUX, 2008).

A fonte de carbono é considerada um dos fatores mais importantes para a
otimizagdo da produgao (FERNANDES et al., 2020). Segundo Foresti et al. embora a
estrutura quimica da CB néo seja alterada, a fonte de carbono utilizada pode ter um
impacto na capacidade de retencdo de agua das membranas, no grau de
polimerizacdo, peso molecular, viscosidade intrinseca, indice de cristalinidade, taxa
de transmissdo de vapor de agua, taxa de transmissdo de gas de oxigénio e
propriedades mecanicas como a resisténcia a tragdo (FORESTI; VAZQUEZ; BOURY,
2017).

Son e colaboradores (SON et al. 2001) relatam que h4 uma maior producao de
CB em cultivo a 30°C, sugerindo que a temperatura afeta ndo sé a produtividade,
como também a morfologia e cristalinidade do polimero.

A selecdo de cepas bacterianas também influencia a producao de CB, como
observado por Lazarini e colaboradores (LAZARINI et al., 2018) que obtiveram, a partir
de aplicacdo de pressdes seletivas quimica (diferentes pH) e fisicas (diferentes
temperaturas e tempos de exposicao a luz UV) em cultivos de G. hansenii, uma cepa
bacteriana com maior capacidade de producédo, quando comparado com a cepa

original.

1.3. Bioeconomia circular

A gestdo de residuos é uma das maiores preocupacdes dos dias atuais, 0
crescimento populacional, a expansao industrial e 0 bem-estar econdmico séo alguns
dos fatores que contribuem para o aumento do acumulo de residuos. (MISHRA et al.,
2023).



19

O modelo econémico predominante desde a industrializacdo € o linear (Figura
2), onde extrai-se a matéria prima, produz-se um bem, que é consumido e, em
seguida, descartado. Como resultado ha a extra¢do continua de recursos naturais e o
descarte acelerado e precoce dos bens consumidos (FOSTER; SOUZA ROBERTO,
2016).

Figura 2 - llustracdo do modelo economico linear

EXTRAIR

DESCARTAR

FABRICAR

L R S B 5

Fonte: Prépria do Autor

Como alternativa ao modelo de desenvolvimento econémico dominante, foram
introduzidos o conceito e a metodologia de economia circular e bioeconomia (Figura
3). A economia circular é aplicada para transformar a cadeia de valor de linear para
circuito fechado e aumentar a eficiéncia da utilizacéo de recursos, a fim de equilibrar
0S encargos econdmicos, ambientais e sociais causados pela atual utilizac&o linear
de recursos (MAINA; KACHRIMANIDOU; KOUTINAS, 2017).

A bioeconomia depende da conversado de reserva de carbono renovavel de
biomassa agricola, florestal e residuos organicos em produtos incluindo alimentos,
racdes, produtos quimicos de base bioldgica, biopolimeros, combustiveis e
bioenergia. Os principios fundamentais da economia circular sdo complementares a
bioeconomia e facilitam a reciclagem e reutilizacdo de materiais direcionados ao
estabelecimento de abordagens sustentaveis elaborando a utilizacdo de recursos
(MAINA; KACHRIMANIDOU; KOUTINAS, 2017).
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Figura 3 - llustracdo do modelo econémico circular
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Fonte: Prépria do Autor

De acordo com o “Global Waste Management” de 2024, todo anos mais de 2
bilhdes de toneladas de residuos sélidos urbanos sdo gerados, onde podemos citar o
desperdicio de alimentos (ZOE LENKIEWICZ et al., 2024).

Segundo o Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (United
Nations Environment Programme) ou UNEP, o Brasil produz cerca de 79 milhdes
toneladas por ano de residuos, atras da india com 153 milhdes de toneladas, dos
Estados Unidos com 265 milhdes de toneladas e da China com 395 milhdes de
toneladas (BESEN; FREITAS; JACOBI, 2017; FOSTER; SOUZA ROBERTO, 2016;
ZOE LENKIEWICZ, 2024).

O “Food Waste Index” de 2024 estima que cerca de 5 bilhdes de toneladas de
residuos agroindustriais sdo gerados por ano, esses residuos que em sua maioria Sao
ricos em matéria organica, sdo provenientes principalmente da producdo agricola,
pecuaria e do processamento de alimentos. Esses residuos incluem sobras de
cultivos, residuos de frutas e vegetais, subprodutos de industrias como a de aguUcar e

Oleos, e outros materiais organicos gerados nas varias fases de processamento e
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producdo (HAMISH FORBES, ELOISE PEACOCK, NETTIE ABBOT; JONES, 2024;
NAIK et al., 2023).

Segundo a Organizacdo das Nacgbes Unidas para a Alimentacédo e a
Agricultura, em 2018, mais de uma tonelada de alimentos destinados para o consumo
humano foi perdido ou desperdicado entre o local de producdo e o de consumo
(JESUS; PIRES; NOVA, 2018). O desperdicio de alimentos chega a 1,3 bilh&o de
toneladas em todo o mundo e representa 7% das emissdes de gases de efeito estufa
(SCHMIDT RIVERA et al., 2019).

As estimativas globais mais recentes de perdas e desperdicio de alimentos
indicam que 13,8% dos alimentos sdo perdidos apos a colheita, ndo incluindo o varejo,
e que 17% da producéo total de alimentos pode ser desperdicada entre o varejo, 0s
servigos de alimentacéo e as residéncias, esse desperdicio gera por ano um impacto
na economia global de cerca de 750 bilhbes de dolares (AHMED et al., 2023,
BOITEAU; PINGALI, 2023).

Nos proximos dez anos, a produc¢do mundial de desperdicio de alimentos esta
projetada para aumentar em 33% (AHMED et al., 2023; POUR; MAKKAWI, 2021).

Os residuos agroindustriais, incluindo residuos organicos de perda e
desperdicio de alimentos constituem um recurso renovavel atipico que tem potencial
para ser processado em varios materiais valiosos. A utilizacdo e conversao de
residuos em produtos de valor agregado € uma solucéo inteligente para superar seu
acumulo. (SANTOSO et al., 2021).

1.4. Utilizacdo de residuos para a producéo de CB

A escassez de energia e os problemas de poluicdo ambiental tornaram-se um
problema urgente a ser resolvido. Para atender a crescente demanda por recursos
renovaveis e materiais ambientalmente compativeis, o desenvolvimento de
biopolimeros com abundancia, renovabilidade, baixo custo, protecdo ambiental e
biodegradabilidade tornou-se de grande importancia na ciéncia dos biopolimeros
(PANG et al., 2020).

Nesse contexto, a CB tem recebido muita atengao, devido suas propriedades,
colaborando com a possibilidade do aproveitamento dos residuos agroindustriais
como fontes alternativas de nutrientes (Figura 4), com o0 objetivo de tornar essa
producdo mais “verde” e reduzir os custos de produgdo (CAZON; VAZQUEZ, 2021;
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FORESTI; VAZQUEZ; BOURY, 2017; HUSSAIN et al., 2019; KUMBHAR; RAJWADE;
PAKNIKAR, 2015; RODRIGUES et al., 2024; UL-ISLAM et al., 2023; ZHOU et al.,
2022).

Figura 4 - Exemplos de utilizacdo de residuos agroindustriais para a producao de CB

presentes na literatura
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azeitona;
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AGROINDUSTRIAIS
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*Cascas remanescentes;

*Casca de Grédos;
*Efluente bruto de destilaria

Fonte: Adaptado de Patel et al 2023

Como exemplos, podem ser citados os estudos desenvolvidos por Kurosumi e
colaboradores (KUROSUMI et al., 2009), que utilizaram sucos de frutas como meio
para a producdo de CB, obtendo resultados promissores utilizando suco de uva.

Kumar e colaboradores (KUMAR et al., 2019), que obtiveram uma producéo de
CB no suco de tomate elevada se comparado com 0s meios descritos na literatura.

Fan e colaboradores (FAN et al., 2016) utilizaram casca e bagaco de frutas
citricas provenientes de processamentos de uma industria de fabricagdo de sucos,
demonstrando a possibilidade do uso desse tipo de residuo para a producédo de CB,
indicando que ndo ocorreram alteragcbes nas propriedades fisico-quimicas das
membranas de CB, sendo portanto, mais economicamente viavel e ecologicamente
correta a utilizagéo de residuos se comparado com meios sintéticos como o HS.

Outro estudo realizado por Jahan e colaboradores (JAHAN; KUMAR; SAXENA,
2018), utilizou efluente residual de destilarias com composi¢ao aproximada de 4% de
fontes de carbono, 0,15% de fontes de nitrogénio, grande concentracdo de ions
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metalicos e pH de 4,75, os resultados indicaram a producéo de CB tanto no seu estado
puro, como também com o acréscimo de 2% de sacarose, onde a producao de CB no
meio com 2% de sacarose foi levemente superior, se comparado com o efluente sem
nenhuma modificacgéo.

Outros residuos ja foram descritos na literatura para a producéo de CB, como
casca de uva e madeira industrial (CARREIRA et al., 2011), residuos de glicerol
obtidos a partir do processamento de biodiesel (HO JIN et al., 2019), agua residual do
processamento de jujuba (LI et al., 2015), residuos de extrato de tabaco (YE et al.,
2019), produtos residuais da producéo de 6leo de oliva (GOMES et al., 2013), casca
de batata (ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019), casca de noz pecan
(DORAME-MIRANDA et al., 2019), suco de caju (SILVA et al., 2021), casca de abacaxi
(PATEL et al., 2024), melago de cana de acgucar (LAZARINI et al., 2016) e suco de
batata (CIECHOLEWSKA-JUSKO et al., 2024) onde em todos 0s casos mesmo sem

aumento na producao, foi observada a diminui¢do nos custos.

1.5. Celulose bacteriana como suporte de liberagdo de farmacos e moléculas bioativas

Nos ultimos anos, a procura por terapias menos invasivas e mais efetivas
visando o aumento do potencial terapéutico de varios agentes € alvo de pesquisas
das industrias biomédicas e farmacéuticas (MOHAMMADI; JABBARI; BABAEIPOUR,
2023).

A elaboracao de dispositivos de liberacdo de farmacos é um campo da
tecnologia farmacéutica em expansao. Uma liberacdo de farmacos bem-sucedida é
influenciada por varios fatores, um dos quais € a identificacdo adequada de materiais
para pesquisa e engenharia de novos sistemas de distribuicdo de medicamentos
(ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas a CB é um dos materiais alvo de
estudos para utilizacdo como suporte dessa liberacdo de farmacos. A hidrofilicidade é
uma dessas caracteristicas permitindo a adsorcao de moléculas hidrofilicas, além de
uma elevada capacidade de modificagbes e funcionalizagbes devido a grande
superficie de contato. E importante ressaltar outras caracteristicas como a capacidade
de manter um ambiente Umido, absorver o excesso de exsudato, fornecer protecédo
mecanica, evitar infecgbes microbianas, reduzir a dor local da ferida, permitir

facilmente a substituicdo, além de ser biocompativel, hipoalergénica, possuir alta
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resisténcia a tracao, flexibilidade, alta porosidade, capacidade de retencéo de agua e
boa permeabilidade a gases e liquidos (AKKI et al., 2024; PANG et al., 2020).

Um estudo realizado por Almeida e colaboradores (ALMEIDA et al., 2014)
utilizou membranas CB com e sem glicerina demonstrando que a membrana de CB
com glicerina proporcionou efeito hidratante da pele, o que nao foi observado para a
membrana sem glicerina. A boa tolerancia cutanea encontrada ap0s uma Unica
aplicacao reforca o interesse na utilizagdo das membranas de CB como suporte para
aplicacdo tépica de farmacos. A inclusdo da glicerina, além de modificar as
propriedades mecanicas, promoveu efeito hidratante da pele que resultou em uma
caracteristica clinicamente relevante para o tratamento de doencas cutaneas
caracterizadas pelo ressecamento, como psoriase e dermatite atdpica.

Silva e colaboradores (SILVA et al., 2014) utilizaram membranas de CB com
diclofenaco, sugerindo que essa tecnologia pode ser aplicada com sucesso na
administracdo de diclofenaco com a vantagem da facil aplicacdo, simplicidade de
preparacao e estrutura de camada Unica.

Em um estudo realizado por Shao e colaboradores (SHAO et al., 2016), a
membrana de CB foi carregada com cloridrato de tetraciclina, indicando que as
membranas foram capazes de controlar a liberacdo do medicamento, sem apresentar
citotoxicidade em linhagens de células HEK293.

Além dos usos descritos, também sao relatados na literatura a utilizacdo de
membranas de CB com cloreto de benzalconio (WEI; YANG; HONG, 2011),
nanoparticulas de prata (BARUD et al., 2011; JUNG et al., 2009), ceftriaxona
(LAZARINI et al., 2016) ibuprofeno e lidocaina (TROVATTI et al., 2012).

1.6. Modificagdes e Funcionalizagéo de CB

O uso promissor da CB como suporte para a liberacdo de farmacos incentivou
a busca por métodos de modificagdes in situ e ex situ capazes de aumentar o potencial
ou oferecer caracteristicas especificas para essa liberacdo, sendo possivel devido a
CB apresentar versatilidade para modificacbes, ampliando assim a visdo sobre seu
uso podendo ocorrer modificagdes com relagéo porosidade, cristalinidade, estrutura
quimica e fungdo (ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014; MUIRURI et al., 2023).
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Sua estrutura rica em hidroxilas livres € um dos motivos que permite com que
a CB tenha um grande potencial para modificacbes quimicas (OPREA; VOICU, 2020;
QIAN et al., 2023).

A modificacdo in situ é caracterizada pela alteracdo das condi¢Bes de cultivo
ou pela adicdo de outros reagentes ao meio de cultivo. Zaborowska e colaboradores
(ZABOROWSKA et al., 2010) utilizaram microesferas de parafina incorporadas ao
meio de cultivo, resultando em scaffolds de CB com poros de 300 pm a 500 pm,
indicando uma melhor proliferacao celular para utilizagdo em regeneracao 6ssea. Sun
e colaboradores (SUN et al., 2020) estudaram o efeito do fluoreto de sédio no meio
de cultura para sintese de CB, resultando em alteracdo na microestrutura e
propriedades mecénicas devido a formacéo de acido fluoridrico.

A modificacdo ex situ € um método para modificar a superficie da CB por
meétodos fisicos ou quimicos apdés a sintese, geralmente realizada logo apds a
purificacdo do biomaterial (FERNANDES et al., 2020).

Adepu & Khandelwal (ADEPU; KHANDELWAL, 2020) utilizaram diferentes
métodos de secagem por liofilizagcdo e em estufa a 60°C, obtiveram diferencas com
relacdo a morfologia, porosidade e cristalinidade, obtendo cinéticas de liberacdo de
diclofenaco de sddio com comportamentos diferentes.

Segundo Pang e colaboradores (PANG et al., 2020), existem relatos na
literatura de uma série de derivados de CB com diferentes estruturas e propriedades
obtidas por carboximetilacdo, acetilagcdo, fosforilacdo, esterificacdo e outras
copolimerizacdes de enxerto e reacdes de reticulacdo na superficie da CB.

Sendo assim, a obtencdo de membranas de CB de maneira sustentavel e
economicamente viaveis, sdo de extrema importancia, possibilitando a utilizacéo
como suporte de liberagdo de farmacos e moléculas bioativas por meio de

modificagdes in situ e ex situ.
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2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

Producdo de membranas de CB utilizando os principios da bioeconomia circular
para a utilizacdo como suporte de liberacdo de farmacos antibacterianos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Coletar residuos agroindustriais (hortifrati, residuos de usina de cana de acgucar,
cervejarias e destilarias);

2.2.2. Processar os residuos obtidos para extracdo dos nutrientes;

2.2.3. Produzir CB utilizando concentracbes variadas de extratos obtidos do
processamento dos residuos agroindustriais, para utilizacdo como fontes alternativas
para formulacdes de meios de cultivo aplicando a bioeconomia circular, associados
ou ndo a outras fontes de carbono (glicose, frutose e sacarose) e de nitrogénio (extrato
de levedura, peptona e triptona), pelas cepas bacterianas K. hansenii ATCC 23769 e
K. rhaeticus AF-1;

2.2.4. Determinar o rendimento em massa seca e a porcentagem de intumescimento
(%Int) das membranas de CB produzidas obtidas;

2.2.5. Realizar modifica¢des quimicas de superficie por tratamento térmico e quimico;
2.2.6. Utilizar as membranas de CB modificadas como suportes para liberacao de
Ceftriaxona e Levofloxacino;

2.2.7. Caracterizar por microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise
termogravimétrica (TGA/DTG) e espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) as membranas de CB produzidas por K. hansenii ATCC23769 e K.

rhaeticus AF-1, produzidas utilizando os meios com diferentes composi¢oes;
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CAPITULO 1

PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA UTILIZANDO RESIDUOS DE USINAS
SUCROALCOOLEIRAS
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Capitulo 1 — Producéo de CB utilizando residuos de usinas sucroalcooleiras
1. Materiais e Métodos
1.1. Reagentes

Os farmacos Ceftriaxona (CRO) e Levofloxacino (LVX) foram adquiridos dos
laboratorios Sigma-Aldrich/Merck. Os meios de cultivo Brain Heart Infusion (BHI),
Mueller-Hinton (MH), extrato de levedura e agar bacteriologico foram adquiridos da
empresa Kasvi. Frutose, Etanol absoluto, metanol, &cido acético glacial, hidréxido de
sédio (NaOH) e hidréxido de potassio (KOH) foram adquiridos da empresa Synth, os
Reativos de Benedict qualitativo e quantitativo foram adquiridos da empresa Exodo

Cientifica.

1.2. Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas de K. hansenii (ATCC 23769) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), foram obtidas da Colecédo de Culturas da Fundacédo André Tosello, e
K. rhaeticus AF-1 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Hernane da Silva Barud,
coordenador do Laboratorio BioPolMat da Universidade de Araraquara-UNIARA.

1.3. Reativacdo das cepas bacterianas

As amostras bacterianas de K. hansenii e K. rhaeticus, mantidas sob
refrigeracdo -80°C em glicerol foram reativadas em meio contendo Frutose 60 g/L,
Extrato de Levedura 5,6 g/L e Etanol 50 mL/L (FRU). O volume de 2 mL do cultivo
refrigerado foi transferido para 200 mL de meio de cultivo, esse cultivo foi mantido sob
agitacdo de 250 rpm, em estufa tipo B.O.D a 28°C (Marconi), por 24 horas e,
posteriormente, mantido em cultivo estatico em BOD a 28°C até a producao de uma
membrana de CB. A seguir, o cultivo foi vigorosamente agitado para remocao das
bactérias da membrana e a suspenséo obtida foi utilizada para a preparacao do pré-

in6culo.
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1.4. Preparo do pré-indculo bacteriano

A partir da suspensdao bacteriana obtida na etapa anterior, uma aliquota de 50
mL foi transferida para um Erlenmeyer contendo 150 mL de meio FRU estéril. O cultivo
bacteriano foi mantido a 28°C em estufa B.O.D., em condicao estética, até a formacgéo
de uma membrana de CB e um crescimento bacteriano saturado. Este cultivo foi
utilizado como pré-inéculo, com repique a cada 7 dias até a utilizacdo para a producao

das membranas de CB.

1.5. Coleta e processamento de residuos de usinas sucroalcooleiras para obtencao

de extratos

Os residuos utilizados foram coletados de usinas sucroalcooleiras da regiao de
Araraquara/SP, sendo obtidos de diferentes etapas do processamento da cana-de-
acucar e identificados como Caldo Priméario (CP), Fermento (FE) e Creme (CR), os
residuos se encontravam na forma liquida. Os residuos obtidos foram inicialmente
submetidos autoclavacdo a 121°C, por 30 minutos para a extracdo por infusdo dos
nutrientes sollveis e, em seguida, resfriados e submetidos a filtracédo, para a remocéao
de qualquer residuo sélido/insoluvel restante. Apds essa etapa, 0s extratos obtidos
foram submetidos a analise qualitativa e quantitativa de acucares redutores utilizando
o Reativo de Benedict.

O reagente de Benedict € utilizado para detectar a presenca de aclUcares
redutores, como glicose e frutose, que possuem grupos funcionais aldeidos ou
cetonas capazes de serem oxidados. Ele é composto por citrato de sédio, que
estabiliza os ions cobre, carbonato de sodio, que fornece um meio alcalino, e sulfato
de cobre (ll), que é a fonte de ions Cu?*. Quando a solucdo contendo um acgucar
redutor é aquecida com o reagente, o grupo aldeido do acucar € oxidado a um &cido
carboxilico, enquanto o ion cobre (1) é reduzido a 6xido de cobre (1), Cu,O. Este 6xido
insoltvel precipita com uma coloracao que varia de verde a vermelho tijolo, como pode
ser observado na Figura 5, dependendo da concentragdo do agucar redutor presente.
A reacédo ocorre em meio alcalino, essencial para que o equilibrio quimico favoreca a

oxidacao do acucar e a reducao do cobre.
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Figura 5 - Escala Quantitativa utilizando reativo de Benedict
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Fonte: Prépria do Autor

1.6. Preparo dos meios de cultivo utilizando extratos de residuos de usinas

sucroalcooleiras

Os extratos obtidos na etapa anterior foram diluidos nas concentracfes de
70%, 40% e 10%, utilizando agua destilada e submetidos a autoclavacéo a 121°C, por
15 minutos para esterilizagdo. O extrato sem diluir (100%) também foi utilizado como
meio de cultivo. ApOs esse processamento 0s extratos foram armazenados a 4°C até

0 momento do uso.

1.7. Produgé&o de membranas de CB

Para a producdo de CB utilizando os meios de cultivos descritos na etapa
anterior. Uma suspenséo bacteriana densa foi preparada em solugéo salina estéril,
essa suspenséo foi utilizada para a diluicdo e obtencédo da escala nefelométrica 1,0
de McFarland (3,0x108 UFC/mL) nos cultivos. Os cultivos foram realizados em
triplicata em tubos de ensaio utilizando um volume final de 10 mL de meio de cultivo,

sendo mantidos em cultivo estatico por 7 dias em incubadora B.O.D. a 28°C.
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1.8. Analise da capacidade de producéo de CB

As membranas de CB produzidas na etapa anterior que apresentaram o melhor
rendimento em massa seca (RMS), foram submetidas a andlise de producdo por
tempo. Os cultivos foram realizados como descrito na etapa anterior e a cada 7 dias
os cultivos foram vigorosamente agitados e as membranas CB produzidas foram
retiradas de forma asséptica em cabine biolégica com fluxo laminar. Em seguida os
cultivos foram colocados novamente em estufa B.O.D. sem nenhum acréscimo de
meio de cultivo ou de pré-in6culo mesmas condigcbes de cultivo anteriormente
descritas. Esse processo foi repetido até que ndo houvesse mais a formacdo de

membranas de CB nos cultivos.

1.9. Processamento das membranas de CB produzidas

Decorridos os 7 dias de producédo as membranas foram retiradas dos meios de
cultivo e lavadas em agua corrente por 30 minutos para a remocéao dos residuos dos
meios, a seguir, as membranas foram imersas em 100 mL 4gua destilada e mantidas
em banho-maria (modelo500-4D Ethik Technology) a 65°C, com troca de 4gua a cada
24h, até clareamento total. Apds esse procedimento, as membranas foram
submetidas ao tratamento com 100 mL de NaOH 0,5 M por 30 minutos em banho-
maria a 80°C, para a remocao de cepas bacterianas restantes.

ApGs o tratamento com o NaOH 0,5M, as membranas foram mantidas em 100
mL de agua destilada em banho-maria a 65°C, com troca de agua a cada 12h, até a
atingir pH 7,0.

Apos a neutralizacéo do pH, as membranas foram mantidas em placas de Petri

em estufa ventilada — 400/1ND — Ethik Technology a 60°C até desidratacdo completa.

1.10. Andlise do RMS das membranas de CB obtidas

As membras de CB desidratadas como descrito no item 1.9. foram pesadas em
balanca analitica Shimadzu AUY 220 e a massa obtida foi utilizada para determinacao

do rendimento em massa seca aplicando a equagéo (1):
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1R _Ms
(D ms—V

Onde RMS corresponde ao rendimento em massa seca das membranas de CB, Ms é
corresponde a massa seca da membrana de CB (g) e V corresponde ao volume de

meio consumido.

1.11. Estudo de porcentagem de intumescimento das membranas de CB obtidas

O comportamento de porcentagem de intumescimento (%Int) foi avaliado por
imersdo das membranas em aproximadamente 250 mL de agua destilada, a
temperatura ambiente (25°C) por 4h até atingir o equilibrio de intumescimento. Apods
atingir o equilibrio, as membranas de CB foram cuidadosamente retiradas e 0 excesso
de éagua livre da superficie foi removido com papel de filtro, para posterior
determinacao da massa intumescida em balanc¢a analitica Shimadzu AUY 220. A %int
foi realizada utilizando a seguinte expressao (2):

Mint—Ms

(2) % Int = x100

Onde % Int corresponde a porcentagem de %lInt das membranas de CB, Ms
corresponde a massa seca das membranas de CB e Mint corresponde a massa

intumescida de CB.

1.12. Caracterizagdo das membranas de CB obtidas

As membranas de CB obtidas ap0s a producdo nos diferentes meios de
residuos foram caracterizadas por andlise termogravimétrica (TGA) e por
termogravimetria derivada (DTG). As curvas foram obtidas no equipamento TA
Instruments SDT q600. As condi¢cbes empregadas foram: atmosfera de oxigénio com
fluxo continuo de 100 mL/min e taxa de aquecimento de 10°C por minuto. A
temperatura utilizada no experimento ficou entre 30-600°C, tendo como referéncia um
cadinho de alumina.

As membranas de CB foram analisadas também por FT-IR com a finalidade de

avaliar os principais grupos funcionais, caracteristicos de CB, utilizando o
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espectrometro Cary 630 FT-IR Agilent, em modo de transmitancia na regido de 4000
a 600cm-1.

Para a andlise das caracteristicas morfolégicas, como por exemplo as diferencgas entre
0s entrelagcamentos, espessuras das fibras e na porosidade, as membranas de CB
foram caracterizadas por MEV, com aumento de 25.000x e 100.000x, utilizando o

microscopio JEOL JSM- 6360 LV, apds recobrimento com carbono.

2. Resultados

2.1. Producdo de CB utilizando residuos do processamento de cana-de-acucar,

coletados em usinas sucroalcooleiras

A andlise dos meios de cultivos demonstrou que os 3 meios de residuos
apresentaram acucares redutores em concentracbes diferentes, FE e CR
apresentaram concentracfes de 0,5% a 1% e CP com concentracéo de 1,5% a 2%

de acucar redutor, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Andlise Quantitativa de Acucares redutores utilizando reativo de Benedict,

onde 1 corresponde ao FE, 2 corresponde ao CR e 3 corresponde ao CP.

Fonte: Propria do Autor
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Os resultados obtidos utilizando os meios de residuo para a producédo de CB
demonstraram que tanto K. hansenii ATCC 23769 quanto K. rhaeticus AF-1 foram
capazes de produzir membranas de CB nos extratos utilizados, com excecao de K.
hansenii nos meios de CP a 100% e 70%. Na concentragéo de 10% CR, CP e FE
apresentaram producdo de CB, porém as membranas de CB obtidas eram
extremamente finas e com pouca resisténcia mecanica, inviabilizando o
processamento das membranas para posterior aplicacao.

Na Figura 7 podemos ver o aspecto macroscopico das membranas de CB
produzidas por K. hansenii nos diferentes meios de cultivo. As membranas
apresentaram diferencas de transparéncia e espessura de acordo com 0 meio

utilizado.

Figura 7 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. hansenii

- . O
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Fonte: Prépria do autor
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Na Figura 8 podemos ver o aspecto macroscopico das membranas de CB
produzidas por K. rhaeticus nos diferentes meios de cultivo. Diferente das membranas
de CB produzidas por K. hansenii, foi observado pouca diferenca com relacdo a
transparéncia entre as membranas, diferindo mais com relacdo a espessura.

Figura 8 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus
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O aspecto macroscépico das membranas de CB obtidas indica diferentes
caracteristicas de producéo entre as duas espécies de Komagataeibacter, uma vez
gue as membranas de CB obtidas utilizando cepas de K. hansenii sdo aparentemente
mais grossas e transparentes, enquanto as membranas obtidas utilizando cepas de
K. rhaeticus sdo mais finas e com aparéncia menos aquosa e mais densa.

2.2. Analise do rendimento em massa seca (RMS) e porcentagem de intumescimento
(%Int) das membranas de CB obtidas

Os resultados obtidos na andlise do RMS demonstram que a membrana
produzida no meio CR 40% por K. hansenii foi superior, quando comparado com as
demais membranas de CB produzidas por K. hansenii, como pode ser observado na
Tabela 1. Com relagdo a %Int as membranas produzidas no meio FE 100% e CR 40%
apresentaram os melhores resultados, sem diferencas estatisticamente significantes

entre elas.

Tabela 1 - Andlise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. hansenii

nos residuos de cana-de-acucar

MEIO RMS (g/L) %Int

CR 100% 2,78 (£ 0,18) * 91,82 (+ 1,79) *
FE 100% 2,80 (+0,27) * 98,86 (+ 0,52) *
CR 70% 2,73 (£ 0,12) * 85,67 (+ 4,93) *
FE 70% 2,98 (£ 0,57) * 87,02 (+ 3,15) *
CR 40% 5,78 (£ 0,23) * 97,18 (% 0,20) *
FE 40% 2,93 (£ 0,17) * 90,06 (+ 5,25) *
CP 40% 2,80 (£ 0,22) * 93,82 (+ 0,06) *

*Desvio Padrao

A analise de RMS das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus (Tabela
2) demonstram que o rendimento utilizando o meio FE 70% foi superior quando
comparadas com as demais. Com relagéo a %Int as membranas que apresentaram
melhores resultados foram CR 100% e CP 40%.
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Tabela 2 - Analise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

nos residuos agroindustriais

K. rhaeticus RMS (g/L) %lnt

CR 100% 4,95 (+ 0,15) * 84,55 (+ 3,61) *
FE 100% 7,63 (x0,18) * 80,18 (+ 4,99) *
CP 100% 8,45 (+ 0,05) * 76,40 (+ 2,06) *
CR 70% 7,71 (£ 0,07) * 82,63 (+ 3,78) *
FE 70% 11,98 (+ 0,12) * 77,74 (+0,84) *
CP 70% 4,46 (+ 1,03) * 76,86 ( 5,52) *
CR 40% 6,48 (+ 0,66) * 77,18 (+ 0,90) *
FE 40% 7,30 (x 0,21) * 69,96 (+ 2,39) *
CP 40% 7,56 (+ 0,36) * 84,26 (+ 0,31) *

* Desvio Padrao

Os resultados obtidos utilizando as duas espécies de Komagataeibacter spp.

demonstraram que o RMS das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus séo

todos superiores, ficando entre 4,467 g/L e 9,983 g/L em comparac¢do com o RMS das

membranas produzidas por K. hansenii ficando entre 2,733 g/L e 3,783 g/L.

O maior potencial de producéo de K. rhaeticus em relacao a K. hansenii, pode

ser devido a diferencas na ativacdo das vias metabolicas envolvidas na producéo de

CB de cada uma das espécies bacterianas, uma vez que as condicfes de cultivo para

ambas as espécies foram as mesmas. Lustri e colaboradores (LUSTRI et al., 2015),

descreveram as vias metabdlicas utilizadas por K. hansenii ATCC 23769 como pode

ser observado na Figura 9. Contudo ainda ndo ha estudos comparativos entre as vias

metabdlicas de K. hansenii e K. rhaeticus na producéo de CB.
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Figura 9 - Modelo hipotético da via para a biossintese de celulose por K. hansenii a

partir de fontes de carbono
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Fonte: Lustri et al., 2015

Com relagédo a %lInt, o estudo possibilita uma anélise da capacidade que a
membrana de CB tem de adsorver agua apos a desidratagdo completa, sendo um
dado importante para a liberacdo de farmacos, uma vez que possibilita a analise do
quanto a membrana de CB foi capaz de adsorver de farmaco. Os resultados obtidos
demonstram que as membranas de CB produzidas por K. hansenii apresentam %lInt
superior quando comparado com as membranas de CB produzidas por K. rhaeticus.
Enquanto as membranas produzidas por K. rhaeticus ficaram entre 69,693% e
84,554% as membranas produzidas por K. hansenii ficaram entre 85,673% e
98,860%.

2.3. Caracterizacdo das membranas de CB produzidas utilizando residuos de cana-

de-acucar

As membranas selecionadas para as analises TGA/DTA, FTIR e MEV, foram
as que apresentaram maior RMS de cada uma das espécies, sendo assim para K.
hansenii a membrana seleciona foi a produzida no meio CR 40% e para K. rhaeticus
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a membrana de CB produzida no meio FE 70%, as mesmas membranas foram

utilizadas posteriormente nos testes de liberacdo de antibacterianos.

2.3.1. Andlise Termogravimétrica (TGA)

As analises de TGA mostraram dois eventos de perda de massa, tanto para as
membranas produzidas por K. hansenii quando por K. rhaeticus, como pode ser
observado nas Figuras 10 e 11 respectivamente. Desses eventos 0 primeiro esta
associado com a perda de moléculas de agua na superficie do material, o segundo e
terceiro estdo associados com a degradacao térmica da celulose, estando de acordo
com o processo de despolimerizacdo e decomposicdo das ligacdes glicosidicas (DE
SALVI et al., 2012).

Com relacdo as duas membranas produzidas, foi possivel avaliar que nédo
restaram residuos inorganicos pois entre as temperaturas de 500°C e 550°C 100% da
massa da membrana de CB foi perdida. Este resultado indica que o uso de residuos
como meios de cultivo, além de ndo alterar o comportamento térmico do polimero, ndo

influenciou na pureza das membranas.

Figura 10 - Andlise do comportamento térmico por TGA da membrana de CB

produzida por K. hansenii no meio CR 40%
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Figura 11 - Andalise do comportamento térmico por TGA da membrana de CB
produzida por K. rhaeticus no meio FE 70%
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Fonte: Prépria do autor

2.3.2. Andlise por FTIR

De acordo com a literatura, as bandas no intervalo de 3350-3500 cm™ de
celulose pura séo atribuidas ao estiramento O-H, enquanto as bandas 2800-2900 cm-
! sdo atribuidas aos estiramentos C-H. A banda em 1160 cm™ é atribuida ao
estiramento C-O-C, enquanto as bandas no intervalo 1035-1060 cm séo devidas ao
estiramento C-O (LAZARINI et al., 2016). Sendo assim os espectros de FTIR das
membranas de CB exibidos na Figuras 12, confirmam a producdo de membranas de
CB puras, e reforcam os resultados obtidos pela TGA indicando que a utilizacdo dos

residuos néo altera as propriedades quimicas das membranas de CB.
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Figura 12 - Espectros de FTIR das membranas de CB produzidas no K. hansenii no
meio CR 40% (A) e K. rhaeticus no meio FE 70% (B)
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2.3.3. Andlise por MEV

A MEV permite a andlise das caracteristicas morfologicas relacionadas ao
entrelacamento e espessura das fibras, além de uma andlise superficial da
porosidade. Nas Figura 13 e 14 é possivel observar as caracteristicas morfologicas
das membranas de CB produzidas por K. hansenii e K. rhaeticus respectivamente. Os
resultados obtidos demonstraram diferencas no entrelagamento de fibras e no
tamanho dos poros. Os resultados obtidos reforcam as diferencas entre os aspectos

macroscopicos das membranas produzidas pelas diferentes espécies.

Figura 13 - MEV da membrana de CB produzida por K. hansenii no meio CR 40% nos
aumentos de 25.000x e 100,000x

lpm  IQ-UNESP 7/5/2022 — 100nm IQ-UNESP 7/5/2022

2.00kV SEI GB LOW WD 5.3mm 9:39:48 X 100,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.3mm 9:43:30

Fonte: Prépria do autor
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Figura 14 - MEV da membrana de CB produzida por K. rhaeticus no meio FE 70% nos
aumentos de 25.000x e 100,000x
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Fonte: Prépria do autor

2.4. Andlise da capacidade de producdo de membranas de CB nos residuos

agroindustriais

Os meios FE 70% e CR 40% foram testados quanto a capacidade de produzir
CB ao longo do tempo sem a adicdo de nutrientes.

Para isso os cultivos foram realizados em triplicata (Figuras 15 e 16) e deixados
nas mesmas condic¢des de cultivo, com retirada das membranas de CB a cada 7 dias
até que ndo houvesse mais producéo de CB no meio utilizado.

A producédo de CB tanto no meio CR 40% utilizando cepas de K. hansenii,
guando no meio FE 70% utilizando cepas de K. rhaeticus se estendeu por 21 dias,
vale ressaltar que com 28 dias os cultivos ainda apresentaram membranas de CB,
contudo, as membranas eram muito finas dificultando o processamento e por isso

foram descartadas e o teste encerrado.



43

Figura 15 - Os cultivos em triplicata das membranas de CB produzidas ao longo dos

21 dias no meio FE 70% utilizando K. rhaeticus

7 DIAS | 14 DIAS 21 DIAS

W-yv/ ,‘ v e —

Fonte: Prépria do Autor

Figura 16 - Os cultivos em triplicata das membranas de CB produzidas ao longo dos

21 dias no meio CR 40% utilizando K. hansenii
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Fonte: Prépria do Autor

Os resultados de RMS e %Int, apresentados nas Tabelas 3 e 4 demonstram
gue ao longo dos dias 0 RMS das membranas foi diminuindo tanto para K. hansenii,
guanto para K. rhaeticus, resultado ja esperado devido ao consumo de nutrientes do
meio de cultivo pela bactéria.

O RMS das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus durante os 21 dias
ficou entre 13,3167 g/L e 9,7 g/L e a %lInt foi reprodutivel durante os 21 dias, se
mantendo entre 78% e 79%. Com relacdo as membranas de CB produzidas por K.
hansenii 0 RMS ficou entre 5,5833 g/L e 3,3 g/L e a %Int assim como no cultivo por K.

rhaeticus se manteve reprodutivel ficando em torno de 95% e 98%.
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Tabela 3 — Analise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

ao longo dos 21 dias

Tempo RMS (g/L) %lnt

7 DIAS 13,31 (£1,58) 78,74 (£0,75)
14 DIAS 11,21 (¥1,01) 79,36 (+0,66)
21 DIAS 9,10 (0,21) 79,63 (+0,35)

*Desvio Padrao

Tabela 4 — Andlise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. hansenii

ao longo dos 21 dias

Tempo RMS (g/L) %Int

7 DIAS 5,58 (£0,34) * 97,9199 (+1,09) *
14 DIAS 4,31 (+0,60) * 96,0952 (+1,95) *
21 DIAS 3,30 (+0,26) * 95,7908 (+1,94) *

*Desvio Padrao

Os resultados obtidos sdo importantes, pois reforcam o potencial de utilizagao
dos residuos na producédo de CB, uma vez que os residuos foram coletados sem

custo, e apresentaram producao de CB sem adicao de nutrientes por 21 dias.
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Capitulo 2 — Producéo de CB utilizando residuos de hortifrati
1. Materiais e Métodos
1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram descritos no item 1.1. do Capitulo 1.

1.2. Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas foram descritas no item 1.2. do Capitulo 1.

1.3. Reativacéo das cepas bacterianas

As cepas bacterianas para a producao de CB, foram reativadas como descrito

no item 1.3. do Capitulo 1.

1.4. Preparo do pré-indculo bacteriano

O pré-indculo utilizado para a producao de CB foi o mesmo obtido no item 1.4.

do Capitulo 1.

1.5. Obtencao e processamento dos residuos de hortifruti para obtencéo dos extratos
a serem utilizados como fonte de nutrientes na produgéao de CB

Os residuos foram coletados em um comércio local da cidade de Araraquara,
a coleta foi realizada a partir de compartimentos de descarte do estabelecimento, onde
todos os dias sédo descartados frutas, verduras e legumes em condi¢cdes consideradas
improprias para 0 consumo in natura.

Os extratos utilizados como meios de cultivo para a producdo de CB foram
obtidos por meio de dois processamentos, 0 primeiro processamento Figura 17-A
consistiu na trituracdo dos residuos em uma centrifuga de alimentos do tipo “Juicer”,
para obtencdo do extrato concentrado. O segundo processamento Figura 17-B
consistiu na utilizacdo da parte sélida dos residuos resultantes do primeiro
processamento. Nessa etapa, o residuo solido foi colocado em 1 litro de agua e
mantido a 75°C durante 40 minutos. Apos esse periodo, a suspensao obtida foi
submetida a separacéo dos sélidos por peneirada granulométrica (poro 0,3 mm) para

a obtencao do extrato.
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Os extratos foram acondicionados em frascos de vidro e autoclavados a 121°C
por 20 minutos para a esterilizacdo, para entdo serem utilizados como meios de

cultivos para a producao de CB.

Figura 17 — Esquema do processamento dos residuos de hortifrati utilizados na

producado de CB
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1.6. Producédo de membranas de CB

A producéo de CB utilizando os residuos de hortifruti foi realizada como descrito

no item 1.7. do Capitulo 1.

1.7. Processamento das membranas de CB produzidas

O processamento das membranas de CB foi realizado como descrito no item
1.9. do Capitulo 1.

1.8. Analise do RMS das membranas de CB obtidas

A andlise do RMS das membranas de CB obtidas foi realizada como descrito

no item 1.10. do Capitulo 1.

1.9. Estudo de %lInt (% Int) das membranas de CB obtidas

O estudo de %Int das membranas de CB obtidas foi realizado como descrito no
item 1.11. do Capitulo 1.

1.10. Suplementacéo dos residuos de hortifruti para producéo de CB

O extrato de hortifrati que apresentou o menor RMS foi suplementado com os
extratos de residuos de cana-de-acucar a 10% utilizados no Capitulo 1.

Os extratos de FE, CR e CP a 10% foram centrifugados a 3500 rpm por 15
minutos para que residuos insolaveis ndo fossem utilizados. Os 3 extratos foram
transferidos para um mesmo recipiente estéril onde foi obtido um mix (FE, CR e CP)
com volume total de 40 mL. Em seguida, foi realizada a andlise quantitativa de
acucares redutores, ficando entre 1% e 1,5%. Para a suplementacdo 30 mL do extrato
obtido foi transferido para um frasco contendo 70 mL do extrato de hortifrdti.

A producao de CB utilizando o extrato suplementado com o mix dos residuos

de cana-de-agucar, foi realizada como descrito no item 1.7. do Capitulo 1.
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1.11. Caracterizacdo das membranas de CB obtidas

As membranas de CB produzidas utilizando residuos de hortifrati foram
caracterizadas por FTIR e TGA/DTG

2. Resultados
2.1. Obtencéo e processamento dos residuos de hortifrati para producéao de CB

Os residuos de hortifrati obtidos foram manga, maca, batata, pepino, tomate,
laranja e mamao. Para o processamento a massa do residuo foi mensurada, assim
como o volume de extrato obtido e massa que sobrou apds o processamento (Tabela
5).

Os extratos obtidos dos residuos de manga e mamao foram acrescidos de 100
mL e 300 mL de agua respectivamente, devido a baixa fluidez do extrato obtido. Sendo
assim, o volume final dos dois residuos foi 160mL para manga e 560mL para o
mamao. O extrato obtido com a utilizacdo dos residuos do processamento apresentou

um volume final de 600 mL.

Tabela 5 — Residuos de Hortifrati utilizados na producdo de CB

Residuo Massa do Residuo antes | Volume de Extrato | Massa da sobra do

do processamento () obtido (mL) processamento (g)
Manga 320 60 198
Maca 374 130 88
Batata 599 340 205
Pepino 374 250 52
Tomate 266 175 82
Laranja 441 225 156
Mamaéo 704 260 176

Fonte: Préprio do autor

Na Figura 18 é possivel ver os extratos obtidos apds o processamento dos

residuos de hortifruti antes da autoclavacéo.
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Figura 18 — Aspecto dos extratos obtidos apds o processamento dos residuos de

hortifruti antes da autoclavacao

'

Fonte: Prépria do autor

Os extratos obtidos foram analisados quanto a presenca de acucares redutores
utiizando Reativo de Benedict quantitativo, a escala de cor indicando as
concentragfes de agucares foi descrita anteriormente na Figura 5 do Capitulo 1. Os
valores de pH também foram mensurados utilizando fita reagente. Na Tabela 6 e
Figura 19 é possivel observar as diferentes concentracdes de acucares e os valores
de pH obtidos.

Os resultados indicaram que o extrato obtido do processamento da manga
(Figura 19-A) apresentou concentracdo de 1,5% a 2,0% de acucares redutores e pH
de 5,0. O extrato de maca (Figura 19-B) apresentou a mesma concentracdo de
acucares que a manga, porém com pH 4,0. O extrato de batata (Figura 19-C) foi o que
apresentou a menor concentracdo de agucares redutores, ficando entre 0,5% e 1,0%
a pH de 6,0. O extrato de pepino (Figura 19-D) e de tomate (Figura 19-E)
apresentaram a presenca de 1,0% a 1,5% de acUcares redutores e pH 5,0. O extrato
obtido da laranja (Figura 19-F) apresentou 1,5% a 2,0% de acUcares redutores e pH
4,0. E os extratos obtidos de mamao (Figura 19-G) e dos residuos do processamento
(Figura 19-H) apresentaram 1,0% a 1,5% de acgUcares redutores e pH 5,0.
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Tabela 6 — Concentracédo de acucares redutores e valores de pH dos extratos obtidos

do processamento de residuos de hortifruti

) % de Agucar

Residuo pH

Redutor
Manga 15a20 50
Maca 15a20 4,0
Batata 0,5a1,0 6,0
Pepino 10a15 5,0
Tomate 1,0a1,5 5,0
Laranja 15a2,0 4,0
Mamao 1,0a1l1,5 5,0

Residuos de
10a1l5 5,0
Processamento

Figura 19 — Analise de concentracao de aclcares redutores e valores de pH dos
extratos de manga (A), maca (B), batata (C), pepino (D), tomate (E), laranja (F),

mamao (G) e dos residuos do processamento (H).
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2.2. Producédo de membranas de CB utilizando extratos obtidos do processamento de

residuos de hortifruti

Os resultados obtidos demonstraram que todos os extratos utilizados foram
capazes de produzir CB, utilizando cepas de K. hansenii e K. rhaeticus. Nas Figuras
20 a 27 é possivel observar o aspecto macroscopico das membranas de CB
produzidas por K. hansenii e K. rhaeticus, onde houve diferencas em relacdo a
transparéncia e espessura de acordo com o meio de cultivo utilizado, € possivel
analisar que a membrana de CB produzida no extrato de manga, foram mais

transparentes e finas quando comparado com as demais.

Figura 20 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de batata

K. rhaeticus BATATA

e

K. hansenii BATATA

Fonte: Prépria do autor
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Figura 21 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de cascas

K. rhaeticus CASCA

Fonte: Prépria do autor

Figura 22 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de laranja

K. rhaeticus LARANJA

K. hansenii LARANJA
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Fonte: Prépria do autor
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Figura 23 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de maca

K. rhaeticus MACA

K. hansenii MACA

Fonte: Prépria do autor

Figura 24 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de mamao

K. rhaeticus MAMAO

.

T

K. hansenii MAMAO

Fonte: Prépria do autor
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Figura 25 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de manga

K. rhaeticus MANGA

K. hansenii MANGA

Fonte: Prépria do autor

Figura 26 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de pepino

K. rhaeticus PEPINO

K. hansenii PEPINO

Fonte: Propria do autor
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Figura 27 - Aspecto macroscopico das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

e K. hansenii no meio de cultivo com extrato de tomate

K. rhaeticus TOMATE

K. hansenii TOMATE

Fonte: Prépria do autor

2.3. Analise do RMS e % Int das membranas de CB obtidas

O RMS das membranas de CB produzidas por K. hansenii utilizando os extratos
de residuos de hortifruti como meio de cultivo é descrito na Tabela 7. Os resultados
obtidos demonstram as membranas de CB produzidas no meio de residuos de pepino
apresentaram o maior rendimento em massa seca 7,988 g/L. As membranas de CB
com menor RMS foram as produzidas no meio utilizando residuos de manga 1,524
g/L, sendo assim o extrato de manga foi utilizado para a suplementacéo utilizando
residuos de cana-de-acucar, como descrito no item 1.10 do Capitulo 2.

Com relagdo a %Int a membrana de CB utilizando o extrato de maca
apresentou a maior porcentagem, porém sem diferencas significativas quando

comparado com a membrana de CB produzida utilizando o extrato de pepino.
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Tabela 7 — Analise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. hansenii

utilizando residuos de hortifruti

Residuo RMS (g/L) %Int
BATATA | 6,76 (+ 0,05) * 85,11 (+ 0,12) *
MACA 1,91 (+ 0,13) * 88,42 (+ 0,78) *
LARANJA | 4,97 (+0,10) * 84,34 (£ 0,34) *
MAMAO | 5,16 (+ 0,74) * 82,28 (+ 2,53) *
MANGA | 1,52 (+0,10) * 82,65 (+ 1,24) *
TOMATE | 3,51 (+0,21)* 80,12 (+ 1,21) *
CASCA | 3,04 (x0,23)* 77,45 (+ 1,74) *
PEPINO | 7,98 (+ 0,05) * 86,57 (+ 0,11) *

*Desvio Padrao

Os RMS das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus estao descritos na
Tabela 8. Os resultados obtidos demonstram que o maior RMS foi obtido utilizando
extratos de pepino 17,168 g/L, enquanto o menor foi o obtido utilizando o extrato de
manga. Esse resultado € o mesmo obtido na producao utilizando cepas de K. hansenii,
contudo, a producdo de CB utilizando as cepas de K. rhaeticus foi significantemente
maior que a producao obtida utilizando cepas de K. hansenii.

A %Int das membranas de CB produzidas utilizando cepas de K. rhaeticus
demonstrou que as membranas produzidas utilizando os extratos de pepino e dos
residuos do processamento apresentaram a maior porcentagem de %lInt sem
diferencas significativas. No geral, todas as membranas de CB obtidas, com excegéo
da produzida no extrato de maméo e tomate ndo apresentaram diferencas

significativas entre si.



58

Tabela 8 — Analise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus

utilizando residuos de hortifruti

Residuo RMS (g/L) %Int
BATATA | 8,09 (x0,17)* 72,51 (£ 0,6) *
MACA 6,98 (+ 0,07) * 73,94 (+ 0,28) *
LARANJA | 9,71 (+0,05) * 73,70 (+ 0,14) *
MAMAO 13,77 (x 0,27) * 34,86 (£ 1,27) *
MANGA 4,22 (£0,24) * 73,42 (+ 1,51) *
TOMATE | 14,69 (+ 0,55) * 68,79 (+ 1,17) *
RESIDUO | 7,58 (+0,11) * 77,16 (+ 0,34) *
PEPINO | 17,16 (+0,23)* 75,70 (+ 2,16) *

* Desvio Padrao

2.4. Andlise por FTIR

Os resultados obtidos foram os mesmos da producao utilizando residuos de
cana-de-agucar, como discutido no item 2.3.2. do Capitulo 1. Com as bandas no
intervalo de 3350-3500 cm™* de celulose pura sdo atribuidas ao estiramento O-H,
enquanto as bandas 2800-2900 cm sdo atribuidas aos estiramentos C-H. A banda
em 1160 cm™ é atribuida ao estiramento C-O-C, enquanto as bandas no intervalo
1035-1060 cm! sdo devidas ao estiramento C-O.

A Figura 28 (A) e (B), apresentam os espectros de FTIR das membranas de CB
produzidas por K. hansenii e K. rhaeticus, respectivamente, nos diferentes extratos de

residuos de hortifruti.
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Figura 28 - Espectros de FTIR das membranas de CB produzidas por K. hansenii (A)

e K. rhaeticus (B) no meio de extrato de pepino
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2.5. Andlise termogravimétrica

800

As analises de TGA/DTG das membranas de CB produzidas utilizando o meio

de extrato de pepino, reforcaram os resultados obtidos no capitulo anterior de que a

utilizacdo de residuos n&o interfere nas caracteristicas fisico-quimicas da CB. E

possivel analisar os dois eventos de perda de massa, tanto para as membranas

produzidas por K. hansenii quando por K. rhaeticus, como pode ser observado nas

Figuras 29 e 30 respectivamente.

Figura 29 - Andlise do comportamento térmico por TGA da membrana de CB

produzida por K. hansenii no meio com extrato de pepino
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Figura 30 - Andlise do comportamento térmico por TGA da membrana de CB

produzida por K. rhaeticus no meio com extrato de pepino
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2.6. Suplementacédo dos residuos de hortifrati para producao de CB

Como descrito anteriormente o extrato de manga apresentou o menor RMS
tanto para a producédo com K. hansenii quanto utilizando cepas de K. rhaeticus. Sendo
assim, os extratos foram suplementados com os residuos de cana-de-acglcar a 10%.
Os extratos de CR, FE e CP nessa concentracdo apresentaram producédo CB
insatisfatoria, como discutido no Capitulo 1.

Foi utilizado 30% de residuo de cana-de-acUcar no extrato de manga. Os
resultados obtidos demonstram que a suplementacdo aumentou o RMS das

membranas de CB utilizando K. hansenii e K. rhaeticus, como pode ser observado na
Tabela 9.
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Tabela 9 - Analise do RMS e %Int das membranas de CB produzidas por K. rhaeticus
e K. hansenii utilizando extrato de manga suplementado com 30% de residuos de

cana-de-agucar

EXTRATO DE MANGA COM
~ RMS (g/L) %Int
SUPLEMENTACAO
K. hansenii 7,28 (£ 0,22) * 76,23 (x 3,30) *
K. rhaeticus 13,56 (+0,36) * 72,92 (£0,82) *

* Desvio Padréao

O RMS das membranas de CB produzidas por K. hansenii utilizando extrato de
manga antes da suplementacéo foi de 1,524 +0,109 g/L, com a suplementacédo o RMS
foi de 7,286 +0,223 g/L, um aumento de aproximadamente 377% na producéo.

Os resultados obtidos na producéo utilizando cepas de K. rhaeticus com o
extrato suplementado, também foi superior quando comparado ao extrato puro.
Enquanto o extrato puro apresentou RMS de 4,224 +0,241 g/L, o suplementado foi de
13, 569 £0,368 g/L, um aumento de cerca de 221% na producao.

Com relacao a %Int as membranas de CB produzidas por K. hansenii no extrato
suplementado apresentaram um resultado inferior guando comparado com o extrato
puro, 82,656% e 76,263% respectivamente. Entretanto, as membranas de CB
produzidas por K. rhaeticus apresentaram %lInt sem diferencas significativas entre o
extrato puro e suplementado.
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Capitulo 3 — Liberacdo de farmacos utilizando as membranas de CB produzidas

utilizando residuos
1. Materiais e Métodos
1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram descritos no item 1.1. do Capitulo 1.

1.2. Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas foram descritas no item 1.2. do Capitulo 1.

1.3. Tratamentos das membranas de CB com metanol (MeOH)

As membranas de CB que apresentaram o melhor RMS na producéo utilizando
os diferentes tipos de residuos foram selecionadas para os testes de liberacédo de
farmacos.

As membranas foram processadas como descrito no item 1.9, e receberam
diferentes tratamentos fisicos e quimicos.

O tratamento com MeOH foi realizado de acordo com Yamada et al (YAMADA
et al., 2024) as membranas de CB produzidas e processadas foram cortadas em
discos de 10 mm de diametro, colocadas separadamente em placas de 24 pocos e
mantidas submersas em 100 yL de MeOH mantidas em refrigeragao a 4 °C por 24
horas, as membranas foram submetidas a tratamento térmico a 65 °C em estufa
ventilada. Apos o tratamento térmico, o metanol residual foi completamente removido.
A CB-MeOH obtida e a CB tratada com agua destilada CB-H:20) foram utilizadas para

a impregnacao dos farmacos.

1.4. Diferentes tipos de secagem das membranas de CB

As membranas de CB foram submetidas a diferentes tipos de secagem
utilizando estufa ventilada e liofilizador, tanto as membranas que receberam

tratamento com metanol (CB-MeOH), quanto as utilizadas como controle (CB-H20).
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Para a secagem em estufa ventilada as membranas foram retiradas dos frascos
contendo MeOH e agua, e em seguida colocadas em placas de Petri. As placas foram
colocadas em estufa ventilada a 75°C até a desidratacdo completa.

Para a secagem por liofilizacdo, as membranas de CB foram mantidas em
freezer a -80°C por 24 horas e posteriormente colocadas no liofilizador por cerca de
24 horas.

Posteriormente, tanto as membranas obtidas apds o tratamento por MeOH e
secas em estufa (CB-MeOH-E) e as liofilizadas (CB-MeOH-L), quanto as controle
secas em estufa (CB- H20 -E) e liofilizadas (CB- H20 -L), foram armazenadas até o

uso nos testes de liberacdo por disco difusao.

1.5. Intumescimento das membranas de CB com farmacos e teste de liberagdo por

disco difusao

Os discos de CB-MeOH-E, CB-MeOH-L, CB- Hz20 -E e CB- H20 -L, com 10mm
de didmetro foram colocados em placas de 24 pocos e submetidas a esterilizacdo sob
luz UV por 60 minutos em cabine de seguranca biolégica com fluxo laminar. Apés os
60 minutos, 100 puL de uma solucédo estoque (20 mg/mL) em agua e em metanol dos
farmacos CRO e LVX foram colocados sobre os discos de CB. Os discos foram
mantidos sob refrigeracao (4°C) durante 24h para total intumescimento e garantia da
estabilidade dos farmacos.

ApGs as 24h, os discos de CB intumescidos com os farmacos, foram colocados
em temperatura ambiente de 25°C para a completa desidratacdo. Apés a
desidratacdo, os discos de CB foram colocados sobre agar MH inoculado com S.
aureus ATCC 25925, espécie bacteriana sensivel a todos os antibacterianos testados,
(ajustado para escala 0,5 de MacFarland 1,5x108 UFC). As placas foram incubadas
em estufa bacteriol6gica MARCONI-MA 032/3 a 37°C por 24h.

Decorridas as 24h, os halos de inibicAo foram mensurados utilizando
paquimetro Mitutoyo com precisédo de 0,05mm e os discos de CB foram transferidos
para uma nova placa de agar MH inoculada com S. aureus, nas mesmas condi¢cdes
descritas. Esse processo foi repetido até que um ou mais discos ndo apresentassem
mais a formacgé&o de halos de inibigcdo. Os experimentos foram realizados em triplicata
seguindo a metodologia adaptada do Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing (CLSI, 2019).
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2. Resultados
2.1. Andlise por FTIR das membranas de CB ap0és o tratamento por MeOH

As membranas de CB que foram tratadas com MeOH foram submetidas a
andlise por FTIR, na Figura 31 é possivel analisar que apds a desidratacdo completa,
tanto na estufa ventilada (Figura 31-A), quanto pela liofilizacdo (Figura 31-B) as
membranas de CB néo apresentaram alteragcdes na sua estrutura quimica, pois as
bandas de celulose pura no intervalo de 3350-3500 cm™, 2800-2900 cm™, 1160 cm™
e 1035-1060 cm* permaneceram sem alteragées.

Figura 31 - Espectros de FTIR das membranas de CB apds o tratamento utilizando

MeOH e secas em estufa ventilada (Espectro A) e liofilizadas (Espectro B).
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Fonte: Prépria do autor

2.2. Teste de liberagdo de CRO e LVX utilizando as membranas de CB produzidas

nos extratos de residuos de cana-de-acgucar

As membranas utilizadas no teste de difusdo em disco foram as que
apresentaram o melhor desempenho na analise de RMS, sendo assim a membrana
produzida no FE 70% para K. rhaeticus e CR 40% para K. hansenii. As membranas
foram submetidas ao tratamento com MeOH e diferentes tipos de secagem como
descrito no item 1.3 deste Capitulo.

Sendo assim, as membranas utilizadas para o teste de liberacdo foram as
produzidas por K. hansenii submetidas ao tratamento com MeOH e secas em estufa
ventilada (CR40-MeOH-E), as submetidas ao tratamento e liofilizadas (CR40-MeOH-
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L) e sem o tratamento com MeOH secas e liofilizadas CR40- H20-E e CR40- H20 -L,
respectivamente.

As membranas produzidas por K. rhaeticus utilizadas no teste de liberagéo
foram FE70-MeOH-E, FE70-MeOH-L, FE70- H20-E e FE70- H20 -L.

Os resultados obtidos demonstram que tanto as membranas produzidas por K.
hansenii, quanto as produzidas por K. rhaeticus apresentaram a capacidade de
liberacdo dos farmacos antibacterianos CRO e LVX. Na Figura 32, € possivel observar
gue nas primeiras 24 horas todas as membranas de CB apresentaram o burst de

liberacao dos farmacos.

Figura 32 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 24 horas de
liberagdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas nos meios de
residuos de cana-de-acucar. CR40-MeOH-L-LVX (A-1), CR40-MeOH-E-LVX (A-2),
CR40- H20 -L-LVX (A-3) e CR40-H20-E-LVX (A-4). CR40-H20-L-CRO (B-1), CR40-
H20 -E-CRO (B-2), CR40-MeOH-L-CRO (B-3) e CR40-MeOH-E-CRO (B-4). FE70-
MeOH-L-LVX (C-1), FE70-MeOH-E-LVX (C-2), FE70-H20-L-LVX (C-3) e FE70-H20-
E-LVX (C-4). FE70-H20-L-CRO (D-1), FE70- H20 -E-CRO (D-2), FE70-MeOH-L-CRO
(D-3) e FE70-MeOH-E-CRO (D-4).

Fonte: Prépria do autor
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A Figura 33 mostra os halos de inibicdo de crescimento de S. aureus apos 48
horas do inicio da liberacdo. Os resultados indicam que com esse tempo, a triplicata
das membranas CR40- H20 -L-LVX (Figura 33 A-3), CR40- H20 -E-LVX (Figura 33 A-
4), CR40- H20 -L-CRO (Figura 33 B-1), CR40-MeOH-L-CRO (Figura 33 B-3) e FE70-
H20 -L-CRO (Figura 33 D-1), ndo apresentaram mais reprodutibilidade no tamanho

dos halos de inibicéo.

Figura 33 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 48 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas nos meios de
residuos de cana-de-acucar.CR40-MeOH-L-LVX (A-1), CR40-MeOH-E-LVX (A-2),
CR40- H20 -L-LVX (A-3) e CR40-H20-E-LVX (A-4). CR40-H.0-L-CRO (B-1), CR40-
H20 -E-CRO (B-2), CR40-MeOH-L-CRO (B-3) e CR40-MeOH-E-CRO (B-4). FE70-
MeOH-L-LVX (C-1), FE70-MeOH-E-LVX (C-2), FE70-H20-L-LVX (C-3) e FE70-H20-
E-LVX (C-4). FE70-H20-L-CRO (D-1), FE70- H20 -E-CRO (D-2), FE70-MeOH-L-CRO
(D-3) e FE70-MeOH-E-CRO (D-4).

48 horas

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 34, é possivel analisar os resultados da liberagdo de CRO e LVX
decorridas 72 horas. As membranas CR40- H20 -L-CRO (Figura 34 B-1), CR40- H20
-E-CRO (Figura 34 B-2), CR40-MeOH-L-CRO (Figura 34 B-3), CR40-MeOH-E-CRO
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(Figura 34 B-4), FE70-MeOH-L-LVX (Figura 34 C-1), FE70-MeOH-E-LVX (Figura 34
C-2), FE70- H20 -L-LVX (Figura 34 C-3) e FE70- H20 -E-LVX (Figura 34 C-4) ndo
apresentaram mais halos de inibig&o.

Com relagdo as demais membranas é possivel observar a perda de
reprodutibilidade, pois, uma ou duas membranas da triplicata ndo apresentavam mais
halos de inibicdo. Em alguns casos, como com as membranas FE70-H20-L-CRO
(Figura 34 D-1) e FE70-MeOH-L-CRO (Figura 34 D-3) mesmo aparentando a
presenca de halos de inibicdo, houve o crescimento de uma fina camada de bactérias,
esse resultado indica que as membranas de CB ainda apresentavam a capacidade de
liberacdo de CRO, contudo, a presenca do crescimento bacteriano mesmo que de
forma atenuada pode indicar que a concentracdo de CRO né&o era mais suficiente para
a formacao de um halo sem nenhum crescimento. Sendo assim, os testes de liberacéo
por disco difusdo utilizando as membranas de CB produzidas nos residuos de cana

de acucar, foram encerrados com 72h.



69

Figura 34 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 72 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas nos meios de
residuos de cana-de-acucar. CR40-MeOH-L-LVX (A-1), CR40-MeOH-E-LVX (A-2),
CR40- H20 -L-LVX (A-3) e CR40-H20-E-LVX (A-4). CR40-H20-L-CRO (B-1), CR40-
H20 -E-CRO (B-2), CR40-MeOH-L-CRO (B-3) e CR40-MeOH-E-CRO (B-4). FE70-
MeOH-L-LVX (C-1), FE70-MeOH-E-LVX (C-2), FE70-H20-L-LVX (C-3) e FE70-H20-
E-LVX (C-4). FE70-H20-L-CRO (D-1), FE70- H20 -E-CRO (D-2), FE70-MeOH-L-CRO
(D-3) e FE70-MeOH-E-CRO (D-4).

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 35, o gréfico traz a relacdo das medidas dos halos de inibicdo com
relacdo ao tempo de liberacdo utilizando as membranas de CB produzidas por K.
hansenii. Os resultados obtidos demonstram que a liberacdo de LVX utilizando as
membranas secas em estufa, tanto tratadas com MeOH (CR40-MeOH-E-LVX), quanto
sem tratamento (CR40-H20-E-LVX) foram superiores as demais, pois mantiveram a
liberacdo por 72 horas, apresentando halos de inibicdo maiores com pouca diferenca
significativa entre as duas. Com relacdo as membranas CR40-H20-L-CRO e CR40-
MeOH-L-CRO, é possivel observar o menor desempenho no teste por disco difuséo,
apresentando o menor halo em 48 horas.
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Figura 35 — Liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas por K.
hansenii nos meios de cultivo de residuos de cana-de-aglcar apos tratamento com

MeOH e diferentes tipos de secagem.
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Fonte: Prépria do autor

Os resultados obtidos com a liberacdo utilizando as membranas de CB
produzidas por K. hansenii nos meios de residuos de cana-de-acgucar indicam que a
liberacdo de LVX foi superior quando comparada com a liberacdo de CRO, é possivel
observar também que a diferenca de secagem das membranas também influenciou
nos resultados, pois, as membranas secas em estufa apresentaram halos maiores
com 72 horas. Vale ressaltar que as membranas utilizadas foram intumescidas com a
mesma quantidade de farmacos e apresentaram a mesma %int, sendo assim a
concentracéo de farmaco adsorvida pelas membranas foi a mesma.

A Figura 36, com o gréfico da liberagdo das membranas de CB produzidas por
K. rhaeticus, é possivel observar que diferente dos resultados obtidos com K. hansenii

a liberacéo de CRO foi superior a de LVX.
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Figura 36 - Liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas por K.
rhaeticus nos meios de cultivo de residuos de cana-de-agUcar apos tratamento com

MeOH e diferentes tipos de secagem
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Fonte: Prépria do autor

Com relacdo ao tamanho dos halos, as membranas de CB FE70- H20-L-CRO
e FE70-MeOH-L-CRO apresentaram resultados superiores quando comparado com
as demais, esse resultado indica que houve diferenca no perfil de liberacdo de acordo
com o tipo de secagem utilizada, contudo, ao contrario dos resultados obtidos pela
liberacdo utilizando as membranas de K. hansenii as membranas produzidas por K.
rhaeticus com melhores resultados foram liofilizadas.

Algumas analises como a MEV tanto das membranas com o tratamento e sem,
produzidas pelas diferentes espécies de bactérias e impregnadas pelos farmacos

CRO e LVX séo necessarias para uma melhor discussao dos resultados obtidos.

2.3. Teste de liberagdo de CRO e LVX utilizando as membranas de CB produzidas

nos extratos de residuos de hortifruati

O teste de liberagdo de farmacos foi realizado como descrito no item 1.4. do

Capitulo 3. Assim como na liberag&o utilizando as membranas de CB produzidas nos
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residuos de cana-de-acucar, as produzidas nos residuos de hortifrati também foram
selecionadas de acordo com o desempenho na analise de RMS, sendo assim, as
membranas produzidas no extrato de residuos de pepino utilizando K. hansenii e K.
rhaeticus foram selecionadas. As membranas foram submetidas ao tratamento com
MeOH e diferentes tipos de secagem como descrito no item 1.3.

As membranas utilizadas para o teste de liberacdo foram as produzidas por K.
hansenii submetidas ao tratamento com MeOH e secas em estufa ventilada (PH-
MeOH-E), as submetidas ao tratamento e liofiizadas (PH-MeOH-L) e sem o
tratamento com MeOH secas e liofilizadas PH-H20-E e PH- H20 -L, respectivamente.

As membranas produzidas por K. rhaeticus utilizadas no teste de liberacéo
foram PR-MeOH-E, PR-MeOH-L, PR- H20 -E e PR- H20 -L.

Na Figura 37 é possivel analisar as primeiras 24 horas do teste de liberacéo
utilizando as membranas de CB produzidas por K. hansenii e K. rhaeticus no extrato
de residuo de pepino, submetidas ou ndo ao tratamento por MeOH e secas em estufa
ventilada. Os resultados demonstram que nas primeiras 24 horas, ocorreu o burst de

liberacdo dos farmacos CRO e LVX.
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Figura 37 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 24 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino PR-H20-E-LVX (A-1), PR-MeOH-E-LVX (A-2), PH-H20-E-LVX (B-
1), PH-MeOH-E-LVX (B-2), PR-H20-E-CRO (C-1), PR-MeOH-E-CRO (C-2), PH-H-0-
E-CRO (D-1), PH-MeOH-E-CRO (D-2)

24 horas - ESTUFA

N B-1

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 38 € possivel ver as imagens da liberagdo com 48 horas, todas as
membranas apresentaram halos de inibicdo. As membranas PR-H20-E-CRO (Figura
38 C-1), PR-MeOH-E-CRO (Figura 38 C-2), apresentaram halos menores, com

relacdo as outras membranas de CB.
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Figura 38 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 48 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino.

PR-H20-E-LVX (A-1), PR-MeOH-E-LVX (A-2), PH-H20-E-LVX (B-1), PH-MeOH-E-
LVX (B-2), PR-H20-E-CRO (C-1), PR-MeOH-E-CRO (C-2), PH-H20-E-CRO (D-1),
PH-MeOH-E-CRO (D-2)

48 horas - ESTUFA

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 39 com os resultados da liberagdo com 72 horas, € possivel ver que
as membranas PR- H20 -E-LVX, A-2 PR-MeOH-E-LVX e B-1 PH- H20 -E-LVX, ainda
apresentaram halos de inibicdo, enquanto as demais de CRO e B-2 PH-MeOH-E-LVX

ndo apresentaram mais liberacdo dos farmacos.



75

Figura 39 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 72 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino.PR-H20-E-LVX (A-1), PR-MeOH-E-LVX (A-2), PH-H20-E-LVX (B-
1), PH-MeOH-E-LVX (B-2), PR-H20-E-CRO (C-1), PR-MeOH-E-CRO (C-2), PH-H20-
E-CRO (D-1), PH-MeOH-E-CRO (D-2)

72 horas - ESTUFA

Fonte: Prépria do autor

Decorridas 96 horas a liberacao foi finalizada, pois, nenhuma membrana de CB
apresentou halos de inibicdo do crescimento bacteriano.

Na Figura 40 é possivel analisar as primeiras 24 horas do teste de liberacao
utilizando as membranas de CB produzidas por K. hansenii e K. rhaeticus no extrato

de residuo de pepino, submetidas ou ndo ao tratamento por MeOH e liofilizadas. Os
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resultados demonstram que nas primeiras 24 horas, ocorreu o burst de liberacdo dos
farmacos CRO e LVX.

Figura 40 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 24 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino. PR-H20-E-LVX (A-1), PR-MeOH-E-LVX (A-2), PH-H20-E-LVX (B-
1), PH-MeOH-E-LVX (B-2), PR-H20-E-CRO (C-1), PR-MeOH-E-CRO (C-2), PH-H20-
E-CRO (D-1), PH-MeOH-E-CRO (D-2)

24 horas - LIOFILIZADAS

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 41, com 48 horas de liberacdo as membranas PH-MeOH-L-CRO e
PR-MeOH-L-CRO, nao apresentaram halos de inibigcdo, sendo assim essas duas

membranas foram capazes apenas do burst inicial dos farmacos testados.
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Figura 41 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 48 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino. PR-H20-E-LVX (A-1), PR-MeOH-E-LVX (A-2), PH-H20-E-LVX (B-
1), PH-MeOH-E-LVX (B-2), PR-H20-E-CRO (C-1), PR-MeOH-E-CRO (C-2), PH-H20-
E-CRO (D-1), PH-MeOH-E-CRO (D-2)

48 horas - LIOFILIZADAS

Fonte: Prépria do autor

Na Figura 42, sdo mostrados os resultados de 72 horas de liberacdo. As
membranas PH-H20-L-LVX e PR- H20-L-LVX ainda apresentavam halos de inibicéo,
com relacéo a PR- H20-L-CRO é possivel que mesmo com a presenca de pequenos
halos de inibicdo, houve perda na reprodutibilidade, sendo assim, os testes com essas
membranas pararam com 72 horas. As demais membranas que ndo apresentaram

mais halos de inibicdo tiveram a liberagao finalizada.



78

Figura 42 - Resultados dos ensaios de liberacdo sustentada apos 72 horas de
liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas no extrato de
residuos de pepino. PH- H20-L-LVX (A-1), PH-MeOH-LE-LVX (A-2), PR- H20-L-CRO
(B-1), PH- H20-E-LVX (B-2), PR-H20-L-LVX (C-1), PR-MeOH-L-LVX (C-2)

72 horas - LIOFILIZADAS

Fonte: Prépria do autor

Decorridas 96 horas de liberacdo as membranas nao apresentaram mais halos
de inibig&o.

A Figura 43, mostra o perfil de liberacdo das membranas de CB produzidas por
K. hansenii nos residuos de pepino. A liberacéo de LVX utilizando as membranas sem
o tratamento com MeOH apresentaram melhores resultados com 72 horas de
liberacdo, enquanto todas as outras membranas, apresentaram liberacéo por 48 horas

apenas.
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Figura 43 - Liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas por K.

hansenii no extrato de residuo de pepino
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Fonte: Prépria do autor

A Figura 44, com o gréfico da liberagdo das membranas de CB produzidas por
K. rhaeticus, é possivel observar que a liberacdo tanto de CRO quanto de LVX
apresentaram melhores resultados do que os obtidos utilizando as membranas de K.
hansenii apresentando halos com 72 horas de liberacdo. Com excec¢édo de PR-MeOH-

L-CRO, que foi possivel de realizar apenas o burst de liberagéo.
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Figura 44 - Liberacdo de CRO e LVX utilizando membranas de CB produzidas por K.

rhaeticus no extrato de residuo de pepino
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Fonte: Prépria do autor

Lazarini e colaboradores (LAZARINI et al., 2016) utilizaram membranas de CB
produzida no melaco, um residuo do processamento de cana-de-agUcar, como
suporte para a liberacdo de CRO, obtendo uma liberacdo de 8h. Sendo assim, os
resultados obtidos sdo promissores, uma vez que os resultados obtidos no presente
trabalho apresentaram liberacdo de CRO de no minimo 24 horas.

Os resultados obtidos demonstraram que tanto as membranas produzidas
utilizando os residuos de usinas sucroalcooleiras, quanto os residuos de hortifrati, o
perfil de liberacdo foi semelhante, e em ambos 0s casos 0s resultados obtidos
demonstraram que a escolha do farmaco e o tratamento realizado influenciam na
capacidade de liberacdo da membrana.

Resultados obtidos por Yamada e colaboradores (YAMADA et al., 2024)
demonstraram que o tratamento da CB com metanol apresentou mudancas fisicas em
sua estrutura, como pode ser observado na Figura 45. O tratamento proporcionou
maior capacidade de intumescimento da solu¢cdo com o farmaco e proporcionou uma
maior interacdo do antibiotico com a membrana de CB (CB-RIF-MeOH). Outra andlise

realizada pelos autores foi a de citotoxicidade, os resultados de viabilidade celular
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demonstraram que nao houve interferéncia do tratamento com MeOH no
desenvolvimento e adesédo das células J774, Figura 46, demonstrando a auséncia de

citotoxicidade apds o tratamento e intumescida com o farmaco testado.

Figura 45 — MEV das membranas de CB com e sem o tratamento por MeOH,

evidenciando as diferencas da espessura das fibras apds o tratamento
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Fonte: Yamada et al, 2024

Figura 46 — Andlise da viabilidade celular em linhagens de J774 por microscopia
invertida (ampliagdo de 400x%): Painel A: CB pura; Painel B: CB-RIF-H20; Painel C:
CB-RIF-MeOH.

Fonte: Yamada et al, 2024

Um estudo realizado por Jantarat e colaboradores (JANTARAT et al., 2021),
reforcam os resultados de que o tipo de secagem influencia na liberacéo de farmacos.
Os autores testaram farmacos com diferentes solubilidades e diferentes métodos de
secagem, utilizando Ibuprofeno e cloridrato de propranolol para representar

medicamentos com baixa e alta solubilidade em agua, respectivamente. Os resultados
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obtidos demonstraram que as membranas de CB liofilizadas apresentaram uma
liberacdo sustentada, independentemente do tipo e da quantidade de farmaco
incorporado.

Ye e colaboradores (YE et al., 2024) analisaram a capacidade de interacao do
farmaco com a estrutura quimica da CB. Os pesquisadores utilizaram cefoperazona
(CEF) e cefoperazona sédica (CEF/Na). Os resultados demonstraram que ambos 0s
medicamentos foram adsorvidos com sucesso nas membranas, que exibiram
morfologia idéntica e bandas de FTIR similares. A CB-CEF apresentou menor
cristalinidade no XRD, provavelmente devido a combinacdo de grupos carboxila e
hidroxila. Os resultados indicam que as membranas de CB podem se ligar
naturalmente aos grupos carboxila provenientes de farmacos, reforcando a
importancia de mais estudos sobre o assunto.

A CRO é uma cefalosporina de terceira geracdo de amplo espectro, nao
disponibilizada em formas farmacéuticas para utilizacéo topica e somente em formas
farmacéuticas para administracdo intravenosa ou intramuscular, utilizado para o
tratamento de diversos tipos de infeccbes como as de pele (RICHARDS et al., 1984).
Uma das vantagens da administracdo tépica € a diminuicdo de efeitos adversos
sistémicos como os mais comuns referentes ao uso de CRO sendo diarreia, flebites e
dores referentes as injecdes intramusculares, facilitando a adesdo por parte dos
pacientes (NARASIMHA MURTHY AND SHIVAKUMAR, 2010; BENSON AND
WATKINSON, 2011).

A LVX é, também, um farmaco sem formulacdo topica, porém sendo
administrado via oral, € um antibacteriano fluoroquinolona de terceira geragéo e por
possuir amplo espectro pode ser utilizado para o tratamento de infeccbes de pele
(DAVIS AND BRYSON, 1994). O uso de formas farmacéuticas topicas no tratamento
de infeccdes de pele sdo, no geral, mais vantajosos uma vez que torna possivel a
utilizagdo do farmaco diretamente no local infectado (NARASIMHA MURTHY AND
SHIVAKUMAR, 2010; BENSON AND WATKINSON, 2011).

A membrana de CB & amplamente descrita na literatura para utilizagcdo na
cicatrizagdo de feridas e como suporte de liberacdo de farmacos e outras moléculas
bioativas, contudo a obtencdo de uma membrana de CB com baixo custo de produgao
a partir do aproveitamento de residuos com alta capacidade de retencéo e liberacao,

tornam os resultados obtidos promissores.
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Sendo assim, a possibilidade de producdo de dispositivos de liberacdo que
unem a atividade da CB na cicatrizacdo de feridas juntamente com a atividade de

farmacos, reforcam a importancia dos resultados obtidos no presente trabalho.
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3. Conclusodes

Este estudo investigou a producédo de CB utilizando residuos agroindustriais,
como parte de uma estratégia da bioeconomia circular. A pesquisa destacou que
residuos provenientes de usinas sucroalcooleiras e de hortifrati, com diferentes
concentracdes de acucares redutores, podem ser utilizados com sucesso como fontes
alternativas de carbono para a producéo de CB, substituindo parcialmente os meios
sintéticos tradicionais.

Os resultados demonstram que a producdo de CB utilizando residuos
agroindustriais ndo apenas € possivel, mas também eficiente e sustentavel. As
propriedades fisico-quimicas das membranas de CB produzidas a partir de residuos
mantém sua alta qualidade, indicando que esses materiais podem ser amplamente
aplicados em diversas industrias, especialmente na area biomédica, onde a liberacéo
controlada de farmacos € crucial. Além disso, o uso de residuos reduz
significativamente o0s custos de producdo, promovendo uma abordagem
ambientalmente correta e economicamente viavel.

Dessa forma, o trabalho reafirma o potencial da celulose bacteriana como uma
alternativa versatil e sustentavel, capaz de agregar valor a residuos agroindustriais e

contribuir para a reducdo do impacto ambiental.
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4. Perspectivas

e Analise da capacidade de producédo de CB utilizando outros tipos de residuos
agroindustriais, de industrias diversas;

e Funcionalizacdo das membranas de CB obtidas utilizando outras metodologias,
com o objetivo de aumentar o potencial de liberacdo de farmacos e moléculas
bioativas;

e Andlise da interacdo das moléculas de CRO e LVX com a estrutura quimica da
CB;

e Analise da cinética de liberacéo por Célula de Franz;

e Andlise por MEV das membranas de CB produzidas nos residuos de hortifr(ti
e obtidas apos os diferentes tratamentos e intumescidas com os diferentes

farmacos.
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