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RESUMO

Queimaduras causam lesBes do revestimento epitelial, a partir de um agente externo, podendo variar desde
uma pequena bolha flictena até formas mais graves, capazes de desencadear respostas sistémicas. O uso de
curativos contendo substancias cicatrizantes e antimicrobianas é uma opcéao para terapia local. Os curativos
de nanocelulose bacteriana (BNC) ja demonstraram seu grande potencial de aplicacdo devido as suas propri-
edades como alto teor de pureza, alto poder de absorcao de dgua e 6tima adaptabilidade bioldgica. A incorpo-
racdo de metais na membrana de nanocelulose é bastante promissora. Nanoparticulas de prata (NPAgs) tém
sido objeto de varios estudos devido as suas propriedades antibacterianas; nitrato de cério, Ce(NOs)s, por sua
vez, aumenta a eficacia no tratamento por apresentar propriedades imunomoduladoras. O objetivo deste tra-
balho foi sintetizar e caracterizar membranas de nanocelulose bacteriana funcionalizadas com nitrato de cério
e nanoparticulas de prata visando aplicacdo no tratamento de pele humana lesionada por queimadura. O
comportamento térmico, interacdes entre a BNC, Ce(NOs); e NPAg, bem como a morfologia, capacidade de
retencdo de agua, reidratacdo e potencial antimicrobiano foram analisadas por termogravimentria (TGA),
microscopia eletronica de varredura (MEV), analise de contelido de capacidade de &gua, capacidade de rei-
dratacdo e atividade antimicrobiana. A membrana formada pela incorporacdo de Ce(NOs); € NPAgs simulta-
neamente, e submetida ao tratamento térmico, conservou as propriedades térmicas de ambos os materiais,
assim como também boa capacidade de reidratacdo e um potencial de reducdo microbiana de 98% para Sta-
phylococcus aureus. A analise de MEV apresentou alteracdo na morfologia, reducdo de poros e a presenca de
particulas, o que sugere adequada incorporacéo dos compostos.
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ABSTRACT

Burns cause lesions of the epithelial lining, from an external agent, and can range from a small injury to more
severe forms, capable of triggering systemic responses. The use of dressings containing healing and antimi-
crobial substances are options for local therapy. Bacterial nanocellulose (BNC) dressings have already
demonstrated their great potential due to their properties such as high purity, high water absorption capacity
and optimum biological adaptability. The incorporation of metals in the nanocellulose membrane is quite
promising. Silver nanoparticles (AgNPs) have been studied because of their antibacterial properties; cerium
nitrate, Ce(NQO3)3, on the other hand, increases the efficacy of the treatment because of its immunomodulato-
ry properties. The objective of this work was to synthesize and characterize bacterial nanocellulose mem-
branes functionalized with cerium nitrate and silver nanoparticles aiming the treatment of human skin that
has been subject to burning injuries. Thermal behavior, interactions between BNC, Ce(NOs); and AgNP, as
well as morphology, water retention capacity, rehydration capacity and antimicrobial potential were analyzed
by thermogravimetry (TGA), scanning electron microscopy (SEM), analysis of water content, rehydration
capacity and antimicrobial activity. Membranes formed by incorporation of Ce(NOs); and AgNPs simultane-
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ously, and submitted to heat treatment, preserved thermal properties of both materials, as well as a good
rehydration capacity and a microbial reduction potential of 98% for Staphylococcus aureus. SEM analysis
showed changes in morphology, pore size reduction and the presence of particles, what suggest successful
incorporation of the compounds.

Keywords: Antimicrobials, Bacterial nanocellulose, Gluconacetobacter hansenii, Nanotechnology.

1. INTRODUCAO

As lesbes por queimadura sdo uma importante causa de morbidade, incluindo hospitalizagdo prolongada,
desfiguracdo e incapacitacdo do paciente. As queimaduras de pele sdo causadas principalmente por calor,
bem como por exposicao a radioatividade, radiacdo, eletricidade, produtos quimicos e friccdo. A Organizagédo
Mundial da Salde estima que os ferimentos por queimaduras causem anualmente 265.000 mortes no mundo
[1]. Fatores como o rompimento da barreira da pele, pronta disponibilidade de nutrientes bacterianos, des-
truicdo do suprimento vascular para a pele queimada e perturbacdes sistémicas, quando combinados podem
levar a imunossupresséo, tornando as queimaduras susceptiveis a infeccdo [2].

Os curativos de nanocelulose bacteriana (BNC) ja demonstraram potencial no processo de cicatrizagdo, sen-
do comercializados sobre os nomes de Membracel®, Bionext®, entre outros. Suas principais propriedades séo:
controle da dor e inflamac&o, manutencdo de umidade na ferida, assim como dos fatores de crescimento e defesa,
favorecendo a granulagéo e crescimento dérmico, menor taxa de contaminagdo externa, visualizagdo direta do as-
pecto e quantidade de secregdo, diminuigdo ou auséncia nas trocas de curativos, diminuindo lesGes epidérmicas com
comodidade e seguranca ao paciente [3].

A celulose é um dos polimeros biodegradaveis mais disponiveis na natureza, podendo ser também sintetiza-
da, por exemplo, por algumas bactérias do género Gluconacetobacter [4], sendo secretada extracelularmente sob a
forma de uma rede de nanofibras, randomicamente distribuidas, que estdo interligadas e formam uma estrutura
tridimensional altamente reticulada com uma matriz Unica e porosa. Muitos estudos descrevem uma vasta gama de
aplicacOes para a BNC, podendo ser utilizada na inddstria alimentar, telecomunicacdes, como dispositivo eletroacts-
tico, tal como diafragmas de telefone [5], entre diversas outras aplicacGes.

A BNC possui propriedades Unicas, essenciais para a engenharia de tecidos, incluindo alta capacidade de ab-
sorcédo de agua, elevada cristalinidade e boas propriedades mecanicas, quando comparada a outros biopolimeros, tais
como colageno, quitina e gelatina. Na area médica ja foram relatados estudos para aplicagdo como vasos sanguineos
artificiais para microcirurgia, arcaboucos para engenharia tecidual, substituto de pele e como sistema carreador de
farmacos (drug delivery), além de funcionar como barreira contra micro-organismos em feridas e queimaduras, o
que auxilia no processo de cura e também ameniza a dor e reduz o tempo de cicatrizacdo [6]. Permeavel a gases e
impermeavel a liquidos, a pele artificial, como também é conhecida a membrana de nanocelulose, forma uma barrei-
ra bacteriol6gica, deixando o ferimento respirar. Outra vantagem é a possibilidade de atenuacdo ou mesmo a elimi-
nagdo da dor nesses pacientes. Utilizada como curativo, reduz o tempo de tratamento e, com isso, diminui também o
custo das internacOes de pacientes com queimaduras e feridas cronicas [7].

Estudos recentes tém relatado a incorporagdo de substancias ativas em sua estrutura permitindo a modulacédo
de propriedades especificas [4]. Em paralelo, a estrutura da BNC também tem sido utilizada como molde para a
incorporagdo de metais com dimensdes nanométricas. A incorporagdo de metais na membrana de nanocelulose é
interessante devido as propriedades antibacterianas apresentadas por alguns metais [8].

No século 20, a introduc&o de antibidticos e antifingicos e o uso de antimicrobianos topicos que eram exten-
sivamente aplicados em queimaduras e a ado¢ao generalizada de exciséo precoce e enxertia, melhoraram a expecta-
tiva de sobrevivéncia. Entretanto, 0 aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos e outros agentes antimicrobi-
anos tem levado a uma busca renovada por abordagens alternativas de prevencéo e combate as infec¢des. Nos Ulti-
mos anos tém sido investigadas vérias dessas alternativas: preparacGes de prata (nanocristalina e de liberagdo lenta),
peptideos antimicrobianos, terapia fotodindmica tdpica, preparagdes de quitosana, novas formulagdes de liberagéo
de iodo, terapia com fagos e produtos naturais como mel e éleos essenciais [2].

As nanoparticulas metalicas sdo uma alternativa eficaz no combate as bactérias patogénicas. Dentre as nano-
particulas com func&o bactericida podemos citar as nanoparticulas de prata (NPAg), de 6xido de cobre (NPCuO), de
didxido de titanio (NPTiO,), de éxido de ferro (NPFe,Os) e nanoparticulas de 6xido de zinco (NPZnO) [9].

A prata é mais conhecida por suas propriedades antimicrobianas potentes. Ja no século XVII11 existiam regis-
tros de aplicacdo da prata para tratamento de feridas. Sob a forma de nitrato de prata, foi utilizada para o tratamento
de Ulceras, e ions de prata foram identificados como antimicrobianos ainda no século XIX. A prata coloidal foi
aprovada para tratamento de feridas pela FDA em 1920. Em 1968, nitrato de prata foi combinado com um antibiti-
co sulfonamida para produzir sulfadiazina de prata, um agente antibacteriano topico prescrito para o cuidado de
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queimaduras, e que ainda estd em uso. Curativos contendo prata sao frequentemente utilizados em substituicdo aos
antibioticos, devido ao surgimento e aumento de bactérias resistentes aos antibioticos. Nanoparticulas de prata tam-
bém estdo sendo avaliadas como agentes antivirais e para a liberagdo controlada de farmacos [10].

O cério é um metal da familia dos lantanideos, que tem propriedades bacteriostaticas, e apresenta maior efi-
cacia sob a forma de nitrato de cério contra uma ampla gama de bactérias. Uma formulacdo de sulfadiazina de prata
e nitrato de Ce* (conhecida como Flammacerium®) ja foi usada no tratamento de feridas por queimadura [10].
Acredita-se que o nitrato de cério exerce um efeito protetor contra a imunossupressao pds-queimadura causada por
um complexo de lipoproteinas de elevado peso molecular (3 MDa).

Nesse contexto, este trabalho propde o uso de membranas de celulose bacteriana funcionalizadas com nano-
particulas de prata e nitrato de cério buscando proporcionar a regeneracéo tecidual pés-queimadura, reduzindo o
indice de infecges.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo e condi¢des de cultivo

A bactéria utilizada nesse estudo foi a Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769, armazenada em temperatu-
ra de -80°C, tendo o glicerol como agente crioprotetor.

O meio de cultivo utilizado tanto na da fase de ativacdo das células (pré-in6culo) quanto na fase de
producdo das membranas foi o mesmo, constituido de manitol (20 g-L™), peptona de soja (5 g-L™), extrato de
levedura (5 g-L™), fosfato dissédico (2,7 g-L™) e 4cido citrico (1,15 g-L™), sendo autoclavado a 121°C por 20
min [11].

O cultivo foi conduzido em frascos Erlenmeyer. As células foram ativadas em frasco Erlenmeyer de
500 mL contendo 100 mL, incubadas a temperatura ambiente sob condigBes estaticas por 2 dias. Apds este
periodo, o pré-indculo foi transferido para o meio de cultivo (20% v/v). Esta etapa foi conduzida em frascos
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio de cultivo incubados em estufa a 30°C e condicéo estatica duran-
te 12 dias para a formagdo das mantas hidratadas de BNC [12].

2.2 Purificagéo

A membrana formada na superficie do caldo de cultivo foi lavada com agua destilada para remover o caldo
de cultivo remanescente e, em seguida, foi tratada com solugdo 0,1 mol-L™* de NaOH, em banho-maria a
80°C, durante 60 minutos, para remover impurezas bacterianas e demais contaminantes. Apos este tratamento
foi lavada com éagua destilada até atingir pH 7,0, armazenada em agua destilada e autoclavada para evitar
contaminagdo [13].

2.3 Sintese e incorporacao das NPAgs e do Ce(NOs); a membrana

A sintese das NPAgs foi realizada pelo método de reducdo quimica, utilizando nitrato de prata, AgQNO;, de
pureza > 99% (Cennabras) como sal precursor, e boroidreto de sédio, NaBH,, P.A. (Cinética) como agente
redutor. Um aminosilano, o aminoetil-aminopropil-trimetoxisilano, AES (Xiameter OFS 6020, 70-90% de
pureza, Dow Corning), foi empregado como agente estabilizante na sintese das nanoparticulas de prata, e
agente de acoplamento destas nanoestruturas na superficie das membranas de BNC. Inicialmente, o Ag-
NO; (0,0157g) e o agente estabilizante (10,8 mmol-L* de AES) foram adicionados em &-
gua deionizada (90 mL) e mantidos sob agitacdo durante 48 horas (600 rpm, 20°C) [14]. As sinteses fo-
ram conduzidas sob agitacdo constante (600 rpm) e temperatura de 20°C em um reator de 100 mL de vi-
dro boro-silicato encamisado, conectado a um banho termocriostatico para controlar a temperatura do meio
reacional. A solucdo de NaBH, (10 mL com concentracdo de 0,46 mmol-L™), preparada no momento da
sintese e mantida em banho de gelo, foi adicionada a solugdo de nitrato de prata e estabilizante (AES) a uma
vazdo de aproximadamente 1,0 mL-min™ por meio de uma bureta graduada de vidro. Apés o término da
dosagem da solucdo do agente redutor, o sistema foi mantido sob agitagdo por 30 minutos para garantir o
término da reacdo.

O Ce(NO3); foi adquirido do fabricante Neon sob forma de Ce(NOs)-6H,0, 99% P.A.

Para viabilizar a absorcao das NPAgs e Ce(NOs); na superficie das membranas de BNC, as mesmas
foram submetidas a um processo mecanico de remogao do excesso de agua para favorecer o intumescimento
com as solugdes preparadas: 5 mL de solucéo de 2,2% de Ce(NOs)-6H,0, 5 mL de solugdo com 100 ppm de
NPAg e 5 mL de solugdo 100 ppm de NPAg, 2,2% m/m de Ce(NOs)-6H,0. Aguardou-se 48 h para que ocor-
resse a absorcdo da solucdo as membranas. No periodo de absorcdo, as membranas foram mantidas em tem-
peratura ambiente.
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As amostras foram divididas em dois grupos, A e B, de acordo com a Figura 1. As amostras do grupo
B foram submetidas a um tratamento térmico (121°C por 2 h em autoclave da Marca PHLIPS, modelo
P13103), com o objetivo de incorporar quimicamente as NPAgs na superficie da BNC por meio do AES
como um agente de acoplamento e, desta forma, obter um material funcionalizado. Os grupos funcio-
nais metoxisilano (-Si—-O—CHj) presentes na molécula do AES se hidrolisam quando em contato com a agua,
formando grupos silanol (-Si—-OH). Na presenca de superficies ricas em hidroxilas (OH), como €é o caso da
BNC, estes grupos funcionais formam ligacGes siloxanas por meio de reacdes de condensacdo [15]. Como a
prata se liga aos nitrogénios presentes nos grupos funcionais amina (NH, e NH) do AES por meio de ligacBes
de coordenagdo [16], as nanoparticulas deste metal nobre acabam sendo incorporadas quimicamente na su-
perficie das membranas de BNC, funcionalizando-as.

Remocao mecanica de agua

Incorporacdo nas
membranas

Membrana com Ce(NOs)s +

Membrana com NPAg A
g

Com frata- Com frata-
mento tér- mento tér-
mico mico

Membrana i ) Ce(NO
pura

3)3 puro

Selecdo damembrana incorporada

Figura 1: Fluxograma para sele¢cdo da membrana incorporada.

2.4 Caracterizacdo das Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por espectrofotometria de UV-Vis (Shimadzu UV 1601PC)
para se avaliar as propriedades Opticas de absorbancia da luz. Para isso, as amostras foram diluidas em a-
gua deionizada na razdo de 1:7 (v/v) e, em seguida, submetidas a leituras de absor¢do em uma cubeta de
vidro com caminho éptico de 10 mm.

Com o proposito de avaliar a geometria e estimar o tamanho médio e a disperséo de tamanhos das na-
noparticulas, analises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram conduzidas em um microscépio
JEOL JEM-2100 operando com tenséo de 200 kV. Para esta analise, 10 gotas da dispersdo coloidal concen-
trada foram adicionadas em grids de cobre de 300 mesh recobertos com filme de carbono. As imagens de
MET foram realizadas com uma magnificagdo de 300.000 vezes.

2.5 Liofilizagdo da membrana de BNC

As membranas de BNC pura e as membranas de BNC incorporadas foram previamente congeladas e desidra-
tadas pelo processo de liofilizacdo utilizando Liofilizador Terroni LT 1000 por 24 h e armazenadas em des-
secador.



FISCHER, M. R.; GARCIA, M. C. F.; NOGUEIRA, A. L., et al. revista Matéria, Suplemento, 2017.

2.6 Caracterizacdo da BNC

2.6.1 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A anélise termogravimétrica foi realizada sob atmosfera oxidante, com razéo de aquecimento de 10°C-min™,
entre 25 e 1000°C no equipamento TA Instruments TGA Q50. Os parametros experimentais foram ajustados
pelo software do equipamento, versdao TA2000. Esta analise foi usada como critério para selecionar o método
de incorporacéo da solucdo de Ce(NO3); e NPAg descrito no item 2.3.

2.6.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para esta andlise as amostras de BNC pura e BNC incorporada foram recobertas com carbono. O equipamen-
to utilizado foi microscopio eletrénico de varredura JEOL, modelo JSSM-6701F.

2.6.3 Determinacédo do contetdo de agua

Para a determinacdo do contetido de 4gua na BNC pura e BNC incorporada, removeu-se 0 excesso de agua
da BNC, e determinou-se a massa da membrana hidratada (mh); ap6ds, as amostras foram liofilizadas confor-
me o item 2.6 e foi determinada sua massa seca (ms) [17]. A andlise foi realizada em triplicada.

O resultado do contetdo de agua na BNC foi calculado de acordo com a equagéo 1:

mh — ms

= 100

Conteddo de 4gua =

mh

)

2.6.4 Determinacédo da capacidade de reidratacao

As membranas liofilizadas de BNC pura e BNC incorporada foram imersas em 200 mL de &gua deionizada e
mantidas a temperatura ambiente. A massa da BNC reidratada (mr) foi determinada apés 2, 24, 48, 72 e 96
horas. Os ensaios foram realizados em triplicada com corpos de prova com diametro de 70 mm.

A capacidade de absorg¢do de agua foi obtida através da equacao 2 [17]:

—ma

x 100

Capacidade de reidratagio = =

@

2.6.5 Atividade antimicrobiana

O procedimento adotado para avaliar a atividade antimicrobiana das amostras de BNC pura e incorporada
seguiu o padrdo estabelecido na norma ASTM E2180-07, de 2012 [18]. Amostras foram cortadas nas medi-
das de 3 por 3 cm e depositadas no fundo de placas de Petri estéreis, sendo este ensaio realizado em triplicada
para cada amostra e para cada micro-organismo. A atividade antimicrobiana foi avaliada sobre os micro-
organismos Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativo). Testou-se
ainda os meios de cultivo Agar Tripsina de Soja (TSA), recomendado pela norma e o meio Brain Heart Infu-
sion (BHI).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Biossintese da membrana de BNC

As membranas de BNC sintetizadas pela bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769, incubada em
meio estatico a 30°C por um periodo de 12 dias, formaram-se na superficie do cultivo liquido. Apds a purifi-
cacdo, as membranas apresentaram um aspecto gelatinoso, sob a forma de um hidrogel claro, translucido,
conforme observado na Figura 2.
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Figura 2: Membrana de BNC obtida apds a etapa de purificacéo.

3.2 Caracterizacdo das NPAg

As nanoparticulas de prata (NPAgs) foram caracterizadas por espectrofotometria de UV-Vis e microscopia
eletronica de transmissdo (MET), conforme metodologias descritas na secdo 2. Na Figura 3 é mostrada uma
imagem de MET das NPAgs sintetizadas e incorporadas nas membranas de BNC. Como observado, as nano-
particulas apresentaram forma geométrica preferencialmente esférica e tamanhos variando entre 5 e
10 nm, aproximadamente. Estes resultados demonstraram que o aminosilano usado agiu eficientemente como
uma barreira, impedindo a agregagdo entre os nanocristais formados e controlando o crescimento das nano-
particulas [19].

De acordo com o espectro de UV-Vis apresentado na Figura 4 as NPAgs sintetizadas apresentaram
uma absorbancia maxima em torno de 411 nm. A méaxima absorcéo de luz em comprimentos de onda préxi-
mos a este valor sdo um indicativo da formacao de nanoparticulas de prata com geometria tendendo & esféri-
ca, como verificado nos resultados de MET, pois as propriedades épticas de nanoestruturas séo fortemente
dependentes das caracteristicas morfoldgicas das mesmas [16]. Resulatdos semelhantes foram reportados por
Nogueira et al. (2014 e 2016) [14-15].
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Figura 3: Imagem de MET das NPAgs. Figura 4: Espectro de absorbancia das NPAgs.
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3.3 Adicédo de nitrato de cério e nanoparticula de prata a membrana

Apoés 48 h de imersdo, as membranas de BNC absorveram 5 mL das trés composicGes de solucdo de
Ce(NO3); e NPAgs testadas, alterando a cor de branco transltcido para amarelo translicido (Figura 5).

A mudanca na coloracdo da BNC incorporada com Ce(NOs); e NPAg sugere transferéncia destas par-
ticulas para as membranas de BNC.

Figura 5: Membrana de BNC incorporada com Ce(NQOs); e NPAg.

Onofre (2014) [20] também observou, em seus estudos com filmes poliméricos de agar, agarose e kef-
firina incorporados com nanoparticulas de prata, ja durante a sintese das NPAg, que este processo era evi-
denciado pela mudanca na coloragdo da solucdo, de incolor para amarelado, indicando a reducdo dos fons
Ag’ para Ag’, fato também observado por Alcéntara (2013) [21].

3.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

Com o intuito de conhecer o comportamento térmico do Ce(NOs); e BNC, amostras destes foram submetidas
a analise TGA isoladamente. Para efeito de comparacéo, as figuras 6 e 7 mostram o comportamento do
Ce(NO3); e BNC. As propriedades térmicas dos materiais, determinadas a partir destas curvas, encontram-se
reunidas na Tabela 1.

Observou-se que o perfil de decomposicdo do Ce(NOs); (Figura 6) ocorreu em trés etapas, sendo a
primeira até 100°C, devido a eliminagdo de agua. O nitrato de cério € um sal higroscépico, o que pode ser
constatado pela analise, na qual se observa uma perda de massa de 6% até esta temperatura, mesmo a amos-
tra tendo sido seca anteriormente a analise. A segunda e terceira etapas de perda de massa ocorreram em
Tonset, 199°C e Tonset; 252°C (Tabela 1). De acordo com Queiroz et al. (2001) [22], estas etapas estdo
relacionadas com a eliminagdo dos nitratos e nitritos. A andlise foi conduzida até 1000°C, observando-se ao
final do processo um residuo de 40% que pode ser atribuido ao metal cério que ndo sofre degradacédo até esta
temperatura.
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Figura 6: Curvas termogravimétricas (TG e DTG) do Ce(NO3)s.

As NPAg nédo foram analisadas isoladamente por esta técnica devido a sua manutencdo em solugdo
aquosa.
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Figura 7: Curvas termogravimétricas (TG e DTG) da membrana de BNC pura.

E possivel observar que o perfil de perda de massa para a BNC pura (Figura 7) ocorre em trés eventos.
O primeiro evento térmico ocorreu até 100°C e representou uma perda de massa de 3,8 % associada a perda
de 4gua da amostra. O segundo evento é atribuido a degradacdo da celulose, que inclui despolimerizacao,
decomposicao das unidades de glicose e desidratagdo. A temperatura de inicio de degradagao térmica (T onseta)
foi de 308°C e a temperatura na qual a degradacdo é maxima (T axs) foi de 340°C, com perda de massa de
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68% (Tabela 1). Resultados semelhantes também foram encontrados por Lima et al. (2015) [23] e Silveira
(2016) [13]. O terceiro evento foi atribuido por Teixeira et al. (2010) [24] a degradacdo de residuos carbona-
ceos; este ocorre entre 350 e 500°C, com perda de massa de 24%. Apoés esta temperatura ndo foi observado
mais nenhum evento térmico, restando um residuo nao degradado de 3%.

3.4.1 Analise do comportamento térmico da BNC incorporada com Ce(NOs); com e sem tratamento
térmico

A Figura 8 apresenta as curvas de TG e DTG para as amostras de BNC incorporadas com Ce(NO3); com e
sem tratamento térmico. Nas amostras de BNC incorporadas observou-se uma redugdo em Tt de 199°C
referente ao segundo estagio de degradacao térmica do Ce(NOs); puro para 148°C na amostra de BNC incor-
porada e sem o tratamento térmico. No entanto, apds o tratamento térmico, esse mesmo estagio de decompo-
sicdo térmica praticamente ndo sofreu alteracdo (189°C) (Tabela 1). Ja no terceiro estagio de decomposicao
térmica ndo houve variacdo em Tonses € Traxa tanto antes quanto apds o tratamento térmico; esse fato pode ser
observado tanto no grafico da Figura 7 quanto na Tabela 1. Como comentado anteriormente, estas sdo as
temperaturas de decomposicdo dos nitratos e nitritos, demonstrando que o tratamento térmico nao afetou
estas estruturas.

O quarto estagio é atribuido a degradacéo da BNC. Observou-se que ndo houve alteracdo na tempera-
tura de inicio da decomposicao térmica (Toes) para a amostra apos o tratamento térmico em relagdo a pura
(Tabela 1). No entanto, ndo foi observado o quinto evento térmico em torno de 430 a 470°C referente a de-
gradacdo dos residuos carbonaceos da BNC pura.
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Figura 8: Curvas termogravimétricas (TG e DTG) das amostras de BNC incorporada com Ce(NOs);, sem tratamento
térmico (azul) e com tratamento térmico (vermelho).

3.4.2 Anélise do comportamento térmico da BNC incorporada com NPAg com e sem tratamento térmi-
co

A Figura 9 apresenta as curvas de TG e DTG para as amostras de BNC incorporadas com NPAg com e sem
tratamento térmico. Observou-se que a adi¢do das NPAgs na BNC implicaram em uma redugdo na estabili-
dade térmica em relagdo a BNC pura. De acordo com os dados extraidos do grafico da Figura 8 e representa-
dos na Tabela 1 a Tonsets fOi registrada em 288°C para a amostra sem tratamento e 284°C apds o tratamento
térmico, enquanto para a BNC pura foi de 308°C.

Para estas amostras foi possivel observar o quinto evento térmico, referente a degradagao dos residuos
carbonaceos da BNC, que ocorreu entre 388°C e 390°C para a amostra que sofreu o tratamento térmico; a
amostra sem tratamento térmico apresentou o pico, porém de forma muito sultil.
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Figura 9: Curvas termogravimétricas (TG e DTG) das amostras de BNC incorporada com NPAg, sem tratamento térmi-
co (azul) e com tratamento térmico (vermelho).

3.4.3 Analise do comportamento térmico da BNC incorporada com NPAg + Ce(NO3)scom e sem trata-
mento térmico

Quando os dois compostos foram adicionados simultaneamente a membrana de BNC, observou-se uma ate-
nuacdo nos estagios de decomposicao térmica, referentes aos nitratos e nitritos do Ce(NOs)3, como pode ser
observado na Figura 10.

Com relagdo a decomposicdo da BNC, nao houve variacdo expressiva de Tonsets SENdO determinados
os valores de 306°C e 309°C, com e sem tratamento térmico. No entanto, Tonses € Tmaxs tiveram um incremen-
to de 490°C e 531°C, respectivamente, para a amostra sem tratamento térmico e 462°C e 527°C apos o trata-
mento térmico (Tabela 1).



FISCHER, M. R.; GARCIA, M. C. F.; NOGUEIRA, A. L., et al. revista Matéria, Suplemento, 2017.

120 - - 1.5
. ——— CB+Prata + Cério ¢/ trat termico
——— CB+Prata + Cério s/ trat termico |
100
- 1.0
80 )
s 3
°\° R
it 5
5 60+ 05 g
£ g
E 2
40+ 3
0.0
20
0 T T T T -05
0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) Universal V4.5

Figura 10: Curvas termogravimétricas (TG e DTG) das amostras de BNC incorporada com NPAg + Ce(NQOsj)s, sem
tratamento térmico (azul) e com tratamento térmico (vermelho).

Para as amostras que receberam o Ce(NOs); e NPAg simultaneamente, 0 comportamento térmico
chamou a atencdo em alguns aspectos; inicialmente, o perfil de degradacéo foi muito semelhante ao da BNC
pura; no entanto, o percentual de perda de massa foi de 42% para a amostra sem tratamento térmico e 43%
para a amostra tratada, o que representa uma diferenca de cerca de 26% em relacdo a BNC pura. Ja no tercei-
ro evento térmico houve um incremento em T,nseis de 490°C para a amostra sem tratamento térmico e 462°C
para a amostra com tratamento térmico em relacdo a BNC pura. VariagGes semelhantes também foram ob-
servadas para Tmaxs. Com relagdo as massas residuais, foi possivel observar que, enquanto a BNC pura sofreu
completa degradacdo térmica, as amostras adicionadas de Ce(NQO3); e NPAg tiveram uma massa residual de
15,35% antes e 8,24% ap06s o tratamento térmico, o que pode ser atribuido a adicdo dos elementos metalicos
a membrana de celulose, o que elevou sua estabilidade térmica.

Bezzerra (2015) [25] também estudou a adicdo de nanoparticulas de prata a amostras de ABS pela
técnica de TGA, e também verificou que a presenca de prata na matriz polimérica produziu um aumento na
estabilidade térmica do material.

A partir das analises termogravimétricas foi possivel observar que a estabilidade dos compostos adici-
onados a BNC apresentou pouca ou nenhuma alteragdo negativa quando adicionados simultaneamente e
submetidos ao tratamento térmico. Desta forma, selecionou-se este método para a incorporacao dos elemen-
tos metalicos 8 BNC que foi entfo submetida a outras técnicas de caracterizacéo e identificada como BNC
incorporada.
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Tabela 1: Dados de temperatura de inicio de degradaco (Tonse), temperatura méaxima de degradacdo (T.x) € porcenta-
gem de perda de massa, determinados a partir das curvas de TG e DTG das amostras de Ce(NQOs3)s, BNC pura e BNC
incorporada, com e sem tratamento térmico.

AMOSTRA PERDA | Tonset2 | PERDA Tumaxze | Tonsers | PERDA Tmaxs
DE (°C) DE (°C) (°C) DE (°C)
MASSA MASSA MASSA
1 (%) 2 (%) 3 (%)
Ce(NO3)3 6 199 18 208 252 30 266
BNC pura 4
BNC+ Ce(NO3)3
s/ trat. term. 12 148 17 156 266 19 278
BNC+ Ce(NO3);3
c/ trat. term. 11 189 16 199 266 20 274
BNC + NPAg s/
trat. term. 4
BNC + NPAg c/
trat. term. 4
BNC+ Ce(NOg)3 +
NPAg s/ trat. 3
term.
BNC+ Ce(NOg)3 +
NPAgc/ trat. 5
term.
AMOSTRA TonseTs | PERDA Tuaxa | Tonsers | PERDA | Tuaxs | RESIDUO
0 DE 0 0 DE 0 (%)
MASSA MASSA
4 (%) 5 (%)
Ce(NOs)s
BNC pura 308 68 340 432 24 469
BNC+ Ce(NO3)s
s/ trat. term. 315 29 321 20
BNC+ Ce(NOs3)s
c/ trat. term. 309 30 313 19
BNC + NPAg s/
trat. term. 288 64 315 330 14 331 10
BNC + NPAg c/
trat. term. 284 64 335 388 25 390 2
BNC+ Ce(NOs)s +
NPAg s/ trat. 306 42 336 490 34 531 15
term.
BNC+ Ce(NOs)s +
NPAgc/ trat. 309 43 332 462 39 527 8
term.

* A cor azul representa amostras sem tratamento térmico e, em vermelho amostras com tratamento térmico.
As cores estabelecidas para a tabela seguem 0 mesmo padrao apresentado nos graficos.
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3.5 Microscopia eletrdénica de varredura

As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) sdo apresentadas na Figura 11 (a, b, ce
d). Em 11 a) pode ser observada a superficie superior BNC pura com aumento de 5.000x; a micrografia de-
monstra as fibrilas de celulose formando um arranjo randémico. Godinho et al. (2014) [4] também observa-
ram em suas micrografias de BNC uma rede muito densa com poros de tamanhos variados que se prolongam
para o lado inferior poroso da BNC; ja em 11 b) pode ser observada a superficie inferior da BNC pura, com
igual aumento. Esta micrografia apresenta uma maior compactacdo nas microfibrilas da BNC diminuindo a
percepcédo de profundidade e espacos vazios. Este fato pode estar relacionado com o contato com o frasco de
liofilizacdo durante o processo de secagem. Oliveira et al. (2013) [26] também observaram em seus estudos
com a producdo de estruturas tubulares de BNC que a porcéo interna dos tubos sintetizados em contato direto
com tubo de silicone também se apresentaram mais adensados.

Na presenca de NPAg e Ce(NOs)s, ainda com aumente de 5.000x, a superficie inferior da BNC apre-
senta-se altamente fechada (Figura 11 c), sugerindo um revestimento das fibras da BNC pelos metais incor-
porados. Também é possivel verificar a presenca de alguns pontos brilhantes maiores; jaA com um aumento de
50.000x%, em 11 d), observa-se a superficie superior da BNC incorporada. Nesta, novamente é possivel obser-
var alguns pontos brilhantes com tamanho calculado em 71,3 nm, sugerindo a incorporacdo dos compostos.

. .

UDESC 100KV X5000 WD 156mm Tpm DESC LEI 100kV  X5000 WD 158mm Tpm

d)

UDES( LEI 10.0kV X5000 WD 15.6mm 1pm UDESC LEI 100kvV  X50000 WD 185mm 100nm

A &

Figura 11: Imagens de MEV: a) superficie superior e b) superficie inferior da membrana de BNC pura com aumento de
5000x; c) superficie inferior da BNC incorporada com aumento de 5000x e d) superficie superior da BNC incorporada
com aumento de 50000x.
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3.6 Determinacao do conteudo de 4gua

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a determinagdo do contetdo de liquido na BNC pura e BNC
incorporada.

As membranas de BNC apresentaram grande capacidade de retencdo de agua, em média 99% confor-
me resultado apresentado na Tabela 2, referente a média e desvio padrao do ensaio realizado em triplicata. Os
resultados apresentados estdo de acordo com o obtido por Recouvreux (2008) [17].

Tabela 2: Contetdo de 4gua da BNC pura e BNC incorporada

MASSA MASSA | CONTEU- MASSA MASSA CONTEU-
AMOS- | BNCPURA | BNCPURA | DO DE AMOS- | BNCINCOR- | BNC INCOR- DO DE
TRA HIDRATA- LIOFILIZA- AGUA (%) TRA PORADA PORADA AGUA (%)
DA (G) DA (G) HIDRATADA | LIOFILIZADA
(©)] (©)
CP1 8,0581 0,0787 99,02 CI1 6,5156 0,1687 97,41
CP2 8,8950 0,0957 98,92 Cl2 6,8151 0,1868 97,26
CP3 8,2303 0,0857 98,96 CI3 6,4925 0,1630 97,49
MEDIA 8,3945 0,0867 98,96 6,6089 0,1728 97,39
DESVIO 0,4419 0,0085 0,0503 0,1800 0,0124 0,1168
PA-_
DRAO

De acordo com Barud (2006) [27], a pelicula de BNC é extremamente hidrofilica, possuindo capaci-
dade de absorcéo entre 60 a 700 vezes 4gua em relacdo a sua massa.

As membranas de BNC incorporadas apresentam um pequeno decréscimo na capacidade de retencdo
de agua, em média de 97,39%.

3.7 Capacidade de reidratacdo

Observou-se que a capacidade de reabsorcao de agua da BNC pura apos a liofilizagao foi de 97,08% confor-
me apresentado no grafico da Figura 12. A BNC incorporada apresentou uma menor capacidade de reabso-
rdo inicial, 76,9% em duas horas; no entanto, ao longo das 96 h de ensaio, chegou a 89,97%.

BNC incorporada obteve menor capacidade de intumescimento porque a presenca do Ce(NOs); e da
NPAg afeta a capacidade de intumescimento. Qualquer fator que reduz o tamanho dos espagos vazios entre
as cadeias ou poros tera efeito direto no mecanismo de transporte no hidrogel [28].
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Figura 12: Capacidade de absorcao de agua da BNC pura e BNC incorporada.
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3.8 Atividade microbiana

A atividade antimicrobiana das NPAgs e Ce(NO3); incorporados na BNC foi avaliada sobre os micro-
organismos Gram-positivo S. aureus e P. aeruginosa, de acordo com a norma ASTM 2180-7, de 2012 [18].

O primeiro ensaio utilizou 0 meio 4gar tripsina de soja sugerido pela norma; no entanto, mesmo ap4s
48 h, o resultado obtido foi de 100% de reducdo microbiana, como pode ser observado na Figura 13 (a, b, c,
d). Por este motivo, o teste de atividade antimicrobiana foi novamente realizado utilizando o meio de cultivo
BHI para que uma possivel limitagdo de nutrientes pudesse ser descartada como influéncia negativa sobre o
crescimento microbiano. Os resultados podem ser observados na Tabela 3.

Observou-se que o percentual de redugdo microbiana foi mais efetivo para a S. aureus (98%) do que
para P. aeruginosa (89%).

Muitos autores como Ruparelia et al. (2008), Carreira et al. (2009) e Antunes et al. (2013), apud Ono-
fre (2014) [20], também observaram uma melhor agéo de NPAg frente a bactérias Gram positivas, e associa-
ram este fato a complexidade da parede celular de Gram negativas, que podem promover uma barreira contra
as nanoparticulas.

Figura 13: Fotografias tiradas das placas de Petri referentes ao ensaio antimicrobiano: BNC pura com a) P. aeruginosa e
b) S. aureus; e BNC incorporada com: c¢) P. aeruginosa e d) S. aureus.
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Tabela 3: Dados obtidos do ensaio antimicrobiano com as amostras de BNC pura e BNC incorporada

AMOSTRA N° DE COLONIAS DE de N° DE COLONIAS DE P.
S. aureus EM 24 HORAS aeruginosa em 24 HORAS

BNC pura 3,1x10° 1,8 x 10°

BNC incorporada 160 23

(%) Reducéo bacteriana 98 89

Barud et al. (2008) [8] relatam que o mecanismo de inibicdo do crescimento microbiano observado
para a prata ndo é inteiramente compreendido. Possiveis teorias apontam a interacdo de ions de prata com
macromoléculas bioldgicas através de grupos de proteinas tiol (-SH). Es tes ions de prata monovalentes
(Ag") substituiriam os fons H* dos grupos sulfidrilo ou tiol, inativando a proteina, diminuindo a permeabili-
dade da membrana e eventualmente causando a morte celular.

Onofre (2014) [20] lembra ainda que a prata é conhecida por apresentar baixa toxicidade em células
animais, uma vez que estas ndo possuem grupos tidis exteriores; esses ions seriam inertes aos animais. Além
disso, as concentragdes necessarias para a eficacia contra 0s micro-organismos sao tdo baixas que ndo pare-
cem ser capazes de trazer efeitos nocivos as células humanas.

4. CONCLUSOES

Foram sintetizadas membranas de nanocelulose bacteriana e incorporadas com Ce(NOs); e NPAgs separa-
damente e conjuntamente sendo apds submetidas a um tratamento térmico para a funcionalizacdo das mem-
branas.

A membrana formada pela incorporacdo com o Ce(NOs3); e NPAgs simultaneamente e submetida ao
tratamento térmico conservou as propriedades térmicas de ambos 0s materiais, e também boa capacidade de
reidratacdo e um potencial de reducdo microbiana de 98% para Staphylococcus aureus. A analise de micros-
copia eletronica de varredura apresentou alteracdo na morfologia, reducdo de tamanho dos poros e presenca
de particulas sugerindo a incorporacdo dos compostos.

Fazem-se necessarios ainda estudos de citotoxicidade e avaliagdo do potencial imunomodulador; no
entanto, estes estudos indicam a possibilidade de obtencdo de um curativo de pele com acdo antimicrobiana,
préprio para o tratamento de queimaduras, como um artefacto de engenharia tecidual.
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