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Resumo: Questdes ambientais tém suscitado o interesseptasfrenovaveis e os residuos agroindustriaiatanmse
uma importante matéria prima para a producao deomawateriais. Este trabalho apresenta o uso dduoesi
agroindustriais na obtencéo de celulose bacte(i@Ba para posterior preparo de nanocompdsitos ddnoXiapatita
(HA). A obtencgdo de CB se deu por cultivo em méastrin & Schrammsuco de caju e residuo liquido de sisal, sob
condicbes estaticas. Apds o periodo de incubagiianembranas de CB foram purificadas e 0s nanocotopos
preparados por imersédo sucessiva das membrandisgilas em solucdes de Cloreto de Calcio (gQa€lFosfato de
Sadio (NaHPQ,), seguida de secagem e posterior caracterizagameinbranas de CB e 0s materiais nanocompositos
obtidos foram caracterizados panalise Termogravimétrica (ATG) e Difracao de Ral0gDRX). Adicionalmente,
foram realizados testés vitro para os nanocompésitos. Os resultados mostrarenhaouve producdo de celulose a
partir dos trés substratos estudados, sem a neadssile suplementacéo adicional ou alteracao dd®pHmeio das
caracterizac@es, foi possivel verificar que ascpkls obtidas apresentaram estrutura e comportantgitos de
celulose bacteriana. Os compdsitos apresentaraatiiitade e capacidade de adsorcdo de proteinpsctas que
servem de indicativo para a biocompatibilidade elessateriais.
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Use of agro-industrial waste in the preparation of nanocomposites based on bacterial cellulose
and hydroxyapatite

Abstract: Environmental issues have supported the inténestnewable sources and agroindustrial residuearbe a
significative resource for the production of newtenels. The present work presents the use of adustrial residues
to obtain bacterial cellulose (BC) for further eda#tion of nanocomposites with hydroxyapatite (HAhe production
of BC membranes occurred in Hestrin & Schramm nmedicashew juice and sisal liquid waste cultivatadar static
conditions. After the incubation period, the BC nbeames were purified and nanocomposites prepareslitgessive
immersion of the purified membranes in solutionsCaficium Chloride (CaG), and Sodium Phosphate (MOy),
followed by drying and subsequent characterizatidre materials obtained were characterized by Tbgravimetric
Analysis (TGA) and X-ray Diffraction (XRD). Additiwally, in vitro tests were performed for nanocomposites. The
results showed the production of cellulose from tiheee substrates studied, without the need fothdur
supplementation or pH change. In all characteonati structure and typical behavior of bacteridutese were found.
The composites showed bioactivity and the adsanptapacity of proteins, which lead to potentialdoimpatibility of
these materials.

Keywords: Agro-industrial waste, cashew juice, sisal wastgtbrial cellulose, hydroxyapatite.

Introducao

O interesse crescente por materiais poliméricospgogduzam melhor desempenho ambiental tem
impulsionado diversos estudos sobre novas fongesidas no conceito de quimica verde. Entre os
materiais mais estudados, encontra-se a celulosterizma (CB). A CB possui uma estrutura

reticulada ultrafina naturalmente nanométrica enigamente pura, o que a distingue da celulose
obtida a partir de fontes vegetais, usualmente casd®m a lignina e hemicelulose [1].
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Tradicionalmente, ela € produzida a partir de md®<ultura sintéticos, resultando em custo de
producdo muito elevado, o que limita o seu uso ppt@acdes diversas [2]. O uso de fontes de
carbono e nutrientes de baixo custo, como residacsgroindustria, € uma estratégia interessante
para superar esta limitacao [3]. No processo deflm@amento da fibra de sisal, por exemplo, gera-
se um liquido que responde por mais de 90% do geegptanta, conhecido como suco de sisal. Esse
residuo liquido é totalmente descartado no camp® 2809, a quantidade estimada de desperdicio
ja alcancava a marca de dois bilhGes de litros isnsagundo dados da FAPESP. Problemas
associados as perdas no campo também envolvemimquial do caju. Estima-se que 80% do
pedunculo sdo desperdicados, valores que chegamse d,5 milhdes de toneladas anuais. Essa
guantidade do pedunculo, hoje perdida, representafante de acucar e nutrientes, com potencial
para ser utilizada como meio de cultura para ordede@mento de celulose bacteriana. A celulose
bacteriana apresenta uma estrutura altamentelicgsta que permite seu emprego na obtencéo de
nanocompdsitos com materiais variados, como, pemejo, hidroxiapatita [4]. As propriedades
biologicas da hidroxiapatita sintética sdo bem dwentadas na literatura, sendo utilizada para a
reconstrucdo e preenchimento de falhas ou defdits®os e revestimento de componentes
metalicos para fixacdo Ossea [5]. Em geral, conp®sibtidos a partir de celulose bacteriana e
hidroxiapatita (CB-HA) também apresentam potenpiata aplicacdo em engenharia de tecido
0sseo em razao de caracteristicas como elevadapriggiexdes mecanicas, excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade ajustadgl [

Experimental

Elaborou-se um protocolo padronizado de obtenciwrdicacdo de CB, conforme segue. Os
substratos foram inoculado&.[ hansenii(CCT 1431)] com 3% de in6culo (v/v) e mantidos a
temperatura de 30°C por pelo menos 168h, em cultistatico. Posteriormente, realizou-se
tratamento térmico com hidréxido de sédio 1 mol/ltetnperatura de 80°C por 30min, para a
remocao da pelicula formada.

O preparo do compdsito foi baseado no propostdiptehens et al. [6], segundo a adog¢éo de ciclos
de imersao, de 24h cada, em solucdes de cloreté@ld® (CaC} — 11 g.L-1) e fosfato de sodio
dibasico (NaHPO, — 8,52 g.L-1), a temperatura ambiente. Foramzaadis seis ciclos.

A fim de se verificar o grau de purificacdo dasqebs, a transmitancia foi avaliada por meio de
medidas em amostras dos detectores plasticosantilizum Espectrofotometro UV-visivel, modelo
Cirrus 60ST. As medidas foram efetuadas nos congmtios de onda de 220 a 850nm.

A analise termogravimétrica foi realizada no egomipato Shimadzu, modelo TGA STA 6000,
conduzida sob atmosfera de nitrogénio com fluxd@enL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min
e temperatura final de 950°C.

Os difratogramas de Raios X foram obtidos no difretro da marca Rigaku modelo DMAXB,
empregando-se tubo de cobre. O intervalo angular 48 utilizado foi de 10 a 70° com uma
velocidade de varredura de 0,5°/min.

Para o teste de bioatividade, realizado em soludéeSBF ¢imulated body fluild as amostras
foram avaliadas segundo diferencas de massa toraatésse depois do experimento.

Estudou-se a adsorcéo, a 37°C, de albumina débswnoo, BSA, (Albumin bovine fraction V, pH
7.0) ref. 11930 da Sigma, uma das macromoléculeseptes no liquido sinovial, aos compdsitos
CB-HA.

Resultados e Discusséao

Transmitancia

A pelicula, na sua forma natural, recém-extraidantgio de cultivo, ndo é adequada para
caracterizacdo, pela presenca de residuos do reetultivo e bactérias. Por isso, adotaram-se
procedimentos de purificacdo e secagem visando lhoree de suas propriedades. A Fig. 1
apresenta as medidas de transmitancia, nos commasde onda de 220 a 850nm, das amostras
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secas de celulose ndo purificadas e apds seremesdamao processo de purificagdo. Quanto
maior a transmitancia, mais o feixe de luz consegu@essar uma dada amostra, fornecendo
indicios sobre sua homogeneidade e pureza. Conyaanante, observa-se que o0s valores de
transmitancia das amostras purificadas foram soesri aos das amostras antes de serem
submetidas ao tratamento com NaOH, indicando a@éida etapa de purificacdo realizada.
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Figura 1 — Curva de transmitancia para peliculas secafiqagtas e ndo-purificadas

Andlise Termogravimétrica (ATG)

As curvas termogravimétricas, para as peliculagioaeepresentadas na Fig. 2. As trés peliculas
apresentaram perfis de degradacdo semelhantesiv@isgeuma primeira perda de massa (4-8%),
aproximadamente a 19D devido a evaporacdo de pequena quantidade deahgaavida. Em
temperaturas mais elevadas, ocorre outra perdaadsardevido aos processos de degradacao da
celulose, seguida pela formacéo de residuos dermailZ]. Este é o principal evento caracteristico
da celulose podendo assumir valores entre 220 €400
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Figura 2 — Curva de ATG para peliculas e compositos

A Fig. 2 também mostra os resultados de ATG pareooypositos CB-HA, 0s quais apresentaram
um residuo de 68,1%, (valor médio) superior ao wis® para a membrana de celulose pura, de
24,8%. A quantidade maior de residuo para os coiegodoi atribuida a presenca de
hidroxiapatita. Como, em geral, ela apresenta #iskatle térmica na faixa de temperatura
considerada (0 - 950°C), a diferenca entre essksegapermitiu estimar a quantidade de HA
depositada (43,3%).
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Difracao de Raios X (DRX)

Através do DRX, foram identificados picos carastirds de cristais CB-HA (Fig. 3). Para todos os
compositos, a mais alta cristalinidade da hidrcadié@ promoveu reducdo da intensidade das
reflexdes dos picos da celulose. Esta diminuicdotgsidade dos picos, em comparacdo com o
padréao obtido a partir de membrana de celulose poare em fungdo da deposicado de HA sobre
as nanofibrilas de CB [8]. Picos de difracdo énx25° e 22,5° foram atribuidos as fasesg I da
celulose , ao passo que os principais picos dagdifr caracteristicos da HA foram observados em
20 = 31,7°, 32,2°, relativos aos planos [211], [1d2]rede cristalina.
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Figura 3 — Difratogramas para peliculas (BC HS, BC Caju, &€al) e compdsitos (HS-HA, Caju-HA,
Sisal-HA).
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Bioatividade

Os compdsitos obtidos foram observados quanto @ideale de induzir a nucleagdo de apatita,
guando submetidos ao teste de bioatividade emoflampéreo simulado (SBF). Em geral, a
precipitacdo de HA na superficie de um materialosip a solucdo SBkn vitro fornece uma
indicacdo se o material € bioativo [9]. A Tabelagtesenta as massas iniciais e as massas finais
para cada composito em estudo.diferenca entre as massas final e inicial, cpoagdem a
guantidade de HA depositada. Para as peliculas g0 HS, CB Sisal e CB Caju), que foram
utilizadas como controle, também ocorreu deposigdigem em menor extensao.

Tabela 1 —Dados de bioatividade

Teste de Bioatividade

Massa (mg)
CB HS CB Sisal CB Caju
Inicial 48+0.1 43+0.1 39+0.1
Final 8.6+0.1 7.7+0.3 6.8+0.1
HS-HA Sisal-HA Caju-HA
Inicial 51.8+1.6 39.1+6.2 37.7+£20
Final 61.0+2.1 475+54 46.4 + 2.0

Adsorcdo de Proteinas (BSA)

A albumina (BSA) € a proteina predominante do p&a@mé conhecida como “passivante” das
superficies prevenindo a adeséao celular e reduamgsposta inflamatéria ao material implantado.
Dai, sua importancia, como fator relevante na bigEatibilidade do material em estudo. Para
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determinacdo da quantidade de BSA adsorvida em cachgdsito, procedeu-se inicialmente a
elaboracdo de uma curva padrao partindo-se de mivacées variadas de BSA (0,1-0,5 mg/mL). A
guantidade adsorvida nos materiais compdésitosdioutada por diferenca entre as concentragfes
inicial e final de BSA, tomando por base a curvdr@a obtida. Observou-se uma diminui¢cdo da
guantidade estimada de BSA em solugdo (comparagintema quantidade inicial), a qual foi
atribuida a adsorcédo nos compositos CB-HA. A TaBelamariza os valores calculados.

Tabela 2 —Dados de adsor¢édo proteica para os compdsitos CB-HA

Adsorcédo de Proteinas

Massa (mg)
HS-HA Sisal-HA Caju-HA
Inicial - - -
Final 47.7+5.1 59.5+3.8 43.4+2.0
Conclusdes

Comprovou-se, através das caracterizagfes reaizgda suco de caju e residuo liquido de sisal
podem ser empregados como substratos naturaisapfmanacédo de celulose bacteriana, sem a
necessidade de qualquer suplementacgéo auxiliar.

Demonstrou-se a habilidade da celulose bacterianafe@necer um templaté adequado a
formacdo ordenada de hidroxiapatita, através dhoedgdo de compodsitos. A deposicdo de
hidroxiapatita ocorreu com certa regularidade, aodp espacos entre as fibras dos biopolimeros, e
apresentou comportamento cristalografico bem préxmapatita natural ou biolégica.

Realizaram-se ainda testas vitro dos materiais compositos simulando as condi¢coesneio
fisioldgico, através dos quais se verificou suaacatade de absorcdo de proteinas e a bioatividade.
Nesta avaliacdo preliminar, todos o0s biocompositestados mostraram-se aptos ao
desenvolvimento de estruturas do tgmaffold para aplicacbes biomédicas, no que diz respeito a
biocompatibilidade e bioatividade.
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