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DESENVOLVIMENTO DE UM HIDROGEL COMPOSITO DE CELULOSE
BACTERIANA E HIDROXIAPATITA
Rafael de Souza da Conceigdo, Afifeh Rafat Fadel Khader, Marcia Margarete Meier

INTRODUCAO

O NIPOL vem estudando diferentes polimeros formadores de hidrogel, como a celulose bacteriana,
carragena ¢ a gelatina metacrilada. Com intuito de produzir um hidrogel osseoindutor, para tal foi
escolhida a celulose bacteriana (CB) como polimero formador, visto que sua estrutura quimica possui
varias hidroxilas, responsaveis por sua reatividade, capacidade de modificagao e carater hidrofilico.
Possui alta pureza (~97%) em celulose quando comparada com a celulose vegetal. Sua alta resisténcia
mecanica e grande capacidade de reter 4gua também foram caracteristicas importantes para a escolha
desse material. (Lahiri et al. 2021; Esa; Tasirin; Rahman, 2014; Khazeni et al. 2017).

Por sua vez a hidroxiapatita (HAP) foi escolhida como substincia osseoindutora pois segundo
Kylchbekov (2023), possui semelhanga com o mineral que compdem ossos e dentes humanos, isso
associado a sua boa biocompatibilidade, osseocondutividade e bioatividade a tornam um excelente
material com capacidade de promover regeneracao 6ssea. (Islam et al., 2020).

DESENVOLVIMENTO

Seguindo os procedimentos descritos por Khader (2026), as membranas de celulose bacteriana foram
cultivadas usando a bactéria Komagataeibacter xylinus inoculada em meio de cultivo composto por
uma fonte de carbono (20g/L), extrato de levedura (5g/L) e peptona (3g/L) dissolvidos em agua
(Figura 1.1). Foram depositados 45 mL de meio de cultivo cobertos com uma trouxa de gaze e algodao
para evitar o contato direto do meio de cultivo inoculado com o ar.

A inoculagdo foi conduzida em ambiente estéril para evitar a proliferagdo de fungos prejudiciais a
formagdo das membranas, dessa forma o meio de cultivo preparado foi autoclavado a 121°C por 20
minutos e levado para uma capela de fluxo laminar para exposi¢ao a radiagao U.V. durante 15 minutos
para total esterilizagdo. Finalmente 5 mL do indculo contendo as bactérias foram transferidas ao meio
de cultivo esterilizado, sendo mantidos na estufa bacteriologica a 30°C durante 14 dias, tempo
necessario para a formagdo da membrana de celulose. (Figura 1.1)

Apo6s 14 dias, as membranas foram retiradas dos erlenmeyers e submetidas ao protocolo de limpeza
para remog¢ao de residuos do meio de cultivo em que estavam. As membranas foram mantidas por
30 minutos em uma solu¢dao de NaOH 0,1 mol/L a 80°C. Em seguida foram lavadas com agua
destilada em abundancia. Finalmente, foram mantidas em 4gua destilada com o objetivo de garantir
a eliminacao por difusdo de eventuais residuos que restaram. A figura 1.2 mostra as membranas apds
tratamento com o NaOH. Foram produzidas membranas utilizando glicerol e manitol como fontes
de carbono visando estudar seus rendimentos.

A HAP foi sintetizada utilizando a metodologia descrita por Junckes (2023), através da precipitagdo
aquosa partindo do carbonato de célcio (CaC03) e acido fosférico (HzP0,) mantendo uma razao
molar de Ca/P de 1,67.

Apos total adi¢ao do acido a suspensao aquosa de CaC 05, manteve-se a agitacdo durante 24 horas.
Em seguida o material foi filtrado a vacuo e seco em estufa a 70°C por 24 horas. Entdo, a calcinagdo
do po obtido foi realizada na mufla a 700°C por 2 horas com taxa de aquecimento de 5°C/min. O
composto resfriado foi peneirado em malha 106 pm, armazenado e caracterizado.

Foram realizados dois métodos para obten¢do do composito de celulose bacteriana/Hap.

Com objetivo de impregnar a HAP no hidrogel de CB, preparou-se uma suspensao aquosa contendo
5% de HAP. Em seguida, em um sistema de filtragdo a vacuo, a celulose bacteriana foi depositada em
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um funil de Biichner, entdo o véacuo foi ligado e cerca de 50 mL da suspensdo foi lentamente
adicionada sobre a membrana for¢ando a passagem da HAP.

Uma segunda estratégia foi testada, uma membrana foi transferida para um béquer de 250 mL e
adicionado 50 mL da suspensdo de HAP. O sistema foi mantido em um banho ultrassénico por 10
minutos e, apds repouso de 10 minutos, aplicou-se novo ciclo ultrassonico, totalizando 3 ciclos. Em
seguida, a membrana foi mantida sob agitagdo em um shaker a 110 rpm por aproximadamente 12
horas. No dia seguinte, repetiu-se o mesmo processo de banho ultrassonico. Ambas as membranas
foram congeladas e liofilizadas para serem caracterizadas por MEV.

RESULTADOS

As diferentes fontes de carbono apresentaram rendimentos distintos, com o glicerol apresentando
rendimento de 1,638+0,3652 g/l e o manitol 1,260+0,0750 g/L. As membranas de glicerol
apresentaram-se mais espessas €, por esse motivo, foram utilizados na produ¢ao do compdsito.
Imagens de MEV mostram a estrutura de nanofibras de celulose presentes em CB seca na estufa
(Figura 2.1)

A caracterizagdo da hidroxiapatita por DRX (figura 1.3) apresentou picos definidos decorrentes da
alta cristalinidade caracteristica da HAP, sendo os principais picos (211), (112), (300) e (002).

O espectro de infravermelho da hidroxiapatita (figura 2.2) apresentou bandas caracteristicas de
estiramentos de fosfatos de apatitas em 1096 cm™ e 962 ¢cm™1. Em ~ 3600 cm™! também foi
observado a banda de estiramento de O-H de apatitas, similares as apresentadas por Junckes (2023).
O compdésito de CB/HAP, produzido pelo método 1 (filtragem), apos ser liofilizado apresentou uma
camada de HAP sob a membrana que apos ser manuseada foi facilmente removida. Porém, as imagens
de MEV demonstraram uma grande quantidade de hidroxiapatita na superficie da membrana,
dificultando a visualizacao das fibras da celulose, mas que ainda foram visiveis (figura 2.2).

Foi realizado uma tentativa de fratura criogénica do compdsito para permitir a analise do seu interior,
mas devido a maleabilidade da amostra ndo foi possivel realizar a fratura fragil do material.

O composito preparado seguindo o método 2, mesmo apds o manuseio da amostra, continuou com
uma camada espessa de HAP. Com a andlise por MEV foi possivel observar a camada de
hidroxiapatita que cobriu as fibras de celulose, conforme demonstrado na figura 2.3.

CONSIDERACOES FINAIS

As caracterizacdes da hidroxiapatita apresentaram resultados similares aos descritos na literatura,
indicando que o material esperado foi obtido. De forma semelhante, a celulose bacteriana também foi
produzida a partir das duas fontes de carbono investigadas. A andlise por MEV da superficie do
composito de CB/HAP, obtida pelo método 1, exibiu algumas fibras com hidroxiapatita retidas, ja as
amostras obtidas pelo método 2 apresentaram total recobrimento das fibras de CB com camada grossa
de HAP na superficie da membrana.
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Figura 1 - 1) Meio de cultivo, 2) Membrana de celulose
apos tratamento com NaOH, 3) DRX de HAP destacando
seus respectivos picos, 4) Espectroscopia de absor¢do
na regido do infravermelho (FTIR) de HAP
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Figura 2 — 1) MEV da membrana de celulose pura, pode ser
observado as fibras de celulose. 2) Imagem de MEV do composito
preparado pelo método 1 (filtragem), com destaque para as regioes
onde foi observado HAP retido nas fibras de celulose. 3)Imagem de
MEYV do compdsito obtido pelo método 2, com total recobrimento

da superficie da celulose.
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