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RESUMO - A celulose bacteriana (CB) € um biopolimero biocompativel e atéxico,
caracteristicas essas que o tornam um biomaterial promissor na area da saude; devido
a suas propriedades apresenta uma ampla gama de aplicagées em engenharia tecidual e
em sistemas de liberacdo de farmacos. Quando pretende-se desenvolver sistemas de
absorcao, liberacdo e eliminagdo de fluidos biologicos e farmacos é necessario a
compreensao dos fendbmenos de transferéncia de massa desses sistemas, sendo
fundamental o conhecimento de parametros como o coeficiente de difusdo do material
estudado. Para tanto, no presente trabalho um sistema de camara de difusdo horizontal
foi desenvolvido, onde verificou-se a transferéncia de massa de solucdes de albumina
de soro bovino (BSA), lisozima e vitamina B6, visando a determinacao de parametros
de transporte e interacdo em membranas de CB. O sistema de camaras de difuséo se
constitui em duas camaras interligadas por uma membrana de celulose bacteriana. Os
parametros de transporte foram calculados a partir da resposta transiente. Os
coeficientes de difusdo obtidos para o BSA, lisozima e vitamina B6 foram
respectivamente de 1,22x3,(%,82x10°, 3,94x10cnr- s,

1. INTRODUCAO

O estudo hidrodindmico do comportamento de espécies individuais em solucdo diluida
perante matrizes de biopolimeros vem ganhando uma crescente importancia, utilizando-se como
parametros de analise o tamanho e forma molecular do objeto de estudo (Phillies, 1985). A
celulose bacteriana se destaca por ser um biopolimero de facil manuseio, controle e manipulagac
Em contraste com algumas membranas sintéticas, membranas de celulose bacteriana apresente
uma elevada resisténcia a produtos quimicos corrosivos, mas sdo biodegradaveis e, portantc
consideradas um material ecolégico (Bodhibukletala, 2006).

O comportamento de solutos em hidrogéis tem sido explicado em termos de redugédo do
volume de hidrogel livre. Membranas mais “fechadas” oferecem uma maior resisténcia a
transferéncia de massa (Habetrél., 2003), e influéncias de arraste e obstru¢des hidrodinamicas
do soluto também contribuem para a resisténcia a passagem do soluto(Amsden, 1998).

Os parametros de transporte de massa e morfologia da membrana sdo pontos focais no
esforcos para se estabelecer e controlar 0 microambiente ao se utilizar sistemas de celulos
bacteriana (Sokolnicki al., 2006) com aplicagBes biomédicas. A difusdo caracteriza-se como a
transferéncia de massa de uma substancia através do material por diferenca de potencial quimic
ou concentracdo (Térmica, 2009). Portanto, para interpretar gradientes difusivos em filmes finos
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medidos quantitativamente em termos das espécies presentes na solucdo, € necessario conhe
com precisao os coeficientes de difusdo de cada espécie dentro do gedt(@ca§06).

A técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentracdo (DGT) baseia-se na
1%L ei de Difusdo de Fick, que descreve a difusdo do soluto em um meio no qual inicialmente ndo
existe equilibrio quimico. Nesta situacdo estabelece-se um gradiente de concentracao, produzind
um fluxo de moléculas que tendem a homogeneizar a solucdo e uniformizar a concentracao
(Colaco et al, 2012).

Neste contexto, a importancia deste estudo se da pelo fato de que substancias confinadas e
interfaces sélido-liquido podem influenciar no comportamento de diversos sistemas biolégicos e
biomédicos (Tiltonet al., 1990). Por exemplo, a estrutura e a atividade de camadas de proteina
adsorvida pode determinar a interacdo entre cultura celular e substratos solidos, a
biocompatibilidade de materiais naturais e sintéticos, e a viabilidade de imunoensaios de fase
sélida (van den Wildenberg et.a?011).

2. METODOLOGIA

2.1. Producdo das membranas de celulose bacteriana

Neste trabalho, bactéri@uconacetobacter hanseniifoi inoculada a 20% (v/v) em placas de
24 pocos, com volume de 1 mL por poco, contendo meio manitol(composicéo™ 2egatanitol,
5g-L! de peptona e 3g-Lde extrato de levedura). A bactéria foi cultivada durante 7 dias a 25°C e
cultivo estatico; apds este periodo as membranas formadas foram retiradas e deixadas em um
solucao de hidroxido de sodio 0,1M durante 24horas e, posteriormente, lavadas em agua destilads
ajustando-se o pH para 7,0.Ap0s esse procedimento as membranas foram esterilizada ser
autoclave a 121°C, 1,2 kgf- @rdurante 20min.

2.2. Montagem das camaras de difusao

Trés moléculas representativas foram utilizadas para medir a difusdo passiva através das
membranas: lisozima, albumina de soro bovino (BSA) e 4,5-di(hidroximetil)-2-metilpiridin-3-ol
(vitamina B6) foram escolhidos pela sua variacdo de massa molar, carga superficial efetiva e
didmetro hidrodindmico, bem como os seus varios graus de interacdo com a membrana.

Foi utilizado um sistema de tubos Falcon de 50mL, adaptados para servirem como camaras
de dfusao, ligados por uma membrana de celulose bacteriana, o material no qual se pretende
medir as difusividades, como mostra a Figura 1.

|

Figura 1 — Camaras de difusdo e membrana de celulose bacteriana.
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Utilizou-se tampéao acetato com pH 7,0, previamente preparado, nas camaras receptoras. Na
camaras doadoras foram utilizadas solu¢des de vitamina B6, lisozima e BSA nas concentracdes d
0,16mg-mL}, 1mg-mL* e 2mg-mL}, respectivamente; as solucdes foram diluidas em tampao
acdato com pH 7,0.

2.3.Método analitico e calculos

A microestrutura das membranas de celulose bacteriana foi observada através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV); para tal, as membranas de CB foram liofilizadas,
apos o que foram fixadas em fitas de carbono aderidas a suportes de alstuinsjo e(
metalizadas com ouro para visualizagdo da superficie superior e inferior. O equipamento utilizado
foi um microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV.

Para o calculo do coeficiente de difusdo e da constante da camera de difusdo, amostra:
foram retiradas das duas camaras, periodicamente, e lidas em um espectrofotdmetro
(Spectramaxplus 384 Molecular Devices), no comprimento de onda de 290nm, e correlacionadas
com suas respectivas curvas de calibracao.

Com base no modelo de Stokes (Equagéo 1 e 2) (Cussler, 2006), calculou-se o coeficiente
de difusdo através de membranas.

1 (c,,receptora — cq,doadora)inicial .
D=—In Equacéo 1
Bt |(cy, receptora — cq,doadora)tempo t

A 1 1 .
’BZT< + ) Equagéo 2

Vdoadora Vreceptora

Nas guacdes acima, B o coeficiente de difusao&fa constante da camera de difus@ogt
tempo ec; € a concentracdo de soluto. E necessério obter o parghatawés da area de difusédo
(A), a epessura efetiva da membraheg(o volume das camarag)(

3. RESULTADOS

A Figura 2 apresenta a microestrutura das membranas de celulose bacteriana utilizadas no:
ensdos, tanto da superficie superior (regido densa de nanofibras de celulose) quanto da inferior
(regido porosa de nanofibras de celulose), respectivamente, observada utilizando-se imagens d
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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Figura 2 — Analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das membranas de celulose
bacteriana utilizadas, (a) superficie superior e (b) superficie inferior.

O transporte de solutos pode ser classificado através de dois mecanismos: o0 mecanismo d
poros e o0 mecanismo de absor¢do. No mecanismo de poros, presume-se que 0 soluto se difunc
através dos fluidos pelos canais no interior da membrana, enquanto que no mecanismo de
absorcao, o soluto esta adsorvido na matriz de membrana e difunde-se através desta ou ao long
de suas fibras (Lebruet al., 1994). A Figura 2 (a) e (b) demonstra que as membranas de CB
utilizadas apresentam uma estrutura porosa, em que a estrutura ndo apresenta nenhum pol
cilindrico definido; a quantidade e a divisdo dos poros sugerem que 0 material apresenta caminho
tortuosos de dimensdes diversas, que se apresentam como obstaculos internos a difuséo d:
moléculas,podendo-se assim considerar que o0 transporte ocorre principalmente através dc
mecanismo de poros.Um parametro que represente a relacdo entre o tamanho do soluto para
tamanho do poro é comumente utilizado;entretanto, nao foi possivel definir a geometria dos poros
das membranas de celulose bacteriana,ndo sendo aplicavel este pardmetro ao sistema.

O comportamento das amostras até o ponto de equilibrio (entre as camaras) pode sel
visualizado na Figura 3. Estes resultados representam as concentragdes nas camaras doadora:
receptoras para as trés moléculas estudadas. Os pontos marcados na Figura 3 (a), (b) e (c) mostre
a tendéncia da difuséo.

Da Figura 4 (a) observam-se fases distintas durante o processo; 0s pontos iniciais mostrar
uma maior velocidade com relacdo aos demais pontos, uma vez que as substancias comeg¢am
preencher os poros das membranas, dificultando a passagem do soluto. Proteinas e enzimas, €
geral muito maiores do que moléculas esféricas (vitamina B), tém migracdo mais lenta através de
rede de fibras devido a interagcfes, imobilizacdo temporaria e/ou resisténcia devido a trechos mai:
estreitos(Sokolnicki et a 2006).

A Tabela 1 mostra que quanto maior o tamanho da molécula menor sera o coeficiente de
difusdo, como obviamente esperado. A vitamina B6 apresenta uma massa molar de 169,18 D:
sendo o coeficiente obtido de 3,94Xt0¢-s*. Comparando-se o BSA com a vitamina B6, o
mesmo possui uma massa molar 390 vezes maior e seu coeficiente de difusividade obtido foi 323
vezes menor.

O processo de difusdo testado foi o de difusdo passiva, e moléculas de tamanho menol
apresentaram uma maior facilidade em se difundir pelas fibras da matriz polimérica (Sokblnicki
al.,2006), utilizando BSA, lisozima e vitamina B12, obtiveram, respectivamente, os coeficientes
de difusdo de 0,59x101,04x1¢ e 3,79x108cn?- s*em condicdes de difuséo dinamica. Pode-se
obsevar que apesar dos processos de difusdo serem distintos, ha uma grande consisténcia ent
ambos os estudos.
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Figura 3 — Evolucéo da concentracao em funcao do tempo para difusédo de (a) lisozima, (b) BSA e
(c) Vitamina B6, em hidrogel de celulose bacteriana.

Com os valores de concentragéo obtidos em cada caso calclloe-e@arametrg, sendo
estes apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Coeficiente de difuséo utilizando o Método Célula de Diafragma de Stokes.

Amostra MM(Da) B (cm?) D(cm?-sY)
BSA 66000 1,22x10°
Lisozima 14100 0,791 5,82x10°
Vitamina B6 169,18 3,94x10’
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4. CONCLUSOES

O presente estudo determinou os coeficientes de difusdo de BSA, lisozima e vitamina B6,
em hidrogéis de celulose bacteriana, na forma de membranas. Esses parametros sdo importante
para o desenvolvimento de materiais para engenharia de tecidos, sobretudo porque permiten
avaliar a viabilidade da utilizacdo de celulose bacteriana como uma matriz de suporte para células
ou tecidos engenheirados. O objetivo € melhorar as propriedades de barreira (para protecédo o
transporte), quando o controle do microambiente for essencial para a viabilidade e um
comportamento operacional normal, uma vez que redes de fibras abertas séo ideais para
imobilizacdo de compostos capazes de reagir com espécies em difusdo, enquanto permitem
passagem de nutrientes e proteinas com ligeiro retardo.Novas utilizacdes para a celulose
bacteriana podem também incluir sistemas de membranas para o crescimento e/ou regeneragao ¢
novos tecidos, bem como terapias a base de células e entrega controlada de farmacos.
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