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Resumo: A necessidade de se obter materiais resistentes a acao de bactérias na
industria farmacéutica tem levado ao aumento de pesquisas no campo de
biomateriais, principalmente no que diz respeito a obtencdo de materiais de baixo
custo. A celulose vem sendo utilizada com muita eficiéncia para fabricacao de filmes,
plasticos, espessantes dentre outros. Neste trabalho, propomos a modificagao de
filmes de celulose bacteriana e amido com acido tioglicélico, sendo realizado teste da
atividade bactericida dos mesmos. Foi observado que os filmes de celulose
apresentaram uma consideravel atividade bactericida frente a bactéria Salmonella, o
que potencializa 0 seu uso como curativos.

Introducao

Segundo Cavalcanti (2002), os polissacarideos sao polimeros naturais
encontrados com facilidade na natureza, dentre os quais podemos citar a celulose e o
amido. Sao facilmente degradados pelo organismo, possuem baixo custo e séo
considerados indcuos. Devido a grande variabilidade e caracteristicas é bastante
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usado em pesquisas industriais. Possuem caracteristicas especificas como por
exemplo, a modificacdo da liberagdo, o aumento da estabilidade e biodisponibilidade
dos farmacos, o que aumentam o seu potencial para sua utilizacdo na industria
farmacéutica (CAVALCANTI, 2002).

Os polissacarideos sdao formados por grupos de monossacarideos ligados
entre si através de ligagdes glicosidicas e possui cadeias longas lineares ou
ramificadas. Ao contrario dos mono e dissacarideos, estas moléculas sado insoluveis
em agua portanto ndo interferem no equilibrio osmético celular. Os polissacarideos em
geral, vém sendo muito utilizado em diversas areas cientificas, especialmente na area
da saude, tendo como exemplo da sua utilizagao aplicagbes em sistemas de liberagao
controlada de farmacos (GIL; FERREIRA, 2006). E se tornam interessantes aos
cientistas e outras areas devido as suas caracteristicas estruturais, propriedades
reoldgicas e aplicabilidade (FILHO, 2009).

Este trabalho tem como objetivo a modificacdo dos polissacarideos amido e
celulose, através da enxertia de &cido tioglicélico, para emprego como substrato
polimérico funcionalizado. O &cido tioglicolico pode ser reversivelmente nitrosado,
formando os RSNOs que apresentam as propriedades bioldgicas atribuidas ao NO tais
como relaxamento das células musculares lisas, controle imunoldgico através do
controle da relacao patégeno-hospedeiro, inibicado da adeséo e agregacao plaquetaria
e consequente acao anti-trombogénica, acdo bactericida, fungicida, etc (Lacaster,
1996).

Comercialmente os amidos sao modificados para obter propriedades distintas
deste material, resultando em uma diversidade de aplicagbes como na industria
quimica como papel e celulose (SILVA et al, 2006). A producao de filme a partir de
amido se baseia nas propriedades fisico-quimicas e funcionais da amilose, para
formacao de géis e posterior formacao de filmes. Dentre os processos de obtencao de
materiais a partir de amido pode-se, citar a obtengéo de filmes através da formacgéo de
uma solucdo aquosa sob aquecimento e subsequente evaporacdo do solvente
(ZACARIAS et al, 2007) e, a sintese de redes poliméricas de amido através da
gelatinizagao do amido em &gua deionizada a 100 °C e subsequente congelamento de
24h seguido de descongelamento de 2h (SILVA et al, 2011).

A celulose é um polissacarideo polimérico linear predominante na parede da
célula vegetal, podendo ser encontrado em tronco de arvores e em folhas como no
sisal, ou dos frutos como no algoddao. A molécula de celulose é composta por um
carboidrato classificado como polissacarideo, sendo utilizado com bastante eficiéncia
em industrias para fabricagcdo de plasticos, filmes e fibras, também utilizados como
espessantes em cosméticos e produtos alimenticios e, biomateriais (ANDREAS et al,
1994; REID, 1989, D’ALMEIDA, 2000). A celulose também pode ser produzida por
bactérias, como por exemplo o biopolimero a base de celulose bacteriana produzido
pela Bionext [Bionext® Produtos Biotecnoldgicos Ltda]. Este polimero foi desenvolvido
para ser aplicado em lesdes cutaneas e apresenta vantagem em relagdo aos métodos
convencionais uma vez que nao precisa de troca sequencial do produto o que pode
acelerar em duas vezes o tempo de recuperacao do tecido epitelial, j& que a pele nao
fica exposta até a cicatrizagdo. Alguns estudos tem demonstrado que a celulose,
utiizada como biopolimero, pode ser enxertada com grupos hidrofilicos como
polietileno glicol, passando a possuir propriedades de absor¢cdo de agua proprias do
material obtido podendo em alguns casos formar um gel (GOETZ et al, 2009)
aumentando a biocompatibilidade. O tratamento de feridas cutaneas prioriza tanto a
protecdo das lesdes contra a acdo de agentes externos fisicos, mecanicos ou
biol6gicos como também liberagdo de farmaco que acelerem ou ativem o processo



biologico de cicatrizagdo (NICOLOSI, 2005). Os curativos devem ter propriedades
mecanicas que possibilitem a sua aplicagdo, e garantir a assepsia, uma vez que 0
mesmo sera aplicado sobre a pele lesionada. Neste trabalho, foram obtidos filmes de
celulose modificados com acido tioglicélico, com acao bactericida. A propriedade
antimicrobiana foi avaliada através do método de disco-difusdo originario de Bauer et
al., em 1966 (BARRY, 1991; JORGENSEN, 1999). Apds a modificacdo da celulose foi
avalido a atividade bactericida de filmes de celulose bacteriana modificados com &cido
tioglicolico e filmes de amido puro a fim de aplicacdo para curativos visando a
cicatrizacdo e protegdo das lesbes contra a agdo de agentes externos fisicos,
mecanicos ou biolégicos, e também foi proposto a modificacdo de amido com acido
tioglicolico.

MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados no desenvolvimento dos filmes foram: dgua deionizada, amido
de milho, goma Agar Mueller Hinton - Himedia, meio de cultura Mueller Hinton,
peptona, acido tioglicélico e papel celulose Bionext(R). Método de difusdao em disco.
Bactérias: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium.

Filme de celulose modificado com acido tioglicélico

Modificagdo do filme de celulose bacteriana — Para modificagdo dos filmes foi
preparada uma solu¢dao de 50 mL de DMSO com &cido tioglicélico 0,083 mol/L e HCI
0,012 mol/L. Os filmes foram inseridos dentro da solucdao de DMSO e submetidos ao
aquecimento de 80°C por aproximadamente 30 minutos. Na sequéncia os filmes foram
retirados da solucdo e lavados com agua deionizada.

Elaboracédo dos filmes amido: inicialmente preparou-se uma solugdo de amido 4%. Em
seguida, preparou-se 1 amostra de filme em placa de petri, totalizando um volume de
25 mL. Logo apés a mesma foi congelada por 24 horas e depois descongelada e,
entdo colocada em embrulho de papel aluminio e levada a uma estufa a 40°C por 48
horas.

Avaliacdo do potencial antibacteriano — A avaliacdo do potencial antibacteriano foi
realizada pelo método de difusdo em disco, conforme Bauer [4], com algumas
modificagdes. O principio do método fundamenta-se na difusdo, através de gel de
agar, de um antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do
antimicrobiano leva a formacao de um halo de inibicado do crescimento bacteriano, cujo
diametro € inversamente proporcional a concentragdo inibitéria minima [6]. Foram
utiizadas as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
typhimurium, provenientes do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, UTFPR, Campus Campo Mourdo. As
bactérias foram incubadas em caldo nutriente a 37°C por 24 horas. Apds o
crescimento em caldo, as culturas foram diluidas até 10° bactérias por mililitro de
solucéo salina peptonada 0,1%. Padronizou-se o indculo de bactérias, comparando-o
com o tubo 5 da escala de McFarland (0,5mL de cloreto de bario a 1,0% + 9,5mL de
acido sulfurico a 1,0%) por meio da verificacdo espectrofotométrica das absorbancias
em 625nm, obtendo-se 1500 x 10° UFC/mL. As bactérias foram semeadas em placas
de Petri com auxilio de alga de Drikalski (200uL) no meio agar Miller Hinton. Foram
aplicados sobre a placa com as bactérias os discos de filmes de celulose sem
modificagdo, os modificados e os nitrosados (apés modificagdo), com didmetro de 7
mm. Os discos foram aplicados em cada quadrante das placas contendo as
respectivas bactérias. O experimento foi realizado em triplicata para cada cultura



bacteriana. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em estufa microbiolégica.
A leitura do tamanho dos halos foi realizada com auxilio de paquimetro.

Modificacao de amido de milho

Sintese amido modificado com acido tioglicélico: Foi feita a dissolucdo de 5g de amido
em 50mL de DMSO a 60°C.Em seguida adicdo de 200uL de HCL e 300uL de acido
tioglicolico.

A solucdo foi mantida sob agitagdo e aquecimento a 60°C por 2h. Ap6s deixou-se a
solucao esfriar e preciptou-se em acetona. O precipitado foi entdo lavado por 3x em
acetona para remogédo de DMSO. Deixou secar em estufa a 50°C por 48h.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Testes de solubilidade do filme de celulose foram realizados com objetivo de diluicao
do filme, onde foi observado que o mesmo nao se dissolve em alcool metilico, alcool
etilico, alcool isopropilico, alcool isobutilico, hexano, acetona, xilol e éter etilico.
Neste caso o filme de celulose ndo pode ser modificado por formagéao de blenda com
outros polimeros. A forma usada para modificar os filmes de celulose foi a enxertia,
através da ligacao do acido tioglicélico na superficie do filme. Apés a modificacdo o
filme apresentou-se macio quando molhado e rigido quando seco. Com relagdo a
modificagdo de amido, atualmente esta sendo desenvolvido a modificagdo com acido
tioglicélico através de reacdes de condensacao. A modificacdo de amido de milho com
acido tioglicélico pode ser comprovada através dos espectros de IV (Figura 1). Através
da Figura 1, pode-se ver em (C), o pico em 1720 cm™ correspondente a carbonila de
ésteres, derivado do &cido tioglicélico (A) onde se observa em 1700 cm™ o sinal para
carbonila do &cido tioglicodlico puro. Em 1650 cm™ pode-se observar o sinal de
carbonila (Fig. 1B) para o amido puro. Resultados similares foram obtidos para o filme
de celulose, podendo também ser comprovada a enxertia com acido tioglicolico.
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Figura 1. Espectros de infravermelho para (A) acido tioglicélico, (B) amido puro e (C) amido modificado.



A propriedade antimicrobiana dos filmes de celulose foi avaliada através do método de
disco-difuséo originario de Bauer et al. (1966), € um dos métodos mais utilizados nos
laboratérios de microbiologia no Brasil desde a sua descoberta em 1966 (BARRY,
1991; JORGENSEN, 1999). Os dados dos halos obtidos pelo método de disco- difusdo
frente a Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus estao apresentados
nas Tabelas 1.

Tabela 1. Medidas dos halos para atividade antibacteriana de filmes de amido frente a
Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, feitos em triplicata.

Filmes de amido

Bactérias Cédigo 1 2 3 Media
Salmonella 2 -- 10,0 8,0 8,3
Escherichia coli 2 -- 9,0 9,0 8,3
Staphylococcus 2 - 12,0 10,0 9,7
aureus

Filmes de Celulose

Bactérias Cdbdigo 1 2 3 Media
Salmonella 2 9,0 -- 9,0 8,7
Escherichia coli 2 -- -- -- --
Staphylococcus 1 9,0 - 9,0 8,7
aureus

Os resultados representam o diametro do halo de inibicdo em milimetros. (--) Ndo houve inibicdo de

crescimento.

Os resultados mostram halos para atividade antibacteriana de filmes de amido frente a
salmonella e Escherichia coli, e apresentaram uma resposta de acdo reduzida, uma
vez que o didmetro do filme € de 8 mm. Por outro lado podemos observar que todos
os filmes apresentaram significativa acao bactericida frente a Staphylococcus aureus

Os resultados dos halos para atividade antibacteriana de filmes de celulose frente a
Salmonella mostraram que houve significativa atividade bactericida para os filmes
modificados com acido tioglicélico (presenca de grupos SH).

CONCLUSAO

Os filmes de celulose bacteriana modificados com acido tioglicolico, apresentaram
atividade bactericida frente a Staphylococcus aureus e salmonella. Ja os filmes de
amido puro apresentaram atividade bactericida significativa apenas frente a
Staphylococcus aureus. O que potencializa o uso dos filmes como curativos. E
esperado melhores resultados para o amido modificado uma vez que o amido puro ja
apresenta agao bactericida e a concentragao de acido tioglicélico pode ser modulada
potencializando a agéo bactericida.
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