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APRESENTAÇÃO

Inovações tecnológicas surgem a todo o momento, em todo o mundo, sendo 
utilizadas como uma ferramenta estratégica para manutenção e crescimento dos 
negócios nas indústrias. A Engenharia Química foi uma das carreiras que mais 
contribuiu para a evolução da Era Industrial para a Era Moderna. 

A preocupação em desenvolver produtos e processos de produção torna a 
Engenharia Química responsável por pesquisas e projetos em relação aos materiais 
que passam por mudanças físicas e químicas, adquirindo outras características. 

A Engenharia Química trabalha com a manipulação de compostos e substâncias 
para se criar novos produtos. Estes produtos proporcionam uma melhoria na qualidade 
de vida humana, pois além de pesquisas relacionadas, existe a preocupação em 
viabilizar as invenções, criar métodos baratos e eficientes de fabricação em massa, 
implementando processos químico-industriais cada vez melhores, mais econômicos e 
mais ecológicos.

Neste primeiro volume, organizado para você, apresentamos o papel do 
Engenheiro Químico no mercado de trabalho, pois este aplica conhecimentos 
adquiridos no estudo de Química e de Engenharia para criar soluções voltadas à 
produção ou ao uso de substâncias químicas. É o profissional que constrói um elo 
entre a ciência e a manufatura. Cabe ao engenheiro químico lidar com a formulação 
e a solução de problemas associados à indústria química, bem como trabalhar na 
operação e manutenção de sistemas. Também são expostos, neste volume, trabalhos 
relacionados ao ensino teórico e prático de Engenharia Química.

Além disso, encontram-se trabalhos relacionados com aplicações estatísticas, 
simulações e otimização de processos para melhoria de utilização de produtos e 
subprodutos. Assim como são expostos trabalhos de caracterização de materiais e 
alterações em processos químicos utilizando novas técnicas de análise de produto, 
avaliando comportamento, característica de sistemas, propriedades físico-químicas e 
alteração de composição de produtos já utilizados no mercado.

Baseado nestes trabalhos, convidamos você a aperfeiçoar seus conhecimentos 
na área da Engenharia Química. Os trabalhos selecionados oportunizam uma nova 
visão de materiais, processos e técnicas na área, mostrando o impacto tecnológico no 
desenvolvimento da indústria e sua relação direta com a sociedade e meio ambiente.

Boa leitura.

Carmen Lúcia Voigt
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IMOBILIZAÇÃO DE COLÁGENO HUMANO TIPO I EM 
MEMBRANAS DE NANOCELULOSE BACTERIANA

CAPÍTULO 18

Ana Carolina Jorge Meyer
Universidade Federal de Santa Catarina

Florianópolis - Santa Catarina

Emily Marques dos Reis
Universidade Federal de Santa Catarina

Florianópolis - Santa Catarina

Luismar Marques Porto
Universidade Federal de Santa Catarina

Florianópolis - Santa Catarina

RESUMO: O uso de biomateriais na cicatrização 
de feridas têm crescido extensivamente na 
tentativa de suprir as necessidades não 
atendidas por curativos convencionais. A 
utilização de plataformas de nanocelulose 
bacteriana (BNC) torna-se interessante devido 
às propriedades desse hidrogel. O objetivo 
desse estudo foi a imobilização de colágeno, 
uma proteína que participa diretamente da 
cicatrização de feridas, em membranas de 
BNC visando produzir biomateriais capazes 
de acelerar o processo de cicatrização. A 
imobilização foi feita através da conversão dos 
grupos hidroxila da BNC a grupos carboxílicos 
e sua posterior ativação para que se ligassem 
ao grupamento amina do colágeno. Imagens 
de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
permitiram a visualização das fibras de 
colágeno na membrana produzida e a análise 

por espectroscopia de infravermelho com 
transformada de Fourier confirmou a presença 
dos grupos funcionais previstos. Quando 
testado quanto à citotoxicidade, o material se 
provou não citotóxico e consequentemente 
com potencial para ser testado na reparação 
tecidual.
PALAVRAS-CHAVE: biomateriais; colágeno, 
cicatrização.

ABSTRACT: The use of biomaterials in wound 
healing is growing extensively in an attempt to 
provide some of the wound’s needs not met 
by conventional dressings. Therefore, the use 
of bacterial nanocellulose (BNC) scaffolds 
becomes interesting due to the properties of 
this hydrogel. The purpose of this study was 
to immobilise collagen, a protein that has 
an important role in wound healing, on BNC 
membranes aiming to produce a biomaterial 
capable of accelerating the healing process. 
The immobilisation occurs by converting the 
hydroxyl groups of BNC to carboxyl groups and 
subsequently activating them to form chemical 
bonds with collagen’s amine groups. Images 
obtained from scanning electron microscopy 
(SEM) allowed the visualisation of the collagen 
fibers on the membranes that were produced 
and an analysis by Fourier-transform infrared 
spectroscopy (FTIR) confirmed the presence of 
the expected funcional groups on the material. 
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The collagen-BNC membranes were also proved to be non-cytotoxic and consequently 
with great potential to be applied to tissue repair.
KEYWORDS: biomaterials, collagen, wound healing.

1 | 	INTRODUÇÃO

A cicatrização de feridas envolve uma série de interações entre mediadores de 
citocinas, diferentes tipos de células e os componentes da matriz extracelular (MEC) no 
decorrer das fases da cicatrização (Brett, 2008). Para auxiliar o processo, tratamentos 
adequados são fundamentais. Os métodos mais comuns utilizam materiais que visam 
não deixar as feridas expostas e manter o meio úmido, para evitar traumas, reduzir a 
dor, aumentar a vascularização e promover a cicatrização (Field, Kerstein, 1994).

Biopolímeros são amplamente utilizados em medicina regenerativa como 
curativos alternativos para feridas e queimaduras, devido à sua biocompatibilidade, 
biodegradabilidade, baixo custo e semelhança com a MEC (Balakrishnan, Jayakrishnan, 
2005). A nanocelulose bacteriana (BNC) é um biopolímero que possui nanoestrutura 
fibrilar semelhante à MEC (Rambo et al., 2008). Sua estrutura porosa tridimensional 
confere-lhe propriedades únicas, como a alta capacidade de retenção de água, 
resistência mecânica, alta porosidade e biocompatibilidade (Klemm et al., 2011; 
Trovatti et al., 2011). Devido a estas propriedades, existe um crescente interesse de 
pesquisa no desenvolvimento de materiais com aplicação em cicatrização de feridas e 
queimaduras (Muangman et al., 2011; Kwak et al., 2015). No entanto, a BNC tem baixa 
bioatividade e atividade química se comparado à MEC. Assim, a introdução de grupos 
ativos na superfície das nanofibras da BNC é necessária para melhorar o desempenho 
deste material na reparação tecidual.

O colágeno, principal componente da MEC, tem sido indicado como acelerador 
do processo de cicatrização (Lee et al., 2001), auxiliando na migração e estratificação 
das camadas de células como fibroblastos e queratinócitos (Brett, 2008). Por esse 
motivo, muitos autores já trabalharam com algum tipo de material polimérico e 
colágeno (Lu et al., 2014, Souza, 2015), entretanto, as ligações físicas que foram 
realizadas para a produção desses materiais não são tão eficientes quanto as ligações 
químicas – sendo estas mais eficazes quando se visa um processo de cicatrização 
prolongado. Assim, o objetivo deste trabalho foi a funcionalização de membranas de 
BNC com colágeno humano tipo I (COL) para o desenvolvimento de um material com 
propriedades aplicáveis a cicatrização de feridas.
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2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Materiais

Todos os reagentes foram comprados de Sigma-Aldrich Brasil Ltd. e utilizados 
conforme recebidos, exceto quando mencionado.

2.2	Produção da BNC

As membranas de BNC foram produzidas pelo cultivo da bactéria Gluconacetobacter 
hansenii, ATCC 23769. Primeiramente, 100 µL de inóculo foram plaqueados em meio 
manitol ágar. Após 7 dias de cultivo a 26 ºC, 30 colônias isoladas foram selecionadas 
e inoculadas em 5 mL de meio manitol (25 g-L-1), extrato de levedura (5,0 g-L-1) e 
peptona (3,0 g-L-1), esterilizado (pH 6,5). Subsequentemente, 5 mL do inóculo foram 
adicionados à 45 mL de meio manitol e a solução foi transferida para placas de 24 
poços (1 mL/poço) e mantida em cultura estática à 26 ºC durante 4 dias. No fim, as 
membranas formadas foram removidas e purificadas em NaOH (0,1 M) à 50ºC por 24 
h e finalmente lavadas com água destilada até atingirem pH 6,5.

2.3	Produção da BNC-COL

As membranas de BNC produzidas na etapa anterior foram oxidadas com HNO3/
H3PO4-NaNO2 como descrito por Kumar e Yang (2002), para converter os grupos 
hidroxilas livres da BNC em grupos carboxilas. As membranas foram imersas em uma 
solução de ácido nítrico e ácido fosfórico 2:1 (v/v) e após foi acrescentado nitrito de 
sódio (p/v). A mistura permaneceu com leve agitação, em ambiente sem a presença de 
luz, por 24 h. Posteriormente, as membranas oxidadas (BNC‒OX) foram transferidas 
para uma solução 0,2% (p/p) de glicerol durante 15 minutos para remover o oxidante. 
Por fim, foram lavadas com acetona e deixadas secar por 30 minutos a 25 ºC.

A imobilização de colágeno foi realizada conforme retratado por Liu e 
colaboradores (2005) e Li e colaboradores (2008). Resumidamente, as membranas 
BNC‒OX foram imersas em tampão 0,02M de MES (ácido 2-morfolinoetanosulfónico 
monohidratado), pH 4,5, contendo EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida)/
NHS (N-hidroxisuccinimida) 0,01M (1:1) durante 24 h a 4 °C com agitação, para a 
ativação dos grupos carboxílicos de BNC‒OX. Após, as membranas foram imersas em 
uma solução de 0,1-mg-mL-1 de colágeno humano tipo I por 24 h à 4 ºC. As membranas 
resultantes (BNC-COL) foram lavadas com PBS três vezes e posteriormente foi 
realizada uma última lavagem com água deionizada.

2.4	Caracterização da BNC-COL

A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) foi utilizada para confirmar a presença de alterações específicas dos grupos 
funcionais em BNC‒ COL. Os espectros de infravermelho foram registrados em um 
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espectrofotômetro Agilent (modelo Carry 600), com resolução de 4 cm-1, no intervalo 
de 4000 – 600 cm-1. Além disso, foi realizada a analise morfológica da superfície das 
membranas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) através do aparelho JEOL 
JSM-6390LV operando a 10kV.

2.5	Citotoxicidade

A citotoxicidade das membranas BNC‒COL foi avaliada por contato direto, de 
acordo com a ISO 10993-05. Membranas de BNC foram utilizadas como controle. 
Fibroblastos de camundongo imortalizados (L929) foram cultivados em DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino 
e 1% de penicilina/estreptomicina. As células foram cultivadas com uma densidade 
de 9 × 103 células-cm-2 em placas de 24 poços por 24 h em ambiente contendo 5% 
CO2 à 37 ºC. Posteriormente, membranas de BNC e BNC‒COL foram adicionadas aos 
poços. Após 1, 3 e 7 dias de cultura a atividade metabólica das células foi avaliada 
pelo ensaio de MTS [3- (4,5- dimetiltiazol-2-il) -5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sufofenil)-
2H-tetrazólio] de acordo com as instruções (Promega Biotecnologia do Brasil, Ltda. 
(São Paulo, SP)). As placas de cultura foram mantidas em uma atmosfera umidificada 
a 5% de CO2 à 37 ºC durante 2 h. A absorbância das soluções sobrenadantes foi 
medida por leitor Micro ELISA a 490 nm.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Caracterização da BNC-COL

A Figura 1 apresenta os espectros de FTIR das membrana de BNC e BNC-COL. 
O espectro da BNC apresenta bandas características desse material, onde a banda de 
absorção atribuída ao grupo hidroxila e a ligação de hidrogênio é observada em 3343 
cm-1(Choi et al., 2004), presente também em BNC-COL. A confirmação da imobilização 
de colágeno nas membranas BNC‒COL é feita através da identificação do grupamento 
amida I a 1652 cm-1, além das bandas para amida II e III em 1523 cm-1 e 1236 cm-1 
(Payne; Veis, 1988), respectivamente.

A morfologia da superfície das membranas foi analisada por MEV. A Figura 2a 
apresenta uma típica imagem de BNC, onde observa-se uma estrutura tridimensional 
bem organizada com poros interconectados, formada por uma rede entrelaçada de 
nanofibras. Essas características foram preservadas após a imobilização do colágeno, 
como pode ser visto na Figura 2b. Sendo assim, as propriedades e a aplicabilidade 
da BNC, que se devem às características citadas (Klemm et al., 2011; Trovatti et al., 
2011), continuam presentes em BNC-COL. Nessa membrana, as fibras de colágeno 
aparentam estar dispostas de maneira irregular, estando tanto na superfície como 
preenchendo a estrutura da nanocelulose. Os cristais que estão presentes na Figura 
2b correspondem à presença de NaCl, como observado por Souza (2015).
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Figura 1 – FTIR das membranas BNC e BNC‒COL. 

Figura 2 – MEV da superfície das membranas (a) BNC e (b) BNC‒COL 

3.2	Citotoxicidade da BNC-COL

As membranas de BNC são consideradas materiais não citotóxicos, como 
constatado por Czaja e colaboradores (2007). Para analisar se a imobilização do 
colágeno interfere no potencial citotóxico das membranas de BNC foi realizado um 
ensaio de citotoxicidade. Os resultados obtidos através do teste de MTS mostraram 
que as membranas de BNC e BNC- COL não induziram uma resposta citotóxica após 
7 dias em contato com as células, de acordo com a norma ISO-10993-5: 2009. Após 
1 e 3 dias de cultura, a atividade metabólica das membranas em contato com BNC 
e BNC-COL foram semelhantes. Entretanto, depois de 7 dias de cultura, houve um 
aumento significativo de 99,8% da atividade metabólica das células em contato com 
BNC-COL, se comparado à BNC (Figura 3).
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Figura 3 – Atividade metabólica de células L929 após contato direto com as membranas de 
BNC e BNC-COL por 7 dias. * Diferença significativa, P<0.05. 

4 | 	CONCLUSÃO

As membranas BNC-COL foram obtidas através de ligações covalentes entre 
os grupamentos amina do colágeno e carboxílicos da BNC. Os resultados do FTIR 
confirmaram a imobilização química do colágeno nas membranas produzidas e as 
imagens de MEV mostraram que essa imobilização não alterou a microestrutura do 
material. A análise de citotoxicidade confirmou que o material não afetou negativamente 
a atividade metabólica das células L929. Sendo assim, as membranas BNC-COL 
poderão ser vantajosas quando utilizadas para aceleração do processo de cicatrização 
de feridas.
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