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RESUMO 

Nos últimos anos, houve uma demanda crescente por transplantes de tecidos e órgãos, 

culminando em longas filas de espera. Como alternativa para atender tal demanda, pode-

se citar a manufatura aditiva de tecidos e órgãos a partir de biotintas (impressão 

tridimensional). As biotintas, por sua vez, devem atender aos requisitos tanto físicos 

quanto biológicos, como por exemplo: capacidade de impressão, degradação, 

funcionalização, integridade mecânica, assim como, serem compatíveis com o organismo 

e células alvo dos estudos, levando a um desenvolvimento e crescimento sem rejeição ou 

efeitos adversos, ou seja, possuindo biocompatibilidade e bioatividade. Em estudos de 

bioimpressão, hidrogéis carregados com células são geralmente utilizados devido às suas 

propriedades modificáveis de estruturação e sua capacidade de mimetizar o 

microambiente celular. As formulações destes hidrogéis podem derivar-se de materiais 

sintéticos, naturais ou misturas de ambos. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi 

desenvolver e caracterizar novas biotintas baseadas em nanofibras de celulose bacteriana 

(NFCB) tratadas ou não por processo enzimático, de endoglucanase, e associadas a 

gelatina (Gel) e goma gelana (GG) para bioimpressão 3D. Inicialmente, para verificação 

de áreas de potencial aplicação de biotintas e polímeros utilizados em mercado, foi 

realizado uma prospecção tecnológica sobre polímeros utilizados em patentes 

direcionadas à bioimpressão 3D em medicina regenerativa. Em seguida, diferentes 

formulações de NFCB/GG e NFCB/Gel foram testadas com diversos parâmetros de teor 

de polímero (massa/massa). A melhor biotinta (1:1; Gelatina/Nanofibra de nanocelulose 

bacteriana) foi utilizada para bioimpressão 3D de um corpo de prova. As propriedades 

físicas das formulações e hidrogéis impressos foram estudadas por técnicas como análise 

termogravimétrica; espectroscopia de absorção na região do infravermelho; microscopia 

eletrônica de varredura, microscopia óptica e reometria. Os hidrogéis obtidos 

apresentaram boa estabilidade térmica, viscosidade adequada para bioimpressão, 

homogeneidade sem a presença de particulados no hidrogel. Por fim, o ensaio de 

viabilidade celular indicou que o scaffold bioimpresso não apresentou citotoxicidade 

perante a linhagem de fibroblastos murinos derivados de tecido conjuntivo (L929) 

indicando seu potencial para aplicação em bioimpressão 3D na medicina regenerativa. 

 

Palavras-chave: Biotintas; Bioimpressão 3D; Biomateriais; Nanofibras de Celulose 

Bacteriana; Gelatina; Goma Gelana.  



 
 

ABSTRACT 

In recent years, there has been a growing demand for tissue and organ transplants, 

culminating in long waiting lines. As an alternative to meet this demand, one can cite the 

additive manufacturing of tissues and organs from bioinks (three-dimensional printing). 

Bioinks, in turn, must meet both physical and biological requirements, such as: printing 

capacity, degradation, functionalization, mechanical integrity, as well as being 

compatible with the target organism and cells of the studies, leading to a development 

and growth without rejection or adverse effects, that is, having biocompatibility and 

bioactivity. In bioprinting studies, cell-loaded hydrogels are generally used due to their 

modifiable structuring properties and their ability to mimic the cellular 

microenvironment. The formulations of these hydrogels can be derived from synthetic, 

natural materials or mixtures of both. Given the above, the objective of this work was to 

develop and characterize new bioinks based on bacterial cellulose nanofibers (NFCB) 

treated or not by an enzymatic process, endoglucanase, and associated with gelatin (Gel) 

and gellan gum (GG) for 3D bioprinting. Initially, to verify areas of potential application 

of bioinks and polymers used in the market, a technological survey was carried out on 

polymers used in patents aimed at 3D bioprinting in regenerative medicine. Then, 

different formulations of NFCB/GG and NFCB/Gel were tested with different parameters 

of polymer content (mass/mass). The best bioink (1:1; Gelatin/Nanofiber from bacterial 

nanocellulose) was used for 3D bioprinting of a specimen. The physical properties of 

printed formulations and hydrogels were studied by techniques such as thermogravimetric 

analysis; absorption spectroscopy in the infrared region; scanning electron microscopy, 

optical microscopy and rheometry. The hydrogels obtained showed good thermal 

stability, adequate viscosity for bioprinting, homogeneity without the presence of 

particulates in the hydrogel. Finally, the cell viability assay indicated that the bioprinted 

scaffold did not present cytotoxicity against the murine fibroblast lineage derived from 

connective tissue (L929), indicating its potential for application in 3D bioprinting in 

regenerative medicine. 

 

Keywords: Bioinks; 3D Bioprinting; Biomaterials; Bacterial Cellulose Nanofibers; 

Gelatin; Gellan Gum. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1.Biotecnologia 

Com o advento das novas tecnologias e a produção de novos produtos, a 

biotecnologia pode ser considerada uma das maiores áreas em expansão do cenário atual. 

De origem multidisciplinar, a biotecnologia tem por conceito a integração de diversas 

áreas do conhecimento como biologia, química, engenharia, microbiologia, genética, 

fisiologia, agronomia, zootecnia, entre outras (GUSMÃO et al, 2017).  

Embora a biotecnologia possuir uma vasta distribuição de áreas do conhecimento, 

sua organização foi classificada em cores para facilitar sua caracterização ao seu perfil de 

atuação e sua conexão a efeitos psicológicos da humanidade (FIGURA 1) (DA SILVA, 

2004). 

 

Figura 1. Classificações da Biotecnologia divididas por cores segundo Da Silva (2004). 

 

Entretanto, ao se retratar em sua definição, pode se encontrar várias referências a 

mesma. Segundo Ferro (2010), o termo “biotecnologia” foi utilizado inicialmente em 

1919 pelo húngaro Karl Ereky. Anos mais tarde, Scriban (1985) descreve a biotecnologia 

como o conjunto de conhecimentos técnicos e métodos, de base científica ou prática, que 

permite a utilização de seres vivos como parte integrante e ativa do processo de produção 

industrial de bens e serviços. Posteriormente, em 1992, a Convenção de Diversidade 

Biológica da Organização das Nações Unidas (ONU), determina que biotecnologia é 

qualquer aplicação tecnológica que utilize sistemas biológicos, organismos vivos, ou seus 

derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilização específica. 

Tal definição foi ratificada por cerca de 168 países, além de ser aceita por entidades 
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mundiais como a Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação 

(Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO) e Organização 

Mundial de Saúde (World Health Organization - WHO) (GUSMÃO et al, 2017). Outra 

definição encontrada para biotecnologia é dada pela União Internacional de Química Pura 

e Aplicada, e se refere ao termo biotecnologia, como “A integração das ciências naturais 

e das ciências da engenharia para alcançar a aplicação de organismos, células, suas partes 

e análogos moleculares para produtos e serviços” (IUPAC,1992). 

 Com o desenvolvimento da população, uma das principais áreas da biotecnologia 

que se expandiu foi a biotecnologia vermelha, sendo a sua principal aplicação direcionada 

a saúde. Com este avanço, áreas como diagnósticos, tratamentos e prevenções de doenças 

se tornaram pontos chave para o desenvolvimento de tecnologia, principalmente quando 

relacionado a engenharia de tecidos. 

 

1.2. Engenharia de tecidos 

 O termo engenharia de tecidos foi inicialmente descrito em 1988 como "a 

aplicação de princípios e métodos de ciências da engenharia e da vida, em direção à 

compreensão fundamental de relações estrutura-função em tecidos normais e patológicos 

de mamíferos, e o desenvolvimento de substitutos biológicos para restaurar, manter ou 

melhorar a função do tecido" (O’BRIEN, 2011). Além disso, a engenharia de tecidos 

apresenta um caráter multidisciplinar, que engloba conhecimentos químicos, físicos, 

biológicos e médicos para o desenvolvimento de substitutos biológicos viáveis para a 

restauração, manutenção e adequação dos mesmos em suas funções. Desta forma, possui 

como objetivo desenvolver opções terapêuticas para serem aplicadas em condições 

clinicas especificas, pela substituição e/ou regeneração de tecidos utilizando biomateriais 

(CAI & XU, 2011; SHI et al., 2012; SHI et al., 2014). 

A engenharia de tecidos dispõe-se diretamente da utilização de suportes 3D 

porosos para condicionar ambientes mais propícios para a regeneração de tecidos e 

órgãos. Estes suportes, chamados de scaffolds, essencialmente funcionam como um 

modelo para a formação de tecido, onde tipicamente são cultivados com células e fatores 

de crescimentos, ou ocasionalmente submetidos a estímulos biofísicos sob a forma de um 

biorreator (MARTIN et al., 2004). Estes scaffolds de células são cultivados in vitro para 

sintetizar os tecidos que poderão ser implantados no local da ferida ou diretamente no 

local da lesão, utilizando-se o próprio corpo do paciente como sistema, em que a 

regeneração de tecidos ou órgãos é induzida in vivo. Esta combinação de células, fatores 
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de crescimento e scaffolds é muitas vezes referida como a tríade da engenharia de tecidos, 

mostrada na Figura 2 (O’BRIEN, 2011). 

 

Figura 2. Tríade da Engenharia de Tecidos. Adaptado de O’BRIEN (2011). 

 

A engenharia de tecidos convencional envolve a cultura de células, semeando-as 

em scaffolds biocompatíveis, permitindo o seu crescimento e maturação (in vitro ou via 

biorreator) para formação dos tecidos desejados. Atualmente, a tecnologia de 

bioimpressão 3D permite obter sistemas com maior precisão na relação espacial entre os 

elementos individuais do tecido desejado, constituindo uma grande promessa para 

aplicações na biotecnologia e medicina regenerativa (BISHOP et al., 2017). 

 

1.3. Manufatura Aditiva ou Impressão 3D 

 A impressão 3D é um método pelo qual plásticos, metais ou polímeros são 

depositados em camadas para a produção de um objeto tridimensional (SCHUBERT; 

LANGEVELD; DONOSO, 2013). Atualmente, sua aplicação tem sido direcionada a 

diversas propostas (HAGER; GOLONKA; PUTANOWICZ, 2016). Além disso, os 

avanços das tecnologias têm impulsionado novas rotas para sua aplicação, principalmente 

nas áreas biomédicas (CHIA & WU, 2015). 

 

1.4. Histórico da Impressão 3D 

 Quando relacionadas as companhias de impressão 3D, a história começa com a 

Helisys, fundada por Feygin em 1985, a qual seu principal subsidio era o processamento 

por laminação em chapas, embora sua primeira entrega fora realizada em 1991, a 

companhia teve sua finalização nos anos 2000 (BEAMAN et al., 1997). Também em 
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1985, Deken, no Japão, introduzia em mercado a primeira máquina de estereolitografia, 

SLP 300 (BEAMAN, et al., 1997; BOURELL, 2016). 

Em 1986, Hull e Freed formaram a 3D Systems, sendo considerada a primeira 

máquina de manufatura aditiva moderna, a SLA-1, foi lançada em 1987, e sua primeira 

venda ocorreu em 1988, tendo sua patente aprovada em 1992 (HULL, 1992). Em 1988, a 

empresa Stratasys foi fundada como a primeira companhia a desenvolver modelos 

baseados em modelagem de deposição fundida, Fused Deposition Modeling (FDM), em 

1991 e sua patente foi aceita em 1992 (CRUMP, 1992; BEAMAN, et al., 1997). 

 De acordo com o estudo realizado por Jakus (2019), a evolução das empresas de 

bio-impressão 3D estão divididas entre eras (FIGURA 3). A primeira era (1970-1980) 

foi marcada pela primeira demonstração de um protótipo de manufatura aditiva. Logo em 

seguida, a segunda era (1980-1990), torna-se marcada pelo surgimento dos modelos de 

estereolitografia e sinterização seletiva de lazer, juntamente com o a criação da 3D 

Systems. A terceira era (1990-2005) foi marcada pelo aumento dos recursos 

computacionais e o amadurecimento da impressão 3D industrial, o que impulsionou o 

surgimento de outras novas companhias de impressão 3D pelo mundo. A quarta era 

(2005-2012) teve como principal fator a rápida expansão e maior conscientização da 

impressão 3D, o que resultou em uma ampliação da área, principalmente com a crescente 

aplicabilidade da técnica. Na quinta e sexta era (2012-2017), surgem as impressoras 3D 

de segunda geração e o início da aplicação médica desta tecnologia. Por fim, com o fim 

do período de patentes, a impressão 3D tornou-se muito popular em todo o mundo, 

atingindo até setores domésticos, e, sob a influência da revolução industrial 4.0, tornou-

se uma ferramenta muito direcionada em todas as áreas do conhecimento. 
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Figura 3. Linha do tempo de impressoras 3D com a divisão de eras e eventos marcantes 

de acordo com Jakus, 2019. (Adaptado de JAKUS, 2019). 

 

1.5. Bioimpressão 3D 

 A tecnologia de bioimpressão 3D utiliza técnicas da manufatura aditiva, relaciona-

se diretamente sob a deposição de biomateriais, células, estruturas biológicas e fatores de 

crescimento camada por camada (layer by layer), a fim da produção de tecidos e órgãos 

biossimilares e biocompatíveis. Além disso, tal tecnologia possibilita a utilização da 

impressão de suspensões celulares em uma estrutura com ou sem scaffold (BISHOP et 

al., 2017; JI & GUVENDIREN, 2017). 

 Um dos principais pontos a ser ressaltado no processo de bioimpressão, é sua 

característica branda e amistosa às células, uma vez que tal técnica deve possibilitar a 

impressão das mesmas sem danos além de permitir a manutenção da sobrevida celular 

após o procedimento. Desta forma, tal requisito limita muitas técnicas convencionais de 

impressão 3D que se tornam inadequadas para tal finalidade.  Diferentemente das outras 

técnicas as principais vantagens da utilização da bioimpressão 3D são: deposição precisa, 

reprodutibilidade, simplicidade e distribuição controlada de células, além da sobrevida 

celular após o procedimento de impressão (JI & GUVENDIREN, 2017).  
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Dessa maneira, a partir dos dados apresentados anteriormente, denota-se a 

importância do desenvolvimento de novos biomateriais com tais propriedades que 

permitam uma adequação de e aplicabilidade “bem-sucedida”, ou seja, o 

desenvolvimento de biotintas de melhores características e maior abrangência de 

aplicabilidade (DERAKHSHANFAR et al., 2018). 

 

1.6. Biotintas para Impressão 3D 

As biotintas mais usadas para impressão de tecidos e órgãos são: hidrogéis 

carregados de células (cell-laden hydrogel), soluções de matriz extracelular 

descelularizada e suspensões de células. Entre estes, os hidrogéis carregados de células 

são particularmente atraentes devido a suas propriedades que variam de acordo com sua 

composição e sua capacidade de reproduzir o microambiente celular. As formulações 

podem utilizar tanto hidrogéis naturais (agarose, alginato, quitosana colágeno, gelatina e 

ácido hialurônico), sintéticos (polietilenoglicol e poloxâmeros), quanto misturas de 

ambos (KESTI et al., 2015; JI& GUVENDIREN, 2017). 

 Entretanto, quando referidos as novas técnicas de bioimpressão aplicáveis a 

medicina regenerativa, deve se ressaltar que o aprofundamento na área médica vem 

acompanhada de um de desenvolvimento inventivo e de propriedade intelectual perante 

a sociedade, uma vez que a tecnologia sai à mercado e incentiva campos de pesquisa e 

inovação tanto a nível nacional quanto internacional. Com isso denota-se alguns conceitos 

sobre propriedade intelectual. 

 

1.2. OBJETIVO GERAL DO TRABALHO 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar novas biotintas baseadas em 

nanofibras de celulose bacteriana tratadas ou não por processo enzimático, de 

endoglucanase, e associadas a gelatina e goma gelana para bioimpressão 3D. Dessa forma 

o atual trabalho foi subdividido em três capítulos, nos quais foram verificados o número 

de publicações referentes a artigos e patentes aplicados no desenvolvimento de biotintas 

para bioimpressão 3D (Capitulo 1). Em seguida foi realizado uma caracterização de 

nanofibras de nanocelulose bacteriana direcionada como matriz para hidrogéis 

potencialmente aplicáveis para a bioimpressão, sendo estas submetidas a processamento 

enzimático ou não (Capitulo 2). E por fim foi realizado um estudo de desenvolvimento 

de hidrogel contendo nanofibras de nanocelulose bacteriana, goma gelana e gelatina para 

a bioimpressão de scaffolds aplicáveis a medicina regenerativa (Capitulo 3).  
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CAPÍTULO 1: PROSPECÇÃO 

TECNOLÓGICA: POLÍMEROS APLICADOS 

AO DESENVOLVIMENTO DE BIOTINTAS 

PARA BIOIMPRESSÃO 3D 
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2. INTRODUÇÃO - PROSPECÇÃO TECNOLÓGICA 

2.2. Conceitos Gerais sobre Propriedade Intelectual 

 Em resumo, os conceitos de propriedade intelectual e industrial podem ser 

descritos como um sistema formulado com o escopo de proteger e assegurar a 

exclusividade da atividade intelectual relacionando os campos literário, artístico e 

inclusive o campo industrial. Podendo estar ligada tanto a proteção de bens tangíveis 

como a proteção de bens intangíveis. Segundo a mesma classificação, tal sistema pode 

ser dividido em três classes: 

 

1. Propriedade industrial: patentes “lato sensu”, marca, desenho industrial, entre 

outros; 

2. Direito autoral: direito de autor, de software, entre outros; 

3. Proteção “sui generis”: cultivares, topografias, circuitos integrados e conhecimentos 

tradicionais. 

 

Além disso, quando direcionado a assuntos regulatórios biotecnológicos existem 

aspectos em âmbito nacional que diferem quanto ao internacional. Dessa maneira, com o 

intuito de desenvolver a propriedade industrial no Brasil foi criada, em 1970, um órgão 

Federal vinculado ao Ministério de Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior, o 

Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) o qual possui a finalidade de 

concessão de patentes (GOIATA & NAVES, 2017). 

Segundo este sistema de patentes nacional, possuímos a Lei de Propriedade 

Industrial n° 9.279, sancionada em 14 de maio de 1996, na qual disponibiliza normas de 

regulamentação onde o Brasil se posiciona de forma clara quanto ao patenteamento de 

determinadas Biotecnologias. 

 

Art. 10 - Não se considera invenção nem modelo de utilidade: 

[...]  

VIII - técnicas e métodos operatórios ou cirúrgicos, bem como 

métodos terapêuticos ou de diagnóstico, para aplicação no corpo 

humano ou animal; 

IX - o todo ou parte de seres vivos naturais e materiais biológicos 

encontrados na natureza, ou ainda que dela isolados, inclusive o 
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genoma ou germoplasma de qualquer ser vivo natural e os 

processos biológicos naturais. 

[...]  

Art. 18 - Não são patenteáveis:  

[...]  

III - o todo ou parte dos seres vivos, exceto os microrganismos 

transgênicos que atendam aos três requisitos de patenteabilidade 

- novidade, atividade inventiva e aplicação industrial - previstos 

no art. 80 e que não sejam mera descoberta. 

 

PARÁGRAFO ÚNICO - Para os fins desta lei, microrganismos 

transgênicos são organismos, exceto o todo ou parte de plantas ou 

de animais, que expressem, mediante intervenção humana direta 

em sua composição genética, uma característica normalmente não 

alcançável pela espécie em condições naturais. (BRASIL,1996) 

 

Adicionalmente o INPI também apresentou o Estudo Comparativo dos Critérios 

de Patenteabilidade para Invenções Biotecnológicas em Diferentes Países do INPI, o qual 

também considera patenteável no Brasil: 

 

[...] As composições que contenham material genético ou 

sequências de aminoácidos ou vírus, desde que devidamente 

caracterizadas como composições (ou seja, modificados em 

laboratório/grifo nosso); 

 

As composições contendo extratos, moléculas, substâncias ou 

misturas obtidas de ou produzidas a partir de vegetais, animais ou 

microrganismos encontrados na natureza, desde que devidamente 

caracterizadas como composições, não são consideradas como 

produtos biológicos naturais; 

 

Processos de extração/ isolamento. [...] (2007, p. 15-16)  

 Ao referido a nível internacional as regulamentações que regem o patenteamento 

biotecnológico, tem demonstrado que em diversos países é possível se patentear material 
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biológico. Contudo ainda é possível encontrar uma certa resistência quando se refere a 

motivos de ética, moral ou até mesmo conceitos legais vigentes do local (GOIATA & 

NAVES, 2017). 

 Dessa forma, devido as diferentes normativas para o deposito de patentes o 

objetivo deste trabalho foi realizar uma prospecção tecnológica das aplicações de 

hidrogéis utilizados para a bioimpressão 3D em medicina regenerativa. 

 

3. OBJETIVO 

O objetivo deste capítulo foi realizar uma prospecção tecnológica de polímeros 

utilizados para o desenvolvimento de hidrogéis direcionados a bioimpressão. A análise 

foi realizada a partir dos dados publicados nos periódicos das bases de dados Web of 

Science e Scopus e também por meio de buscas de patentes nas bases do Instituto Nacional 

de Propriedade Intelectual (INPI), Derwernt Innovation Index e do European Patent 

Office (EPO) no período dos últimos 10 anos. 

 

4. METODOLOGIA 

 Para este estudo foi realizado uma busca de anterioridade em bases de artigos e 

patentes nos anos de 2010 até abril de 2022. Os artigos foram pesquisados nas bases de 

artigos Web of Science e Scopus e as patentes nas bases do European Patent Office (EPO), 

do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) e da Derwent World Patents 

Index. Inicialmente foram realizadas buscas com as palavras-chave “biopolymers” AND 

“bioink”, e “biopolymers” AND “3D Bioprinting”. Dos biopolímeros encontrados, foram 

selecionados os sete com maior número de artigos encontrados: Ácido Hialurônico, 

Alginato, Colágeno, Gelatina, Celulose, Quitosana e Seda. 

Depois de selecionados os biopolímeros, a pesquisa foi realizada com as palavras-

chave “Hyaluronic Acid” AND “Bioink”, “Hyaluronic Acid” AND “bioprinting”, 

“Alginate” AND “Bioink”, “Alginate” AND “bioprinting”, “Collagen” AND “Bioink”, 

“Collagen” AND “bioprinting”,“Gelatin” AND “Bioink”, “Gelatin” AND 

“bioprinting”,  “Cellulose” AND “Bioink”, “Cellulose” AND “bioprinting”,  “Chitosan” 

AND “Bioink”, “Chitosan”AND “bioprinting”,  e “Silk” AND “Bioink”, “Silk” AND 

“bioprinting”. Nos bancos internacionais (EPO e DERWENT), as buscas foram 

realizadas com os termos em inglês, contudo, no banco nacional de busca de patentes 

(INPI), foram feitas buscas com palavras em português e pelo fato de ter encontrado 

somente uma patente utilizando as palavras-chave “bioink” e “bioprinting”, além disso, 
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foi utilizada uma outra palavra chave correspondente à pesquisa que é “impressão 3D” o 

que resultou no aumento de patentes encontradas. Após a coleta de dados, foram 

comparados em relação a anos de publicação (data de publicação para patente), países de 

origem e número IPC (Classificação Internacional de Patentes). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Ao se avaliar por comparação total, nota-se que a o volume de artigos publicados 

relacionados ao desenvolvimento de biotintas e bioimpressão é bem maior quando 

comparado a quantidade de patentes que são publicadas. 

 Ao analisar os dados da Tabela 1, foram encontrados no total 1931 artigos na base 

de dados Scopus e 1676 artigos encontrado na base de dados da Web of Science no período 

de 2010 até abril de 2022 Estes artigos foram relacionados ao desenvolvimento de 

tintas/hidrogéis/biotintas para aplicação na bioimpressão dos polímeros selecionados, 

2010 a 2022. 

 Quando referido aos bancos de patentes podemos observar que pelo Escritório 

Europeu de patentes (EPO) foram encontradas 941 anterioridades referentes ao 

desenvolvimento de “biotintas”, “bioimpressão” para impressão 3D, já no banco Derwent 

pode-se encontrar 581 anterioridades referindo ao mesmo tema. Ao analisar a busca no 

banco nacional de patentes, INPI, denota-se uma redução muito brusca quando 

comparados a nível internacional. Contudo, é importante ressaltar que fora focado 

anterioridades que possuísse os polímeros selecionados para os desenvolvimentos de 

materiais aplicáveis a impressão 3D. 

 Segundo o estudo realizado por Do Nascimento e colaboradores (2020) pelo qual 

foi realizado uma prospecção tecnológica dos termos: 3D bioprinted (bioimpressão 3D), 

engineer tissue (engenharia de tecidos), tissue bioprinted (tecido bio impresso), tissue 

bioprinting (bioimpressão de tecido), 3D tissue printing (impressão 3D de tecido) e 

bioprinting (bioimpressão), pode se encontrar 886 patentes depositadas seguindo tal 

condições de pesquisa. Adicionalmente, foi observado durante o processo de coleta de 

dados no INPI, que grande parte das patentes relacionadas ao termo “bioink” estão 

direcionadas ao desenvolvimento de técnicas de preparo de células ou proteínas para 

aplicação em hidrogéis para impressão 3D, ou desenvolvimento de equipamentos 

voltados a impressão (bioimpressoras, cabeçotes de extrusão e afins). Com isso, indica 

que o desenvolvimento de novos modelos de bioimpressão já estão em desenvolvimento 



12 
 

no Brasil, contudo o desenvolvimento de “tintas” ainda está em ascensão no cenário 

nacional. 

 

Tabela 1. Artigos e patentes dos biopolímeros associados ao desenvolvimento de tintas 

e biotintas aplicáveis a impressão 3D. 

Termo 

Base de Artigos Base de Patentes 

Scopus 
Web of 

Science 
EPO Derwent INPI 

“Gelatin” AND 

“Bioink”“Bioprinting” 
569 512 191 124  

“Alginate” AND 

“Bioink” “Bioprinting 
570 469 169 103 1 

“Collagen” AND 

“Bioink”” bioprinting” 
363 308 192 116 2 

“Hyaluronic Acid” AND 

“Bioink””bioprinting” 
134 120 142 87  

“Cellulose” AND 

“Bioink”” bioprinting” 
108 92 89 57 1 

“Chitosan” AND 

“Bioink”” bioprinting” 
89 101 113 74  

“Silk” AND 

“Bioink”” bioprinting” 
98 74 45 20  

Total 1931 1676 941 581 3 

Fonte: Autoria Própria 

 

Ao relacionar aos polímeros por banco de dados, a Gelatina, o Alginato e 

Colágeno respectivamente ganharam destaque nos bancos de dados de artigos (Figura 4) 

enquanto de patentes o polímero que mais publicou patentes foi o colágeno seguido da 

gelatina e alginato (Figura 5).  Segundo o estudo realizado por Da Costa Borges (2020), 

no qual fazendo uma prospecção tecnológica de biopolímeros usados para regeneração 

óssea demostrou que o colágeno, alginato e gelatina estavam incluídos na pesquisa sendo 

o colágeno o polímero natural mais citados tanto nos artigos como em patentes. 
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Figura 4. Número de artigos publicados para cada biopolímero selecionado. Fonte: 

Autoria própria 

 

 

Figura 5. Número de patentes publicadas para cada biopolímero selecionados. Fonte: 

Autoria própria 

 

 Quando comparado os polímeros em relação a cada ano, nota-se que para as 

publicações de artigos científicos houve um aumento de pesquisas relacionadas a todos 

os polímeros selecionados com exceção do ano de 2022 devido a pesquisa limitada até 

abril de 2022 (Figura 6). 
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Figura 6. Número de artigos científicos por ano de publicação no Scopus e Web of 

Science (2010-2022). Fonte: Autoria Própria. 

 

 Ao relacionar os dados obtidos aos anos para os depósitos de patentes 

internacionais (Figura 7), pode-se observar um acréscimo nos depósitos até o ano de 

2019 na EPO seguida de uma pequena queda nos anos 2020 e 2021. Além disso, na base 

de patente Derwent ouve aumento até no ano de 2020 e observa um decréscimo ano de 

2021.  

Deve-se lembrar que os anos de 2020 e 2021 foram marcados pela grande perca 

global causada pela epidemia mundial causada pela Sars-Covid-19 (Covid 19). Dessa 

forma, tantos os escritórios de patentes quanto os grupos de pesquisa cientifico tiveram 

seu fechamento como medida sanitária, o que provavelmente refletiu na redução no 

número de patentes depositadas destes anos. 

Ao analisarmos o cenário brasileiro, os dados do INPI, podemos notar que o Brasil 

ainda está em seu início da fase de desenvolvimento e patenteamento de tintas aplicáveis 

a bioimpressão, pela analise anual das patentes observa-se que 2020 foi encontrado 

somente 1 publicação utilizando o alginato e 2 publicações utilizando o colágeno. 

Contudo, observa-se que no número de publicações houveram 12 publicações no Scopus 

e 10 publicações no Web of Science. Assim indicando uma área em crescimento no 

cenário nacional. 
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Figura 7. Número de patentes depositadas por ano de publicação nas bases de patentes 

EPO e DERWENT (2010-2022). Fonte: Autoria Própria. 

 Adicionalmente, quando analisado o conteúdo das patentes, denota-se que o 

desenvolvimento de patentes de tintas para a aplicação especifica da bioimpressão pode 

se encontrar diretamente com o uso das palavras chave na anterioridade depositada, por 

exemplo (da tradução), “Formulações de Bio-Tinta, Lentícula Córnea Bio-Impressa e 

suas Aplicações”, na qual se refere no desenvolvimento e metodologia de impressão de 

uma córnea baseada em um hidrogel de ácido hialurônico (BHOWMICK, et al., 2021). 

 Outra anterioridade encontrada no banco nacional de patentes relacionados aos 

polímeros em estudo, é a depositada por Nelson e colaboradores (2020), intitulada 

“Composição de Biotinta para Bioimpressão 3D, Método de Fabricação de uma 

Composição de Biotinta para Bioimpressão 3D e Método de Fabricação de uma 

Bioestrutura Impressa em 3D” (BR 11 2020 018027 0 A2), na qual se refere a 

desenvolvimento de uma biotinta utilizando nanocelulose na forma de nanocristais de 

celulose e associado a alginato como combinação iônica reticulante e água, segundo 

descrição. Contudo, embora depositada no Brasil sua origem é dos Estados Unidos, nos 

traz ao outro ponto abordado nesta pesquisa, o índice de patentes depositadas pelos países. 
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 Segundo os dados obtidos da análise de anterioridades nos bancos de patentes 

relacionada a origem do pedido (Figura 8) Nota-se que a maior parte das solicitações de 

patentes provem de países desenvolvidos, em ambos as bases de pesquisa os Estados 

Unidos e China lideram a quantidade de depósitos de patentes. Em seguida, pode se 

observar que há a presença da Coréia do sul, Índia e um número considerável de 

publicações pela Organização Internacional de Propriedade Intelectual (WO). 

 

 

Figura 8. Ranking dos países que mais publicaram patentes dos biopolímeros associados 

a impressão 3D. Fonte: Autoria própria 
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Figura 9. Principais classificações internacionais de patentes atribuídas às patentes dos 

biopolímeros selecionados. Fonte: Autoria própria 

Para a classificação de patentes dos polímeros utilizados para o desenvolvimento 

de hidrogéis direcionados a bioimpressão realizado nesta pesquisa demostrou que os 

códigos IPC mais citados foram os A61L27/38 e B33Y70/00 conforme Figura 9, sendo 

que o A61L 27/38 está relacionado com pesquisas contendo células animais adicionadas 

(órgãos ou tecidos contendo células nativas) e B33Y70/00 é a fabricação de objetos 

tridimensionais (3D) por deposição de aditivo. Estes resultados vêm corroborar com a 

pesquisa de impressão 3D dos biopolímeros.  
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6. CONCLUSÃO – CAPÍTULO 1 

 Esta prospecção tecnológica mostrou as tendências científicas relacionados aos 

polímeros selecionados nesta pesquisa, os quais estão voltados para o desenvolvimento 

de tintas aplicáveis à bioimpressão 3D, no período de 2010 até abril de 2022. Foi possível 

verificar neste estudo, que o colágeno, a gelatina e o alginato são os polímeros de maior 

utilização no desenvolvimento de biotintas. Também, foi possível observar que há um 

aumento no interesse em se desenvolver novos materiais biopoliméricos para esta área 

sendo como indicativo o crescimento de artigos relacionados a este tema. 

 Além disso, nota-se uma pequena participação do Brasil no desenvolvimento de 

biotintas, contudo estudos apontaram que para a área de bioimpressão com outros 

materiais e desenvolvimento de técnicas, já estão sendo realizados, o que indica um futuro 

promissor para a área de aplicação e desenvolvimento de biotintas a nível nacional. 

 

7. PUBLICAÇÃO RELACIONADA 

• Trevizan, L. N. F., da Costa Borges, M. A., & da Silva Barud, H. (2022). 
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CAPÍTULO 2: EXTRAÇÃO DE NANOFIBRAS 

DE NANOCELULOSE BACTERIANA PELO 

PROCESSO DE GRINDER E ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA PÓS-PROCESSAMENTO 
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1. INTRODUÇÃO 

A celulose (C6H10O5) - um homopolissacarídeo linear de alta massa molecular 

com ligações ß-1,4 glicosídicas formadas após a polimerização de unidades de 

anidroglucose. Tal polímero têm recebido muita atenção em diferentes áreas da pesquisa, 

principalmente para aplicações biomédicas e farmacêuticas. Devido a sua característica 

de ser um biopolímero renovável e muito abundante, o qual alcança 1 trilhão de toneladas 

na natureza e apresentando um aumento de aproximadamente 100 bilhões de toneladas 

por ano como resultado da fotossíntese (KLEMM et al., 2005). Este polímero apresenta 

propriedades únicas, tais como alta resistência mecânica e rigidez, biodegradabilidade e 

renovabilidade, as quais se devem, principalmente, à habilidade dos grupamentos 

hidroxílicos formarem interações supramoleculares do tipo ligações de hidrogênio, 

levando ao empacotamento estrutural da celulose numa forma fibrilar e semicristalina 

(KOLAKOVIC et al., 2012; JORFI & FOSTER, 2015). 

Além disso, a celulose também pode ser obtida a partir da bactéria do gênero 

Komagataeibacter Sp. que produz a celulose bacteriana. A nanocelulose bacteriana 

(NCB) apresenta uma estrutura tridimensional baseada em nanofibrilas de celulose – com 

diâmetros entre 3 e 3,5 nm - com elevado grau de entrecruzamento, através de ligações 

de hidrogênio inter e intramoleculares (Figura 10). (MACHADO et al., 2016). Ao se 

retratar a perspectiva de mercado em comparação com a celulose vegetal e bacteriana, 

Donini e colaboradores (2010) estimaram que, por exemplo, 1 hectare de eucalipto como 

Incremento Médio Anual (IMA) de 50 m3, além de considerar uma densidade básica de 

500kg por m3, resulta em um IMA de 25 toneladas por hectare/ano. Ou seja, se 

estimarmos um plantio com 7 anos com um teor de aproximadamente de 45% de celulose, 

teríamos 80 toneladas de celulose por hectare em 7 anos de cultivo (GOMIDE et al., 

2005). Tal produção é alcançada com a celulose bacteriana seguindo um rendimento 

hipotético de 15 gramas por litro em 50 horas em um biorreator de 500 m3 (média de 0,3 

g por hora). Em outras palavras, tem-se uma produção de celulose bacteriana equivalente 

a 1 hectare de eucalipto em sete anos sendo produzida em aproximadamente em 22 dias 

(DONINI et al., 2010). 

Adicionalmente, as principais vantagens da NCB são: estrutura química similar à 

celulose vegetal; elevada pureza química (livre de lignina, hemicelulose e pectinas) que 

elimina etapas posteriores de purificação; densidade superior à celulose de plantas e 

diâmetro reduzido das fibras; elevado módulo de Young e possibilidade de produção em 
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escala industrial através de algumas espécies de bactérias gram-negativas (ABEER et al., 

2014; OLIVEIRA BARUD et al., 2015). 

 

Figura 10. Estrutura do monômero da celulose (adaptado de PINKET, et al., 2009). 
 

Devido a essas propriedades peculiares, a NCB apresenta aplicações na medicina 

como substitutos temporários da pele, tubos para cirurgia, lentes de contato, 

nanocompósitos antimicrobianos, entre outras. As empresas Nexfill, Bionext e 

Membracel utilizam a CB produzida no Brasil como substituto temporário de pele. Na 

área de alimentos é bastante empregada como espessante e como fonte de fibras em 

alimentos funcionais.  

Adicionalmente, o termo nanocelulose bacteriana é o nome dado para diferentes 

tipos de celulose que possuem pelo menos uma dimensão menor que 100nm (AITOMÄKI 

& OKSMAN, 2014), podendo ser obtida por dois tipos de processos: bottom-up 

(biosíntese), na qual a formação da nanocelulose bacteriana  é realizada no interior celular 

e em seguida é exsudada por um “componente de exportação celular” ou “bocal de 

extrusão biológico” o que resulta em uma protofibrila de cerda de 2-4 nm de diâmetro, 

que posteriormente  se agrupa na forma de microfibrila de 80 nm-4 սm (Figura 11) 

(IGUCHI et al., 2000); ou top-down (desintegração) de maneira que: i) a nanocelulose 

bacteriana corresponde a um exo-polissacarídeo produzido a partir de algumas bactérias 

gram-negativas e com diâmetro reduzido (20-100 nm) e numerosa quantidade de fibrilas; 

ii) nanocristais de celulose (ou nanowhiskers de celulose) com diâmetro variando entre 

5-20 nm (MATHEW et al., 2008) e extensão de 100-500 nm são obtidos por processos 

químicos, tais como a hidrólise ácida da celulose vegetal, na qual as regiões amorfas são 

removidas, preservando somente a porção cristalina e iii) nanofibrilas de celulose, 

consistindo de nanofibras elementares e agregadas de 1μm de extensão e 10-100 nm de 

diâmetro, obtidas por processos mecânicos em grinder ou homogeneizador de alta 

pressão, os quais promovem uma esfoliação das ligações de hidrogênio interfibrilares 

(KIM et al., 2015). 
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Como resultado do processo de fibrilação, as micro e nanofibrilas têm um 

aumento da área superficial e uma redução em seu tamanho fibrilar, o que potencializa as 

interações entre as fibrilas relacionadas à grande quantidade de grupos hidroxila. Por esse 

motivo, a interação com a água, a viscosidade, o módulo de elasticidade e a flexibilidade 

também são aumentados (BERTO, et al., 2019). 

 

Figura 11. Diagrama esquemático dos componentes principais para produção da 

nanocelulose bacteriana (Adaptado de BROWN JR, 1989). 

No sentido de melhorar as propriedades mecânicas da nanocelulose, estudos têm 

mostrado a utilização dos processos de moagem associados à tratamentos enzimáticos 

principalmente às modificações das propriedades mecânicas relacionadas as nanofibras 

de celulose. Dessa forma, enzimas hidrolisadoras de celulose, são aplicadas devido a seu 

efeito de desfibrilação eficaz, além de possuir um custo relativamente menor, maior 

disponibilidade comercial e biossegurança, tanto considerando a natureza da enzima 

quanto o produto liberado de suas interações com o substrato (BERTO et al., 2021). O 

tratamento enzimático utilizando a enzima endoglucase ocorre devido ao mecanismo da 

enzima, que afeta as regiões amorfas da celulose, quebrando as aleatoriamente ligações 

glicosídicas e introduzindo novas pontas redutoras e não redutoras. Adicionalmente, as 

endoglucanases possuem a capacidade de preservar as regiões cristalinas da celulose 

(BIAN et al., 2019). 

A NCB tem sido alvo de importantes e avançadas pesquisas nas últimas décadas 

para aplicações biomédicas, seja na forma de curativos para feridas de difícil cicatrização 

e queimaduras, ou como substituintes cutâneo, ósseo, de cartilagens, entre outros, o que 

se deve, principalmente, à grande similaridade da sua estrutura nanofibrilar com as fibras 

colágenas (BÄCKDAHL et al., 2006). Além disso, estudos recentes indicam que a 

utilização de hidrogéis de nanocelulose bacteriana aplicadas à bioimpressão são 
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promissoras devido a sua capacidade de agregação e estruturação 3D (WANG et al., 2018; 

SHIN et al., 2019). 

 Com bases nos dados supracitados, o trabalho teve como objetivo realizar a 

extração de nanofibras de nanocelulose bacteriana e realizar uma comparação das 

nanofibras extraídas com ou não a aplicação enzimática, uma vez que, a utilização 

enzimática possa alterar as propriedades mecânicas das nanofibras de nanocelulose 

bacteriana. 

 

2. OBJETIVO 

 O objetivo deste capítulo foi verificar a obtenção e caracterização de nanofibras 

de nanocelulose bacteriana utilizando ou não um pós tratamento enzimático. 

 

3. METODOLOGIA 

3.1. Obtenção da Nanocelulose Bacteriana 

As membranas de Nanocelulose Bacteriana foram fornecidas grupo Seven 

Indústria de produtos Biotecnológicos Ltda, situada no estado do Paraná, Brasil. O cultivo 

da bactéria Komagataeibacter xylinus foi realizado em bandejas de 30 cm X 50 cm com 

tempo de cultivo de 96 horas a 28oC. O meio de cultura foi composto por glicose 2% 

(m/v); peptona 0,5% (m/v); fosfato dissódico anidro 0,27% (m/v); e ácido cítrico 

monoidratado 0,115% (m/v). Posteriormente ao cultivo, as mantas de NCB obtidas foram 

limpas para a remoção de resíduos do meio de cultivo e remoção das bactérias. O processo 

limpeza foi realizado submetendo as membranas de NCB úmidas à uma solução básica 

de Hidróxido de sódio (NaOH) 0,1% (m/v) a temperatura de 70oC. Posteriormente foi 

submetido a um banho ultrassônico utilizando água destilada para a remoção do NaOH. 

 

3.2. Extração das Nanofibras de Nanocelulose Bacteriana 

A metodologia utilizada foi de Berto & Arantes (2019) com modificações para 

nanocelulose bacteriana. Inicialmente as mantas de nanocelulose bacteriana foram 

recortadas em peças menores a fim de reduzir a resistividade quando relacionada ao ultra 

refinador. Os pedaços da membrana de nanocelulose bacteriana foram desfibrilados no 

ultra refinador de disco SuperMassColloider (Masuko, modelo MKCA6-5J). Utilizando 

discos (modelo MKGA10–80) feitos de material cerâmico (óxido de alumínio e resina) 

sem porosidade para prevenir a infiltração de partículas nanométricas e também para 

permitir um melhor encaixe entre os discos. 
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Durante a operação, um dos discos permaneceu estacionário e outro em 

movimento, com rotação de 1600 rpm. A distância entre os discos foi determinada e 

fixada, e esses parâmetros foram fixados para as mantas de nanocelulose. 

Resumidamente, a posição de movimento zero foi determinada pelo ruído gerado pela 

posição de contato entre os dois discos antes do carregamento da suspensão. 

A partir da posição de movimento zero, o ultra refinador foi carregado com a 

suspensão celulósica e os discos foram imediatamente ajustados para a posição de 

amplitude de -100 μm entre os discos. Embora a posição seja negativa, a presença da 

suspensão de nanocelulose atua como um lubrificante garantindo que os discos não se 

toquem e assim se desgastem. O ultra refinador foi operado com sistema de refrigeração 

utilizando fluxo de água à temperatura ambiente; além disso, foi necessário reajustar a 

posição do movimento zero para cada novo ciclo. 

Os procedimentos foram realizados sob supervisão do Professor Doutor Vadeir 

Arantes, e a Doutora Gabriela Leila Berto no Laboratório de Biocatálise e Bioprodutos, 

Faculdade de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, São Paulo 

 

3.3. Tratamento Enzimático 

Após a obtenção das suspensões de NFCB, uma fração amostral foi submetido a 

um pós tratamento enzimático (NFCB+EG). Dessa forma, utilizou-se a enzima 

monocomponente endoglucanase (EG) (FiberCare R, lote CGK20074) aplicada sem 

purificação adicional. A unidade de atividade EG foi determinada como 1μmol de glicose 

liberada por minuto por mililitro. Todos os experimentos de pós-tratamento enzimático 

foram realizados em etapa única à 50°C e 5% (m/m) de sólidos (em uma base de peso 

seco) em tampão fosfato-citrato pH 6,0 a uma concentração final de 50 mM. O volume 

da reação foi acondicionado em Erlenmeyer de 2 L e mantido em agitador orbital (Thermo 

Scientific) em velocidade constante de agitação (250 rpm). Ao final do pós-tratamento, a 

mistura reacional foi condicionada em água à 100oC por 30 minutos para inativar a 

enzima. Em seguida, a suspensão de fibras foi filtrada a vácuo com membrana miracloth, 

com excesso de água destilada para remoção das enzimas. As condições enzimáticas 

foram limitadas à carga de 25 EGU/g polpa e o tempo de reação a 3h (BERTO et al., 

2021). 
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3.4. Tamanho e Distribuição de Partícula 

Os tamanhos de partícula e a distribuição de tamanho de partícula das suspensões 

foram determinados por Low Angle Laser Light Scattering (LALLS), também chamada 

de técnica de difração a laser, usando o analisador de tamanho de partícula de difração a 

laser Mastersizer 3000 (Malvern Instruments) com duas fontes de luz, vermelho (632,8 

nm) e azul (470 nm), permitindo uma faixa de medição de 10 nm – 3500 μm. O 

equipamento foi acoplado a uma unidade de dispersão de amostra automatizada de médio 

volume (Hydro MV, Malvern) com uma bomba centrífuga embutida para circular a 

amostra suspensa dentro da célula de análise, uma sonda ultrassônica em linha e um 

agitador para evitar a sedimentação e agregação das partículas no tanque da unidade de 

amostra. As análises foram realizadas em baixa obscuridade (0,5 –4 %) – medida da 

concentração da suspensão durante a análise – com velocidade de rotação de agitação de 

3500 rpm e sem sonicação, conforme descrito em Berto & Arantes. (2019). 

Segundo a teoria de espalhamento de Mie, a qual é utilizada pelo software 

Malvern Mastersizer 3000 para converter os dados para a distribuição de tamanho de 

partícula. O número do tamanho da partícula está relacionado ao valor do diâmetro 

hidrodinâmico da partícula equivalente, calculado automaticamente. As distribuições 

finais de tamanho de partícula foram relatadas como o número de densidade de tamanho 

de partícula. Antes de cada análise, a unidade de dispersão foi automaticamente limpa 

três vezes com água ultrapura. A unidade Hydro Sight é acoplada ao analisador de 

partículas, que permite a visualização em tempo real junto com a captura de imagem da 

amostra em linha durante a medição de partículas. A resolução do Hydro Sight (Malvern) 

é igual à de um microscópio óptico, com limite de visualização próximo de 1,4 – 14.000 

μm, que não permite a visualização de nanoestruturas, mas monitora a diminuição do 

tamanho das partículas. 

Os procedimentos foram realizados sob supervisão do Professor Doutor Vadeir 

Arantes, e a Doutora Gabriela Leila Berto no Laboratório de Biocatálise e Bioprodutos, 

Faculdade de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, São Paulo. 

 

3.5. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

A morfologia da superfície das amostras foi observada em um microscópio 

eletrônico de varredura (JEOL JMF - 6700F). Todas as amostras foram depositadas em 

suportes de cobre, recobertas por uma camada de carbono com espessura de 1-10 nm, 

com microscópio operando na tensão de 2 kV. A analises foram realizadas no Laboratório 
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de Microscopia Avançada, Centro de Caracterização e Desenvolvimento de Protocolos 

para Nanotecnologia, Instituto de Química, UNESP, São Paulo, Brasil. O grupo amostral 

foi composto por NFCB (com e sem tratamento enzimático). Todas as amostras foram 

submetidas ao processo de liofilização previamente ao procedimento experimental. 

 

3.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Para a caracterização morfológica das NFCB foi feito a avaliação por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), empregando o Microscópio Eletrônico de Transmissão 

Jeol JEM 2100F operando sob 200 kV, alocado no Laboratório de Nanociência e 

Nanotecnologia (LNNano) situado no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e 

Materiais (CNPEM), Campinas/SP. Para a obtenção das fotomicrografias, as amostras de 

NFCB foram colocadas em grades de cobre com filme de carbono. Posteriormente foi 

realizada a contrastação negativa com uma solução de acetato de uranila 2% em água 

(m/v) por 1min, seguida de remoção de excesso. Tal procedimento foi realizado duas 

vezes a fim de garantir a melhor contrastação do material para análise. 

 

3.7. Grau de polimerização  

Para as análises do grau de polimerização, do inglês Degree of Polimerization 

(DP), foram utilizadas cerca de 0,125 g das amostras das nanofibras de celulose bacteriana 

secas. As amostras foram adicionadas a 25 mL de uma solução de etilenodiamina cúprica 

(1M) e água destilada (1:1), posteriormente a solução foi submetida a agitação a 400 rpm 

sob atmosfera de nitrogênio por 2 horas, até completa desagregação. Em seguida, o grau 

de polimerização de cada amostra foi mensurado utilizando 7 mL da solução preparada 

adicionadas à um viscosímetro capilar manual (Cannon-Fenske de fluxo direto N. 150, 

Special Glass), imerso em um banho de água a temperatura constante (25 ± 0,5°C). 

Posteriormente, determinou-se o tempo de fluxo das soluções e do branco 

(Etilenodiamina cúprica + água). As análises das amostras foram realizadas em triplicata. 

A partir dos resultados de cada amostra, a viscosidade relativa (ηr), específica (ηsp) 

e intrínseca (η), a massa molecular média de cada material (M) e o grau de polimerização, 

foram calculados de acordo com as equações a seguir. 

 

Equação 1. Viscosidade relativa (ηr). 

𝜂𝑟 =
𝑡

𝑡0
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Onde t = tempo médio de fluxo da solução e to = tempo médio de fluxo do 

solvente, em segundos. 

 

Equação 2. Viscosidade específica (ηsp). 

𝜂𝑠𝑝 = 𝜂𝑟 − 1 

Onde ηr = Viscosidade relativa. 

 

 

 

Equação 3. Viscosidade intrínseca (η) 

𝜂 = √
2(η𝑠𝑝 − 𝑙𝑛 η𝑡)

c
 

Onde c = concentração específica da celulose dissolvida na solução, em g/dL, ou 

seja, c = 0,125. 

 

Equação 4. Massa Molecular Média 

A massa molecular média (M), em cada caso, foi calculada a partir da equação 

empírica de Mark−Houwin: 

η = K x Mα 

 

Na qual α = 0,905 e K=1,33 x 10 − 4 dL/g para o sistema celulose- etilenodiamina 

cúprica nas condições empregadas (Polymer Data Handbook, 2019). 

 

Equação 5. Grau de Polimerização (DP) 

O grau de polimerização foi então calculado dividindo-se a massa molecular 

média de cada material pela massa molecular de uma unidade de anidroglicose (162): 

𝐷𝑃 =  
𝑀

162
 

 

3.8. Difratometria de Raios X (DRX) 

Os difratogramas de Raios-X foram obtidos em um equipamento da marca 

Rigaku, modelo MiniFlex II Desktop em 40 kV e 30 mA (1200W), empregando radiação 

filtrada Cu Kα (λ = 1,5418 Å). Varrendo o ângulo de obtenção 2Ө entre 2-60º na com a 
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taxa de 2º/min. As analises foram realizadas no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, 

Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas, SP. 

 

3.9. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) 

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando o espectrômetro Carry 630 FTIR 

Agilent, no Laboratório CBQuim, Universidade de Araraquara (UNIARA), Araraquara, 

São Paulo. As medidas foram realizadas no modo ATR (refletância total atenuada), de 

4000 a 600 cm-1 e 64 varreduras. As amostras foram previamente liofilizadas antes da 

análise. 

 

3.10.  Analise Termogravimétrica 

As análises de Termogravimetria (TG) foram efetuadas utilizando equipamento 

modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA). As condições utilizadas para o experimento 

foram atmosfera de ar sintético com vazão de 100 mL.min-1 e razão de aquecimento de 

10oC min-1, com intervalo de 30oC até 600°C. Utilizou-se aproximadamente 3-10 mg de 

cada amostra de NFCB, as amostras foram condicionadas inicialmente a um cadinho de 

alumina, e o ensaio foi realizado utilizando um cadinho de alumina vazio como referência. 

 

3.11.  Reometria  

As análises foram realizadas em reômetro modelo AR1500 EX (TA Instruments). 

As medidas foram realizadas baseadas no modelo proposto por Dávila & D’ávila (2019) 

com modificações. Os testes foram conduzidos utilizando uma geometria cone-placa de 

40mm de diâmetro com GAP de 0,5 mm, sob temperatura ambiente. As medidas de 

viscosidade foram realizadas em três etapas. Inicialmente foi realizado o teste de 

varredura de amplitude, para a definição do intervalo de viscoelasticidade linear (LVE) 

(γ0 = 1%). Posteriormente, testes de varredura de frequência foram realizados. Em 

seguida fora realizado uma avaliação de aumento de estresse de material pelo método de 

fluxo, as medidas de viscosidade foram realizadas na faixa de frequência de 0,01-700 s−1. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Tamanho e Distribuição de Partícula 

 Durante o ultrarrefinamento das amostras de NCB, o número de ciclos (início da 

alimentação de amostra no ultrarrefinador até a saída total) foram monitorados e 

agrupados como valor médio, o primeiro ciclo fora realizado o processamento das mantas 

de NCB para obtenção da primeira suspensão de celulose (ciclo 0), assim foi indicado 

como “dispersão”, para posterior nomenclatura numeral (ciclo 1-10), a cada fim de ciclo 

fora coletado uma alíquota e analisados o seu tamanho de partícula (Dx10; Dx50 e Dx90) 

e a distribuição de tamanho e área superficial por difração a laser. 

 A NCB foi ultra refinada até atingir o tamanho de partícula em nanoescala, sendo 

indicados pelos valores de Dx10; Dx50 e Dx90 (Figura 12). Ao alcançar a escala 

nanométrica pode se observar que as nanofibras apresentaram um Dx90 de 

aproximadamente de 799 nm. Dessa forma, ao atingir o valor médio de 425-799 nm foi 

interrompido o processamento das amostras de NCB. A redução do tamanho de partícula 

referente a escala nanométrica também pode ser observada pela análise do Hydro Sight, 

na qual sua resolução não foi possível visualizar as partículas devido ao seu espectro de 

análise (ANEXO I – Figura 21). 

 

Figura 12. Distribuição do tamanho de partícula expressa em Dx10, Dx50 e Dx90 

resultante da desfibrilação de NCB em relação a ciclos de passagem pelo equipamento 

SuperMassColloider. (Fonte: Autoria Própria). 
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Segundos os dados obtidos, podemos verificar que houve uma redução brusca do 

tamanho de partícula da dispersão de NCB (Dx90; 58,4 μm) em relação ao primeiro ciclo 

(Dx90; 12,2 μm). Após esta variação, nota-se houve uma queda no tamanho de partícula, 

contudo a redução do tamanho não fora significativa entre os ciclos, exceto para o décimo 

ciclo que apresentou uma queda maior na escala de tamanho, pela qual foi caracterizado 

por um pico único e estreito por volta de 800 μm, indicando elevada uniformidade de 

tamanho do material ultra refinado (Figura 13). 

 

Figura 13. Perfil de distribuição do tamanho de partículas durante a desfibrilação de 

nanocelulose bacteriana por ultra refinação. (Fonte: Autoria Própria). 

 

 Segundo o estudo realizado por Wang e colaboradores (2016), a reduções nos 

tamanhos de partícula já eram previstas, uma vez que o ultra refinador resulta na redução 

de tamanho especialmente na direção longitudinal da fibra. O estudo realizado por Berto 

& Arantes (2019) sugere que a o padrão de distribuição do tamanho de partícula 

permanece praticamente constante durante o processo de ultrarefino, provavelmente 

devido ao fato de que mesmo com a delaminação no sentido longitudinal, o comprimento 

da fibra ainda permanece preservado, dessa maneira seu tamanho é mantido sem 

modificação do diâmetro hidrodinâmico. Além disso, o mesmo estudo indica que a 

presença do pico de menor tamanho de partícula no último ciclo, o qual denota a 

passagem da NCB para sua escala nanométrica, se justifica com a delaminação máxima 
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das fibras em seu comprimento, o que resulta na danificação das mesmas, reduzindo assim 

o tamanho das fibras em seu diâmetro esférico equivalente ao volume de empacotamento 

(BERTO & ARANTES, 2019). 

 

4.2. Tratamento enzimático 

 Ao avaliar o mecanismo de ação da endoglucanase (EG), a enzima se direciona 

preferencialmente as regiões menos ordenadas das fibras de NCB, assim quebrando 

aleatoriamente as ligações glicosídicas acessíveis, dessa forma a reação induz ao 

surgimento de novas extremidades redutoras e não redutoras (BERTO et al., 2021). Dessa 

forma, ao comparar os valores de Dx10; Dx50 e Dx90 (Figura 14) nota-se que houve um 

aumento no tamanho de partícula após o pós-tratamento enzimático resultante do 

aumento da reatividade superficial das moléculas de celulose bacteriana devido a 

exposição dos grupamentos hidroxilas. 

 

Figura 14. Distribuição do tamanho de partícula expressa em Dx10, Dx50 e Dx90 

resultante da desfibrilação de NCB com e sem o tratamento enzimático pós 

processamento.  (Fonte: Autoria Própria). 

Segundo Kargarzadeh et al. (2018) a celulose nativa é disposta em fibras nas quais 

a maioria das cadeias posicionam-se em localizações não expostas. Em seu estado solido, 

ou fibrilar, a maior parte dos grupos hidroxilas permanecem dentro da estrutura, assim 

não participando das reações de ligação na superfície. Dessa maneira, após a aplicação da 

EG, tais grupos hidroxilas são expostos os quais tonam-se reativos.  

Além disso, ao se retratar das fibras de nanocelulose, denota-se que sua estrutura 

contém diversos tipos de irregularidades, como dobras e torções das microfibrilas, assim 

como espaços vazios, microporos superficiais, e depressões, ou seja, a área superficial de 
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uma fibra de celulose nativa é maior quando a área de superfície de uma fibra idealmente 

lisa da mesma dimensão (LYND et al., 2002). Após o processo de esfoliação seguido do 

processo enzimático da nanocelulose bacteriana, nota-se que, com a separação das fibras 

de nanocelulose e a adição de pontas terminais afeta consideravelmente sua área 

superficial, aumentando assim, as interações das hidroxilas presentes na nanofibra de 

nanocelulose, as quais resulta em uma maior interação interfibrilar devido a maior 

reatividade superficial (IBARRA & KÖPCKE, 2010). 

 Segundos estudos encontrados na literatura, o tamanho de partícula pode variar 

dependendo do método de obtenção e tratamento da matéria prima, tanto para nanocristais 

quanto para nanofibras de celulose em geral (IOELOVICH et al., 2017; 

KARGARZADEH et al., 2018). Além disso, quanto menor o tamanho da partícula a 

probabilidade delas interagiram entre si são maiores, ou seja, a agregação em escala 

nanométrica é resultante do aumento de ligações de hidrogênio entre as hidroxilas 

presentes no material, o qual modifica o comportamento, elevando o tamanho das 

partículas (ARAKI, 2013; BARROS, 2020). 

Portanto, estima-se que ocorreu o aumento de tamanho de partícula após o 

tratamento com a endoglucanase, devido ao aumento da área superficial das fibras de 

nanocelulose, o qual também resultou no aumento de cadeias expostas do grupamento 

hidroxila, resultando em maiores quantidades de ligações de hidrogênio, levando à 

aglomeração das fibras de NCB. 

 

4.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia das amostras de NCB foi observada através da análise de MEV 

(Figura 15). Como pode ser observado pelas microscopias das nanofibras, todas as 

amostras mostram o emaranhamento de direcionamento randômicos das fibras de NCB, 

sendo sua organização espacial em formato de “teia”.  

Ao compararmos a morfologia das fibras da dispersão de NCB (Figura 15. a1) 

nota-se que o processo de separação das fibras ocorre devido ao aumento dos espaços 

interfibrilar que podem ser observados nas ampliações do Ciclo 5 (Figura 15. b1) e no 

Ciclo 10 (Figura 15. c1). Além disso, denota-se que na microscopia do Ciclo 10 pode 

observar na ampliação de 100.000X (Figura 15. c2), a separação da fibra de celulose em 

fibrilas de menores tamanhos (indicado pela seta vermelha), tal efeito se relaciona ao fato 

da delaminação no sentido longitudinal, como citado anteriormente (WANG et al., 2016; 

BERTO & ARANTES, 2020). 
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Por fim, o uso do pós-tratamento enzimático nas nanofibras de NCB apresentou 

modificações em relação a porosidade das nanofibras quando observadas na ampliação 

de 15.000X (Figura 15. d1), na qual houve uma redução na porosidade quando 

comparada a NFCB no ciclo 10. Além disso, ao observarmos a amostra após o uso da 

endoglucanase com uma ampliação maior, é possível notar a formação de regiões onde 

ocorreram um corte das fibras de NCB, indicadas pelas setas vermelhas na Figura 15. 

d2. Indicando assim, o mecanismo da endoglucanase que se direciona para as regiões 

amorfas da celulose, resultando em corte da mesma. 

 Dessa forma, os resultados obtidos pela análise de MEV, indicaram que houve o 

processo de desfibrilação das fibras de NCB, além de indicar que ouve a atividade da 

endoglucanase sob as NFCB obtidas. 
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Figura 15. Microscopia Eletrônica de Varredura das amostras de nanocelulose 

bacteriana, sendo: a. Dispersão de Celulose (Ciclo 0); b. Ciclo 5; c. Ciclo 10; d. Pós-

tratamento enzimático. Com ampliações de: 1. 15.000X e 2. 100.000X. (Fonte: Autoria 

Própria). 

4.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

A morfologia geral da NFCB em relação a dimensão e distribuição são mostradas 

na Figura 16. Em aspecto geral, tanto as nanofibras de celulose bacteriana (NFCB) e as 

nanofibras tratadas enzimaticamente pela endoglucanase (NFCB+EG), apresentaram um 

perfil semelhante com aspecto menor de 0,8 μm, produzindo um emaranhado de rede de 

nanofibras. Deve-se ressaltar que, devido o preparo das amostras, ambas as amostras 

foram previamente diluídas para facilitar a captação dos dados pela análise de 
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transmissão. Com isso, podemos notar que o tamanho de partícula encontrado na analise 

MET, corrobora com os dados de Dx50 e DX90 encontrados anteriormente para a amostra 

após o ultrarrefinamento (Figura 14). Em ambas as amostras as NFCB foram encontradas 

distribuídas homogeneamente com alto nível de desfibrilação, característica esta, típicas 

de nanofibras de nanocelulose obtidas por desfibrilação mecânica (CHINGA-

CARRASCO, 2011; KUMAR et al., 2014). Além disso, nota-se que após o tratamento 

com a enzima endoglucanase as regiões terminais são aparentes indicando a atividade 

enzimática, mostrado pelas setas vermelhas (Figura 16. b.). 

 

 

Figura 16. Microscopia eletrônica de transmissão das nanofibras de celulose bacteriana 

(NFCB) com e sem tratamento enzimático de endoglucanase (EG). a. NFCB; b. NFCB 

+ EG. Fonte: Autoria Própria. 

Dessa forma, os resultados obtidos pela análise de MET, indicaram que houve o 

processo de desfibrilação das fibras de NCB corroborando com os dados citados 

anteriormente pela análise do tamanho de partícula. Além disso, os dados indicaram que 

houve o processamento enzimático das NFCB, da mesma maneira que fora indicado pela 

análise de MEV (Figura 15. d2.). Tais alterações são importantes para uma possível 

aplicação na medicina regenerativa, uma vez que, a NFCB ainda apresente sua morfologia 

intrínseca, permitindo assim alcançar seu desempenho mecânico característico dos 

materiais celulósicos (KONTTURI, et al., 2018). 

 

4.5. Grau de Polimerização  

Baseados na análise do DP das NFCB, pode-se observar que houve uma brusca 

redução de tempo de fluxo no viscosímetro, quando comparadas as amostras das 

nanofibras de nanocelulose (NFCB) com as tratadas enzimaticamente (NFCB+EG) 

(Tabela 2). Os valores indicaram que as NFCB obtiveram um tempo médio de 1.515 
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segundos (25’15”) e as NFCB tratadas enzimaticamente apresentaram um valor 

aproximadamente 5 vezes menor, 286 segundos (4’46”). Outro ponto a se observar foi 

que os valores de DP e viscosidade reduziram após tratamento enzimático, como 

observado na Tabela 3. Com a redução da viscosidade do material, já se esperava que o 

templo de fluxo no viscosímetro seria menor. Uma vez que a enzima atuaria cortando a 

molécula de NCB, o surgimento de fragmentos da molécula de celulose resultaria na 

perda de viscosidade do mesmo. Além disso, com o surgimento de blocos menores das 

fibras de NCB, o DP consequentemente seria menor após o processamento enzimático, 

destacando uma queda de aproximadamente 3 vezes quando comparadas às NFCB (DP = 

4432,687) com as NFCB+EG (DP = 1475,201).  

 

Tabela 2. Dados de tempo de fluxo obtidos através da análise de grau de polimerização 

por viscosímetro. 

Amostra 
Tempo (s) 

t1 t2 t3 t médio 

Etilenodiamina 

cúprica + água 
31 31 31 31 

NFCB 1514 1520 1511 1515 

NFCB+EG 287 286 286 286 

Fonte: Autoria Própria 
 

A utilização das endoglucanases (EGs) é comumente direcionada para a redução 

do DP devido a clivagem aleatória das ligações glicosídicas das regiões menos 

organizadas presentes na nanocelulose. Dessa forma, também é inserido novas regiões 

terminais redutoras e não-redutoras na estrutura da NCB. Tal fator se relaciona 

principalmente com a fragmentação da estrutura que leva a redução do tamanho 

molecular das cadeias de nanocelulose. Consequentemente, com a fragmentação das 

cadeias de celulose facilita maior interação de grupos hidroxilas devido a maior 

reatividade de superfície fibrilar (HALLAC & RAGAUSKAS, 2010; IBARRA & 

KÖPCKE, 2010). 
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Tabela 3. Dados obtidos da análise de grau de polimerização por viscosímetro 

Amostra Tempo (s) ηr ηsp η M DP 

NFCB 1515 48,9 47,9 26,5 718095,3 4432,687 

NFCB+EG 286 9,2 8,2 9,8 238982,6 1475,201 

*NFCB: Nanofibra de celulose bacteriana; EG: Endoglucanase; ηr: Viscosidade Relativa; 

ηsp: Viscosidade Específica; η: Viscosidade intrínseca; M: Massa molecular média; DP: 

Grau de polimerização. Fonte: Autoria Própria 

 

4.6. Difratometria de Raios X (DRX) 

A Figura 17 apresenta os difratogramas de raios X. Segundo estudo da literatura 

o difratograma apresentou picos característicos a celulose bacteriana sendo indicado nas 

regiões de 2θ = 15,4°, 17,4° e 23,4° (LIMA et al., 2015). A partir dos difratogramas de 

raios X foi possível calcular o índice de cristalinidade de cada amostra segundo a equação 

de Segal (Equação 6): 

  

Figura 17. Drifratograma de Raios X das amostras de nanocelulose bacteriana. Fonte: 

Autoria Própria. 
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Equação 6. Equação de Segal. 

𝐶𝑟𝐼 =
(𝐼200 − 𝐼𝑎𝑚)

𝐼200
 

Na qual na qual, CrI expressa o índice de cristalinidade relativo, I200 é a 

intensidade máxima (em unidades arbitrárias) do pico referente ao plano (200) e Iam é a 

intensidade de difração nas mesmas unidades em 2θ = 19° (SEGAL, 1959). Os índices de 

sristalinidade foram expressos na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Índices de cristalinidade das amostras de nanocelulose bacteriana e seus 

respectivos tratamentos segundo as análises de difratometria de raios X. 

Amostra 
Região Cristalina Região Amorfa Cristalinidade 

 (%) 2θ Intensidade 2θ Intensidade 

NCB 22,88o 2599,51 19,45o 420,91 83,81 

Dispersão 23,45o 1601,45 19,49o 266,7 83,35 

NFCB 23,65o 1282,63 19,49o 217,36 83,05 

NFCB+EG 23,29o 3085,27 19,25o 375,82 87,82 

*NCB: nanocelulose bacteriana; NFCB: Nanofibra de celulose bacteriana; EG: 

Endoglucanase. Fonte: Autoria Própria 

 Segundos os dados obtidos podem-se observar que os índices de cristalinidade 

das amostras sem o tratamento enzimático pela endoglucanase se aproxima de cerca de 

83,4% em média, após o tratamento enzimático denota-se um acréscimo da 

cristalinidade para 87,82%. Em geral, a atividade das endoglucanases é relacionada a 

hidrólise das ligações glicosídicas β-1,4 presentes nas regiões menos organizadas da 

estrutura da molécula de nanocelulose (HALLAC & RAGAUSKAS, 2010).  

Tal mecanismo é dado por dois principais processos de hidrolise seguindo a 

configuração da ligação glicosídica: a inversão e retenção (KOSHLAND, 1953).  O 

mecanismo de inversão usa um deslocamento direto do grupo abandonador do 

carboidrato, o que consequentemente resulta na inversão da configuração anomérica. O 

mecanismo de retenção utiliza um deslocamento duplo com retenção da configuração 

anomérica. Ambos os mecanismos usam dois resíduos carboxílicos em locais opostos do 

plano do carboidrato que atuam como um ácido geral e uma base geral (para o mecanismo 

de inversão). Como resultado dos ataques na região menos ordenada da NCB pela 

endoglucanase, a parede fibrilar sofre um inchaço que resulta no aumento na 

acessibilidade de solventes externos as camadas mais internas da estrutura (KOSHLAND, 

1953; IBARRA & KÖPCKE, 2010). 
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Dessa forma, constata-se a atividade enzimática da endoglucanase, uma vez que 

houve o acréscimo do índice de cristalinidade, propriedades como a viscosidade e a 

termodinâmica do material também são afetadas, tais propriedades serão abordadas nas 

próximas sessões do trabalho. 

 

4.7. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) 

Os dados obtidos pela análise de ATR-FTIR foram expressos pela Figura 18. 

Todos os dados do espectro de FTIR foram plotados pelo programa e estatística OriginPro 

9.0. 

 

Figura 18. Espectro de ATR-FTIR das amostras nanofibra de nanocelulose bacteriana 

(NFCB); nanofibra de nanocelulose bacteriana pós tratamento com endoglucanase 

(NFCB+EG). Fonte: Autoria Própria. 

 

Os dados obtidos pela análise de ATR-FTIR indicaram um perfil de material 

celulósico, pode se observar que não houveram modificações em relação aos grupamentos 

de químicos quando relacionados as NFCB e o pós-tratamento enzimático. Ambos os 

espectros apresentaram banda na região entre 3000 cm-1 a 3500 cm-1, referentes ao 

estiramento do grupo hidroxila, um pico na região de 1600 cm-1, referente a curvatura 

assimétrica de CH2, e pequenos picos na região de 1100 cm-1, relacionados ao 

alongamento da ligação C-O.  Além disso, observa-se o pico próximo a 1645-1650 cm-1 
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atribuído a deformação angular das ligações na molécula de água. Segundo estudos na 

literatura, o espectro de NCB apresenta picos nas regiões entre 984 cm-1 e 1106 cm-1 

correspondentes ao alongamento da ligação C-O atribuído principalmente aos álcoois 

primários; uma banda na região de 1160 cm-1 atribuída ao alongamento assimétrico de C-

O-C; e dois picos em 1313 cm-1 atribuído à curvatura simétrica de CH2 e 1426 cm-1 

referente a curvatura assimétrica de CH2 (GRANDE et al., 2009; JAYANI et al., 2020). 

Dessa forma, através das análises de ATR-FTIR, pode-se verificar que não 

houveram alterações no perfil de material celulósico das NFCB quando comparadas com 

as NFCB após o tratamento enzimático com a endoglucanase. 

 

4.8. Analise Térmica 

Os dados obtidos pela analise térmica foram plotados na Figura 19. Os valores de 

massa foram expressos em % de massa versus o aquecimento das amostras - 

Termogravimetria (TG). Além disso, para melhor compreensão dos eventos térmicos 

ocorridos durante a variação de temperatura os dados da Termogravimetria Derivada 

(DTG) foram plotados, no qual fora utilizado a primeira derivada da curva de TG e 

relacionada a temperatura de degradação (EINHORN-STOLL et al., 2007). Os dados 

foram plotados utilizando a ferramenta estatística OriginPro 9.0. 

 

Figura 19. Gráficos obtidos a partir dos dados de análise térmica. Analise de 

Termogravimetria (TG); Termogravimetria Derivada (DTG). Sendo: nanofibra de 
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nanocelulose bacteriana (NFCB); sem tratamento enzimático (s); com tratamento 

enzimático (c), Fonte: Autoria Própria. 

Inicialmente, observa-se um evento de perda de massa de 5% em torno de 30°C 

até 100°C devido à redução da umidade presente na amostra. Ao avaliarmos os dados das 

amostras podemos observar que a amostra de NFCB sem o tratamento enzimático, 

apresentou dois eventos de perca de massa, o primeiro iniciando à 275oC e o segundo à 

450oC. Quando comparada a NFCB com o tratamento enzimático, podemos notar uma 

mudança em relação a temperatura de início destes eventos, sendo à 200oC o primeiro; e 

aproximadamente a 440oC o segundo.  

Segundo estudos na literatura, a curva de TG apresentou um perfil característico 

para materiais celulósicos, devido a desidratação. despolimerização e decomposição das 

unidades glicosídicas. O processo de degradação da NCB é dado por três eventos 

característicos, o primeiro evento é relacionado a desidratação completa da amostra, que 

ocorre por volta da temperatura de 100oC, correlacionada a perca de água presente na 

amostra. O segundo evento é relacionado a decomposição das unidades de celulose que 

passam para anidroglucose, por volta dos 300oC, sendo marcada geralmente pelo maior 

evento de perda de massa, e por fim, o terceiro evento é caracterizado pela decomposição 

da anidroglucose com a formação de dióxido de carbono (CO2), pelo qual leva a formação 

de resíduos carbonáceos entre 450-500oC (DE SALVI, et al. 2012; LIMA et al., 2015). 

Dessa maneira ao compararmos as NFCB com e sem o tratamento enzimático, 

conclui-se que houve uma mudança no início do processo de degradação térmica do 

material NFCB+EG, possivelmente tal variação se relaciona com a diminuição da massa 

molecular do polímero e ao maior acesso do material de baixa massa. Contudo, ao visar 

a aplicação na área da medicina regenerativa, as NFCB são promissoras devido a 

estabilidade térmica até 200oC, uma vez que sua possível aplicação será visada à 37oC e 

seu processamento será utilizado previamente sob temperatura ambiente. 

 

4.9. Reometria 

 Os resultados obtidos pela análise de viscosidade das NFCB foram plotados em 

razão de viscosidade pela taxa de cisalhamento (Figura 20). As amostras inferiores ao 

ciclo 5 não puderam realizar as medidas de reometria, devido a perda de água durante o 

procedimento que levava ao travamento do equipamento. Além disso, fora selecionado 

um ponto mediano entre o ciclo 5 e o ciclo 10, no caso o ciclo 7, para realizar a 

comparação das viscosidades entre os ciclos. Por fim, o ciclo 10 pós-tratamento 
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enzimático também fora selecionado.  Os dados foram plotados utilizando a ferramenta 

estatística OriginPro 9.0. 

 

Figura 20. Gráfico obtido da análise de reometria: Viscosidade (𝜂) em função da taxa de 

cisalhamento (𝛾). (Fonte: Autoria Própria). 

 

 Adicionalmente, as curvas de viscosidade foram analisadas utilizando a lei de 

potência proposta por Ostwald de Waele (1913), os valores indicaram o índice da lei de 

potência “n”, que define por si o comportamento de viscosidade do material relacionado, 

o índice “m” que indica a consistência que se relaciona a grandeza de viscosidade (Tabela 

5). Posteriormente, o material fora classificado de acordo com Morrison (2001), onde: n 

> 1, dilatante; n = 1, newtoniano e n < 1 pseudoplástico. 

 

Tabela 5. Analise reométrica das amostras de nanocelulose bacteriana seguindo os 

parâmetros de ajuste do modelo de viscosidade Ostwald de Waele (1913). 

Amostras m (Pa. s-1) n (-) R2 

Ciclo 5 1468,58 -0,967532 0,995952 

Ciclo 7 335,528 -1,02816 0,998491 

Ciclo 10 357,548 -1,01354 0,997930 

Pós-Tratamento 501,176 -0,984574 0,997646 

(Fonte: Autoria Própria). 

O comportamento de viscosidade das amostras apresentou uma redução à medida 

que a taxa de cisalhamento aumentava, sendo considerado tixotrópico, com perfil não 
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newtoniano. Segundo o estudo apontado por Hasan (2012), tal comportamento já era 

esperado, pelo fato que as cadeias do polímero da celulose quando cisalhadas se 

desenrolam e se alinham na direção do cisalhamento, com isso a como medida de 

resistência ao fluxo, a viscosidade do material é reduzida. 

Além disso, nota-se uma redução de viscosidade para os ciclos finais quando 

comparados entre os ciclos do ultrarrefinamento. Contudo, quando comparado o ciclo 7 

(335,528 Pa. s-1) com o Ciclo 10 (357,548 Pa. s-1) a viscosidade apresentou uma mudança 

muito inferior quando verificado no ciclo 5 (1468,58 Pa. s-1). Dessa forma, o resultado 

comprova que o processo de extração das nanofibras reduz a viscosidade de NCB à 

medida que a delaminação da mesma separa as fibras, suas propriedades relacionadas a 

viscosidade também são reduzidas. 

Já quando comparados a viscosidade do ciclo 10 com o pós-tratamento 

enzimático, nota-se que houve um aumento de viscosidade de +143,628 Pa. s-1. Tal 

aumento pode estar relacionado com os dados que foram discutidos anteriormente na 

seção 4.2., uma vez que a endoglucanase expões os grupamentos hidroxilas, tal efeito 

torna possível maiores interações intermoleculares de ligações de hidrogênio, os quais 

induz a formação dos agregados das nanofibras. Dessa forma, com o aumento das forças 

entre as moléculas de NCB, a viscosidade possivelmente é alterada, pois a estruturação 

das nanofibras também é modificada como resultado das exposições dos grupamentos 

mais internos de hidroxilas o que aumente a reatividade superficial do material resulta na 

aglomeração das nanofibras de menores densidades moleculares obtidas após o 

processamento da nanocelulose bacteriana (ARAKI, 2013). 

 

5. CONCLUSÃO – CAPÍTULO 2 

A partir dos dados demonstrados anteriormente, conclui-se que houve extração 

das nanofibras de nanocelulose bacteriana, alcançando a escala nanométrica em uma de 

suas dimensões. Além disso, após o processamento enzimático notou-se um leve aumento 

do índice de cristalinidade das NFCB, indicando que houve a atividade enzimática 

clivando as regiões menos organizadas na estrutura da NCB. Adicionalmente, as NFCB 

apresentaram boa estabilidade térmica com início da decomposição mássica a partir de 

200oC, e viscosidade de 357,548 Pa. s-1 após o processamento por ultra refinação, e 

apresentou um acréscimo de viscosidade após o tratamento enzimático das nanofibras 

ultra refinadas (501,176 Pa. s-1). Por fim, baseados nos dados obtidos deste capitulo, as 

nanofibras de nanocelulose bacteriana são promissoras para a aplicação em bioimpressão 
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3D, uma vez que a NFCB podem ser utilizadas como material de reforço conjugados com 

outros polímeros (modificando propriedades mecânicas das biotintas), e possuírem 

estabilidade no intervalo de temperatura aplicável a medicina regenerativa (36oC-37oC), 

contudo é necessário um estudo de associação com outros polímeros para garantir a 

estruturação tridimensional após o processo de bioimpressão e um ensaio de 

citotoxicidade do hidrogel a fim de indicar aplicabilidade biológica. 

 

ANEXO I 

Figura 21. Imagens coletadas pelo equipamento Hydro Sight a fins de acompanhamento 

de análise de tamanho de partícula. a. Dispersão de nanocelulose bacteriana; b. Ciclo 1; 

c. Ciclo 2; d. Ciclo 3; e.  Ciclo 4; f. Ciclo 5; g. Ciclo 6; h. Ciclo 7; i. Ciclo 8; j. Ciclo 9; 

k. Ciclo 10. (Fonte: Autoria Própria). 
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1. INTRODUÇÃO 

 Tendo em vista os avanços da medicina regenerativa dos últimos anos, e o 

desenvolvimento de técnicas de manufatura aditiva ou impressão 3D, conceitos como a 

utilização de biomateriais se tornaram uma das alternativas para o desenvolvimento de 

novas técnicas de regeneração de tecidos. 

 Entretanto, a obtenção de sucesso destas técnicas está diretamente ligada a 

associação de materiais de diversas naturezas, sendo sua principal utilização, o uso de 

materiais biopoliméricos. Tais materiais, são utilizados para mimetizar a arquitetura da 

matriz extracelular (MEC) dos tecidos alvos, caracterizando-se por uma organização 

complexa de proteínas estruturais e fibras (CAI & XU, 2011; SHI et al., 2014). Dessa 

maneira, os biomateriais são utilizados para atuar na interface biológica viabilizando, 

tratando, aumentando, melhorando ou substituindo qualquer tecido, órgão ou função do 

organismo (WILLIAMS, 2009). Considerando um biomaterial ideal, características como 

a variedade de tamanhos e formas, além de suas propriedades químicas, físicas e a 

biocompatibilidade com o organismo alvo tornam-se fatores essenciais à sua aplicação 

(CHAPEKAR, 2000).  

Os biomateriais encontram-se divididos em dois tipos: os naturais e os sintéticos. 

Biomateriais naturais simulam a estrutura e composição da matriz extracelular nativa, o 

que permite a inserção de fatores crescimento e outras proteínas capazes de impulsionar 

funções celulares. Já os biomateriais sintéticos não possuem a característica de simulação 

da matriz extracelular nativa e geralmente são constituídos por peptídeos de 

automontagem que podem ser modificados afim de adquirir características 

biologicamente ativas. Contudo, eles geralmente necessitam de moléculas sinalizadoras 

para ajudar na interação entre as células e o material, e ainda, a sua degradação pode 

produzir subprodutos indesejáveis, dependente do polímero utilizado. (HOLMES, 2002; 

NG et al., 2004). 

 

1.1.  Biopolímeros 

 Os biopolímeros são polímeros provenientes de organismos vivos, possuindo uma 

infinidade de derivados, os quais são de suma importância a vida no planeta. Além disso, 

os biopolímeros demonstram diversas propriedades que atraem interesse para suas 

aplicações (ELNASHAR, 2010). 
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 Segundo a classificação demonstrada por SHALINI (2009), os biopolímeros são 

derivados de fontes renováveis, que se divide em três classificações dependente de sua 

origem de produção: 

1. Polímeros extraídos diretamente de biomassa (polissacarídeos: amido, celulose, 

quitina/quitosana, etc.; proteínas: colágeno/gelatina, albumina, seda, etc.); 

2. Polímeros produzidos por síntese química usando monômeros de origem 

renovável (poliácido lático - PLA); 

3. Polímeros produzidos por microrganismos ou bactérias modificadas 

geneticamente (polihidroxialcanoatos – PHAs, polihidroxibutirato – PHB, etc.). 

 

Adicionalmente, os biopolímeros podem ser considerados como um material 

“verde”, possuindo uma degradação rápida de apenas algumas semanas, enquanto os 

outros provenientes de recursos não renováveis demoram várias semanas podendo 

alcançar até anos para se decompor (KUMAR, 2013). 

Além disso, a utilização de biopolímeros para a regeneração tecidual se torna 

muito atraente, uma vez que tais materiais possuem uma diversificada viabilidade de 

aplicação sendo conjugada com outras técnicas, assim como a tecnologia bioimpressão 

3D, com a utilização de hidrogéis de compósitos biopoliméricos. 

 

1.2.   Hidrogéis para Bioimpressão 

 Quando referido a bioimpressão 3D, os hidrogéis devem satisfazer requisitos tanto 

de materiais convencionais quanto de materiais biológicos para uma aplicabilidade 

otimizada funcional, além de reduzir os índices de rejeição do organismo alvo. Tais 

propriedades relacionadas a este material se correlacionam diretamente com a capacidade 

de impressão, mecânica, degradação, funcionalização, e devem atenderem os requisitos 

biológicos, ou seja, biocompatibilidade, citocompatilibilidade e bioatividade (JI & 

GUVENDIREN, 2017). O termo “biotinta” é utilizado normalmente para hidrogéis com 

componentes celulares que foram dispostos dentro de hidrogéis previamente ao processo 

de impressão (GROLL et al., 2018). 

 Juntamente com as propriedades da biotinta, outros parâmetros fundamentais são 

relacionados, por exemplo:  I- sua capacidade de impressão deve garantir uma 

processabilidade e fidelidade de impressão, II- a viscosidade da composição e a 

resistência mecânica da construção impressa deve se auto sustentar na estruturação 3D, a 

qual afeta diretamente a eficiência de incorporação das células, III- sua degradação, 
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principalmente relacionada à integração funcional in vivo da construção do impresso deve 

permitir que a matriz extracelular das células substitua gradualmente o constructo (JI & 

GUVENDIREN, 2017).  

Tanto a biotinta, quanto os produtos de degradação não devem conter materiais 

que induzam resposta inflamatória no hospedeiro quando implantados (JI& 

GUVENDIREN, 2017). Além disso, a funcionalização torna-se necessária para 

incorporar moléculas sinalizadoras quando é preciso direcionar o comportamento celular, 

como adesão, migração e diferenciação. Já a biocompatibilidade e citocompatibilidade 

permitem uma alta viabilidade celular, tanto antes quanto depois da impressão (KESTI et 

al., 2015; JI& GUVENDIREN, 2017). 

Geralmente, quando referido a estas formulações de biotintas de hidrogéis, se 

utiliza uma solução polimérica viscosa (massa em % de polímero ≥ 3%) para impressão, 

seguida de uma rápida reticulação ou gelificarão após impressão para manter a estrutura 

3D. Existem três formas de reticulação: física, química e biológica. A primeira, utiliza 

interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e iônicas, a segunda forma ligações 

covalentes, enquanto a terceira parte do princípio de reações enzimáticas ou metabólicas 

para a conversão da estrutura (como é o exemplo do fibrinogênio e trombina) (MUR 

2016; GOPINATHAN & NOH, 2018). 

Dessa maneira, ressaltamos a importância da busca de novos biomateriais que em 

associação destes biopolímeros tornem-se de alto valor agregado, explorando assim, cada 

vez mais a área da engenharia de tecidos. 

 

1.3.  Associação Polimérica com Nanocelulose 

Assim como expresso no capítulo anterior, diferentes estudos na literatura têm 

demonstrado a potencialidade da NC como reforço em nanocompósitos empregando 

diferentes polímeros, como amido (MATHEW et al., 2008), hidroxietilcelulose 

(SEHAQUI et al., 2011), quitosana (HASSAN et al., 2012), alginato (PARK et al., 2015) 

e pectina (KHORASANI& SHOJAOSADATI, 2016), dentre outros. O que justifica o 

aumento no interesse pela forma de nanofibras de celulose (NFC). Tal utilização da NFC 

é retratada devido a seus importantes fatores, como sua elevada área superficial, 

resistência mecânica, facilidade de preparação, alto rendimento, e possibilidade de 

reforçar com eficiência nanocompósitos, os quais passam a apresentar excelentes 

propriedades de físico-químicas. Com isso, a utilização de biopolímeros se torna um 

atrativo para a associação com a NFC, a qual foi investigada no atual trabalho. Além 
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disso, relacionado a este estudo, serão utilizados dois polímeros naturais de alto interesse 

em aplicações biomédicas: a gelatina e a goma gelana. 

 

1.4.  Gelatina 

 A gelatina solúvel é obtida industrialmente a partir do colágeno contido em ossos 

ou peles de animais. Além disso, suas propriedades estão diretamente ligadas sob a 

influência da fonte do material, idade do animal, e o tipo de colágeno extraído 

(JOHNSTON-BANKS, 1990). Sua composição é basicamente originada de uma mistura 

heterogênea de polipeptídios de fitas simples ou múltiplas, cada uma possuindo 

conformações de hélice de prolina estendida contendo entre 300 e 4.000 aminoácidos 

(Figura 22) (KOMMAREDDY; SHENOY; AMIJI, 2005).  

 

Figura 22. Estrutura básica da Gelatina (Adaptada de KOMMAREDDY; SHENOY; 

AMIJI, 2005). 

Quando referido a gelatina e ao colágeno denota-se formas distintas da mesma 

macromolécula, de maneira que a gelificação da gelatina é descrita como uma 

reestruturação parcial do colágeno (LEDWARD, 1986). Tal processo de extração da 

gelatina é dada por clivagem ácida ou básica das ligações covalentes intermoleculares e 

intramoleculares que estabilizam do colágeno, realizada normalmente por um pré-

tratamento com água acima de 45°C, seguida de uma extração dependente de pH, e 

temperatura de extração (KOMMAREDDY; SHENOY; AMIJI, 2005). 

 Sua aplicação relaciona-se diretamente som suas propriedades de elasticidade, 

consistência e estabilidade, intumescimento, reversibilidade térmica, gelificação, além de 

ser utilizado como um filme externo para proteger contra a secagem, a luz e o oxigênio. 

Além disso, a gelatina influencia diretamente em propriedades reológicas (essencialmente 

força e viscosidade do gel), mas também é determinada por outras características, 

particularmente cor, transparência, sabor e facilidade de dissolução em água (JOHN, 

1977, MONTERO & GUÍLLEN, 2000). 
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1.5. Goma Gelana 

 A goma gelana por sua vez é um exopolissacarídeo hidrofílico linear aniônico 

obtido através do processo de fermentação aeróbia pela bactéria Sphingomonas elodea 

(MORRIS et al., 2012). Sua utilização comercial geralmente se refere a aplicação em 

cremes e na indústria alimentícia, devido às suas características espessantes, e a 

possibilidade de formação de géis transparentes resistentes ao calor e baixos pHs, mesmo 

em baixas concentrações (OGAWA et al., 2006; PICONE, 2008; PATIL et al., 2010).  

Sua estrutura é constituída de unidades repetidas do tetrassacarídeo (β-1,3-D-glicose, β-

1,4-D-ácido glucurônico, β-1,4-D-glicose e α-1,4-L-ramnose). Na sua forma nativa 

possui dois grupamentos acila que estão ligados a um único resíduo de glicose, sendo um 

acetil e um gliceril (Figura 23) (CHANDRASEKARAN et al., 1988; GIAVASIS et al., 

2000; PICONE, 2008), que são removidos por hidrólise alcalina para gerar as formas 

comerciais, disponíveis com alto ou baixo grau de acilação (MORRIS et al., 2012). 

 

 

Figura 23. Estrutura do monômero de Goma Gelana (Adaptado de MORRIS et al., 2012). 

Dessa forma a associação de biopolímeros denota-se uma ferramenta muito útil 

para a aplicação na área de regeneração tecidual. Visando tal aplicação, o objetivo do 

atual trabalho foi desenvolver e caracterizar um hidrogel baseados em nanofibra de 

nanocelulose bacteriana, associada a gelatina e goma gelana. 

 

2. OBJETIVO 

 O objetivo do trabalho foi desenvolver e caracterizar um hidrogel de nanofibra de 

nanocelulose bacteriana com gelatina e goma gelana, visando o desenvolvimento de uma 

tinta/biotinta aplicável a bioimpressão 3D. 
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3. METODOLOGIA 

3.1. Obtenção da Nanocelulose Bacteriana 

A obtenção da nanocelulose bacteriana (NCB) foi realizada seguindo a 

metodologia proposta no Capitulo 2. As membranas de nanocelulose bacteriana foram 

fornecidas grupo Seven Indústria de produtos Biotecnológicos Ltda, situada no estado do 

Paraná, Brasil. O cultivo da bactéria Komagataeibacter xylinus foi realizado em bandejas 

de 30 cm X 50 cm com tempo de cultivo de 96 horas a 28oC. O meio de cultura foi 

composto por glicose 2% (m/v); peptona 0,5% (m/v); fosfato dissódico anidro 0,27% 

(m/v); e ácido cítrico monoidratado 0,115% (m/v). Posteriormente ao cultivo, as mantas 

de NCB obtidas foram limpas para a remoção de resíduos do meio de cultivo e remoção 

das bactérias. O processo limpeza foi realizado submetendo as membranas de NCB 

húmidas à uma solução básica de Hidróxido de sódio - NaOH 0,1% (m/v) a temperatura 

de 70oC. Posteriormente foi submetido a um banho ultrassônico utilizando água destilada 

para a remoção do NaOH. 

 

3.2. Extração das nanofibras de NCB 

  A extração das nanofibras de nanocelulose bacteriana (NFCB) foi realizada 

seguindo a metodologia proposta no Capitulo 2. Para o isolamento das NFCB, as mantas 

de NCB foram desfibriladas com a utilização de um ultra - refinador de disco 

Supermasscolloider adicionando água destilada (Masuko, modelo MKCA6-5J, modelo 

de disco MKGA10-80). Além disso, após a extração das nanofibras, foi realizado um 

processamento com metade do amostral obtido utilizando uma endoglucanase 

FiberCare® R, obtendo dois tratamentos: com tratamento enzimático (CE) e sem 

tratamento (SE). Todos os procedimentos da atual etapa do trabalho foram realizados sob 

supervisão do Professor Doutor Vadeir Arantes, e a Doutora Gabriela Leila Berto no 

Laboratório de Biocatálise e Bioprodutos, Faculdade de Engenharia de Lorena, 

Universidade de São Paulo, Lorena, São Paulo. 

 

3.3.  Seleção da Concentração do Agente Gelificante (Goma Gelana) 

Para a seleção do agente gelificante, foi levado em consideração a viscosidade do 

hidrogel direcionado a produção de filamento no processo de bioimpressão 3D de 

scaffolds. Dessa forma, foram realizados estudos com diferentes concentrações de Goma 

gelana (GG) (0,5%; 1%; 1,5%; 2%, 2,5% e 3%). Posteriormente, foi realizada a 

caracterização da viscosidade por reometria e analise por microscopia óptica. Para a 
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análise de Reometria foram utilizados os parâmetros presentes na SEÇÃO 3.7. do atual 

capitulo. Para a avaliação por microscopia ótica foi realizado um Microscópio Digital 

USB Bysameyee acoplado a saída de extrusão da bioimpressora 3D modelo BioEdPrinter 

V2 para polímeros (Bioedtech®), a fim de observar a formação de filamento adequado à 

bioimpressão, fora extrudado 5 mm3 de hidrogel com porcentagem de velocidade de 

200%. Posteriormente, a fim de se observar a formação da estrutura do scaffold, foi 

realizada a bioimpressão dos hidrogéis de GG de diferentes proporções percentuais, 

seguindo a metodologia proposta na SEÇÃO 3.8. deste capítulo. 

 

3.4. Obtenção do Hidrogel de NFCB/Gelatina/Goma Gelana 

Para a obtenção dos hidrogéis diferentes teores mássicos de NFCB, Gelatina (Gel) 

e Goma gelana foram misturados, de acordo com a Tabela 6. A concentração utilizada 

de foi de GG 2,5%, selecionada baseada em estudo prévio indicado na SEÇÃO 3.3.1. 

Seguindo dados da literatura a utilização de baixos teores de compostos sólidos indicam 

uma maior eficiência na redução de citotoxicidade dos hidrogéis além de reduzirem o 

custo do mesmo a fim de escalonamento (DÁVILA & D’ÁVILA, 2019). Dessa forma, 

foi utilizada a proporção de sólidos o NFCB/Gel em intervalos de 0,625% no intervalo 

de (0% a 2,5%), levando em consideração a proporção de 5% de sólidos totais (NFCB + 

Gelatina + GG). A princípio, foi misturado as soluções de nanofibras de nanocelulose 

bacteriana e gelatina, sob agitação magnética a 90°C (até completa homogeneização), por 

fim, fora adicionado as concentrações de goma gelana. 

 

Tabela 6. Proporção das concentrações de teores mássicos (em %) dos hidrogéis 

desenvolvidos, sendo a massa de sólidos totais 5% (m/m). 

 NFCB Gelatina Goma Gelana Água 

Amostras % % % % 

1A 0 2,5 2,5 95 

2A 0,625 1,875 2,5 95 

3A 1,25 1,25 2,5 95 

4A 1,875 0,625 2,5 95 

5A 2,5 0 2,5 95 

Fonte: Autoria Própria 
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3.5. Reometria  

As análises foram realizadas em reômetro modelo AR1500 EX (TA Instruments). 

As medidas foram realizadas baseadas no modelo proposto por Dávila & D’ávila (2019) 

com modificações. Os testes foram conduzidos utilizando uma geometria cone-placa de 

40mm de diâmetro com GAP de 0,5 mm, sob temperatura ambiente. As medidas de 

viscosidade foram realizadas em três etapas. Inicialmente foi realizado o teste de 

varredura de amplitude, para a definição do intervalo de viscoelasticidade linear (LVE) 

(γ0 = 1% para hidrogéis). Posteriormente, testes de varredura de frequência foram 

realizados. E em seguida fora realizado uma avaliação de aumento de estresse de material 

pelo método de fluxo, as medidas de viscosidade foram realizadas na faixa de frequência 

de 0,01-700 s−1. 

 

3.6. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

A morfologia da superfície das amostras foi observada em um microscópio 

eletrônico de varredura (JEOL JMF-6700F). Todas as amostras foram depositadas em 

suportes de cobre, recobertas por uma camada de carbono com espessura de 1-10 nm, 

com microscópio operando na tensão de 2 kV. A analises foram realizadas no Laboratório 

de Microscopia Avançada, Centro de Caracterização e Desenvolvimento de Protocolos 

para Nanotecnologia, Instituto de Química, UNESP, São Paulo, Brasil. O grupo amostral 

foi composto por NFCB (com e sem tratamento enzimático), Gel e GG, e seus respectivos 

controles, os hidrogéis de NFCB (com e sem tratamento enzimático) e Gel/GG foram 

utilizados na proporção de 50/50 NFCB/Gel respectivamente. Todas as amostras foram 

submetidas ao processo de liofilização previamente ao procedimento experimental. 

 

3.6 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) 

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando o espectrômetro Carry 630 FTIR 

Agilent, no Laboratório CBQuim, Universidade de Araraquara (UNIARA), Araraquara, 

São Paulo. As medidas foram realizadas no modo ATR (refletância total atenuada), de 

4000 a 600 cm-1 e 64 varreduras. As amostras foram previamente liofilizadas antes da 

análise. 
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3.7. Análise Térmica 

As análises de Termogravimetria (TG) foram efetuadas utilizando equipamento 

modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA). As condições utilizadas para o experimento 

foram atmosfera de ar sintético com vazão de 100 mL.min-1 e razão de aquecimento de 

10oC min-1, com intervalo de 30oC até 600°C. Utilizou-se aproximadamente 3-10 mg de 

cada amostra de NFCB, as amostras foram condicionadas inicialmente a um cadinho de 

alumina, e o ensaio foi realizado utilizando um cadinho de alumina vazio como referência. 

 

3.8. Bioimpressão 

Para a bioimpressão dos Scaffolds dos hidrogéis selecionados nas etapas 

anteriores, foi utilizado uma bioimpressora 3D modelo BioEdPrinter V2 para polímeros 

(Bioedtech®) com o software Simplify 3D. A critério de melhorar a qualidade de 

impressão do scaffold,  denota-se a importância da seleção de parâmetros para tal 

processo, como: vazão de hidrogel, afetada diretamente pela viscosidade do material, 

sendo considerada inversamente proporcional à sua viscosidade, ou seja, maiores vazões 

para hidrogéis menos viscosos, e menores para hidrogéis mais viscosos (fluidos); outro, 

ponto importante é o tamanho e preenchimento do impresso, que relaciona-se a orientação 

da extrusora durante o processo de impressão, principalmente por se tratar de hidrogéis, 

o constructo não pode apresentar rotas de extrusão sem a presença de uma camada de 

base (filamentos de extrusão suspensos), pois devido à viscosidade do material, tal região 

impressa “escorre” perdendo a sua estrutura. Dessa forma, foi utilizado um bocal de 

extrusão de 0,5 mm de diâmetro, sem alteração no multiplicador de vazão de 1X (uma 

vez), fora utilizado um objeto de formato quadrado de 20 mm largura, 20 mm de 

comprimento e 15 mm de altura (desenhado com o auxílio do software gratuito Tinkercad 

3D online), com preenchimento de 35% do tipo grade (grid) e velocidade de extrusão de 

200 mm/min, e distanciamento inicial de base de 0,8 mm (0,3 mm do bocal de extrusão 

+ 0,5 mm de configuração de camada de basal) antes do processo de impressão. 

Posteriormente, os scaffolds bioimpressos foram reticulados utilizando cloreto de cálcio 

0,1M por 12 horas. 

 

3.9.  Ensaio de Citotoxicidade 

Para o ensaio de citotoxicidade, utilizou-se fibroblastos de murinos derivados de 

tecido conjuntivo (L929) adquiridos da ATCC (American Type Culture Collection), que 



61 
 

foram gentilmente cedidas pelo laboratório da Profª. Gisele Faria da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara/UNESP. 

Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 

antibióticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubação 

em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Após 2 repiques consecutivos, iniciou-se o ensaio de 

citotoxicidade, empregando uma concentração de 1x104 células/poço, que foram 

incubadas em placa de 96 poços. A placa foi mantida por 24 horas em incubadora, 

respeitando os mesmos parâmetros de temperatura e porcentagem de CO2 descritos 

anteriormente.  

Paralelamente ao plaqueio das células, os meios de extração (tratamento) 

empregando os scaffolds de NFCB/Gel/GG reticulados com cloreto de cálcio, foram 

preparadas de acordo com a ISO 10993-12. Para tal, 1,5 cm2 de cada scaffold foi disposto 

em microtubo com a adição de 2 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro fetal 

bovino). Os filmes em contato com os meios foram deixados sob agitação por 24 horas a 

37ºC. Finalizado o período de agitação, os meios foram filtrados em filtro de seringa 0,22 

µm. Após a filtragem, estes foram adicionados sobre a monocamada celular empregando 

100 μL/poço, seguido da incubação em estufa de CO2 por mais 24 h. Decorrido as 24 h 

de tratamento, os meios de extração foram removidos, seguido da lavagem com 

Phosphate Buffer Saline (PBS) por duas vezes consecutivas. Finalizado essa etapa, 100 

μL de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) previamente 

diluído na concentração de 1 mg/mL foram adicionados em cada poço. A placa foi 

novamente incubada a 37ºC, ao abrigo da luz, até a observação da formação dos cristais 

violeta de formazana (3 horas). Finalizado o período de incubação, o MTT foi retirado 

dos poços e os cristais de formazana formados foram solubilizados adicionando-se 50 μL 

de álcool isopropílico absoluto. 

  Os valores de absorbância (Abs) foram obtidos em espectrofotômetro de 

microplacas (SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 570 nm. Como 

controle de morte celular (controle positivo), as células foram tratadas com DMSO 

(Dimetilsulfóxido) a 10% e como controle de sobrevivência (controle negativo), as 

células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os experimentos foram conduzidos em 

triplicata, em três ensaios independentes, incluindo os controles (MOSMANN et al., 

1983). Com os valores de Absorbância, calculou-se a média da porcentagem de 
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viabilidade celular em relação ao controle de sobrevivência (100%), conforme 

apresentado pela Equação 7 (norma ISO 10993-5): 

 

Equação 7. Cálculo da porcentagem de viabilidade celular dos Scaffolds de 

NFCB/Gel/GG 

(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)
𝑥 100 

 

4. RESULTADOS E DICUSSÃO 

4.1. Seleção da Concentração do Agente Gelificante (Goma Gelana) 

Tendo em vista o desenvolvimento de hidrogéis para a Bioimpressão 3D, é 

fundamental avaliar a reologia dos materiais, para distinguir os materiais adequados ou 

não para esse tipo de técnica. Dessa forma, se torna necessário o estudo de reologia com 

o intuito de antecipar o comportamento dos materiais durante o processo de Bioimpressão 

(AKIRA et al. 2018).  

Um hidrogel adequado para bioimpressão deve possuir características 

tixotrópicas, um comportamento não newtoniano, de forma que a tensão aumente, 

enquanto a viscosidade do material reduz e posteriormente, o mesmo hidrogel necessita 

uma capacidade de recuperação, com tempo adequado (Dávila & D’Ávila, 2017).  

Dessa forma, para a seleção do agente gelificante, foi levado em consideração a 

viscosidade do hidrogel direcionado a produção de filamento no processo de 

bioimpressão 3D de scaffolds. Com isso, as curvas de viscosidade (Figura 24. a.) foram 

analisadas seguindo a lei de potência (Power-law fluid) proposta pelo modelo de Ostwald-

de Waele (1913), no qual “n” é o índice da lei de potência, e também define o 

comportamento de viscosidade. Além disso, “m” é o índice de consistência que se 

relaciona a grandeza de viscosidade (Tabela 7). Para a classificação entre dilatante, 

newtoniano e pseudoplástico foi utilizado a classificação de Morrison (2001), onde: n > 

1, dilatante; n = 1, newtoniano e n < 1 pseudoplástico. Posteriormente, a viscosidade 

média foi utilizada para a construção de uma curva de viscosidade comparando cada 

formulação de acordo com a concentração de GG. Todos os dados formam obtidos e 

tratados utilizando o software TRIOS AR-1500 fornecida pelo próprio fabricante do 

equipamento. 
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Tabela 7. Parâmetros de ajuste do modelo de viscosidade Ostwald-de Waele (1913) 

Amostra m (Pa. s) n (-) R2 

Goma Gelana 0,5% 0,205977 -0,111164 0,812209 

Goma Gelana 1% 19,6957 -0,753160 0,996857 

Goma Gelana 1,5% 53,4470 -0,866242 0,995229 

Goma Gelana 2% 89,9376 -0,952117 0,993473 

Goma Gelana 2,5% 225,962 -1,06442 0,997886 

Goma Gelana 3,0% 472,439 -1,01465 0,993918 

Fonte: Autoria própria 

 

Figura 24. Dados obtidos pela análise de reometria de diferentes concentrações de Goma 

Gelana (GG), sendo: a. curvas de viscosidade dos hidrogéis de GG versus taxa de 

cisalhamento; b. Dados de viscosidade média de hidrogéis com diferentes teores de GG. 

 

Em seguida as imagens obtidas por microscopia ótica foram utilizadas para a 

comparação do comportamento de viscosidade durante o processo de extrusão, e em 

seguida foi analisado a formação do scaffold após a bioimpressão. 

Ao observarmos os dados da análise de reometria, pode-se notar que a viscosidade 

média dos hidrogéis de GG era diretamente proporcional a sua concentração (Figura 24. 

b.), ou seja, em concentração de menor teor de GG (0,5%) sua viscosidade era 0,205977 

Pa. s., em comparação à sua viscosidade de maior concentração (3%) sua viscosidade 

média aumenta consideravelmente quando comparado a viscosidade inicial (472,439 Pa. 

s). Tal fato relaciona-se a característica observada por Yuguchi et al. (1993), na qual, a 

goma gelana tende se ramificar ou ciclizar devido a presença de ambiente aquoso, com 

isso aumentando seu volume. Dessa maneira, ao aumentar a concentração de GG, 
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aumenta-se também as cadeias presentes de GG que consequentemente resulta no 

aumento da viscosidade (YUGUCHI et al, 1993).  

Adicionalmente, todos os hidrogéis de GG, apresentaram características de 

material pseudoplástico, pelo qual, ao aumentar a taxa de cisalhamento sua viscosidade 

reduz, sendo adequado ao processo de bioimpressão 3D, uma vez que o hidrogel necessita 

do aumento de fluidez para a passagem no bico da extrusora quando submetidas a pressão.   

Além disso, os dados obtidos por microscopia ótica (Figura 25) corroboram com 

os dados provenientes da reometria, uma vez que, altas viscosidades em baixas taxas de 

cisalhamento, impedem a formação de gotículas devido as tensões superficiais e a 

fragmentação do material impresso, em contrapartida, uma baixa viscosidade em altas 

tensões de cisalhamento, auxilia no processo de extrusão, contudo há a formação de 

gotículas (MALDA et al, 2013). 

 

Figura 25. Avaliação de diferentes concentrações de hidrogéis de Goma Gelana frente a 

formaçao de filamento e scaffold a partir do metodo de bioimpressão 3D (Largura: 20 

mm X comprimento: 20 mm X altura: 15 mm). Fonte: Autoria Própria. 

Como pode ser observado na Figura 25, os hidrogéis com menor viscosidade 

(menores concentração de GG) apresentaram a formação de uma gotícula durante o 

processo de extrusão do material, o qual não é favorável para a Bioimpressão 3D, uma 

vez que a viscosidade não consegue manter a estruturação após o processo de extrusão. 

Contudo ao observarmos os hidrogéis de maior viscosidade pode-se notar a formação de 

um filamento cilíndrico uniforme, os quais, indicam uma maior estruturação, sendo 

indicados como promissores a aplicação na bioimpressão. Além disso, os hidrogéis com 

viscosidade de menores valores após o processo de bioimpressão resultaram na perda de 

estruturação 3D do material, como indicado pela Figura 25, pode – se observar que não 

houveram a formação de poros, ou seja, houve um processo de “espalhamento” do 

hidrogel após a extrusão, na qual resultou na redução da porosidade e de estruturação 
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tridimensional. Por fim foram selecionados os hidrogéis das concentrações de 2%, 2,5% 

e 3% para a reticulação em cloreto de cálcio. 

 

Figura 26. Scaffolds de Goma Gelana após o processo de reticulação (20 mm X 20 mm 

X 15 mm). Fonte: Autoria Própria 

Os resultados da reticulação (Figura 26) indicaram a presença da formação da 

porosidade dos scaffolds, contudo para o hidrogel da concentração de 2% notou-se que a 

porosidade foi perdida. A atuação do cloreto de cálcio favorece a melhor ligação entre a 

estrutura do hidrogel, tornando-o mais rígido e mais estável em relação as ligações entre 

as camadas do hidrogel. Além disso, o tratamento com este reticulante induz uma 

transformação das moléculas de GG em agregados de hélices, no qual, resulta em uma 

estrutura de maior densidade com menor taxa de intumescimento (WEN et al., 2014). 

Dessa forma, baseados nos resultados da reticulação, foi selecionado o hidrogel de 2,5% 

para a aplicação nos estudos posteriores. 

 

4.2. Reometria 

Quando referido ao padrão de desenvolvimento de hidrogéis para a aplicação em 

bioimpressão 3D, torna-se fundamental a avaliação reológica para distinção de materiais 

com características adequadas ou não para seus fins. Dessa maneira, com estudos de 

reologia é possível antecipar o comportamento dos hidrogéis ou biotintas em sua 

aplicação durante o processo de impressão (AKIRA; LUIS, 2018). Segundo o estudo 

realizado por Dávila & D’Ávila (2017), um hidrogel adequado para a bioimpressão deve 

possuir características tixotrópicas um comportamento não newtoniano, no qual a medida 

de a tensão de estresse aumente, a viscosidade do material deve reduzir e posteriormente 

ter uma recuperação em tempo razoável. 

 A printabilidade dos hidrogéis foi inicialmente avaliada por meio de medidas de 

viscosidade de cisalhamento em estado estacionário. Na Figura 27 são mostradas as 

curvas de viscosidade para diferentes misturas dos hidrogéis e seus componentes 

primários. 
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Figura 27. Gráfico obtido da análise de reometria: Viscosidade (𝜂) em função da taxa de 

cisalhamento (𝛾). Sendo: nanofibra de nanocelulose bacteriana (NFCB); Endoglucanase 

(EG); gelatina (Gel); goma gelana (GG); a. sem tratamento enzimático; b. com tratamento 

enzimático. (Fonte: Autoria Própria). 

Ao avaliarmos a viscosidade dos materiais (Figura 27) observa-se que a as 

amostras possuem um perfil de materiais não-newtonianos, além da característica de 

tixotropia, ou seja, à medida que as amostras são submetidas a uma taxa de cisalhamento, 

sua viscosidade é reduzida. Segundo Malda et al. (2013), o comportamento tixotrópico é 

um fator chave para o desenvolvimento de tintas para extrusão 3D, segundo tal estudo, a 

alta viscosidade em baixas taxas de cisalhamento, impede a formação de gotículas por 

tensão superficial e o colapso do objeto impresso, enquanto uma baixa viscosidade em 

altas tensões de cisalhamento, auxilia no processo de extrusão. Adicionalmente, segundo 

Zhang e colaboradores (2014), tal comportamento é uma característica relacionada as 

soluções poliméricas devido a sua rede de emaranhamento. 

 Posteriormente, as curvas de viscosidade foram analisadas seguindo a lei de 

potência (Power-law fluid) proposta pelo modelo de Ostwald-de Waele (1913) (Tabela 

8), no qual “n” é o índice da lei de potência, e também define o comportamento de 

viscosidade. Além disso, “m” é o índice de consistência que se relaciona a grandeza de 

viscosidade. Dessa forma, para a classificação entre dilatante, newtoniano e 

pseudoplástico foi utilizado a classificação de Morrison (2001), onde: n > 1, dilatante; n 

= 1, newtoniano e n < 1 pseudoplástico. 
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Tabela 8. Parâmetros de ajuste do modelo de viscosidade Ostwald-de Waele (1913) 

Padrões 

Amostras m (Pa. s-1) n (-) R2 

GG 225,962 -1,06442 0,997886 

Gelatina 0,140043 -0,41196 0,966763 

NFCB 152,912 -0,88233 0,98049 

NFCG+EG 83,4937 -0,79793 0,968935 

NFCB+EG/Gel/GG 

Amostras m (Pa. s-1) n (-) R2 

1A 355,295 -0,90138 0,998474 

2A 390,764 -0,95754 0,993588 

3A 423,298 -0,95164 0,994319 

4A 586,524 -0,96678 0,989401 

5A 627,746 -0,99243 0,990864 

1A+EG 355,295 -0,90138 0,998474 

2A+EG 453,166 -0,91523 0,997931 

3A+EG 441,788 -0,92641 0,998266 

4A+EG 467,066 -0,95361 0,998005 

5A+EG 836,501 -0,94685 0,993991 

Fonte: Autoria Própria 

Analisando os dados de viscosidade (Tabela 8), se observa que a Gelatina possui 

a menor viscosidade quando comparadas aos outros componentes (0,140043 Pa. s-1). 

Logo em seguida é possível notar que as NFCB possuem uma viscosidade intermediaria 

(152,912 Pa. s-1 e 83,4937 Pa. s-1). Por fim a goma gelana apresenta a maior viscosidade 

quando comparados aos componentes puros (225,962 Pa. s-1).  

 Embora os componentes puros apresentarem uma viscosidade relativamente 

baixa, após a combinação dos mesmos, sua viscosidade aumenta abruptamente quando 

comparada aos hidrogéis com maiores concentração de GG. Ao se analisar a viscosidade 

dos hidrogéis nota-se que todos os hidrogéis apresentaram viscosidade maior que a do 

agente gelificante, indicando uma estruturação pela associação polimérica. Outro ponto a 

se ressaltar, é que a medida em que a concentração de NFCB é aumentada, sua 

viscosidade também aumenta gradativamente, com isso sugere-se que a incorporação da 

NFCB atua como agente de reforço ao hidrogel produzido (HUANG et al., 2019).  

Além disso, quando comparadas as viscosidades dos hidrogéis com a maior 

quantidade mássica de NFCB observa-se que a viscosidade do hidrogel contendo a NFCB 

pós processamento enzimático é superior que as NFCB puras. Conforme citado no 

capítulo anterior, a atuação enzimática ocasiona a inserção de pontas e terminações a 

estrutura fibrilar da NFCB, assim aumenta sua área superficial, resultando em uma maior 
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associação com os polímeros contidos no hidrogel, o que provavelmente ocasiona o 

aumento da viscosidade. 

Dessa forma, os dados obtidos da análise de reometria mostram que houve uma 

interação entre as redes de NFCB, pela qual serviu de “reforço” aumentando a viscosidade 

das mesmas. Por fim, nesta etapa foi selecionado o hidrogel 3A para futuras aplicações 

no processo de bioimpressão. Tal formulação foi selecionada devido a sua viscosidade 

intermediaria a suas outras formulações. Dessa forma, o hidrogel permite a estruturação 

tridimensional, e previne entupimentos da extrusora durante o processo de bioimpressão, 

o que pode ocorrer com hidrogéis de alta viscosidade. 

 

4.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia dos materiais constituintes do hidrogel foram observadas através da 

análise de MEV (FIGURA 28). Como pode ser observado pelas microscopias das 

nanofibras (FIGURA 28. a-b), ambas as amostras mostram a características dos 

emaranhados de direcionamento randômicos das fibras de NCB, sendo sua organização 

espacial em formato de “teia”. Outro ponto a ser ressaltado que na amostra de gelatina 

(FIGURA 28. c1) é possível observar sua porosidade resultante da secagem do hidrogel, 

e a formação de orifícios circulares provavelmente relacionados a presença de bolhas de 

ar. 

Quando analisadas o hidrogel de goma gelana (FIGURA 28. d), observa-se a 

formação de “grumos”, possivelmente relacionadas ao processo de contração do material 

durante a remoção de água após o processo de liofilização, tal formação também é 

observada para a amostra de gelatina que é bem elucidada na ampliação de 100.000X 

(FIGURA 28. c3). Outro aspecto interessante a se observar, foi que tanto para a amostra 

de gelatina quanto para a amostra de goma gelana, não foi possível notar a presença de 

particulados, o que indica as dispersões homogêneas de ambos os materiais. 

Ao se observar a microscopias dos hidrogéis contendo todos os constituintes 

NFCB/Gel/GG (FIGURA 28. e-f), observa-se a formação de uma camada recobrindo as 

nanofibras. Além disso, a formação desta estrutura sem a presença de partículas sob a 

mesma, indica que a goma gelana e gelatina estão distribuídas uniformemente nesta 

“camada de revestimento”. Tal fato pode estar relacionado as suas características 

hidrofílicas que facilitam a dissolução em meio aquoso (GELINSKI, 2018), assim 

facilitando sua associação de ambos os polímeros quando hidratados, indicando elevada 

miscibilidade entre eles. Adicionalmente, os mesmos apresentam um efeito sinérgico 
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como descrito por Zheng e colaboradores (2018), no qual indicam que ambos os 

polímeros se estruturam em conjunto. 

 

Figura 28. Microscopia Eletrônica de Varredura dos hidrogéis e seus constituintes, 

sendo: a. NFCB; b. NFCB+EG; c. Gel; d. GG; e. Hidrogel de Gel/GG/NFCB; f. Hidrogel 

de Gel/GG/NFCB+EG. Com ampliações de: 1. 100X; 2. 15.000X e 3. 100.000X. (Fonte: 

Autoria Própria). 

 



70 
 

Segundo os estudos realizados por Melchels et al. (2014) e Mouser et al. (2016) 

que realizaram o desenvolvimento de hidrogéis para bioimpressão com gelatina-

metacrilamida em associação com goma gelana, ambos indicam que a associação destes 

polímeros é dada por ligações cruzadas iônicas entre as cadeias presentes na gelana com 

os íons presentes na gelatina. 

 Já quando referido ao efeito de revestimento das nanofibras, as microscopias 

mostraram as NFCB imersas saindo de uma “camada de revestimento” (FIGURA 28. e3-

f3). Segundo o estudo realizado Wang et al., (2018), no qual o autor desenvolveu um 

hidrogel de nanocelulose bacteriana e gelatina, tal efeito já fora observado após a adição 

da gelatina, onde a gelatina se deposita na superfície das fibras atuando como 

revestimento das mesmas. Além disso, tanto a goma gelana quanto a gelatina são 

conhecidas por servir de revestimento para produtos de diferentes origens, além de servir 

como espessante, ou modificador reológico (MELCHELS et al., 2014; GELINSKI, 

2018). 

 Dessa maneira, conclui-se que o desenvolvimento dos hidrogéis foram adequados 

ao processo de preparação, uma vez que não houve a presença de elementos particulados, 

o qual indicaram elevada miscibilidade dos elementos das formulações. 

 

4.4. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) 

Os dados obtidos pela análise de ATR-FTIR foram expressos pela Figura 29. 

Todos os dados do espectro de FTIR foram plotados pelo programa e estatística OriginPro 

9.0. 

 

Figura 29. Espectro de ATR-FTIR das amostras de hidrogéis de NFCB/Gel/GG, sendo: 

a. Hidrogéis utilizando NFCB sem tratamento enzimático; b. Hidrogéis utilizando NFCB 
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com tratamento enzimático; onde, nanofibra de nanocelulose bacteriana (NFCB); 

Endoglucanase (EG); Goma Gelana (GG); (Fonte: Autoria Própria). 

Ao observamos o espectro de FTIR obtido, pode se destacar que para todas as 

amostras observa-se uma banda bem definida na região entre 3000 cm-1 a 3600cm-1. Além 

disso, nota-se um pico na região de 1600 cm-1. Segundo o estudo realizado por Grande e 

colaboradores (2009), o espectro de NCB apresenta picos característicos nas regiões entre 

984 cm-1 e 1106 cm-1 correspondentes ao alongamento da ligação C-O atribuído 

principalmente aos álcoois primários; uma banda na região de 1160 cm-1 atribuída ao 

alongamento assimétrico de C-O-C; e dois picos em 1313 cm-1 atribuído à curvatura 

simétrica de CH2 e 1426 cm-1 referente a curvatura assimétrica de CH2.  

Quando avaliado o espectro da gelatina é importante denotar que a gelatina pura 

apresenta picos característicos na região de 3290 cm-1
 e 2960 cm-1 que são referentes ao 

alongamento de N-H e alongamento alifático de C-H, respectivamente (ROKHADE et 

al., 2006). Adicionalmente, ao se referir a GG, estudos na literatura indicam que a mesma 

apresenta picos de estiramentos de -OH acerca de 3000 cm-1 e um pico em 1030 cm-1 

referente as ligações ente C-O. Além de apresentar picos nas regiões de 1220 cm-1 

referente ao alongamento de C-C, e entre a região de 1300 cm-1 a 1470 cm-1 referente a 

flexão de C-H (AGIBAYEVA ET AL., 2020). 

Segundo o estudo realizado por Treesuppharat et al. (2017), no qual o autor 

desenvolveu um hidrogel de nanocelulose bacteriana e gelatina, para a aplicação na 

entrega de fármacos (drug-delivery), o autor cita que os espectros apresentaram picos 

largos nas regiões de 3400 cm-1, o qual foi atribuído à vibração de estiramento de N-H e 

também apresentou o pico na região de 1600 cm-1, que fora atribuído a região de 

alongamento de C=O. Entretanto, segundo autor a região de 3600 cm-1 a é atribuída a 

muitos mecanismos de reação, como exemplo a formação de ligações de Hidrogênio 

presente na nanocelulose bacteriana e na rede da estrutura a gelatina. 

 Dessa forma ao avaliarmos o espectro de FTIR dos hidrogéis obtidos, ressalta-se 

que não houveram modificações significativas quando comparados aos espectros de seus 

componentes básicos, dessa maneira torna-se necessário a utilização de outra técnica que 

comprove a associação dos polímeros utilizados, uma vez que os hidrogéis possuem um 

teor elevado de água tal associação não pode ser confirmada. Além disso, observa-se que 

ao comparamos a estrutura química de cada componente, os grupamentos químicos 

apresentados, se assemelham entres eles com poucas diferenças entre si.  
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4.5. Análise de Termogravimetria 

Os dados obtidos a partir das análises térmicas foram expressas pela Figura 30. 

Os valores referentes a massa utilizada foram expressos em porcentagem (%), indicando 

a perca de massa durante o aquecimento da amostra – Termogravimetria (TG) (FIGURA 

30. a.). Para avaliar os eventos térmicos ocorridos durante o aquecimento das amostras, 

a Termogravimetria Derivada (DTG) foi plotada na Figura 30. b, utilizando a primeira 

derivada da curva de TG e relacionada a velocidade de degradação (EINHORN-STOLL 

et al., 2007). Os dados foram plotados utilizando a ferramenta estatística OriginPro 9.0. 

 

Figura 30. Gráficos dos hidrogéis de NFCB/Gel/GG, e seus respectivos controles. a. 

Analise de Termogravimetria (TG); B. Termogravimetria Derivada (DTG). Sendo: 

nanofibra de nanocelulose bacteriana (NFCB); Endoglucanase (EG); Gelatina (Gel); 

goma gelana (GG). (Fonte: Autoria Própria). 
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Inicialmente, observa-se um evento de perda de massa de 5 a 10% em torno de 

30°C até 100°C devido à vaporização da umidade presente em algumas amostras. Ao 

avaliarmos os dados das amostras controles (Figura 30), podemos observar que a amostra 

de NFCB sem o tratamento enzimático, apresentou dois eventos de perca de massa, o 

primeiro iniciando à 275oC e o segundo à 450oC. Quando comparada a NFCB com o 

tratamento enzimático, podemos notar uma mudança em relação a temperatura de início 

destes eventos, sendo à 200oC o primeiro; e aproximadamente a 440oC o segundo. Como 

citado anteriormente, no Capitulo 2, materiais celulósicos apresentam eventos de 

degradação por volta de 300oC, decorrente do processo de despolimerização, desidratação 

e decomposição de unidades glicosídicas, o que resulta em elevada perda de massa, o que 

pode ser observado entre 300oC e 350oC. Após tal processo, ocorre a despolimerização 

(formação de elementos voláteis) e decomposição do material, em gases acima de 420oC 

(DE SALVI, et al. 2012; LIMA et al., 2015). 

Além disso, nota-se que a GG também apresentou dois eventos bem destacados, 

em seu primeiro evento iniciando à 220oC, a GG expressa uma queda de 

aproximadamente de 45% de sua massa total, segundo Arun Krishna & Vishalakshi 

(2017), tal evento ocorre devido à decomposição da estrutura principal de polissacarídeos 

da GG. Em seguida, o segundo evento que ocorre por volta de 400oC, apresenta uma 

redução de aproximadamente 39%. Por fim, cerca de 6% da amostra permanece como 

matéria residual à 600oC (ARUN KRISHNA & VISHALAKSHI, 2017).  

 A gelatina por sua vez, apresentou uma queda gradual quando comparada às 

outras amostras, seu evento inicial de perca de massa começa à 220oC, combinado a um 

segundo evento aproximadamente iniciado à 400oC. Também, a amostra de Gel 

apresentou cerca de 10% de matéria residual à 600oC. Segundo estudos da literatura, o 

estágio de degradação da gelatina nas faixas de 200oC-470oC e 470 oC-700oC, são 

referentes à degradação de proteínas e decomposição térmica das ligações (networks) 

presentes na estrutura da gelatina (BARRETOS, PIRES, SOLDI, 2002; MISHRA, 

MAJEED, BANTHIA, 2011; KUZEMA, et al., 2015). Além disso, denota-se que a 

temperatura estimada para a degradação total da gelatina se situa próximo de 850oC, o 

que justifica a presença de cerca de 10% de resíduo final à temperatura de 600oC 

(KUZEMA, et al., 2015). 

Os dados obtidos dos hidrogéis de NFCB/Gel/GG, apresentaram três eventos de 

perda de massa (Figura 30. a.), quando analisado o hidrogel sem o tratamento enzimático 

[NFCB+EG], o primeiro evento inicia-se por volta de 200oC (perdendo 30% de massa), 
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seguido por um evento de maior intensidade à 280oC, no qual perde 20% de massa, como 

pode ser observado pela Figura 30. b. Além disso, o mesmo hidrogel apresentou um 

último evento a cerca de 450oC, finalizando com cerca de 1% de resíduo. Em comparação, 

o hidrogel com o tratamento enzimático [NFCB+EG], apresentou eventos de degradação 

com algumas alterações quando relacionadas ao hidrogel sem o tratamento enzimático. 

Por sua vez, o hidrogel com tratamento enzimático exibiu um perfil semelhante ao 

hidrogel (NFCB), contudo seu evento inicial de degradação de massa foi em torno de 

180oC com aproximadamente perca de 20% de massa, apresentando o segundo evento à 

270oC com 30% de redução de massa, e o último evento à 430oC, resultando a 3% de 

resíduo a 600oC.  

Quando comparado as matérias primas ao hidrogel, observa-se que após a adição 

da gelatina e da goma gelana há uma redução da temperatura de degradação do material, 

provavelmente relacionada a decomposição da cadeia polissacarídica da goma gelana 

(220oC). Dessa maneira, os resultados obtidos mostram que houve a interação dos 

componentes das matérias primas de maneira que os mesmos se associassem de maneira 

efetiva, o que corrobora com os dados obtidos anteriormente. Contudo, embora a redução 

da estabilidade térmica das NFCB, o material obtido ainda possui uma estabilidade  

térmica até a temperatura de 200oC, o que ainda se considera desejável para a atual etapa 

do trabalho, uma vez que o material será disposto a temperaturas de cultivo celular de 

37oC. Por fim, conclui-se nesta etapa do trabalho a obtenção de um material resistente a 

temperatura de 200oC, de possível aplicação a temperaturas de cultivo celular.  

 

4.6. Bioimpressão 

Para o processo de Bioimpressão fora realizado a impressão de um scaffold como 

corpo de prova utilizado para verificação de estruturação 3D, no qual indicou que o 

hidrogel selecionado foi adequado a bioimpressão sendo aplicável a ensaios celulares. 

 

Figura 31. Scaffolds bioimpressos 20 mm x 20 mm X 15 mm de NFCB/Gel/GG. a. 

NFCB; b. NFCB+EG. Fonte: Autoria própria. 
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Segundo estudos na literatura a aquisição da geometria externa de construções de 

tecido é crítico para representar com precisão formas anatomicamente corretas uma vez 

que tal constructo possui a capacidade de mimetizar o microambiente celular, dessa 

forma, torna-se necessário uma reprodução confiável do mesmo (OZBOLAT & 

GUDAPATI, 2016). Outro ponto importante para a impressão 3D, se relaciona a 

arquitetura interna, que demanda de canais internos e poros interconectados que permitam 

a fixação e proliferação celular, além de permitir o fluxo de nutrientes e regeneração 

tecidual (OZBOLAT et al., 2012) 

 Dessa forma, a impressão do scaffold (Figura 31.) utilizando tanto as NFCB com 

e sem o tratamento enzimático foram consideradas promissoras para a aplicação na área 

de medicina regenerativa, apresentando uma estruturação e porosidade adequada para 

cultivos celulares 

 

4.7. Ensaio de Citotoxicidade 

Conforme apresentado na Figura 32 abaixo, pode-se constatar que nenhum dos 

materiais demonstraram efeito tóxico para as células, com a manutenção da viabilidade 

celular acima de 70%. De acordo com a ISO 10993-5, a viabilidade celular deve ser 

superior a 70% para que os materiais/dispositivos médicos testados sejam considerados 

atóxicos e seguros.  

 

Figura 32. Avaliação da citotoxicidade dos scaffolds de goma gelana e gelatina 

reticulados com cloreto de alumínio em células L929. A viabilidade celular (%) foi 

determinada pelo ensaio colorimétrico utilizando MTT. 
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 Segundos dados encontrados na literatura, estudo utilizando a associação 

polimérica da NCB com gelatina, indicaram que a proliferação celular em um 

microambiente tumoral é continua e robusta, na qual a taxa se desenvolvimento celular 

permanece continua (Wang et al., 2018). Outro ponto importante, é que a rugosidade 

presente no scaffold auxilia no desenvolvimento e fixação celular, e associado a 

porosidade do mesmo se torna um fator chave para o desenvolvimento tecidual após a 

semeadura das células (SHAHOO et al., 2005).  

 Dessa maneira, pode-se concluir que os scaffolds provenientes da bioimpressão 

dos hidrogéis de NFCB/Gel/GG não apresentaram citotoxicidade frente a linhagem 

celular L929, sendo considerado um potencial alternativo para aplicação na área de 

medicina regenerativa. 

 

5. CONCLUSÃO– CAPITULO 3 

Conclui-se que houve a obtenção de hidrogéis potencialmente aplicáveis a 

bioimpressão 3D e a medicina regenerativa. O qual pode-se se observar que houve 

miscibilidade das matérias primas utilizadas, obtendo um hidrogel homogêneo. Além 

disso, o hidrogel obtido demonstrou-se termicamente estável até temperaturas de 200oC, 

além de possuir um comportamento de viscosidade desejável à extrusão do processo de 

bioimpressão 3D. Por fim, os hidrogéis obtidos não apresentaram citotoxicidade, sendo 

promissores a aplicação na área de medicina regenerativa. 

  

6. CONCLUSÃO FINAL 

Conclui-se a partir do atual trabalho, que os hidrogéis baseados em NCB são 

altamente promissores para a área de pesquisa em medicina regenerativa, e que a 

utilização de associações biopoliméricas ainda está em desenvolvimento no cenário 

nacional, contudo quando comparadas a nível mundial, já se denota um grande 

investimento em tal área. Além disso a utilização de NFCB pode se tornar uma alternativa 

de grande valor agregado sendo considerado um nanomaterial que possibilita a obtenção 

de hidrogéis macios que atuam como reforço para diversas aplicações. Dessa forma, o 

desenvolvimento do hidrogel proposto pode ser considerado uma possível alternativa para 

futuramente ser aplicado na área de regeneração tecidual, o qual foi considerado 

termicamente resistente, não citotóxico, reologicamente adequado, possibilitando a 

bioimpressão de scaffolds de elevada resolução e reprodutibilidade.  
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