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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) é um polimero que vem cada vez mais sendo estudado como polimero
alternativo e sustentavel em diversas areas com diferentes aplicabilidades, devido principalmente
as suas caracteristicas estruturais, mecanicas e biocompativeis. Este polimero pode ser produzido
por alguns grupos de micro-organismos, dentre eles destaca-se a bactéria Gluconacetobacter
hansenii, que é capaz de produzir celulose bacteriana em altos rendimentos utilizando diferentes
fontes de carbono e nitrogénio. Diversas fontes alternativas vém sendo estudadas para a producéo
da CB, devido a baixa viabilidade econémica de produzi-la com meio sintético. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a producdo da CB a partir de dois diferentes meios, um
tradicional, Hestrin-Schram modificado e outro alternativo, contendo glicerol e sais, que foi
denominado de salino, e ambos, utilizando como principal substrato o residuo agroindustrial,
glicerol. A produgéo foi feita pelo micro-organismo Gluconacetobacter hansenii, em condi¢des
estaticas e a temperatura ambiente. De modo a aperfeicoar o processo no meio alternativo, fez-se
um planejamento fatorial (2%) , em que variou-se o pH, a concentracdo do substrato e a
concentracdo de calcio. A maior producdo de CB foi obtida apds o cultivo de 10 dias, utilizando-
se 40 g.L™ de glicerol, pH 6 e 3 g.L™" de CaCl,. J4 para 0o meio tradicional Hestrin-Schram
utilizou-se a mesma concentracdo de glicerol do meio alternativo salino. Foram feitas as
avaliacbes da producdo, produtividade da CB, massa da biomembrana, perda de &gua e
capacidade de absor¢do de agua. Além disso, foram feitas as caracterizagdes através das analises
de FTIR, TGA, MEV, DRX e propriedades mecanicas para avaliar e comparar as caracteristicas
obtidas nas biomembranas produzidas com as da literatura. Um estudo cinético foi realizado com
a producdo da membrana durante 30 dias de cultivo, avaliando-se a variagdo do substrato,
producdo do biopolimero e o crescimento de células plancténicas. Em paralelo também houve a
avaliacdo da variacao da espessura e do pH da biomembrana e do meio, respectivamente. Com 0s
parametros cinéticos, como produtividade, fator de conversdo, velocidade méaxima de
crescimento, foi possivel modelar o crescimento do meio Hestrin-Schram modificado através do
modelo de Monod, utilizando-se a constante encontrada experimentalmente. Concluiu-se que as
biomembranas obtidas nos dois meios apresentaram caracteristicas coerentes com as da literatura
e que o meio Hestrin-Schram modificado apresentou-se como um meio mais propicio para uma
maior producdo da biomembrana.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Gluconacetobacter hansenii. Glicerol.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (CB) is a polymer that is increasingly being studied as an alternative and
sustainable polymer in several areas with different applications, mainly due to its structural,
mechanical and biocompatible characteristics. This polymer can be produced by some groups of
microorganisms, among them the bacterium Gluconacetobacter hansenii, which is able to
produce bacterial cellulose in high yields using different sources of carbon and nitrogen. Several
alternative sources have been studied for CB production, due to the low economic feasibility of
producing it with synthetic medium. The present work had as objective to evaluate the production
of the CB from two different media, one traditional, Hestrin-Schram modified and another
alternative, containing glycerol and salts, that was denominated of saline, and both, using as main
substrate agroindustrial residue , glycerol. The production was made by the microorganism
Gluconacetobacter hansenii, under static conditions and at room temperature. In order to
improve the process in the alternative medium, a factorial planning (2°) was done, in which the
pH, the substrate concentration and the calcium concentration were varied. The highest CB
production was obtained after the 10 day culture using 40 g.L™* glycerol, pH 6 and 3 g.L™ CaCl,.
For the traditional Hestrin-Schram medium, the same glycerol concentration of the alternative
salt medium was used. Evaluations of the production, CB productivity, biomembrane mass, water
loss and water absorption capacity were made. In addition, the characterizations were made
through the FTIR, TGA, SEM, XRD and mechanical properties analyzes to evaluate and compare
the characteristics obtained in the biomembranes produced with those of the literature. A kinetic
study was carried out with the production of the membrane during 30 days of cultivation,
evaluating the substrate variation, biopolymer production and planktonic cell growth. In parallel
there was also the evaluation of the variation of the thickness and the pH of the biomembrane and
the medium, respectively. With the kinetic parameters, such as productivity, conversion factor,
maximum growth rate, it was possible to model the growth of the modified Hestrin-Schram
medium through the Monod model, using the experimentally found constant. It was concluded
that the biomembranes obtained in the two media presented characteristics consistent with those
of the literature and that the modified Hestrin-Schram medium presented as a more propitious
medium for a greater biomembrane production.

Keywords: Bacterial cellulose. Gluconacetobacter hansenii. Glycerol.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo ambiental, cada vez mais presente nas mais diferentes esferas da
sociedade, tem gerado um crescente investimento e investigacdo na utilizacdo de materiais que
possuem melhor relagdo com o meio ambiente e, preferencialmente, derivados de recursos
renovaveis. Neste contexto, especial atencdo tem sido dada aos biopolimeros, os quais podem
substituir os polimeros tradicionais, derivados de fontes ndo-renovaveis como o petroleo, numa
elevada gama de aplicagbes (MATHUR et al., 2015).

Entre os varios biopolimeros existentes, a celulose € o mais abundante, produzido
principalmente pelas plantas. Além disso, € um dos mais importantes devido as suas mais
versateis aplicacGes em processos industriais, e o Brasil é o quarto maior produtor mundial, com
producdo anual de 18,77 milhdes de toneladas (VALOR ECONOMICO, 2017).

Processos industriais, normalmente, utilizam a celulose de origem vegetal, sendo obtida a
partir da madeira e do algoddo, gerando um alto consumo dessas matérias-primas. Fato este, que
por sua vez, faz com que haja um aumento da exploracdo florestal, gerando uma maior
necessidade de substituir o meio tradicional de producdo por alternativas mais sustentaveis
(PARK et al., 2014). Uma rota vem sendo cada vez mais estudada para a diminuicdo da
utilizacdo da celulose vegetal, que é a outra forma de producdo de celulose, através dos micro-
organismos como algas, fungos e bactérias, que nesse caso, € denominada de celulose bacteriana
(CB) (KESHK, 2014).

Em termos estruturais,a celulose vegetal é equivalente a bacteriana, e ambas sdo
constituidas de unidades de -D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1-4), em que as
unidades monomeéricas estdo dispostas de tal maneira que uma molécula esteja rotacionada 180
grausem relacdo a outra (MOHITE; PATIL, 2014).

A principal diferenca entre a celulose bacteriana da sua semelhante vegetal, ocorre
principalmente na formacdo das fibras, por apresentar fibras de carater nanométrico contra o
micrométrico da vegetal, fato este, que lhe confere excelentes propriedades mecanicas,
biodegradabilidade e maior cristalinidade (RAJWADE et al., 2015). Outro aspecto importante diz
respeito a pureza da celulose bacteriana, ndo havendo necessidade da separacdo de outros
compostos como hemicelulose e lignina (REINIAT et al., 2016). Essas caracteristicas tornam a
Celulose Bacteriana (CB) um biopolimero altamente versétil, possibilitando a sua utilizacdo em

diferentes setores economicamente importantes como producdo de papel, sintese de membranas
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compositas, industria alimenticia, farmacéutica e principalmente no setor biomedico (PICHETH
et al, 2017).

Apesar do enorme potencial de aplicacdo, a producdo de CB ainda enfrenta alguns
desafios como o elevado custo de produgdo e o baixo rendimento ocasionado pela falta de
otimizacdo do processo,tornando a sua obtencdo comercialmente cara. Diante desta realidade,
atualmente ha um elevado interesse das industrias no desenvolvimento de processos de producéo
mais econdémicos (PICHETH et al., 2017).

A CB pode ser produzida por bactérias dos géneros Sarcina, Agrobacterium e
Gluconacetobacter, sendo esta Ultima a mais amplamente estudada (HUANG et al., 2014). As
bactérias do género Gluconacetobacter (anteriormente conhecidas por Acetobacter) sdo bactérias
ndo patogénicas, comumente encontradas em frutas e vegetais, capazes de excretar celulose
extracelularmente em forma de uma pelicula na superficie do meio, como uma camada gelatinosa
em cultivos estaticos, e em cultivos submersos agitados podem produzi-la como pellets formados
no interior do meio de cultivo (GAMA et al., 2012).

A sintese de CB é feita a partir de uma variedade de fontes de carbono, que atua nédo
somente como fonte de energia, mas também como precursora da biossintese do biopolimero.
Assim, fontes de carbono provenientes de residuos agroindustriais tem sido alvo de estudos com
0 objetivo do aproveitamento integral dos nutrientes contidos nos residuos, como alternativa a
meios sintéticos (VAZQUEZ et al., 2013).

Entre os diversos ramos industriais, o Brasil estd entre os maiores produtores e
consumidores de biodiesel no mundo, com producdo mensal, em agosto de 2017, de 399.997 m®
(AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2016),
gerando aproximadamente 40.000 m® de glicerol residual, como coproduto, por meio da reacéo
de transesterificacdo, em que estequiometricamente, 10 kg glicerol sdo gerados para cada 100 kg
de biodiesel produzidos (SARMA et al., 2012).

Dessa forma, com a elevada geracdo de glicerol e a dificuldade em ser utilizado por
indUstrias farmacéuticas e alimenticias como matéria-prima, pois 0s processos de purificacdo séo
onerosos, sua comercializagdo se torna inviavel, aumentando assim, seus estoques (SARMA et
al., 2012). Além disso, sua disposicdo no meio ambiente, sem o tratamento adequado, pode
causar diversos problemas como intoxicagdo, formacao de espumas em ambientes aquéaticos, mau
cheiro, dentre outros (VIANA, 2011).
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Portanto, assim como a producdo de celulose, surge a necessidade de se encontrar
caminhos viaveis e alternativos para o glicerol a fim de se manter a sustentabilidade econémica e
ambiental. Dessa forma, o glicerol torna-se alternativa viavel para a producdo da CB, reduzindo
custos de producdo e contribuindo para a diminuicdo da poluicdo ambiental (MOHITE; PATIL,
2014).

O presente trabalho objetiva produzir celulose bacteriana utilizando residuo agroindustrial,
bem como caracterizar as membranas em funcdo da alteragdo na composicdo do meio de

fermentacéo.

Para os objetivos especificos, as principais atividades foram: produzir biopolimeros de
celulose bacteriana, utilizando como fonte de carbono alternativa de baixo custo, um residuo
agroindustrial, o glicerol; comparar a producédo utilizando dois meios diferentes, um sintético e
outro composto por sais;selecionar a melhor condi¢do de cultivo através de um planejamento
fatorial; caracterizar os filmes de celulose bacteriana através da determinacdo da espessura,
infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica(TGA), propriedades mecanicas, difratometria
de raios-X (DRX) e microscopia eletronica de varredura(MEV); realizar um estudo cinético em
biorreator em batelada e determinar os parametros intrinsecos do sistema célula-membrana, tais
como o coeficiente de conversdo de substrato em produto e produtividade, e modelar o processo

pelo modelo de Monod.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Celulose Bacteriana

A celulose (CgH100s), faz parte do grupo dos carboidratos, moléculas compostas
basicamente de carbono, hidrogénio e oxigénio, também denominados por glicidios ou hidratos
de carbono. E oriunda da juncdo de centenas de moléculas B-glicose, por meio de ligagdes p-1,4-
glicosidicas, em que a unidade de repeticdo é a celobiose, a qual é formada pela unido de duas
moléculas de glicose. Dessa forma, sua hidrdlise total produz moléculas de glicose e a hidrolise
parcial produz celobiose (VAZQUEZ et al., 2013).

Estruturalmente, cada monémero de glicose esta rotacionado aproximadamente 180° em
relacdo ao vizinho e a cadeia glicana pode conter de 2.000 a 25.000 monémeros de glicose,
resultando num peso molecular bastante elevado. As ligacGes de hidrogénio garantem a forte
associacdo do polimero linear de celulose, e como consequéncia, ocorre a formacdo de suas
fibras, garantindo a rigidez da estrutura (TSOUKO et al., 2015).

A Figura 1 mostra a estrutura quimica da celulose.
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Figura 1: Estrutura quimica da celulose.
Fonte: KLEMM et al., 2001.

A Celulose bacteriana (CB) foi descrita pela primeira vez na literatura em 1986, por A.J.
Brown (BROWN,1986), que observou que alguns micro-organismos produtores de &cido acético
eram capazes de produzir uma membrana na superficie do meio de cultura na presenca de glicose
e de oxigénio, denominando-os como Bacterium xylinum (BROWN,1986). Esta espécie, que
pertence a familia Acetobacteriae, foi reclassificada taxonomicamente diversas vezes até a atual
designacdo como Gluconacetobacter xylinum (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,
2005).



19

Apesar de possuir a mesma formula quimica da celulose vegetal, a CB possui
propriedades quimicas, fisicas e mecanicas diferentes, devido, especialmente, as suas fibras
nanomeétricas, contra as micrométricas da celulose vegetal, diferenca mostrada na Figura 2

através de microscopia de varredura.
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Figura 2: Diferencas entre as fibras de celulose bacteriana (a) e celulose vegetal
(b) quando micrografadas.
Fonte: DONINI et al., 2010.

As microfibrilas da CB (Figura 2a) em forma de fita, onde as unidades de celobiose estéo
dispostas em paralelo, conferindo a molécula de celulose uma orientagdo plana, sdo
aproximadamente 100 vezes mais finas que as da celulose vegetal (Figura 2b), tornando-a um
material de alta porosidade e excelentes propriedades mecéanicas, além disso, € um biopolimero
altamente cristalino, com alto grau de polimerizacdo, alta forca de tenséo e elevada capacidade de
hidratagdo, mesmo sendo insolGvel em agua (YOSHINO et al., 2013).

A celulose vegetal é produzida juntamente com outros compostos como hemicelulose,
lignina e pectina, 0s quais precisam ser separados, e a separacdo € feita através de reacdes
extremamente poluentes a0 meio ambiente, com a geracdo de compostos organoclorados, por
exemplo (DAS, 2013). Em contrapartida, a CB é obtida de forma pura, ndo contendo compostos
indesejados, caso 0 processo seja bem conduzido. Além disso, apds a retirada do micro-
organismo e de componentes do meio de cultivo, o processo de desidratacdo pode ser feito, sendo
mais um fator que demonstra o amplo potencial econémico deste biopolimero. Dessa forma,
obtém-se um produto com elevada aplicabilidade industrial, mais versatil, econémico e também
ecologicamente sustentavel (LIN et al., 2014; KESHK, 2014).
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A CB é produzida na forma de membrana gelatinosa (Figura 3a), composta por um alto
teor de &gua, e quando seca assemelha-se a uma folha de papel transltcido (Figura 3b). Na Figura

3 esta representada uma pequena porcao de uma membrana de CB Umida (a) e seca (b).

(b)
Figura 3: Diferencgas entre a celulose bacteriana (a) no estado hidratado (b) seca.
Fonte: DONINI et al., 2010.

2.2 Gluconacetobacter hansenii

Dentre todos 0s micro-organismos encontrados na literatura capazes de produzir celulose
bacteriana, o mais utilizado e usado como modelo de producdo é a bactéria Gluconacetobacter
hansenii devido a sua capacidade de produzir celulose na presenca de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio (LEE et al., 2014).

A espécie G. hansenii apresenta morfologia de bastonetes retos ou ligeiramente curvos,
alongados com um tamanho que varia entre 0.6-0.8x 10™um, podendo ser ou nio moveis. S&0
micro-organismos Gram-negativos, tolerantes a condic¢Ges acidas (pH abaixo de 5), estritamente
aerobios, ndo fotossintéticos, com uma temperatura 6tima para crescimento entre os 15 e 34°C
(LIMA, 2014). Pode-se encontrar a G. hansenii na superficie de frutas e vegetais em
decomposi¢do, no vinagre ou em bebidas alcoolicas (DAYAL et al., 2013). Estas bactérias
produzem quantidades consideraveis de CB a partir de diferentes substratode carbono e fontes de
nitrogénio complexas. Entre os micro-organismos pertencentes ao género Gluconacetobacter
destacam-se ainda como produtores de CB as espécies G. xylinus, G. pasteurianus, G.swingsiie
G. sp. RKY5 (HUANG et al, 2014). A Figura 4 mostra bactérias do género Gluconacetobacter

excretando fibras de celulose bacteriana.



21

Fibras

Micro-organismo

Figura 4: Gluconacetobacter excretando fibras celuldsica.
Fonte: DONINI et al. adaptada, 2010.

O biopolimero de celulose bacteriana desempenha importante papel para o micro-
organismo, uma vez que funciona como mecanismo de flotacdo, onde a bactéria permanece em
uma interface ar-liquido com a finalidade de obter oxigénio com mais facilidade. Por ser um
material opaco, a biomembrana funciona como barreira a radiacdo UV, possui a capacidade de
adsorver metais pesados e, por permanecer na superficie do meio, melhora o transporte de
nutrientes pelo mecanismo de difusdo (KLEMM et al., 2011). E ainda previne a desidratacdo do
substrato, uma vez que possui carater altamente higroscopico, protegendo o substrato de micro-
organismos nado produtores do polimero (RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

2.3 Biossintese da celulose bacteriana

A producdo de celulose pela G.hansenii no meio de cultivo é associada ao crescimento
celular. Assim, o consumo de nutrientes, especialmente a fonte de carbono, deve ser suficiente
para a multiplicacéo celular e paralela producéo de celulose (HUANG et al., 2013).

Estima-se que produgdo de CB consome cerca de 10% da energia gerada nas reagoes
catabdlicas e ndo interfere nos processos anabolicos que ocorrem no meio intracelular
(QURESHI et al, 2013).

A Figura 5 mostra de forma simplificada as etapas envolvidas e os principios de cada uma
delas.
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Figura 5: Principais principios e etapas envolvidas na produgdo de celulose bacteriana.
Fonte: Autor.

A biossintese da CB é um processo que envolve vérias reacdes bioquimicas, as quais sdo
reguladas por um numero elevado de enzimas e de complexos de proteinas reguladoras e
cataliticas (DONINI et al., 2010).

Dependendo do estado fisioldgico das células e da utilizacdo do substrato para a produgéo
da CB, a G. hansenii pode metabolizar pelo ciclo de Krebs, que envolve a oxidacdo de acidos
organicos, ou pelo ciclo das pentoses fosfato, onde ocorre a oxidagéo de carboidratos (LEE et al.,
2014).

O processo de biossintese da CB esta divido em duas partes fundamentais, a primeira é a
sintese do precursor da celulose, a uridina difosfoglucose (UDPGIc) e a segunda parte esta
relacionada com os mecanismos de polimerizacdo (ROSS et al, 1991; CHAWLA et al, 2009).

De acordo com Lee (2014), quando a glicose, utilizada como fonte de carbono, é
transportada do meio externo para o citoplasma bacteriano, sua conversao ¢ catalisada por quatro
enzimas principais:

o Glucoquinase: responsavel pela fosforilacdo do carbono 6 da glicose;

o Fosfoglucomutase: catalisa a reacdo de isomerizacao da glicose-6-fosfato (Glc-6-P) para
glicose-1-fosfato (Glc-1-P);

o UDPG-pirofosforilase (UGPase): sintetiza a UDP-glicose (UDPGIc);

o Celulose sintetase (CS): produz, de fato, a celulose a partir da UDP-glicose.

O esquema simplificado da via metabdlica da celulose a partir da glicose na G. hansenii

pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6: Esquema da via metabdlica da celulose na G. hansenii.
Fonte: LEE (2014).
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UDPGiIc, o precursor direto da celulose, € um composto comum a muitos organismos. J& a

enzima UGPase, que é bastante importante no processo de sintese da CB, é aproximadamente

100 vezes mais ativa em organismos produtores de celulose do que ndo produtores
(SUNAGAWA et al., 2013).

Em casos em que a fonte de carbono utilizada é diferente da glicose, como glicerol,

dissacarideos como manitol ou frutose, a via metabdlica de sintese da celulose comeca pela

hidrolise desses compostos em monossacarideos como frutose e glicose.

As vias bioquimicas e as etapas intermediarias na transformacdo desses substratos sao

mostradas na Figura 7.
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Figura 7: Vias bioguimicas para a producédo de celulose bacteriana por G. hansenii (1-
glucoquinase (ATP) ; 2-fosfoglucomutase ; 3-UDPGIcpirofosforilase (UTP) ; 4-
celulose sintetase ; 5- fosfoglucoisomerase ; 6- glucose-6-fosfato desidrogenase
(NADP) ; 7 - frutose difosfatase; 8-aldolase; 9-triosefosfato isomerase; 10- glicerol-3-
fosfato desidrogenase (NAD) ; 11- glicerol-3-fosfato desidrogenase (FAD); 12-
aldolase; 13- glicerol desidroxiacetonaquinase (ATP); 14- manitol desidrogenase; 15-
frutoquinase).
Fonte: Ross adaptado, 1991

Os passos finais de biossintese de CB sdo comuns para todas as fontes de carbono
consideradas, que ap0Os serem convertidas em glicose-6-fosfato seguem a via de sintese de
celulose anteriormente mencionada.

Quanto ao segundo processo, 0 de polimerizacdo, a enzima responsavel é a celulose
sintetase (LEE et al., 2014). Essa enzima precisa do composto acido ciclico diguanilico (c-di-
GMP) como modulador alostérico, onde na auséncia deste, sua capacidade enzimatica é
diminuida ou pode permanecer inativada (HSIEH et al., 2016).

Nos micro-organismos, a polimerizacdo da celulose ocorre em duas etapas intermediérias:

1) a celulose sintetase catalisa a polimerizagdo de unidades de UDP glicose, formando as
cadeias de 1,4-B-glicano (cadeias lineares que formam pontes de hidrogénio inter e intra

moleculares, altamente regulares), essa etapa ocorre na membrana citoplasmatica;
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i) montagem e cristalizacdo das cadeias de celulose, considerada a etapa limitante do
processo com o entrelacamento da estrutura(TABUCHI, 2007).

A CB comega a ser sintetizada quando a bactéria origina cadeias que se agregam
originando sub-fibrilas com largura de, aproximadamente, 1,5 nm, as quais se agrupam com
outras 36 iguais a elas, formando uma fibrila elementar com um didmetro de aproximadamente 3-
3,5 nm. Aproximadamente 46 fibrilas adjacentes juntam-se através de pontes de hidrogénio
formando um ribbon, nome dado as fibras de CB (Figura 8). Esses ribbons ultra finos atingem
comprimentos que variam entre 1 ¢ 9 um, e formam uma estrutura reticulada densa, que ¢
estabilizada por pontes de hidrogénio (PECORARO et al., 2008).
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Figura 8: Formacéo da celulose bacteriana.
Fonte: SHI et al, 2014.

A pelicula formada de CB é o resultado de uma matriz de tiras interligadas. Como a
celulose formada possui diversos grupos hidroxila dispostos em sua superficie, esse fato explica
sua biodegradabilidade, hidrofilicidade e sua alta capacidade de modificagdo quimica para
diversas aplicagOes industriais (CASTRO et al., 2011).

2.4 Parametros que influenciam a producéo de celulose bacteriana

Alguns parametros operacionais sdo determinantes na producdo do biopolimero, pois 0s
micro-organismos tendem a responder rapidamente no que diz respeito a indugdo ou a inibicdo da
atividade proteica e mudancas na morfologia celular,entre eles destacam-se: temperatura, pH,

oxigénio dissolvido no meio e composi¢do do meio de cultura.
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2.4.1 Influéncia do pH

Variagbes no pH durante o processo fermentativo podem resultar em aumento ou
diminuicdo no consumo de acucares, devido as alteracbes na atividade e sintese enzimatica,
consequentemente afetando a divisdo celular e quantidade de nutrientes disponiveis. Meio com
diferentes condic@es iniciais de pH conduzem a respostas diferentes quanto a producdo de CB
(PANESAR et al., 2012).

O pH otimo para a o crescimento de bactérias e paralela producdo de CB depende da
estirpe do micro-organismo utilizado, normalmente variando entre 4 e 7. Segundo Yassine et
al.(2016), a produgéo de CB foi observada em amplas faixas de pH, em meio de glicose, entre 4,5
e 7,5 com a maior producdo ocorrendo a pH 6,5.

A producdo industrial de membranas de CB para aplicacBes biomédicas, por exemplo,
nomeadamente Biofill e Gengiflex, foi conduzida a pH baixo, entre 4 e 4,5, a fim de evitar a
contaminacdo do meio durante o cultivo. (PANESAR et al., 2012).

Embora a CB possa ser produzida em amplas gamas de pH, deve-se ter cuidado com a
variacdo do pH do meio, que pode diminuir durante a producdo de CB, devido a producdo de
metabolitos de carater acido, como os acidos glucénico, lactico e acético, nesse caso para evitar

uma boa diminuicdo, é interessante fazer a adi¢do de um tampdo (CHAWLA et al., 2009).

2.4.2 Influéncia da Temperatura

Outro pardmetro importante no processo de producdo da CB é a temperatura em que 0
processo é conduzido. Son et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura, na faixa de 20 a
40 ° C no rendimento de BC produzida em meio Hestrin-Schram, encontraram que a temperatura
ideal para a producdo de BC foi 30°C. Além disso, verificaram que ao baixar a temperatura da
cultura de 30 °C para 25°C, ndo diminui significativamente o rendimento da CB em comparagéo
com a diminuicdo de 35 °C para 30 °C. Resultados semelhantes foram encontrados por Erbas et
al. (2015) e Zeng et al. (2011).

Além do rendimento na producdo de CB, a estrutura da morfologia e do cristal foi
afetada por temperatura de cultivo. Hirai et al.(1997) relataram que CB produzida por A. xylinum
ATCC 23769 em meio Hestrin-Schram a 4 °C estava com uma estrutura de celulose Il, em que o
pico cristalino caracteristico esta situado entre os angulos 13°<26<15° e 18°<26<22°, enquanto
CB produzida em 28 °C, por outro lado, obtiveram celulose do tipo I, onde o halo amorfo e o

pico cristalino ficam situados entre os angulos 18°<26<19° e 22° <26<23°.



27

2.4.3 Influéncia do oxigénio dissolvido

Este parametro é essencial para 0 metabolismo de respiracdo celular, que interfere no
aumento do rendimento, como também nas propriedades do polimero final. A CB pode ser
produzida tanto em meio estatico quanto em meio agitado, e a escolha de cada caso é feita de

acordo com a aplicacdo desejada.

Em meio agitado, a CB pode formar granulos, ou pellets ,e ainda tornar o meio viscoso
com a presenca de celulose em estruturas gelatinosas. O cultivo em meio agitado é geralmente
utilizado quando se deseja aumentar a producéo de celulose em massa e quando ndo hé interesse
na formacdo da pelicula. Ja em meio estatico, a biomembrana permanece na interface liquido-ar

formando uma pelicula, que aumenta de tamanho com o tempo de cultivo (ERBAS et al., 2015).

Yan et at. (2008) estudaram que a resisténcia mecanica também pode ser influenciada
pelo meio a qual foi produzida, e que a CB obtida do meio agitado possui menor resisténcia se

comparada a produzida no meio estatico.

Hungud e Gupta (2010) mostraram que altas taxas de oxigénio dissolvido, obtidas no
cultivo agitado,podem aumentar a concentragdo de acido gluconico, inviabilizando a célula a

sintetizar a celulose.

2.4.4 Composicdo do meio de cultura

Em relagdo a composicdo do meio de cultura, a literatura relata estudos realizados os
quais relacionam a capacidade das bactérias do género Gluconacetobacter em metabolizar
diferentes fontes de carbono e o impacto sobre o rendimento na producdo de CB, visto que a
composicdo e a quantidade de acucar disponivel no substrato € de vital importancia para o
metabolismo das mesmas (MIKKELSEN et al., 2009).

O principal meio de producdo de CB é o meio sintético HS, mencionado em Hestrin-
Schram (1954), em que a glicose e o acido citrico sdo utilizados como fonte de carbono, e o
extrato de levedura e a peptona sdo utilizados como fontes de nitrogénio. Castro e colaboradores
(2011) verificaram a producéo de CB por Gluconacetobacter swingsii, utilizando outros agucares
(maltose, frutose, celobiose, manitol, xilose, sacarose e galactose) em substituicdo a glicose no
meio HS e observaram que tais fontes ndo proporcionaram maior producdo. Em contrapartida,

Hong e Qui (2008) e Yodswan e colaboradores (2012) utilizando a cepa G. xylinus, consideraram
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que o manitol e a frutose sdo as melhores fontes de carbono para a producédo de CB. Ja Keshk e
Sameshima (2006) e Jung et al. (2010) obtiveram uma producao significativa apenas com o uso

de glicose, frutose e glicerol, como fontes de carbono.

Além das fontes principais de carbono, nitrogénio e fésforo, os meios precisam conter
elementos em menor quantidade, chamados oligoelementos, como Na*, K*, Ca**, Mg®*, Fe®*
entre outros, os quais desempenham papel importante como cofatores enzimaticos nas vias de

producdo do polissacarideo.

Entdo, determinar um meio ideal e um conjunto adequado de condi¢cfes de crescimento
que permitam altos niveis de producdo de celulose agrega caracteristicas necessarias para

ampliacdo desta tecnologia para uma situacdo industrial (RUKA et al., 2012).

2.5 Planejamento fatorial

O planejamento experimental € uma ferramenta poderosa para estudar o efeito de varios
fatores sobre uma variavel de resposta de interesse e permite correlacionar as variaveis
independentes com a dependente através de um namero minimo de ensaios. No planejamento
fatorial, estdo envolvidos k fatores (ou varidveis) e cada um deles esta presente em diferentes
niveis. Na realizacdo de um experimento com k fatores, sdo 2* observacdes da variavel resposta
(BARROS-NETO et al., 2007).

Através dessa técnica de planejamento experimental é possivel avaliar a influéncia das
variaveis independentes nas variaveis de resposta, bem como as interagdes entre elas. Neste caso,
deve-se selecionar um numero fixo de niveis para cada um dos fatores e fazer os experimentos
em todas as possiveis combinagdes dos niveis. A partir da analise da variancia, pode-se obter um
modelo probabilistico adequado que correlacione as respostas em fungdo das variaveis
independentes, o que permite determinar os valores destas, otimizando o desempenho do
bioprocesso de uma maneira geral (BARROS-NETO et al., 2007).

Atualmente, os planejamentos fatoriais tém sido bastante utilizados, tanto em processos
guimicos como bioquimicos, com grande sucesso. Nos processos bioguimicos sdo aplicados nos
melhoramentos dos meios de cultura e na otimizacdo de processos. O bioprocesso de producao
de CB, assim como qualquer processo microbioldgico, € muito complexo devido ao grande

ndmero de variaveis envolvidas.
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Portanto, um meio de cultura balanceado, juntamente com valores 6timos de pH,
temperatura, concentracdo de substrato, concentracdo de microrganismos e oxigénio no meio, sdo

necessarios para alcancar uma boa produtividade.

2.6 Utilizacao de residuos industriais para a producao de celulose bacteriana

Diversos fatores influenciam na escolha do meio necessério para desenvolvimento do
processo das fermenta¢fes microbianas, pois como 0 meio contém os nutrientes necessarios para
0 crescimento,este pode representar cerca de 30% do custo total do processo (RIVAS et al,
2004). Sendo assim, um dos aspectos mais relevantes no processo fermentativo € o
desenvolvimento de um meio de cultura de baixo custo, diminuindo, o custo final do produto.

A grande parte dos estudos realizados nesta area é feita com meios de cultura contendo
acucares puros como fonte de carbono ou adicionados de fontes de nitrogénio e vitaminas, como
extrato de levedura e peptona. Mas, em termos econdmicos, esses nutrientes tornam o meio
economicamente inviavel, pois sdo substratos muito caros.

Sabe-se que é possivel desenvolver processos para a producdo de CB em meios
alternativos, em que o foco principal é a utilizacdo de produtos ou residuos da agroindustria, 0s
quais podem conter algum tipo de agUcar, que servird como fonte de carbono para o processo
fermentativo (JUNG et al, 2010). No caso da CB, a producdo podera se mostrar igual ou até
mesmo superior quando comparada a produgdo convencional com meios sintéticos.

A recuperacdo de residuos como fontes de nutrientes, contribui ndo s6 para a valorizacéo
dos mesmos, como também no que se trata do problema ambiental, pois como alguns necessitam
de tratamento antes do seu envio para 0s sistemas de esgotos, eleva-se 0 custo do processo para
as empresas que os produzem (HUANG et al., 2014).

Segundo Kongruang (2008), é possivel produzir CB 50 g/L (peso umido), a partir de
sumos de coco e de ananas, ambos suplementados com extrato de levedura e etanol, em cultura
estatica, apds 14 dias de cultivo. Com o0 mesmo periodo de cultivo, Son et al. (2002) produziram
cerca de 0,5 g/L de CB a partir de sumos de maga, ananés, péra japonesa ou uva e 2,1 g/L a partir
de sumo de laranja.

Hungund et al. (2013) utilizaram 20 g.L™ dos sucos de meldo, melancia e laranja, e
obteve 8,08 , 5,98 e 6,18 g.L™ de CB, respectivamente.

Jung e colaboradores (2010) verificaram a producdo a partir do melagco da cana, com
concentracdes de 50 , 20 e 10 g.L™ e a maior producéo foi de 2,21 g.L™* de CB, a partir do meio
de50g.L™t.
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Nos exemplos citados, a maioria dos residuos utilizados foram suplementados com outras
fontes de nutrientes, como o extrato de levedura e peptona, pois 0s autores consideraram a
suplementacdo proteica indispensavel para a producdo de maiores rendimento. Embora
contribuam para 0 aumento da producdo de CB, podem resultar num aumento dos custos de
producao.

Por esses motivos é necessario sempre fazer uma analise da relagcdo custo/beneficio para
os residuos escolhidos, pois muitos deles embora ricos em fonte de carbono séo pobres nos

restantes nutrientes necessarios ao crescimento dos micro-organismos.

2.6.1 Glicerol como fonte de carbono

Quimicamente, o glicerol é um tri-alcool com 3 carbonos em sua estrutura, tendo como
nome sistematico (IUPAC) 1,2,3-propanotriol. E um liquido incolor, com gosto adocicado, sem
cheiro e muito viscoso, derivado de fontes naturais ou petroquimica. O nome glicerol deriva da
palavra grega glykys, doce.A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é
responsavel pela solubilidade em &gua e sua natureza higroscopica. E uma molécula altamente
flexivel, formando ligacBes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares (ARAUJO; LIMA,
2011).

O glicerol pode ser obtido de diferentes maneiras, como a partir do propeno, que por sua
vez é proveniente de combustiveis fosseis; a partir do alcool alilico, por via fermentativa; atraves
da hidrogenacao/hidrogendlise de carboidratos e, principalmente, pela producdo de biodiesel
(WANG et al., 2001).

O biodiesel pode ser produzido a partir de uma variedade de matérias-primas, as quais se
incluem ¢6leos vegetais (de soja, palma, amendoim, girassol, c6co), gorduras animais, bem como
oOleos residuais, como 6leo de fritar ja usado. As matérias-primas sdo sujeitas a uma reagédo de
transesterificagdo, em que os 6leos vegetais e as gorduras animais reagem com um &lcool, na
presenca de um catalisador (normalmente bésico), originando os ésteres alquilicos,
correspondentes aos diferentes acidos graxos encontrados nas gorduras e nos 0leos. Essa reacéo
forma alguns subprodutos, como sabdo, metanol, quantidade variada de agua, residuos de
catalisadores, acidos graxos livres, triglicerideos que ndo reagiram no processo,sendo o principal

deles o glicerol, aproximadamente 90% do residuo total gerado (VALERIO et al., 2015).
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Tais compostos impedem a utilizacdo deste residuo em aplicac6es tradicionais do glicerol,
como na industria alimentar ou farmacéutica, a ndo ser que sejam feitos processos de purificacao,
0s quais possuem elevado custo para a empresa(FREITAS et al., 2010).

Nos Ultimos anos, a producdo de biodiesel aumentou consideravelmente, juntamente com
a quantidade de residuos gerados durante a producéo, o glicerol.

Este residuo tem custos de eliminacdo associados, sendo por isso, necessario encontrar
novas rotas de valorizagdo, como a utilizagdo deste residuo como substrato para a producdo de
polimeros microbianos (FREITAS et al, 2010).

2.6.1.1 Estudos utilizando o glicerol para producao de celulose bacteriana

Vaérios trabalhos cientificos, que serdo discutidos nos proximos parégrafos, ja
demonstraram interesse na utilizagéo alternativa do glicerol na producdo de celulose bacteriana.

Jung e colaboradores (2010) estudaram a influéncia do glicerol na produgdo e nas
propriedades fisico-estruturais da celulose bacteriana e compararam com resultados ja obtidos,
utilizando a glicose como fonte de carbono. O estudo mostrou que a melhor producdo ocorreu
com 3% (wi/v) de glicerol no meio Hestrin-Schram, com uma producdo de 4,98 g.L™*, em meio
agitado durante 7 dias. O pH do meio manteve-se em torno de 5,5, a morfologia microscopica
mostrou-se semelhante a obtida com a glicose, com fibras nanométricas, variando em torno de
65-80 nm, a cristalinidade obtida foi em torno de 85% e as caracteristicas conformacionais,
verificadas na espectroscopia de infravermelho, mostrou que as bandas em torno de 2.900 cm™,
3.400 cm™ e 1.740 cm™ correspondiam as encontradas na CB. Além disso, verificou-se que o
crescimento celular foi maximo em torno de 3 g.L™* em torno do 7° dia de cultivo.

Carreira et al. (2011) também estudaram a utilizagdo do glicerol, mas compararam com a
utilizacdo de outros residuos, como residuos das industria de vinho, polpa de frutas e de queijo.
Verificaram que a melhor producéo da biomembrana ocorreu utilizando 20 g.L™ do glicerol cru
com 20 g.L™* do glicerol purificado no meio, e a producio foi de 2,07 g.L™" ap6s 96h de
incubacdo. Além disso, mostrou que a adi¢do de nutrientes, como extrato de peptona e levedura
ao meio levaram a uma melhoria de 200% na producao.

Mikkelsen et al.(2009) compararam a producdo e caracterizou a celulose bacteriana
produzida a partir do meio Hestrin-Schram modificado, com a adicdo de 20 g.L™* de diferentes
fontes de carbono, como: manitol, glicose, glicerol, frutose, sacarose e galactose. O estudo
mostrou que a melhor produc&o ocorreu no meio de glicerol, obtendo-se 3,96 g.Lap6s 96 h de

incubacdo em cultivo estatico. Também avaliou que o maior valor encontrado de consumo de
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substrato foi de 57 %, observado no meio contendo glicerol, e mostrou que apesar das diferentes
fontes de carbono utilizadas, as caracteristicas quimicas e microscopicas avaliadas nas peliculas
obtidas de todos os meios mantiveram-se bem semelhantes entre si, caracterizando a CB.

Zhong et al.(2013) estudaram o fluxo metabdlico da Gluconacetobacter xylinus para a
producdo de CB a partir de diferentes fontes de carbono, como glicose, glicerol e frutose.
Demonstraram que a maior producéo foi de 6,05 g.L™, obtida a partir do meio contendo 25 g.L™
de glicerol, adicionado de 0,02 % de CaCl, , com pH ajustado para 6. Durante 0 processo
fermentativo, o0 pH manteve-se praticamente constante, entre 6 e 7, avaliou-se que 47,96 % do
glicerol transformou-se em CB, em contrapartida apenas 19,05% de glicose e 24,78% de frutose
foram convertidas. As caracteristicas quimicas da biomembrana foram semelhantes as obtidas
nos estudos citados e a avaliacdo das propriedades mecénicas mostrou que a tenséo mecanica foi
maior no meio do glicerol e apresentou-se em torno de 83,5 MPa, adicionalmente, as fibras do

meio de glicerol mostraram-se mais finas e a membrana com uma maior porosidade.

2.7 Aplicabilidade da celulose bacteriana

O uso da celulose bacteriana tem ganhado espaco em diversos ramos industriais. O
primeiro uso industrial de CB foi na indlstria alimenticia, como nata de coco em 1949
(CHAWLA et al., 2009). A nata de coco é uma iguaria muito apreciada nas Filipinas e em outros
paises, sendo produzida naturalmente a partir da fermentacdo da agua ou leite de cocoe da
carragenina (uma espécie de extrato de algas marinhas encontradas nas costas do Atlantico da
Europa e América do Norte), sendo rica em fibra e com baixo teor de gordura. E mais
comumente adogada e consumida como uma sobremesa, mas pode acompanhar picles, bebidas,
sorvetes e salada de frutas (LEE et al., 2014). Por tratar-se de uma fibra dietética, a CB oferece
diversos beneficios a saude e pode ajudar a reduzir o risco de desenvolvimento de doencas
crénicas tais como diabetes, obesidades, doencas cardiovasculares e diverticulites (CHO;
ALMEIDA, 2012; SHI et al., 2013).

A associacdo de nanofibras de CB a polimeros condutores implica em um aumento da sua
aplicabilidade, tanto na area cientifica como na industrial. Pode-se citar alguns exemplos como:
baterias recarregaveis, dispositivos eletrénicos, sensores quimicos, térmicos e mecanicos, colas e
tintas condutoras (UI-SLAM et al., 2015).
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Na industria de cosméticos, a CB ¢ utilizada como constituinte de hidratantes e
adstringentes. Em empresas de aparelhos eletroacusticos € utilizada como pelicula para aparelhos
de 4udio de alta qualidade (REINIATI, 2016).

Além dessas areas, pode-se afirmar que nos ultimos anos, o maior desenvolvimento da
utilizacdo da celulose bacteriana é na area biomédica, com exemplos representativos na
engenharia de tecidos, em que a CB ¢ utilizada como enxertos vasculares, cartilagem, barreira
antimicrobiana, pele artificial, regeneracédo neural e curativos (PICHETH et al., 2017; MULLER,
2012; HUANG et al., 2014).

Destaca-se também sua aplicacdo como pele artificial no tratamento de queimaduras e
feridas de dificil cicatrizacdo, substituindo pele, cartilagem, 0ssos, vasos sanguineos, entre outros
tecidos. Por apresentar estrutura nanofibrilada (cerca de cem a mil vezes mais finas que a
celulose extraida de planta) a CB possui propriedades fisicas e mecanicas Unicas que lhe
conferem resisténcia a tracdo e valores de extensibilidade semelhantes a pele humana, além disso,
recentemente foi demonstrada a compatibilidade da CB com a pele para aplicacbes dérmicas, o
que estende ainda mais o leque de aplicacBes desse biopolimero (HUANG et al., 2014;
ALMEIDA, 2014).

No Brasil, empresas de produtos biotecnolégicos como a Bionext e a Membracel, com
sedes em Sdo Paulo e no Parand, respectivamente, ja produzem tecido biol6gico, com a utilizacdo
de celulose bacteriana, para uso médico, como substituto temporario da pele em queimaduras,
feridas traumaticas, Ulceras cronicas. As vantagens do produto estdo associadas principalmente a
biocompatibilidade e facil adesdo a ferida, gracas a estrutura microfibrilar, transparéncia e
permeabilidade seletiva, bem compativel com a pele humana (EMBRAPA, 2014). Entretanto, o
custo na producéo desse polimero ainda precisa ser otimizado, surgindo desta forma estudos que
tentem cada vez mais buscar resolver essa questdo, principalmente com inovactes de meios

alternativos como fonte de carbono.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sera apresentado o desenvolvimento experimental utilizado no estudo da
producdo do biopolimero CB. As atividades experimentais envolvendo vérias etapas, incluindo o
cultivo do micro-organismo, a inoculacdo, a producdo de celulose bacteriana em dois tipos
diferentes de meios de cultivo, a purificacdo, secagem, posterior caracterizacdo e calculos

pertinentes aos processos cinéticos.

3.1 Micro-organismo

Os microrganismos produtores de BC foram isolados de uma fonte comercial, o cha de
Kombucha. O isolamento foi feito a partir de um mililitro de cha que foi diluido (diluigdo em
série) em solucdo fisioldgica e propagados em placas de Petri com meio Hestrin-Schram (20 g/ L
de glicose, 5 g / L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 2,7 g / L de Na;HPO,, 1,159/ L de
acido citrico,12 g / L de 4gar e pH 5) por 5 dias a 30° C. Apds esse periodo, cada col6nia
cultivada foi isolada em uma placa de Petri contendo meio HS solidificado e testado para
producdo de BC em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio liquido HS. A manutencdo das
culturas produtoras foi feita em tubos de ensaio contendo meio com HS solidificado. A cepa
bacteriana produtora foi identificada, no Departamento de Antibioticos da UFPE, como

Gluconacetobacter hansenii.

A espécie foi mantida ativa em refrigerador utilizando o meio de cultura Hestrin-Schram

modificado com a composicao descrita na Tabela 1, e repicada a cada 30 dias.

Tabela 1: Composi¢do do meio para manutencdo da cultura.

Componente Concentragéo (g.L™)
Peptona 5
Extrato de levedura 5
Glicerol 20
Agar 12
Nay;HPQO,4.2H,0 2,7

Acido citrico 1,13
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3.2 Estudo comparativo da producdo de celulose bacteriana a partir de diferentes

meios

3.2.1 Preparo dos meios de cultura

Para comparar a producdo de CB, foram preparados 2 meios de cultura com diferentes
composicdes. Para manutencdo periddica da cultura microbiana bem como para preparo da
suspensdo celular e producdo do biopolimero, utilizou-se o meio, conhecido na literatura por
Hestrin-Schram (HS) (Hestrin-Schram, 1984), que neste caso foi modificado, trocando-se a
glicose pelo glicerol P.A. , como fonte de carbono.

O outro meio, chamado neste trabalho de meio salino, utilizado paralelamente para
suspensdo celular e producdo da CB, foi um meio composto apenas por sais, em que a Unica fonte
de carbono utilizada foi o glicerol P.A. Os meios utilizados tém suas composi¢Oes descritas na
Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo dos meios de cultura.

Meio Hestrin Modificado Meio Salino
Componente Concentracdo (g.L™) Componente Concentracdo (g.L™)
Peptona 5 KH,PO, 1
Extrato de levedura 5 (NHz)H2PO4 3
Acido Citrico 1,15 FeSO, 0,2
Na;HPO4 2,7 MgS0O,4.7H,0 0,5
Glicerol 20 Glicerol 20

3.2.1.1 Crescimento celular: preparo do inéculo

A cultura bacteriana foi inicialmente repicada no meio descrito na Tabela 1 e cultivada por
72 horas a 30°C em tubo de ensaio com meio inclinado. Apos este periodo, com auxilio de uma
alca, flambada em chama, as células foram suspensas e transferidas assepticamente para 2 frascos
de Erlenmeyer de capacidade de 250ml, contendo 150 mL de cada meio de fermentagéo,
previamente autoclavados, a 121 °C, 1 atm por 15 minutos, e mantidos a 30°+ 2°C em condicGes
estaticas por 72h.
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3.2.2 Ensaio preliminar para a producdo de CB no meio de sais

Para o estudo de meio salino, cuja composi¢cdo béasica estd descrita na Tabela 2, foi
necessario fazer um ensaio preliminar utilizando um planejamento fatorial com trés variaveis
independentes a dois niveis (2%), a fim de verificar as melhores condicdes para uma maior

producao.

As variaveis independentes foram escolhidas pelas seguintes razdes: a variacdo do
substrato no meio pode interferir diretamente no metabolismo microbiano, aumentando ou
inibindo a producéo do biopolimero; o pH influencia na estabilidade do meio e pode atuar sobre
0 crescimento do micro-organismo e a concentracdo de CaCl, pode ser um fator de importancia
na formacdo das fibras de CB, uma vez que estudo mostram que o Ca presente no meio atua
como um agente que facilita a agregacao das fibras. Além disso, uma das aplicagdes que vem
sido estudada é a utilizacdo da CB na regeneracdo 0ssea (SILVA, 2012; ZIMMERMAN et al.,
2011).

Nesse caso, utilizou-se 3 varidveis independentes (fatores): concentracéo de glicerol (g.L
1), 0 pH e a concentracdo de CaCl, (g.L™), e como variavel dependente(resposta) a producéo de
celulose bacteriana (g.L™'). Na Tabela 3 estdo apresentados os ensaios com seus niveis
codificados e fatores que podem influenciar. Foram feitos 11 experimentos, em duplicata, e trés
foram repetidos no ponto central. Na Tabela 4 sdo mostrados os niveis decodificados.

O indculo de cada ensaio foi feito com 1% (v/v), descrito no item 3.2.1.1, em 150 mL de
meio salino. Os meios inoculados foram mantidos em reatores horizontais estaticos, previamente
esterilizadas por 15 minutos a 121°C, e incubadas por 10 dias, em condicGes estaticas a 30 + 2°C.

Todos os ensaios foram realizados conforme mostram as Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Niveis codificados das variaveis para 0s ensaios.

Ensaio Glicerol(g.L™) pH CaCly(g.L™)
1 _ . .
2 ¥ i i
3 i ¥ i
4 + + -
5 ; . +
6 + - +
7 _ 5 o
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 4: Niveis decodificados das variaveis do processo.

Niveis

decodificados  CliCerol@-L™) pH CaCly(g.L™Y)

A anélise do planejamento fatorial foi realizada através do Software STATISTICA®
versdo 8.0. E as analises de importancia estatistica das variaveis de entrada e das suas interacdes

na variavel de resposta foram feitas mediante a avaliacdo de graficos e tabelas.

3.2.3 Producéo de CB no meio de Hestrin-Schram modificado

Como o meio de Hestrin-Schram (HS) ja foi estudado e especificado na literatura com
diferentes fontes de carbono, inclusive com o glicerol, ndo foi realizado um planejamento fatorial

para determinar as melhores condicGes de cultivo.

A composi¢do do meio para a producdo estd descrita na Tabela 2, ajustando-se o pH e
utilizando-se a mesma concentracgdo inicial de glicerol obtida no planejamento fatorial a fim de

ser feita uma comparacéo da producdo com ambos 0s meios.



38

O in6culo de cada ensaio também foi feito com 1% (v/v) do pré-indculo em 150 mL de
Meio Hestrin-Schram modificado e foram mantidos em nos reatores por 10 dias, em condi¢Ges

estaticas a 30 + 2°C.

3.2.4 Condig0es de tratamento das membranas

As membranas obtidas em cada meio foram purificadas nos proprios reatores utilizados
para seu cultivo, retirando-se o meio remanescente e adicionando-se 50 mL de hidroxido de sodio
(NaOH) 0,1 mol.L™ por 1h a 80°C. Em seguida, foram lavadas com &gua destilada e colocadas
em estufa com circulacdo de ar por 24h a 40°C para o processo de secagem. Posteriormente, as

amostras foram caracterizadas.

3.3 Caracterizacao da Celulose Bacteriana

As membranas de CB utilizadas para caracterizagcdo foram produzidas, lavadas, purificadas e
secas conforme descrito anteriormente. Os métodos utilizados na sua caracterizacao estdo descritos

nos proximos itens.
3.3.1 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) tem sido muito empregada
na investigacdo de filmes poliméricos. E uma técnica mais avancada que o infravermelho
dispersivo, pois apresenta vantagens em relacdo ao aumento da razdo sinal-ruido, do
aproveitamento de energia, da capacidade de processamento e da rapidez de varredura, sendo,
portanto muito sensivel as pequenas mudancas estruturais da cadeia polimérica (SAIBUATONG;
PHISALAPHONG, 2010).

A analise de FTIR foi realizada, no Laboratério de Polimeros ndo convencionais, do
Departamento de Fisica da UFPE, no espectrometro IR Tracer-100 da Shimadzu, e o espectro foi
obtido no comprimento de onda de 400 até 4.000 cm™, a fim de caracterizar a estrutura quimica

da biomembrana, identificando os grupos funcionais presentes.
3.3.2 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos materiais poliméricos sdo de grande importancia e interesse
cientifico e tecnoldgico, devido aos requisitos que 0s polimeros devem atender na maior parte de
suas aplicacdes. Valores de propriedades mecanicas tais como resisténcia a tensdo, méodulo de
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elasticidade, alongamento podem servir como base de comparacdo do desempenho mecéanico das

celuloses produzidas.

Os testes para determinar a forca méxima (N), tensdo de ruptura (MPa) e modulo de
elasticidade (MPa) foram realizados pelo laboratério Materiais Poliméricos e Caracterizagdo
(LMPC) ,no Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.

Realizou-se os testes em triplicata, em um dinamémetro digital, sendo a distancia entre as

garras 100 mm, os corpos de prova de 7,5 cm x 2,5 cm e com velocidade de 50 mm/min.
3.3.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

As peliculas secas e umidas foram submetidas a analise termogravimétrica, a fim de verificar
as temperaturas caracteristicas da perda de agua e decomposi¢cdo da CB, utilizando um
equipamento STA 5000 da Perkin Elmer, em que as amostras foram conduzidas entre 30 e 600°C,
a 10%min. As analises foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE.

3.3.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Esta andlise foi realizada para observar as superficies dos filmes poliméricos, possibilitando
verificar a existéncia das nanofibras nas membranas. Para a realizacdo da analise, secdes das
amostras foram colocadas sob "stubs", suportes utilizados nessa andlise, e foi feita uma
metalizacdo com uma fina camada de ouro em aparelho de cobertura metélica. A analise foi
realizada no microscopio eletrdnico de varredura da marca TESCAN e modelo MIRA3, e foram
visualizadas sob uma aceleracdo de voltagem 10 kV, em diferentes aumentos.

A metalizagéo foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
e a analise em si foi feita no Laboratdrio de Microscopia do Departamento de Fisica, ambos da

Universidade Federal de Pernambuco.

3.3.5 Difratometria de Raios-X (DRX)

A analise de difratometria de raios-x foi realizada no ITEP (Instituto Tecnoldgico de
Pernambuco). Os difratogramas foram obtidos em difratdmetro Rigaku , com tubo de Cu em 40
kV e 20 mA na escala de 26. O intervalo angular (20) foi de 10-50° e a velocidade de varredura
foi de 0,5%min. O célculo do indice de cristalinidade foi feito dividindo-se a area dos picos

cristalinos pela area total do difratograma.
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A equacdo 1 foi utilizada para calcular o indice de cristalinidade (Rosli et al., 2013):

Ic—Ia

IC% = .
Ic

100 1)

Em que, IC representa a fracdo cristalina em porcentagem, Ic representa a area total dos picos

cristalinos e la representa a area total do halo amorfo.

3.3.6 Capacidade de absorcdo de agua

Para determinar a capacidade de absorcdo de agua, a membrana seca foi imersa em agua
destilada em temperatura ambiente, 27 + 2°C, até o equilibrio (48 horas). Em seguida, a
biomembrana foi retirada da agua, retirado o excesso e fez-se a pesagem em balanca analitica até

peso constante. A agua absorvida foi calculada atraveés da equacéo 2:

Mh—Ms

S .

Cabsorgéo(%) = 100 (2)

Em que Mh é a massa hidratada da biomembrana (g) e Ms a massa seca (Q).

3.4 Estudo cinético da producédo de CB

O estudo cinético foi realizado com os dois meios descritos no item 3.2.1 e a produgdo foi
realizada segundo a metodologia ja citada nos topicos 3.2.2, em sua melhor condi¢éo, e no 3.2.3.
O processo foi acompanhado pela quantificagdo do substrato consumido, do crescimento das

células plancténicas e do produto formado durante 30 dias.

Foram realizados experimentos com 50 ml de cada meio de cultivo. Estes foram
previamente esterilizado em autoclave, por 15 minutos a 121°C, e adicionados de 1% de indculo.

Apos inoculacao, os frascos de Erlenmeyer foram mantidos em condices estaticas a 30 + 2°C.

As membranas foram coletadas nos tempos de incubacéo 5, 10, 15, 20 e 30 dias, depois
foram filtradas e lavadas com agua destilada para remover o caldo de cultivo remanescente; logo

apos, foram armazenadas na geladeira até que todas as amostras tivessem sido coletadas.

O meio de cultura remanescente em cada ensaio foi coletado e armazenado na geladeira

para posterior quantificacdo em HPLC e no espectrofotdmetro.
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Ap0s os 30 dias, todas as amostras foram tratadas como descrito no tépico 3.2.4.

As membranas foram pesadas em balanca analitica e utilizada a massa para o calculo da
producdo de celulose (g.L™" de meio de cultivo), produtividade, rendimento e fatores de

conversao.

O glicerol residual da fermentacédo foi quantificado na Central Analitica do Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE, por uma equipamento de cromatografia liquida da Shimadzu,
usando uma coluna C8, e um detector PLANO. O eluente, uma solucdo de acetonitrilo/agua
deionizada 75:25, foi bombeado com uma vazéo de 0,6 mL.min™ e a temperatura de 45°C. O
volume injetado foi de 20 L e todas as amostras foram centrifugadas e filtradas com membrana
de 0,20 pL. Para a quantificacdo do glicerol, foi efetuada uma curva analitica utilizando padrdes

com concentragdes entre 0,5 e 5 g.L™.

O crescimento celular planctonico foi avaliado na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE, através da medida da absorbancia em 600 nm no Espectrémetro
UV-VIS da Perkin Elmer, Lambda 650. As amostras foram homogeneizadas e filtradas, para

entdo serem analisadas. A curva analitica utilizada nesta etapa apresenta-se no Apéndice A.

3.4.1 Célculos dos parametros cinéticos

3.4.1.1 Velocidade Especifica de Crescimento das células planct6nicas

A velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) da bactéria no meio foi calculada
na fase exponencial da curva do crescimento celular a partir da equagéo 3 (SCHMIDELL, 2001).

_ [In(Xf/Xi)] 3
(tf—ti)

Onde: [ = velocidade especifica de crescimento
X; = Concentracao final de bactérias em g/L
Xi = Concentracdo inicial de bactérias em g/L
t; = tempo final do crescimento acentuado da bactéria
t; = tempo inicial do processo
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O coeficiente de conversdo Yx;s , que expressa a massa de celulas formada por

substrato consumido e o coeficiente de conversdo de substrato consumido em produto formado

Ypss foram calculados pelas expressdes definidas nas equacdes (4) e (5):

(XE-Xi)
XIS ™ (si-sf)
_ (Pf-Pi)
PIS ™ (si-sf)

Onde: X¢ = Concentracao final de bactérias em g/L

Xi = Concentracdo inicial de bactérias em g/L

P¢= Concentracdo final do produto (CB) em g/L

P; = Concentracéo inicial do produto (CB) em g/L

Si = Concentracdo inicial do substrato (glicerol) em g/L

S¢ = Concentracao final do substrato (glicerol) em g/L

3.4.1.3 Produtividade

(4)

(5)

A produtividade em CB, PRp, expresso como a concentracdo de celulose por volume (g.L"

' h™) do meio e produtividade em células PRx foram calculados pelas equacdes 6 e 7 definidas

como:

Onde: PR = produtividade (g.L™:.h™)

t = tempo do processo

(6)

(7)
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Xt = Concentracdo final de bactérias em g/L

P¢= Concentracdo final do produto (CB) em g/L

3.4.1.4 Converséo de substrato (¢)

=43 (8)
0= st'lOO

em que ¢ é a conversao do substrato, AS é a quantidade de substrato (glicerol) consumido e Si a

concentracédo de substrato inicial.
3.4.2 Modelagem matematica do processo

A analise matematica do bioprocesso tem como objetivo descrever equacdes que possam
representar o crescimento, o consumo do substrato limitante e a formacdo do produto pelo
microrganismo durante o bioprocesso. Para se realizar esta analise matematica no biorreator,
algumas considerac@es foram feitas de modo a simplificar o equacionamento do processo.

Através dos dados obtidos da cinética, foi possivel testar a modelagem do processo com
um modelo bastante usual em estudos biolégicos, que é o modelo de MONOD (1952). Esse
modelo descreve uma relacdo entre a velocidade especifica de crescimento e a concentracdo do
substrato limitante.

O modelo de Monod é essencialmente matematico baseado na anélise do crescimento
exponencial de culturas puras de microrganismos e é constituido por uma equagao empirica, em
condi¢Bes ambientais constantes, em que o substrato € o Unico nutriente limitante. O modelo de

Monod é descrito através da seguinte equac&o:

K+ ©)
Em que:

e | éataxa de crescimento celular;

® Lmax € a velocidade especifica méxima de crescimento;

e Ks € aconstante de saturacdo pelo substrato;
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e Csé aconcentracdo do substrato.

O parametro Ks tem o mesmo valor da concentracdo do substrato limitante quando a
velocidade especifica de crescimento alcanca a metade do seu valor maximo e é possivel

encontra-lo linearizando a equacéo de Monod, conforme Anexo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo comparativo da producdo de CB a partir de diferentes meios

4.1.2 Ensaio preliminar com planejamento fatorial da producéo de CB no meio de sais
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Nesta etapa inicial do trabalho ainda ndo haviam sido definidas as condices propicias

para a producdo do biopolimero a partir do meio Salino e o planejamento fatorial foi utilizado

para avaliar as variaveis: concentracdo de glicerol, pH e concentracdo de CaCl,, e avaliar quais

desses parametros poderiam ser capazes de interferir no processo.

A Tabela 5 mostra os resultados do planejamento fatorial 2°.

Tabela 5: Resultados do planejamento fatorial 23 aplicado ao processo realizado

ENSAIO

Concentracéo de
glicerol (g. L™

20
40
20
40
20
40
20
40
30
30

30

© 00 ~N O O W N P

e
b o

em 10 dias, sem agitacdo e a 30°C.

FATORES

CaCl,

PR g L
4 0
4 0
6 0
6 0
4 3
4 3
6 3
6 3
5 1,5
5 15
5 1,5

MEDIA DOS
RESULTADOS

Producéo de CB (g.L™)

0,32
0,74
0,99
1,01
0,76
1,85
1,89
2,30
1,13
1,47
1,32

De acordo com os dados verificados na tabela acima, € possivel observar que o ensaio 8

apresentou a maior producdo de celulose. O resultado foi de acordo com os estudos de Zhong et

al. (2013) , que utilizou CaCl, no meio e verificou que o melhor pH era 6. Os dados também

foram de acordo com os resultados obtidos por Carreira et al. (2011) que utilizou 40 g.L™ de

glicerol e obteve 2,07 g.L™ de celulose bacteriana em 7 dias de cultivo.
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A Figura 9 é apresentada o grafico de Pareto para os efeitos das variaveis avaliadas e suas
interacdes no processo estudado.

No grafico, o eixo das ordenadas contém as variaveis independentes e as interacdes entre
elas. J& no eixo das abscissas, tem-se 0 valor absoluto do efeito estimado, calculado a partir da

-9,35?'?13

razdo entre os efeitos estimados e seus respectivos desvios padrdes.

(3)CaCl;

2)pH | 6,305197

(1)Slicerol 4,854001

1by 2 2 70223

by 3 t 2652186

2by 3 1,60132

p=.04

Figura 9: Grafico de Pareto dos valores dos efeitos de todas as varidveis estudadas na producao de CB a
partir do meio salino.

O grafico mostra que as varidveis avaliadas para a producdo de CB possuem significancia
estatistica, porém as interacGes entre elas ndo se apresentaram estatisticamente significantes.

A partir dos dados obtidos com os experimentos é possivel obter modelos empiricos
capazes de prever a producdo de CB, dentro do intervalo de estudo para as trés variaveis
estudadas.

No estudo em questdo, os coeficientes da Equagdo 10 foram gerados através dos dados

obtidos na tabela de coeficientes de regressao do programa.

Y= 1,253 +0,242* (Glicerol) + 0,315 * (pH) + 0,468 * (CaCl,) (10)
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A adocéo de P para que os coeficientes de regressdo da equacao acima fossem aceitos foi de P

<0,05.

Outro aspecto importante de ser avaliado no planejamento fatorial é a relacdo entre os valores

previstos para o experimento e os valores observados, atraves da correlagdo linear. O grafico de

valores previstos versus valores observados é dado na Figura 10.
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2,0

2.2

Figura 10: Gréfico de valores observados versus valores previstos.

24

2,6

Através do grafico mostrado na figura acima, é possivel observar um ajuste bem satisfatério,

com R?= 0,977, em que os pontos localizam-se bastante préximos & reta, mais uma vez que 0s

desvios-padrdao foram bem menores que os parametros avaliados, caracterizando assim, um

experimento bem executado.

A superficie de resposta, relacionando a concentracdo de CaCl, e o pH, pardmetros que mais

interferiram na producdo de CB, esta representada na Figura 11:
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Figura 11: Superficie de resposta do planejamento fatorial.

Com os resultados obtidos no planejamento fatorial, é possivel observar que os parametros
pH, concentracdo de CaCl, e concentracdo de glicerol sdo importantes no processo de formagéo
de CB, sendo os dois primeiros importantes para o0 processo de polimerizagdo, enquanto a
concentracdo de glicerol tende a aumentar a massa do biofilme.

4.1.3 Celulose bacteriana produzida a partir de meio salino

A partir da melhor condi¢do determinada no estudo preliminar, em que a producdo mais
significativa ocorreu mediante os seguintes parametros: 40 g.L™de glicerol, pH 6 e 3 g.L™de

CacCly, foi feita uma batelada para a producdo das membranas com o objetivo de caracteriza-las.

A producdo ocorreu conforme descrito na metodologia, e apds os 10 dias obteve-se as
membranas gelatinosas, com aspecto plastificante, transparente e no formato do reator em
sistema estatico em que foi produzida, conforme mostra a Figura 12.
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a _
Figura 12: Membranas Umidas produzidas a partir do meio salino.

Com as membranas ainda no estado gelatinoso, foi feita a pesagem para verificar a perda de

massa de agua.
Posteriormente, foram tratadas e secas conforme descrito na metodologia.

Apos feita a secagem, o biopolimero apresentou-se bem mais fino, com aspecto de um

plastico e ligeiramente brilhoso, como mostra a Figura 13.

Figura 13: Membranas secas produzidas a partir do meio salino.
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Foram produzidas 5 biomembranas para serem estudadas e caracterizadas. Os resultados em
relacdo a massa hidratada, producdo por dia, e perda de agua para a membrana de celulose

bacteriana estdo apresentados na Tabela 6 a seguir:

Tabela 6: Resultados relacionados a biomembrana produzida a partir do meio salino.

Massa da biomembrana hidratada 6,56 +1,81¢
Massa da biomembrana seca 0,29+0,01¢g
Produtividade da CB 0,021 + 0,002 g.dia™
Produc&o 1,99 +0,04 g.L*
Perda de 4gua 95,57 + 0,63%
Capacidade de absorc¢ao de agua 2.162,07 £ 21,31 %

Os dados mostram que houve uma producdo de CB bem abaixo do que foi encontrado nos
trabalhos da literatura, que produzem em média 4 g.L™* de CB em 7 dias de cultivo no meio
Hestrin-Schram. Esse fato pode ser devido ao meio utilizado ter apenas o glicerol como fonte de
carbono, diferente do meio Hestrin-Schram que possui o acido citrico como uma segunda fonte,

que foi utilizados nos trabalhos com maiores rendimentos.

A perda de &gua, que esta diretamente interligada a umidade presente na biomembrana,
apresentou um valor semelhante aos dados da literatura, em que mencionam que a CB pode
apresentar perda de agua variando de 95 a 99% (PECORARO et al., 2008).

Outra caracteristica, apresentada pela biomembrana, ¢ a altissima capacidade de absorcdo de
agua, a qual torna a CB ideal para aplicacGes como curativos e substitutos temporarios de pele no
tratamento de queimaduras (CZAJA et al., 2006).

4.1.4 Celulose bacteriana produzida a partir de meio Hestrin-Schram modificado

As biomembranas produzidas a partir do meio Hestrin-Schram modificado foram
desenvolvidas mediante a composi¢do do meio descrito na Tabela 2 e com a concentragéo de 40
g.L™de glicerol. Também foi feita uma batelada para a producdo das membranas com o objetivo

de caracteriza-las.
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A producdo ocorreu conforme descrito na metodologia, e ap6s os 10 dias obteve-se as
membranas gelatinosas, com maior espessura que as produzidas em meio salino, com aspecto
plastificante, com coloracdo amarelada proveniente do meio que é amarelado, e no formato do

reator em sistema estatico em que foi produzida, conforme mostra a Figura 14.

Figura 14: Membrana Umida produzida a partir do meio Hestrin-Schram modificado.

Com as membranas ainda no estado gelatinoso, foi feita a pesagem para verificar a perda de

massa de 4gua. Posteriormente, foram tratadas e secas conforme descrito na metodologia.

Apos feita a secagem, o biopolimero apresentou-se bem mais fino, porém com a espessura
ainda maior que a produzida a partir do meio salino, com aspecto de um papel e a0 mesmo tempo

maleével e ligeiramente brilhoso, como mostra a Figura 15.
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Figura 15: Membranas secas produzidas a partir do meio Hestrin-Schram modificado.

Do mesmo modo que ocorreu com as membranas do meio salino, foram produzidas 5
biomembranas para serem pesadas, caracterizadas e calcular o teor de perda e absorcdo de agua,

sua produtividade e producéo, os resultados obtidos estdo na Tabela 7:

Tabela 7: Resultados relacionados a biomembrana produzida a partir do meio Hestrin-
Schram modificado.

Massa da biomembrana hidratada 28,62 £ 5,03 g

Produtividade da CB 0,059 + 0,012 g.dia™

Perda de 4gua 97,94 + 0,45%

Comparando-se os dados da Tabela 7 com os da Tabela 6, é possivel observar que a producéao
de membrana no meio Hestrin-Schram modificado é maior, e estd de acordo com os dados
obtidos por Mikkelsen et al. (2008). Esse fato reside na produgdo usando o0 meio Hestrin-
Schram conter outros componentes, como 0 &cido citrico que podem servir também como

nutriente para a bactéria produzir a CB.
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A perda de agua também foi alta, em torno de 98%, além disso, € possivel observar a alta

capacidade de absorcao e retencdo de agua (mais de 50x da sua massa seca).

Os valores obtidos para a perda de 4gua e capacidade de absor¢do também estdo de acordo
com os dados obtidos na literatura (PECORARO et al., 2008).

Essa alta absorcdo de &gua também pode ser uma alternativa para a utilizacdo da CB na
industria alimenticia, melhorando a qualidade de alimentos através da estabilidade térmica,
reduzindo a viscosidade de pastas, reforcando hidrogéis e substituindo gorduras (OLIVEIRA et
al., 2010).

4.2 Caracterizacdo das membranas

4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram feitos para determinar os picos caracteristicos das bandas de
celulose e verificar a ocorréncia de novos picos provenientes de alguma interacdo entre os
componentes do meio e a celulose. Os espectros das biomembranas sdo mostrados na Figura 16, e

mostram semelhancas entre as celuloses produzidas nos dois meios diferentes.
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Figura 16: Espectro de FTIR das biomembranas obtidas em meios de cultivo diferentes. MH

(Hestrin-Schram modificado) e MS ( Meio Salino).
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E possivel observar, na Figura 16, que ha semelhanca entre os picos encontrados nas
membranas produzidas nos diferentes meios, e cada frequéncia de onda ha uma atribuicao

correspondente a celulose bacteriana.

As principais bandas caracteristicas da celulose bacteriana dispostos na literatura com
seus respectivos grupos funcionais, sdo comparados com 0s picos encontrados nos espectros das

celuloses produzidas a partir dos meios estudados. A Tabela 8 mostra as frequéncias encontradas.

Tabela 8: Frequéncias tipicas de absorcao no Infravermelho para a celulose bacteriana.

NUmero de onda

encontrada na Celulose
Caracteristica da CB e grupo

NGmero de onda (cm™) . ) produzida
funcional responsavel
: : Meio
Meio Salino :
Hestrin
Banda forte e larga, resultante de
associacdes poliméricas do
3400-3200 ) _ ) 3345 3347
estiramento do grupo Hidroxila
(OH)

Estiramento de CH de alcanos e
2960-2850 _ . 2920 2921
estiramento assimétrico CH»

1680-1620 Deformagéo de CH,-OH 1638 1668
1430-1330 Deformagdo C-OH e CH 1425 1373
1200-1000 Estiramento C-O (-C-O-H) 1058 1033
Estiramento (C-O-C) ;
1160-1146 1114 1164
deformacdo CH
700-400 Deformacdo fora do plano -OH 614 667

Fonte: PECORARO et al. adaptado, 2008.

A analise de FTIR (Figura 16) permitiu confirmar os grupos funcionais presentes na celulose
bacteriana, além disso, foi possivel observar que ndo houve interacbes dos componentes do meio
com a celulose, pois ndo ha picos referentes & bandas de absorcdo de grupos diferentes dos

encontrados na CB, mostrando assim, a eficacia do processo de purificacéo.
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4.2.2 Propriedades Mecénicas

As propriedades mecanicas mais importantes decorrem de relaxacdes moleculares, séo Uteis

para a identificagdo de filmes flexiveis e podem ser medidas através de testes de tracéo.

A Tabela 9 apresenta os dados dos testes de tragdo e alongamento, nas membranas secas e
umidas de cada meio, 0s quais se obteve como resultados: a tensdo de ruptura (MPa), deformacao

na ruptura(%) e o modulo de elasticidade (MPa).

Tabela 9: Dados do ensaio mecanico, com a média e desvio padrdo, realizado nas
biomembranas obtidas dos diferentes meios.

Meio Hestrin-Scram modificado Meio Salino
Hidratada Seca Hidratada Seca
N + + +
Tensio de 0,793 + 0,533 45,635 + 3,486 0,249 + 0,070 3,325+ 0,494
Ruptura (MPa)
Deformacao na 2,265 + 1,096 5,305 + 1,571 1,181 + 0,336 1,897 + 0,202
Ruptura (%)
Mddulo de 14,753£3,531 406,400+ 66,185  97,920+22,712 222,821+ 17,049
Elasticidade
(MPa)

Segundo MULLER et al.(2013), PHISALAPHONG(2010) e ZHONG et al.(2013) a faixa de
valores apresentados para 0 mddulo de elasticidade para as amostras secas de CB sdo de 0,1-16
GPa, atensdo de ruptura (3—85 MPa) e a deformacéo na ruptura (1 — 5%), sendo assim, os dados
apresentados para ambas as amostras de CB secas estdo de acordo com os valores encontrados na

literatura.

Ja as amostras no estado hidratado, apresentam menor médulo de elasticidade, comprovando
gue as amostras no estrado hidratado sdo mais eléasticas que as estudadas no estado seco. As
amostras no estado hidratado exibiram uma reducédo dos valores da tenséo na ruptura, 0 que ja era
esperado, pois a hidratacdo provoca uma reducgédo da organizacgao da estrutura e um aumento das

interacOes de hidrogénio entre a 4gua e as fibras(GEORGE et al., 2005).

Comparativamente, as amostras do meio Hestrin-Schram modificado, apresentaram maiores

diferencas entre o estado hidratado e o seco, do que as amostras do meio salino. 1sso se deve pelo
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fato das amostras do meio salino terem apresentado menor diferenca na espessura entre 0s

estados secos e hidratados, e uma maior fragilidade na membrana comparada ao meio Hestrin.
4.2.3 Anélise Termogravimétrica (TGA)

Foram realizadas andlises termogravimétricas das membranas secas e umidas. As curvas da

variacdo do percentual de massa pela temperatura sdo mostradas nas Figuras 17 e 18.

\ \ —MS
\\ MH

-

\ .

Tempeestyre (T

Figura 17: Termograma de TGA das biomembranas Umidas obtidas dos diferentes

meios.

A Figura 17 mostra que as duas membranas apresentaram perfil de degradacdo
semelhantes. Analisando-se as curvas, pode-se perceber que houve uma perda de massa
significativa, ja& que as membranas estavam no estado hidratado, em 100°C que é
caracteristica da perda de umidade. Essa perda de umidade foi mais expressiva na celulose
produzida a partir do meio Hestrin-Shram(MH), ficando em torno de 90%, indicando um
maior teor de agua absorvido; da mesma forma, houve diminui¢do de 80% no meio salino
(MS).

Em maiores temperaturas, em torno de 280°C a 350°C, ha outra perda de massa,
caracteristica da decomposicdo térmica da celulose, que apresenta 0s processos de :
despolimerizacdo, desidratacdo e decomposi¢cdo das unidades glicosidicas, seguida da

formacé&o de residuos de carbono. Este € o principal evento caracteristico da CB na anélise de
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TGA ( BARDU et al., 2008; SASKA et al., 2011; NUNES et al., 2012). Nesse caso, a perda

de massa foi de aproximadamente 5% em ambos 0s meios.

Em torno de 350°C a 400°C, ocorre outra fase, um pouco mais discreta
corresspondente a degrradacdo termo-oxidativa da celulose que normalmente estende-se até
500°C (PECORARO et al, 2008).

Além da analise das amostras hidratadas, também foi feita a analise das amostras

secas, a fim de observar as eventuais diferencas e temperaturas caracteristicas.

I —

R

Figura 18: Termograma de TGA das celuloses secas obtidas dos diferentes meios.

A Figura 18 mostra uma diminuicdo bem menos significativa da perda de umidade em
torno de 100°C, pelo fato das membranas ja estarem secas, e a perda foi devida a evaporacao
de uma pequena gquantidade de agua absorvida. Nessa temperatura, no meio Hestrin-Schram
modificado houve uma perda de 15% e de 8% no meio Salino.

Com o aumento da temperatura a massa foi diminuindo e na faixa de degradacdo da
celulose bacteriana, houve uma diminuicdo de 30% da massa no meio Hestrin e 40% da
massa no meio salino. Acima de 350°C houve a degradacao termo-oxidativa que estabilizou

a massa da celulose em torno de 30% da inicial em ambos 0s casos.

As andlises das Figuras 17 e 18 evidenciam que ocorreram somente 0s eventos
relacionados a celulose bacteriana, como a perda de umidade, degradacdo térmica e

degradacdo termo-oxidativa, nos intervalos caracteristicos, o que demonstra que o material
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produzido é realmente o esperado, e que o tratamento com NaOH foi efetivo na remocéo de

material bioldgico e impurezas.

Além disso, a partir das Figuras 17 e 18, € possivel afirmar que a CB obtida a partir do
meio salino possui uma maior estabilidade térmica, em relacdo a produzida a partir do meio

Hestrin-Schram modificado, independente da quantidade de agua absorvida.

Na literatura, ha estudos que investigam a estabilidade térmica da CB por
termogravimetria, e neles ha perfis de degradacdo bem semelhantes aos encontrados nesse
trabalho, corroborando com as curvas apresentadas, em que ha dois eventos principais, 0
primeiro correspondente a perda de massa por desidratacdo da pelicula (100°C) e os outros
relacionados a degradacdo, incluindo térmica e oxidativa (250-400°C) (GEA et al., 2011;
STUMPF et al , 2013; VAZQUEZet al, 2013).

4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias da CB produzida no meio Hestrin-Schram modificado e no meio salino sao
mostradas nas Figuras 19 e 20. A estrutura em rede caracteristica da CB, assim como as fibras

nanomeétricas sdo evidenciadas nestas figuras:

\
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Figura 19 a) e b) : Micrografias da CB produzida no meio Hestrin-Schram modificado.
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Figura 20 a) e b): Micrografias da CB produzida no meio salino.

A estrutura morfologica da CB produzida pela G. hansenii pode ser definida por uma
orientacdo aleatdria de nanofibrilas distribuidas ndo uniformemente na rede formada na pelicula.
E possivel visualizar que héa areas que possuem agregados de estruturas fibrilares e outras em que
as fibras estdo mais dispersas, tornando a estrutura mais porosa. Nunes et al. (2012) afirma que
essa estrutura desorganizada possa ser resultante do processo de secagem, em que a remocdo da
agua da estrutura 3D resultara na aproximacao das nanofibras que irdo se agregar aleatoriamente
através da formacéo de pontes de hidrogénio.

A estruturacdo nanométrica em rede é semelhante as micrografias evidenciadas na
literatura (CASTRO et al., 2012; SASKA et al., 2001; JEON et al., 2010). Em relagéo as
dimensdes das fibras, ndo houve grande diferenga entre os didmetros, os quais apresentaram
valores de 73,65 = 17,75 nm para a CB do meio Hestrin-Schram e 79,43+ 15,05 nm. De acordo
com Pecoraro e colaboradores (2008), as larguras das fibras nanométricas variam em torno de 70
a 80 nm.

A nanomorfologia Unica da CB resulta numa alta capacidade de retencdo de agua, fato que é
um indicativo de uma elevada area superficial e uma alta capacidade de adsorcdo de
biomoléculas (NUNES et al., 2012).

As micrografias do meio salino mostraram alguns cristais precipitados no meio (Figura 20a),
esse fato provavelmente ocorreu por causa da presenca do calcio que foi precipitado como
cristalitos, fato semelhante também ocorreu com Batista (2014), que fez a analise do

nanocomposito da CB misturada com hidroxiapatita, que por sua vez possui calcio no meio.
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4.2.5 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios X obtidos das duas membranas secas s&o mostrados na Figura

21:
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Figura 21: Difratogramas das CB obtidas dos diferentes meios.

Analisando-se os difratogramas obtidos nessa andlise, observa-se que ambas as membranas
apresentaram picos tipicos de celulose bacteriana, picos de difragdao 20 em 14,5°, 16,3° e 22,6°, os
quais s@o normalmente atribuidos a disténcia entre os planos cristalograficos caracteristicos das
fases I, e I da estrutura cristalina (VAZQUEZ et al., 2013; SAKSA et al ., 2013). A presenca das
fases I.e Ig € uma das caracteristicas proprias da CB (VASQUEZ et al., 2013).

Como a celulose ndo é um material completamente cristalino, os difratogramas apresentam
picos largos e ja que as membranas foram produzidas a partir de meios diferentes, ha uma

diferenca do grau de cristalinidade.

As intensidades dos picos, caracteristicos de celulose do tipo I cujo pico cristalino situa-se em
22°< 0 <23° e o halo amorfo entre os angulos de 16°< 6 <19°, foram medidas a partir do grafico

da Figura 21 com auxilio do software ORIGIN para calcular o indice de cristalinidade.
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A partir da Equacdo 4 foi possivel calcular o grau de cristalinidade da CB proveniente do

meio Hestrin-Schram modificado que foi de 84,64% , e do meio salino que foi de 50%.

Na literatura, relata-se que a CB possui alto grau de cristalinidade com valores entre 70 e 90%
(TROVATTI et al, 2011; RUKA et al., 2012; UI-SLAM, 2014). O resultado da analise da
membrana formada no meio Hestrin-Schram modificado confirma a alta cristalinidade esperada,

com picos mais definidos e mais intensos, provenientes da densa estrutura formada.

Ja a andlise da CB obtida a partir do meio salino mostrou baixa cristalinidade, demonstrada
através de picos mais largos e menos intensos, havendo uma menor organizacdo das cadeias
poliméricas. Apesar da baixa cristalinidade da CB obtida a partir do meio salino, Pértile (2007)
trabalhando com membranas de CB sintetizadas pela G.hansenii , cultivadas em meio Hestrin-
Schram por 7 dias a 30°C , obteve um IC estimado de 56 + 5 %. Nesse caso, peliculas com baixos
indices de cristalinidade tendem a apresentar menor resisténcia mecénica e capacidade de

absorcdo de agua, o que pode ser confirmado nas outras analises descritas nesse trabalho.

Um menor indice de cristalinidade obtido na producdo de CB a partir do meio salino nédo
impossibilita sua aplicacdo, visto que, materiais mais amorfos possuem conformacdes mais

maleéveis e neste caso, aplicacdes em que a celulose precise ser manuseada

4.3 Estudo cinético da producéo de celulose bacteriana

Com base na mesma metodologia utilizada para a producdo das membranas produzidas nas
secOes 3.2.2 e 3.2.3, foi feito um estudo cinético que avaliou a influéncia do tempo na producao
da CB , no crescimento bacteriano de células planctdnicas e no consumo do glicerol em ambos os

meios.

Os graficos do consumo do substrato, crescimento celular e producdo do biopolimero para

cada meio s&o mostrados nas Figuras 22 e 23 .
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Figura 22: Gréfico da cinética de consumo de substrato e producdo de CB produzida a partir do

meio salino.
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E possivel observar através da visualizacdo dos graficos, que os meios estudados
apresentaram um aumento da producdo de CB com o passar do tempo, e a taxa de maior
formagé&o foi entre 0 e 5 dias para 0 meio salino, e 5 a 10 dias para 0 meio Hestrin. Nesse mesmo
periodo, observou-se um maior crescimento de células, caracterizando assim, a fase log do
crescimento celular. Além disso, a partir do 20° dia houve diminuicdo do crescimento celular no

meio, fato caracteristico da associacdo do micro-organismo a biomembrana e a morte celular.

A concentracdo do glicerol, também acompanhada durante o tempo, foi reduzida,
confirmando o indicativo da relagdo consumo de substrato e formacdo de produto. As duas
informacdes relacionam-se com o fato de que a celulose produzida pode ser sintetizada a partir do

consumo do glicerol na formacao da estrutura polimérica.

A partir das Figuras 22 e 23, observa-se que o consumo do glicerol é maior no meio salino,
fato este que corrobora com os resultados das se¢des anteriores, em que a maior formacdo da
membrana do meio Hestrin-Schram modificado, ocorre devido a maior quantidade e
disponibilidade de outros nutrientes do meio, que sdo outras fontes de carbono, além do glicerol,
sendo o glicerol residual do meio Hestrin-Schram modificado maior que o do meio salino.
Mikkelsen et al. (2009) verificou que ha o consumo de 57% do glicerol no meio para a formacao
de CB a partir do meio Hestrin-Schram modificado, e os dados encontrados apontam que 51% do

glicerol no meio foi consumido.

Durante a producdo de CB ao longo de 30 dias foi possivel observar as mudancgas no aspecto

macroscopico da biomembrana, como é mostrado na Figura 24.
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Figura 24: Imagens das membranas Umidas produzidas com o passar do tempo a) producdo a partir do
meio salino b) produgdo a partir do meio Hestrin-Schram modificado.

A Figura 24 mostra as diferencas na formacao e espessura das membranas. As membranas do
meio salino, visivelmente, ndo apresentam grandes diferencas em relacdo a espessura, além de
ndo haver uma mudanca significativa de cor. J& as membranas produzidas a partir do meio
Hestrin-Schram modificado apresentaram-se cada vez mais grossas e a coloragdo foi sendo
modificada gradativamente até uma estabilidade a partir do vigesimo dia.

Com as membranas secas, foi possivel calcular a variacdo da espessura, como é mostrada na

Figura 25.
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Figura 25: Variacdo da espessura em funcéo do tempo das membranas de CB secas.

Uma tendéncia observada em relacdo a variacdo na espessura da biomembrana, em condicdes
estaticas, € que, assim como a producdo da CB, ela aumenta ap6s um periodo de inducgéo (Figura
25).

No caso do meio salino, houve uma espessura maxima de 1.1 mm, que ocorreu em 20 dias de
cultivo, e em seguida, permaneceu praticamente constante. JA no meio Hestrin-Schram
modificado, o aumento foi praticamente constante, com uma espessura maxima de 2,7 mm no
tempo de 30 dias (Figura 25).

O pH do meio também foi avaliado, como mostra a Figura 26.
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Figura 26: Variacdo de pH dos meios.
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A partir da Figura 26, é possivel observar que em ambos os meios o pH manteve-se
praticamente constante, com uma pequena diminui¢do que resultou num pH final de 5,2 no meio
Hestrin-Schram modificado e 5,4 no meio salino. Essa diminuicdo ja era esperada, devido a
formacéo de &cidos no meio (CHAWLA et al., 2009).

4.3.1 Modelagem matematica

Para avaliar o consumo de substrato, o crescimento celular e a formagdo de produto foi
proposto o modelo de Monod que descreve o comportamento cinético durante o processo em
condi¢des otimizadas. Partindo-se das equacdes apresentadas nas secdes 3.4.1 e 3.4.2 foram

determinados parametros cinéticos para ambos os meios mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Pardmetros cinéticos calculados para cada meio estudado.

Hestrin-Schram Salino
modificado
Yxis 0,15 0,055
(g de biomassa)
(g de substrato)
Ypis 0,45 0,083
(g de produto)
(g de biomassa)
PRy(g.L™.dia™) 0,327 0,09
PRy(g.L ™ .dia™) 0,09 0,06
D (%) 0,49 0,813
Hmax(dia ™) 0,12 0,099
Ks(g.L™) 0,001 ;

A partir dos parametros calculados e mostrados na tabela acima, é possivel identificar

algumas diferencas significativas na producao de celulose em cada meio.
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O meio Hestrin-Schram modificado apresentou uma maior produtividade em relacdo ao

produto, tendo em vista que houve uma maior producdo de CB, comparado ao meio salino.

Em relagéo ao fator de conversdo do substrato (@) , 0 meio salino apresentou um valor mais
alto, pois o céalculo leva em consideracdo a variacdo da concentragdo do glicerol, e como foi
possivel verificar no grafico da Figura 19, o glicerol do meio salino reduziu bem mais, visto que,

era a unica fonte de carbono no meio, sendo o Unico a ser utilizado na formacédo da membrana.

Os parédmetros cinéticos foram calculados experimentalmente, assim como a constante de
Monod, a qual foi calculada a partir da linearizacdo da Equacdo 8 (Anexo 1), e além das

considerac@es descritas, os dados da Tabela 10 serviram para auxiliar na modelagem do processo.

Para se realizar a analise matematica, algumas consideracdes foram feitas para simplificar
0 equacionamento das etapas do processo, pois a consideracao de um modelo complexo exige um

conhecimento bem amplo do mecanismo celular e de adaptacdo do micro-organismo.
Levou-se em consideragédo que:
e 0 processo ocorreu a volume constante, uniforme e homogéneo;
e formacdo da membrana na fase liquida;
e sistema isotérmico;
e aagregacdo do micro-organismo a CB sera desprezada;

e a cinética do crescimento celular é linear a concentracdo da concentracdo de

células plancténicas;
e amorte celular durante o processo sera desprezada;
e acinética de consumo do glicerol é linear em relagéo a formacéo da CB;

e a cinetica da producdo da CB é linear em relacdo a concentracdo de células

planctonicas.

4.3.1.1 Balango de materiais
Considerando como substrato limitante o glicerol e como produto de interesse a CB, a
cinética fornecera expressdes para velocidade de crescimento ou de consumo para o substrato, o

produto e a biomassa (células planctdnicas). Para um sistema descontinuo, tem-se que:
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[Entrada] = [Satda] + [Reag8o] + [Acimulo] (12)

Inicialmente, deve-se considerar as seguintes equacdes (SCHMIDELL et al; 2001) para um

sistema descontinuo:
e avelocidade de crescimento celular é definida por:

r, = uX (12)

E considerando que o crescimento celular em relagdo ao substrato, segue o modelo de

Monod, a velocidade especifica de crescimento, pode ser expressa por:
_ Hmax-S (13)
Ks+S
Na qual u,,s, € Ks, ambas constantes cinéticas do processo.

e A velocidade de consumo de substrato pela reacdo quimica € relacionada a

velocidade de crescimento das células pela expresséao:

Tx (14)

' T'p (15)

e a velocidade de formacdo do produto pode ser relacionada a velocidade de

crescimento celular pela expressédo abaixo:
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Tx (16)
Y. =
p
Yp/s

Com as equacdes descritas acima, tem-se 0s seguintes balancos de massa:

e Para o crescimento celular (biomassa):

17)
(18)
ax _ (19)
a M
ar_ o, sx 20)
dt = Hmax Ks+S

e Para o substrato:

Considera-se que todos 0s componentes estdo em excesso e que apenas um substrato
(glicerol) ¢é limitante do processo. De acordo com o balanco de massa, e sabendo-se que
todo o substrato consumido foi utilizado para o crescimento do micro-organismo e para a
formagdo da CB e considerando que ndo houve desvio de substrato para a manutencao

celular, tem-se:

| Y g K= (= 1IN
B ad» =21 (21)
_d:o:i Orpailtasioco ol

/Vz—f = —rS.V — 7 4 (22)
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Em que o sinal negativo indica que o substrato foi consumido ao longo do tempo.

s 7 (23)

dt Yx/s Yp/s

e Para o produto (CB):

(24)
=y (25)
dP Iy (26)
dt Y,

p/s

A partir dos parametros calculados na Tabela 10 e do sistema formado pelas equacfes
diferenciais 20, 23 e 26 foi possivel fazer a modelagem da producédo de CB (Figura 27), a partir

do meio Hestrin-Schram modificado, utilizando-se a ferramenta computacional Maple 17.
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Figura 27 : Grafico da modelagem do processo com meio Hestrin-Schram modificado.

A Figura 27 mostra a correlacdo dos pontos experimentais com os dados modelados,
representados pelas linhas.

E possivel verificar que ha uma boa aproximacg&o, com erro do ajuste do modelo de 9%,
dos dados experimentais com os dados da modelagem. Apenas os valores do crescimento celular
e da formacéo da CB se distanciam um pouco em alguns pontos, e isso pode ter ocorrido devido a
consideracdo de apenas células plancténicas, algum erro experimental na leitura das amostras,
secagem incompleta das membranas ou no preparo da curva analitica para as analises. De um
modo geral, pode-se afirmar que o experimento ajusta-se ao modelo de Monod.

Os dados da producéo de CB a partir do meio salino ndo se ajustaram ao modelo e ndo foi
possivel calcular a constante Ks, devido ao gréfico da linearizacdo da equagdo de Monod ndo ter

ficado bem ajustado.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram avaliadas as produc6es de celulose bacteriana, um material polimérico
biodegradavel e biocompativel, produzido biotecnologicamente por micro-organismo, a partir de
dois meios diferentes, um salino e outro sintético. Ambos os meios continham como principal

fonte de carbono um residuo industrial, o glicerol, viabilizando o custo total da producéo.

A producdo da biomembrana a partir do meio salino foi iniciada através de um planejamento
fatorial, com a avaliagéo de trés fatores: concentracdo de glicerol, de CaCl; e pH. O planejamento
mostrou que todos os fatores estudados possuem significancia estatistica quando avaliados
separadamente. A partir do melhor resultado do planejamento fatorial, em que o meio continha
maior concentracdo de glicerol (40 g.L™) e CaCl, (3 g.L") , e maior pH (6), reproduziu-se o
experimento com o meio salino e com o meio Hestrin-Schram modificado para fazer as

caracterizacdo fisico-quimicas da CB e calculos de producéo.

As biomembranas secas produzidas a partir do meio Hestrin-Schram modificado
apresentaram uma massa 103% maior, e Umidas apresentaram 346% a mais comparadas as
produzidas a partir do meio salino. O meio Hestrin-Schram modificado apresentou uma maior

producdo, valores maiores de capacidade de absorcao de agua e semelhante perda de agua.

As peliculas de CB produzidas foram caracterizadas e foi possivel verificar as caracteristicas
esperadas, como: grupos funcionais pertencentes a estrutura quimica da biomembrana;
propriedades mecénicas coerentes com dados obtidos na literatura; peliculas termicamente
estaveis; nanofibras observadas microscopicamente com padrGes em escala nanométrica; alto
grau de cristalinidade, com exce¢do do meio salino, que apresentou uma menor cristalinidade,

mas fato parecido também havia sido observado em outro estudo.

Também foi feito um estudo cinético, no qual as peliculas de CB foram produzidas nas
condigdes otimizadas durante trinta dias de cultivo, avaliando-se a diminuigéo da concentracédo de
glicerol, o crescimento de células planctdnicas e o aumento da formagdo da CB. Ambos 0s meios
mostraram os fatos esperados na cinética. No meio salino houve um maior consumo de glicerol
comparado ao meio Hestrin-Schram modificado, visto que, era a unica fonte de carbono
disponivel. Além disso, a producdo de CB deu-se em maior quantidade no meio Hestrin-Schram.
Foram calculados os parametros cinéticos em ambos 0s meios, e com os dados obtidos do meio
Hestrin-Schram foi possivel fazer a modelagem matemética da producdo, de acordo com o

modelo de Monod.
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Pode-se concluir que foi possivel produzir a CB a partir de meio contendo glicerol. O meio
tradicional j& estudado na literatura produziu resultados satisfatérios em todas as analises, e a
alternativa de um meio contendo apenas sais ndo foi tdo satisfatoria em questdo de producéo,
podendo ser reformulado a fim de se obter uma maior produgdo. Mas de qualquer forma, houve

producdo da membrana com todas as caracteristicas da CB.

A partir das conclusfes obtidas nesta dissertacdo, algumas sugestdes para trabalhos futuros
podem ser apresentadas:

e Avaliar outras fontes de carbono, como sorbitol, quitosana, melaco, frutose a partir
de residuos, no meio salino, a fim de avaliar um aumento da producéo;

e Estudar a producdo a partir do glicerol cru;

e Investigar a influéncia de outros parametros no meio como fontes de nitrogénio,
oxigénio dissolvido e presenca de etanol, com o objetivo de otimizar o processo;

e Utilizar outros modelos cinéticos para avaliar a modelagem;

e Estudar a degradacdo da biomembrana em meio que simule fluidos corporais, a fim

de se utilizar o material para fins medicinais.
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ANEXO

1) Linearizacdo da equagédo de Monod
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A) Curva analitica para determinar o crescimento planctdnico
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