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RESUMO

Nesse estudo foram desenvolvidas matrizes de celulose bacteriana (CB) aditivadas
pelos métodos in situ e ex situ com a utilizacdo de extratos ricos em substancias
antioxidantes naturais, derivados da casca de uva e do repolho roxo, para emprego
em aplicacbes cosméticas. A producdo da CB foi realizada com a bactéria
Komagataeibacter hansenii em meios com diferentes composicdes dos extratos
produzidos e do meio padréo (Hestrin-Schramm - HS). Verificou-se que, apos 7 dias
de cultivo, os rendimentos obtidos variaram entre 84 e 155 g.L-1 de CB hidratada. As
amostras produzidas exibiram elevadas porosidade e capacidade de retencéo de
agua (= 98%). Ademais, foi realizado um processo de esterilizagado por irradiagao
gama para garantir a biosseguranca das matrizes. As CB antes e ap0s a esterilizacéo
foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, difratometria de raios-X, termogravimetria e microscopia
eletrbnica de varredura. Os resultados destas analises demonstraram que ndo houve
alteracdes nas estruturas quimica e morfolégica das CB apoOs a esterilizacdo. Foi
também a avaliada a atividade antioxidante e os melhores resultados foram
encontrados nas CB produzidas com extrato da casca de uva puro pelos métodos in
situ (U100-G) e ex situ (HS-UG“ex situ”), com médias de 35,6% e 30,3%,
respectivamente. Além disso, foi observado que os materiais produzidos sédo capazes
de liberar os extratos incorporados em meio aquoso. O conjunto de resultados
encontrados demonstram que as CB obtidas apresentaram caracteristicas hidratantes
e antioxidantes, além da capacidade de liberacdo de compostos, propriedades
importantes para uso em aplicacbes cosméticas. Ademais, 0S meios propostos
mostraram-se eficientes, aumentando o rendimento e reduzindo os custos de

producdo em comparacéo aos obtidos com o meio padréo HS.

Palavras-chave: antioxidantes; celulose bacteriana; cosméticos; esterilizacdo gama,

Komagataeibacter hansenii.



ABSTRACT

In this study, bacterial cellulose (BC) matrices were developed with additives by in situ
and ex situ methods, using extracts rich in natural antioxidant substances, derived from
grape skins and red cabbage, for use in cosmetic applications. The production of BC
was carried out with the bacterium Komagataeibacter hansenii in media with different
compositions of the extracts produced and the standard medium (Hestrin-Schramm -
HS). It was found that after 7 days of cultivation, the yields obtained varied between
84 and 155 g.L-1 of hydrated CB. The samples produced exhibited high porosity and
water holding capacity (= 98%). In addition, a gamma irradiation sterilization process
was carried out to ensure the biosecurity of the matrices. The BC before and after
sterilization were characterized by infrared spectroscopy with Fourier transform, X-ray
diffractometry, thermogravimetry and scanning electron microscopy. The results of
these analyzes showed that there were no changes in the chemical and morphological
structures of BC after sterilization. The antioxidant activity was also evaluated and the
best results were found in the CB produced with pure grape skin extract by the in situ
(U100-G) and ex situ (HS-UG “ex situ”) methods, with averages of 35.6% and 30.3%,
respectively. In addition, it was observed that the materials produced are capable of
releasing the extracts incorporated into an agueous medium. The set of results found
demonstrate that the CB obtained showed moisturizing and antioxidant characteristics,
in addition to the ability to release compounds, important properties for use in cosmetic
applications. Furthermore, the proposed media proved to be efficient, increasing yield
and reducing production costs compared to those obtained with the standard HS

media.

Keywords: antioxidants; bacterial cellulose; cosmetics; gamma sterilization;

Komagataeibacter hansenii.
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1 INTRODUCAO

A celulose é considerada o polimero natural mais abundante da Terra e tem
sido muito utilizada como solucdo sustentével, visto que se trata de um material
biodegradavel e biocompativel. Este material, pode ser empregado como uma opg¢ao
na substituicdo dos polimeros convencionais derivados do petroleo, que por sua vez,
ainda tém extensa aplicacéo industrial (KARGARZADEH et al., 2017). Nesse sentido,
a celulose surge como alternativa para o desenvolvimento de polimeros oriundos de
fontes renovaveis e biodegradaveis. Isso resulta em uma reducdo da atual
dependéncia mundial em matérias-primas oriundas de recursos fosseis que sao
limitados e ocasionam grande impacto ambiental (SHAGHALEH; XU; WANG, 2018).

A maior parte da celulose produzida é de origem vegetal, obtida
principalmente da madeira e do algoddo, onde a demanda crescente por seus
produtos acaba contribuindo com o desmatamento (COSTA et al., 2017). Contudo, ela
também pode ser obtida com a utilizacdo de sintese quimica, da enzimatica in vitro ou
pela biossintese realizada por micro-organismos, como: algas, fungos e bactérias
(CHEN et al., 2022).

A celulose, denominada de celulose bacteriana ou biocelulose (CB), é um
produto extracelular oriundo da fermentacdo oxidativa realizada por alguns tipos de
bactérias (GALDINO et al., 2022). Sua férmula molecular (CeH100s)n é a mesma
encontrada na celulose vegetal (CV). Ambas séo classificadas como polissacarideos
compostos por ligagdes 3-1,4-glicosidicas e ricas em grupos hidroxilas ao longo de
suas estruturas. No entanto, elas apresentam caracteristicas fisico-quimicas e
mecanicas distintas (PARTE et al., 2020).

A CB é reconhecida por apresentar maior grau de pureza quando comparada
a CV, ja que ndo apresenta em sua constituicdo lignina, hemicelulose e outros
produtos biogénicos encontrados na parede celular das plantas. Além disso, a CB
possui alta resisténcia mecanica, cristalinidade, porosidade, atoxicidade, maior
capacidade de retencdo da agua e elevadas biocompatibilidade e biodegradabilidade
(KHAN et al., 2022). Essa superioridade de propriedades € justificada por sua
estrutura nanofibrilar em comparagdo com a estrutura microfibrilar encontrada na CV
(GALLEGOS, et al., 2016; INOUE et al., 2020).
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Nos ultimos anos muitas pesquisas tém sido realizadas com a utilizacdo da
CB para a obtencdo de novos biomateriais, como no desenvolvimento de curativos,
enxertos, dispositivos biomédicos, embalagens, tecidos, produtos cosméticos (CHEN
et al., 2022; KHAN et al., 2022; CHOI et al., 2022). O conjunto de propriedades que
compdem a CB, juntamente com a possibilidade de modificacbes no processo
produtivo, auxiliam na obtencdo de um material multifuncional e altamente versatil
para aplicagdo em diversos ramos de pesquisa, como nas industrias de alimentos,
papel, embalagens, téxtil, tratamento de agua, producao de dispositivos eletrdnicos
(WU et al., 2021). A CB também tem aplicacdes bem difundidas na medicina e nas
industrias farmacéuticas e de cosméticos (PHRUKSAPHITHAK; KAEWNUN; O-
THONG, 2019).

O desenvolvimento de biopolimeros modificados baseados em CB desperta
um grande interesse dos pesquisadores, pela possibilidade de introduzir novas
propriedades ou melhorar as ja existentes. Dentre os diferentes métodos de
modificacdes, destacam-se 0s processos in situ, também chamados de processos
biossintéticos, com modificacdes durante a producdo e os ex situ com modificacdes
apenas apos a CB ja ter sido formada (STUMPF et al., 2018).

Apesar de todo o seu potencial de aplicacdes, a producdo de celulose
bacteriana em larga escala ainda € um processo de alto custo, sobretudo devido aos
meios tradicionalmente utilizados para a sua sintese. Os meios de cultura séo
responsaveis por cerca de 30% do custo total de producdo, o que limita sua
comercializacdo (FERNANDES et al., 2020). Diante desse cenério, existe atualmente
um grande interesse no desenvolvimento de meios que apresentem uma melhor
relacéo custo-beneficio, a partir da utilizacdo de subprodutos de baixo valor agregado.
Esses podem ser oriundos de residuos industriais e/ou agricolas (XU et al., 2022),
além de sumos de frutas (AMORIM et al., 2019), apresentando como vantagens o
baixo custo e o desenvolvimento de uma producgéo sustentavel (REVIN, et al., 2018).

A celulose bacteriana também se destaca como uma excelente candidata
para utilizacdo na forma de suporte, funcionando como um veiculo para liberacéo de
compostos ativos. Ela possui estrutura porosa e boa permeabilidade, tornando-a
interessante para sua aplicagdo em processos de adsorcdo e dessorcdo de
substancias (MORAIS et al., 2019).

Algumas das substancias ativas de grande interesse sdo aquelas oriundas de

compostos naturais e que tém propriedades antioxidantes. Essas se caracterizam por
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possuir a capacidade de atuar na eliminacéo dos radicais livres produzidos por varios
processos biolégicos nos seres humanos, com acdes anti-inflamatorias,
antibacteriana, antiviral, antitumoral, antienvelhecimento (BAIANO; NOBILE, 2016;
XU et al.,, 2017). Dentre os compostos com propriedades antioxidantes, pode-se
destacar a utilizacdo de antocianinas em diferentes aplicacdes biolégicas, como em
alimentos (TAN et al., 2022), na obtencdo de medicamentos (NDIAYE et al., 2011),
além do seu emprego na formulac&o de produtos cosméticos (NUNES et al., 2017).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo geral produzir um
biopolimero de celulose bacteriana aditivada com antioxidantes naturais e avaliar a
capacidade de liberacdo dos extratos em agua, para obtencéo de um novo biomaterial
de alto valor agregado com possiveis aplicacdes em cosméticos. Tendo como
objetivos especificos:

v' Produzir o biopolimero de celulose bacteriana utilizando a bactéria
Komagataeibacter hansenii cultivada em meio tradicional, Hestrin-Schramm
(HS) e em meios HS modificados com a utilizacdo de fontes de carbono de
menor custo;

v' Produzir extratos naturais ricos em substancias com propriedades
antioxidantes, a partir do uso de subprodutos, como a casca da uva e o repolho
roxo;

v Realizar a aditivacdo dos antioxidantes naturais pelos métodos in situ e ex situ;

v' Avaliar a eficiéncia da esterilizacdo por irradiacdo gama das celuloses
produzidas e investigar possiveis influéncias que o uso da esterilizacdo pode
ocasionar nas caracteristicas fisico-quimicas das membranas de celulose
bacterianas produzidas;

v' Determinar a capacidade de retencao de agua e a porosidade dos biopolimeros
obtidos com os diferentes meios;

v' Caracterizar os biopolimeros obtidos antes e apds serem submetidos ao
processo de esterilizacdo por irradiacdo gama atraves das técnicas de:
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);
difratometria de raios-X (DRX), analise termogravimétrica (TGA) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV);

v' Avaliar a atividade antioxidante dos biopolimeros e dos extratos puros pelo

meétodo de sequestro de radicais livres;
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v Investigar o potencial da celulose bacteriana como suporte para a
administracdo de substancias antioxidantes naturais em diferentes formulacdes
de aditivos;

v Avaliar a liberagdo dos compostos antioxidantes adicionados nas membranas

produzidas em meio aquoso.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A biotecnologia € um ramo da ciéncia responsavel pelo desenvolvimento e
oferta de novos biomateriais no mercado. Dentre os biomateriais de grande interesse,
a celulose bacteriana assume um papel de destaque, devido propriedades Unicas,
como elevada resisténcia mecanica, porosidade, biocompatibilidade. Por este motivo,
€ um biomaterial ideal para diversas aplicacfes (COSTA et al., 2019). No entanto, seu
custo de producédo ainda € elevado, o que limita sua comercializacdo em larga escala,
devido sobretudo aos meios de cultura tradicionalmente empregados no processo
fermentativo. Por este motivo, tem sido cada vez mais estudadas e utilizadas
alternativas fontes de carbono e nutrientes que apresentam um menor custo, ao
mesmo tempo que levam a formacao de novos materiais bioativos (GAO et al., 2019;
XU et al., 2022).

2.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais sdo geralmente definidos como uma classe de substancias
naturais, sintéticas ou uma combinacdo de ambas, destinadas a interagir com
qualquer tecido ou 6rgdo, sem que haja a ocorréncia de efeitos nocivos. Tal classe
surgiu com o intuito de melhorar ou até mesmo substituir sistemas vivos, agindo com
o minimo de intervenc¢ao das fun¢des normais do corpo (GALLETTI, BORETOS, 1983;
ELIAZ, 2019; SHARIP, ARIFFIN, 2019).

Vérios tipos de compostos podem ser utilizados como biomateriais e sua
classificagdo e emprego normalmente decorrem do conjunto de suas propriedades.
Dentre os compostos mais comuns, podem-se destacar os metais e as ligas metalicas,
os polimeros, os biopolimeros, os materiais ceramicos e 0s compdsitos. Os
biomateriais produzidos, antes de serem comercializados, precisam apresentar
propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e biologicas especificas, a depender do
uso (BALAJI et al., 2015).

E crescente o interesse pelo uso de biomateriais, sobretudo na area da satde.
Isto pode ser justificado pela disponibilidade de varios compostos com propriedades
biologicas adequadas. Elas estdo associadas a aspectos de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e natureza renovavel (SHARMA; BHARDWAJ, 2019). Dentre

essas propriedades, a biocompatibilidade é reconhecida como um dos parametros
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essenciais para avaliar a eficiéncia de um biomaterial, visto que ela corresponde a
propriedade associada a sua capacidade de ndo causar nenhum tipo de resposta com
caracteristicas inflamatéria, alérgica ou téxica aos individuos (ELIAZ, 2019; HAN et
al., 2022).

Nos ultimos anos, 0s avancos no campo dos biomateriais com aplicacfes
biomédicas despertaram o interesse de pesquisadores e industrias na busca pelo
desenvolvimento de novos materiais mais seguros e ecoldgicos. Dentre esses
materiais, pode-se destacar os polimeros com potencial para utilizacdo de varios
polissacarideos, como, por exemplo, a celulose (INOUE et al., 2020; CHEN et al.,
2022). Essa vem ocupando um papel de destaque devido a uma juncdo de
propriedades que impulsionam seu uso extensivo no ramo biomédico, como sua
ampla capacidade de absorcdo de liquidos, atoxicidade e biocompatibilidade (KHAN
et al., 2022).

2.2 CELULOSE

O termo celulose foi utilizado pela primeira vez no ano de 1838 pelo quimico
francés Anselme Payen (KHALIL et al., 2017; PENG et al., 2020). Desde entdo, a
celulose passou a ser reconhecida como um material inovador, sendo amplamente
utilizada em uma gama de aplicacBes biotecnoldgicas, devido a sua abundancia e
excelentes propriedades, como elevada resisténcia a tracdo, alta capacidade de
absorcdo de agua, biocompatibilidade e néo toxicidade (TROVATTI et al., 2012;
MISHRA, SABU, TIWARI, 2018; GALDINO JUNIOR. et al., 2019).

A celulose consiste em um biopolimero homogéneo, insolivel em agua e
considerado como o de maior abundancia na natureza. Trata-se de um dos principais
constituintes das plantas, atuando como um importante componente das paredes
celulares, sendo tradicionalmente extraida de diferentes tipos de vegetais (SILVA et
al., 2022). No entanto, também pode ser encontrada em algas, ou sintetizada por meio
de micro-organismos, como os fungos e as bactérias (VIANNA JUNIOR; COSTA;
GIANNINI, 2016; SHAGHALEH; XU; WANG, 2018).

Classificada como um carboidrato estrutural, a celulose € constituida
basicamente por carbono, hidrogénio e oxigénio, com formula molecular geral
(CeH100s)n. Suas moléculas sdo formadas por cadeias lineares longas e nao

ramificadas de B-D-glicose, unidas por ligagdes do tipo B-1,4-glicosidicas. O
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abundante numero de grupos hidroxilas (O-H) presentes em sua estrutura resultam
na formacdao de ligacGes de hidrogénio dos tipos intra e intermoleculares, as quais sao
responsaveis pela forte associacédo linear do polimero de celulose. Essa conformacéo
estrutural tem como consequéncia a formacdo de fibras em escalas nano e
micrométricas que estdo dispostas em uma rede tridimensional. O agrupamento
dessas fibras, por sua vez, forma fitas de celulose entrelacadas aleatoriamente que
sao ligadas por uma grande quantidade de ligagdes de hidrogénio, resultando em um
polimero rigido, insollvel em agua e, na maioria dos solventes organicos (KLEMM, et
al., 2005; LIMA et al., 2015). Na Figura 1, é ilustrado um esquema da estrutura quimica

da molécula de celulose.

Figura 1 — Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: adaptado de Peng et al. (2020).

Conforme destacado na Figura 1, € possivel observar que a estrutura quimica
da celulose apresenta uma unidade de repeticdo fundamental, que é um dimero de
glicose, denominado celobiose. Além disso, o grande numero de grupos hidroxilas em
destaque, que estao presentes nos anéis de glicose, facilita a realizacéo de processos
de modificacbes quimicas. Esses processos podem resultar na obtencéo de varios
derivados de celulose com diferentes propriedades (SHAGHALEH; XU; WANG, 2018).

Do ponto de vista da demanda industrial, a celulose esta sempre em ascensao.
Tal fato € justificado principalmente por sua abundancia, baixo custo e aplicabilidade
significativa em diferentes ramos. O lugar de destaque na comercializagéo é ocupado
pela celulose extraida das plantas, a qual recebe o nome de celulose vegetal (CV).
Ela consiste em um composto organico obtido da biomassa e trata-se do principal
constituinte da parede celular das plantas. Estima-se que, no mundo, a cada ano, seja
sintetizada naturalmente algo em torno de 100-150 bilhdes de toneladas de CV

(SINGHANIA et al., 2022). Materiais como madeira e algodédo sdo considerados as
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maiores fontes comerciais para sua obtencdo. Além delas varias plantas, como linho
e canhamo, também sao reconhecidas por apresentar uma grande quantidade de
celulose (MALIK; JAIN; YADAYV, 2017; SWINGLER et al., 2021).

Com o aumento da demanda mundial por seus derivados, houve também um
elevado consumo de madeira, contribuindo para o desmatamento e tornando-se um
fator preocupante em relacdo a questdo ambiental. Além disso, a CV produzida
consiste em um composto associado a outros biopolimeros, como lignina,
hemiceluloses, pectina e cera, sendo necessario purificd-la antes de sua utilizacéo
(PENG et al., 2020). Embora as plantas ainda sejam as maiores fontes de obtencao
da celulose, € possivel a sua aquisicao de forma alternativa, a partir, por exemplo, de
varios tipos de bactérias, originando a chamada celulose bacteriana (CB) (COSTA et
al., 2017).

As CV e CB, apesar de serem biopolimeros de origem natural e possuirem
férmula quimica idénticas, apresentam diferencas significativas em relacdo as suas
propriedades quimicas, fisicas e mecéanicas. Essas mudancas podem ser justificadas
pela configuracéo espacial de sua rede fibrosa (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). Na
Figura 2 sdo apresentadas as diferentes estruturas fibrilares dos dois tipos de celulose
(CB e CV), a partir de imagens obtidas por meio da técnica de microscopia eletrénica
de varredura (MEV).
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Fonte: adaptado de Donini et al. (2010).
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Donini e colaboradores (2010) demonstraram através das imagens dispostas
na Figura 2, as diferencas de dimensfes encontradas nas fibras que compdem a
estrutura dos dois tipos de celulose. A CB (Figura 2(a)) possui uma estrutura fibrilar
em escala nanométrica e micrométrica, em contrapartida a CV (Figura 2(b)) possui
uma estrutura de microfibras cuja dimenséo é cerca de cem vezes maior do que as
microfibrilas encontradas na CB. A diferenca estrutural entre a CV e a CB pode ser
verificada também em relacdo ao seu aspecto visual, enquanto a CV possui forma
fibrosa, a CB assemelha-se a um filme de hidrogel com uma grande massa espessa
gue se apresenta com uma coloracdo branca ou incolor (GROMOVYKH et al., 2017;
PICHETH et al., 2017).

2.3 CELULOSE BACTERIANA

Foi no ano de 1886 que ocorreu o primeiro relato de sintese da celulose
produzida por bactérias na forma de um produto metabdlico extracelular (PARTE et
al., 2020). O pesquisador Adrian J. Brown, enquanto estudava o processo de
fermentacdes acéticas, observou a formacéo de uma pelicula gelatinosa na superficie
do meio de cultura liquido analisado, o qual consistia em um caldo de fermentacdo do
vinagre, na presenca de oxigénio e de glicose como fonte de carbono. Através da
analise do filme formado, observou-se uma estrutura quimica similar a encontrada na
celulose de origem vegetal, por este motivo tal pelicula foi denominada de celulose
bacteriana (BROWN, 1886). O micro-organismo utilizado no processo foi o
Acetobacter xylinum, que é pertencente ao género Komagataeibacter xylinus (BARUD
et al., 2016).

A CB pode ser produzida a partir de varias espécies de bactérias, seja na forma
de consércios ou isoladamente. Como exemplos, tem-se as pertencentes aos géneros
Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter,
Komagataeibacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya e Rhodobacter. As
principais produtoras sao as do género Komagataeibacter (anteriormente conhecida
como Gluconacetobacter), como, por exemplo, os tipos K. xylinus e K. hansenii
(YAMADA et al., 2012; SINGHANIA et al., 2022). Por este motivo, sdo muito utilizadas
em varias pesquisas, sendo justificado pelo maior rendimento e pureza, pela facilidade
de manutencdo, além da capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono e
de nitrogénio (AZEREDO et al., 2019; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016).
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As bactérias pertencentes ao género Komagataeibacter sdo GRAM-negativas,
tolerantes a condicbes acidas, estritamente aerdbias e ndo patogénicas, sendo
comumente encontradas em frutas cultivadas naturalmente e em produtos de frutas
acidas, seus residuos e sucos (KLEMM et al., 2005). O processo de biossintese da
CB é bastante complexo e envolve uma série de reacdes desenvolvidas por quatro
enzimas distintas para que seja possivel a sintese das suas fibras no citoplasma das
células bacterianas (SINGHANIA et al., 2022). Apos o processo fermentativo a CB
formada pode ser encontrada em quatro formas alomorficas (I-1V), das quais as
classificadas como | e Il sdo as mais amplamente estudadas. O mecanismo de
producado extracelular da CB ainda ndo é completamente compreendido, mas o seu
papel no processo de crescimento das células ja € amplamente aceito (SWINGLER et
al., 2021).

A formacédo da celulose pelas bactérias desempenha um papel fisiologico
fundamental no ciclo de vida desses micro-organismos. As células que sintetizam a
celulose sédo imobilizadas em uma rede polimérica e a celulose formada funciona
como um mecanismo de flotacdo. Através dessa rede, permite-se que as bactérias
permanecam apoiadas na superficie da interface ar-liquido, aumentando a
disponibilidade de oxigénio e promovendo uma melhora no transporte de nutrientes
pelo mecanismo de difusdo, facilitando assim o0 seu processo de crescimento
(MEDEIROS et al., 2021). Além disso, o polimero formado também funciona como um
mecanismo fisico sob a forma de uma barreira protetora contra a radiacdo ultravioleta
(UV) e ions metalicos. Ademais, devido a sua caracteristica higroscépica, ela também
€ capaz de permitir a retencdo da umidade na pelicula, evitando assim o processo de
secagem do substrato (GROMOVYKH et al., 2017). Diante do exposto é
imprescindivel conhecer bem as propriedades desse tipo de celulose para que a sua

aplicacdo se dé de forma eficiente.

2.3.1 Propriedades da celulose bacteriana

A CB é um composto que apresenta propriedades fisicas superiores em relacéo
a CV, por exemplo, maior flexibilidade, elasticidade e resisténcia a tracdo. Isso se deve
a sua estrutura 3D Unica, constituida por conjuntos de 10 a 15 cadeias poliméricas
gue estdo organizadas em redes agregadas e estendidas. Essas redes resultam em

nanofibras com dimensdes 100 vezes menores que as encontradas nas celuloses de
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origem vegetal. O agrupamento dessas fibras forma fitas de celulose entrelacadas de
forma aleatoria, originando uma matriz densa que se mantém unida por uma grande
quantidade de ligacdes de hidrogénio. A presenca dessas ligacbes € também a
responsavel pela formacao de cavidades em sua estrutura e pela presenca de carga
ibnica na superficie, a qual permite a incorporacdo de materiais e a consequente
obtencéo de novos produtos (SWINGLER et al., 2021).

Com relacdo as propriedades quimicas, a CB possui a mesma estrutura
encontrada na CV. No entanto, a celulose bacteriana é considerada um biopolimero
com elevado grau de pureza por ser produzida livre de subprodutos, como
hemicelulose e lignina (PENG et al., 2020). Além disso, ela reine um conjunto de
caracteristicas que permitem sua elevada performance biologica (CHEN et al., 2022).
Esse conjunto de propriedades e vantagens estruturais da CB estdo descritos na

Figura 3.
Figura 3 — Vantagens estruturais e propriedades da celulose bacteriana.
PROPRIEDADES CARACTERISTICAS PERFORMANCE
FISICAS QUIMICAS BIOLOGICA
* Flexibilidade * Modificacbes * Nao-toxico
* Alta porosidade * Moldavel * Biocompativel
* Formas variadas * Alta pureza * Biodegradavel
* Alta capacidade de * Maior cristalinidade * Excelente afinidade
retencao de agua biologica
 Alto grau de
polimerizacéo * Alta resisténcia a

degradacéao

Fonte: adaptado de Chen et al. (2022).

De acordo com as caracteristicas destacadas na Figura 3, € possivel perceber
gue a CB é um material altamente versatil e que pode ser utilizada em diferentes tipos
de aplicacbes. Dentre as propriedades que a difere da CV merecem destaque seu
elevado grau de pureza, permeabilidade (com conteldo de agua correspondente a
cerca de 99% em peso de sua massa total), baixa densidade, maior cristalinidade,

estabilidade e alta resisténcia mecanica, grande area superficial, alto grau de
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polimerizacao, estrutura fibrilar em escala nanométrica (GAO et al., 2019; WANG;
TAVAKOLI; TANG, 2019). Na Tabela 1 sdo mostrados os dados comparativos de

algumas das principais propriedades da CB e CV.

Tabela 1 — Principais propriedades da celulose bacteriana versus a celulose vegetal.

_ Celulose bacteriana
Propriedades

Celulose vegetal

(CB) (CV)
Resisténcia a tracdo (MPa) 20 - 300 25 - 200
Madulo de Young (MPa) camada: 20.000 250,170
Unica fibra:130.000

Capacidade de

] > 95 25-35
armazenamento de agua (%)
Tamanho das fibras (nm) 20 —-100 escala (um)
Cristalinidade (%) 74 — 96 40 - 85
Hidrofilicidade relativa (%) 40 - 50 20-30
Pureza (%) > 99 <80
Grau de polimerizagéo 14000 - 16000 300 - 10000
Porosidade (%) > 85 <75
Area superficial (m2.g™%) > 150 <10

Fonte: adaptado de Wang; Tavakoli; Tang (2019).

A partir dos dados apresentados na Tabela 1, € possivel observar diferencas

significativas, tanto no que diz respeito as propriedades, como as caracteristicas micro

e macromoleculares entre as celuloses vegetal e bacteriana. As varias vantagens

estruturais destacadas conferem a CB um aspecto multifuncional, que a torna muito

superior em relacéo a capacidade de ser submetida a procedimentos de modificacdes

guimicas durante ou ap0s o processo de biossintese (GAO et al., 2019).

Nesse sentido, o elevado grau de polimerizacdo apresentado pela CB permite

inclusive sua inser¢do no processo de obtengdo de materiais compaositos. Além disso,

seu conjunto de caracteristicas possibilita investigacbes para sua utilizacdo em
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diferentes setores que compreendem desde a biotecnologia industrial até a area
biomédica (SILVA et al., 2022). Por estes motivos, € grande o interesse no estudo e
desenvolvimento de diferentes métodos de producao da CB a depender da aplicacao
a gque ela vai ser destinada.

2.3.2 Métodos de producao da celulose bacteriana

Independentemente do método empregado, o processo de biossintese da CB
ocorre em varias etapas. Contudo, para uma melhor compreenséao, essas podem ser
agrupadas em basicamente duas: (1) a polimerizacdo com a formacao intracelular das
cadeias de [(-1,4-glucano; (2) a montagem e cristalizacdo das cadeias de celulose
excretadas do citoplasma da célula pela membrana plasmatica para o ambiente
externo, sob a forma de fibrilas. Na segunda etapa, as fibrilas, depois de formadas, se
agregam por meio do processo de cristalizacdo, levando a formacdo da membrana.
Tal etapa é definida como limitante do processo de biossintese (AZEREDO et al.,
2019; RENIATI; HRYMAK; MARGARITIS, 2017).

Os métodos utilizados para a producéo de CB incluem cultura estética, agitada
ou o uso de biorreatores, cuja selecdo depende da aplicacéo final. Isso porque cada
um deles resulta em membranas com aspectos fisicos, caracteristicas morfolégicas
(Figura 4) e mecanicas distintas. Um outro fator primordial que necessita ser
considerado durante o processo de producao, se refere as condicdes estabelecidas
no ambiente de cultura, que incluem parametros como pH, temperatura,
disponibilidade de oxigénio, estirpe da bactéria utilizada, composicdo do meio de
cultura e tempo de fermentacdo (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).
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Figura 4 — Celulose bacteriana produzida pelo método de cultura: estéatica (a) e agitada (b).

Fonte: adaptado de Campano et al. (2015).

Campano et al. (2015) demonstraram as caracteristicas morfoldgicas da CB
obtida pelo método de cultura estatica (Figura 4(a)), que se trata de uma pelicula
gelatinosa, e, pelo de cultura agitada (Figura 4(b)) que resulta em CB com aspecto
semelhante a esferas ou pellets irregulares. No caso da cultura agitada, essa condicéo
estrutural esta diretamente associada a velocidade de rotacdo empregada no
processo.

O método mais tradicional e amplamente utilizado em escala laboratorial para
o cultivo da CB ¢é o de cultura estatica. Nela a celulose é produzida sob a forma de
uma pelicula gelatinosa na interface ar-liquido com espessura que aumenta ao longo
do tempo de cultivo. A cultura estatica trata-se de uma técnica simples, com a
obtencdo de membranas de excelente qualidade com relacdo as suas propriedades
caracteristicas, como alto grau de polimerizacdo e propriedades mecanicas
superiores. No entanto, ela geralmente requer um tempo elevado de -cultivo
(incubacdo em torno de 7-20 dias), além de grande area superficial, resultando em
baixa taxa de produgéo, alto custo e distribuicdo desigual de nutrientes, oxigénio e
células. A juncao desses fatores pode resultar na producdo de um material com
espessura ndo uniforme (HSIEH et al., 2016; MARESTONI et al., 2020).

Como um método alternativo para melhorar os problemas de rendimento da
cultura estética é sugerido a utilizagdo de agitagdo. Esta proporciona melhor

transferéncia de oxigénio e de nutrientes aos micro-organismos, além de reduzir o
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tempo de producéao (= 5 dias), resultando em um aumento da produtividade (BLANCO
et al., 2018). Apesar disso, € importante salientar que existem relatos de ocorréncia
de instabilidade genética, com a formacao de células mutantes que gradativamente
perdem sua produtividade, bem como o surgimento de células ndo formadoras de
celulose (MARESTONI et al., 2020). Outro aspecto importante se refere a morfologia
obtida, que é muito diferente da alcancada pela cultura estatica. Normalmente, é
observado um baixo grau de polimerizagdo, baixo indice de cristalinidade e
propriedades mecanicas inferiores (HSIEH et al., 2016; WANG; TAVAKOLI; TANG,
2019).

Outro método que também pode ser utilizado para a producéo de CB faz uso
de biorreatores. Tal processo surgiu como uma tentativa de aumentar a taxa de
producdo através de um cultivo continuo com elevadas taxas de transferéncia de
oxigénio e de nutrientes. Esses biorreatores se caracterizam pela forma com que
operam, como por exemplo, através do uso de discos rotativos, suporte de biofilmes
ou sob ar enriquecido com oxigénio (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Uma grande desvantagem da utilizacdo de biorreatores para a producéao de CB
estd relacionada a reducdo de suas propriedades mecanicas e a adesdo da
membrana em paredes ou outras estruturas internas do reator, que dificulta o
processo de homogeneizacdo (CAMPANO et al., 2015). Na Figura 5 € ilustrado um

esquema de dois exemplos de reatores utilizados para a producéo de CB.
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Figura 5 — (a) Biorreator do tipo RBF (Fermentador bioldgico rotativo), (b) Celulose bacteriana aderida
aos discos rotativos do reator, (¢) Suporte de plastico composto em um biorreator (PCs), (d) Celulose
bacteriana fixada no suporte.

Bomba Celulose Tanque

P Vista do topo
Vista lateral p

Fonte: adaptado de Campano et al. (2015).

O biorreator denominado de fermentador biolégico rotativo com discos
compostos de plastico (RBF), conforme mostrado na Figura 5 (a, b), € um dos mais
utilizados. Ele opera no modo semicontinuo, com discos dispostos de forma que
metade esteja em contato com 0 meio e a outra metade exposta a atmosfera. Seu
principal objetivo é obter uma CB homogénea, aumentando o rendimento e reduzindo
0 custo. Em contrapartida, a CB produzida normalmente possui caracteristicas
mecanicas e cristalinidade inferiores quando comparada com as obtidas pelo método
estatico. Além disso, 0 uso de agitacao facilita o surgimento de células mutantes que
reduzem a producdo. Outro exemplo de reator também empregado é o de biofilme
agitado, Figura 5 (c, d), no qual é realizada a adicdo de suportes de plastico (PC).
Essa composicdo resulta em uma alta densidade de biomassa, promovendo a
imobilizacdo celular de forma natural. Como resultado, a CB obtida com o uso de
reatores apresenta caracteristicas similares aquela produzida pelo método estatico,
com excec¢do de uma menor capacidade de retencdo da agua (CAMPANO et al., 2015;
WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Todos os métodos de producdo da CB utilizados ainda possuem altos custos
operacionais, devido a falta de processos fermentativos com sistemas eficientes que

levem a uma maior produgdo em um menor tempo de cultivo. Por este motivo, a sua
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utilizacdo a nivel comercial ainda € um grande desafio para os pesquisadores
(BEKATOROU et al.,, 2019; ABDELRAOF; HASANIN; EL-SAIED, 2019; KHAN;
KADAM; DUTT, 2020). Como uma alternativa de melhoria de desempenho e/ou
reducado do custo de producéo, sdo muito discutidas as modificagdes no processo de

obtencéo da CB para a fabricacdo de novos biomateriais.

2.3.3 Fabricacao de biomateriais baseados em celulose bacteriana

A obtencéo de novos biomateriais baseados em CB despertou grande interesse
de muitos estudos realizados nos mais diferentes campos de aplicactes.
Normalmente, o intuito € a adicao ou aprimoramento das propriedades da CB, o que
permite sua utilizagdo de forma direta como uma matriz para carregamento de outros
compostos ou como um reforco para a obtencdo de diferentes tipos de
nanocompositos (CHEN et al., 2022).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para a modificacdo da CB. De uma
forma geral, esse processo envolve a utilizacdo de métodos in situ e ex situ (STUMPF
et al., 2018). No método in situ a modificacdo ocorre a medida que a CB vai sendo
produzida. Em contrapartida, no método ex situ a modificacdo é realizada apenas

apos sua producédo (SILVA et al., 2022).

2.3.4 Modificagdes in situ e ex situ da celulose bacteriana

Diferentes métodos de modificacdo podem ser utilizados com o intuito de
melhorar caracteristicas especificas da CB, resultando na obtencdo de novos
biomateriais a base de celulose. Essa melhora amplia ainda mais suas possiveis
aplicac6es em multiplas areas (WU et al., 2021).

Os métodos de obtencdo de novos biomateriais baseados em CB
compreendem basicamente trés grupos que incluem os fisicos (como misturas,
dopagens e revestimento da estrutura), os quimicos (como a adicéo de aditivos) e os
biossintéticos (como a engenharia genética e as modifica¢des in situ). Com relacao
as modificagfes in situ e ex situ, a grande distingéo entre elas se d4 no momento que
ocorrem. Enquanto na in situ as mudancas séo realizadas durante a formacéo da
pelicula de CB, ou seja, a0 mesmo tempo em que ocorre 0 processo fermentativo. Na

ex situ tais modificagbes séo realizadas ap6s sua formacdo (CHEN et al., 2022;
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CAZON, VAZQUEZ, 2021). Nas Figuras 6 e 7 sdo mostrados esquemas dos

processos, em escala laboratorial, in situ e ex situ, respectivamente.

Figura 6 — Esquema da producdo in situ da celulose bacteriana.

—

L ww
Meio de cultura Aditivo + Meio de cultura Formagdo da celulose Compdésito de celulose
bacteriana bacteriana

Fonte: adaptado de Amorim et al. (2020).

Pelo esquema do processo in situ mostrado na Figura 6, percebe-se que este
caracteriza-se por variagcdes das condi¢cdes de cultivo, ou seja, ainda durante o
processo fermentativo. Nele ocorre o emprego de aditivos com propriedades de
interesse e/ou alteracdo da fonte de carbono utilizada. Tal processo pode resultar na
formacdo de blendas poliméricas ou de compdésitos de CB que podem apresentar
mudancas fisico-quimicas, mecéanicas e/ou morfolégicas (AMORIM et al., 2020;
STUMPF et al., 2018).

Durante a modificagdo in situ, o aditivo utilizado ndo é necessariamente
essencial para o crescimento da bactéria e pode ser capaz de alterar a estrutura da
rede dos filmes formados. Além disso, requer um maior cuidado na composicdo e
concentracdo dos componentes utilizados, pois eles ndo devem limitar ou inibir o
crescimento celular (CAZON, VAZQUEZ, 2021).

Diferentes estudos também séo realizados com o intuito principal da utilizacédo
da técnica de modificag&o in situ para reduzir o custo de producédo da CB. Neles sédo
relatados a utilizacdo de meios de fermentacao alternativos com custo inferior ao meio
tradicionalmente empregado, além de aliar novas propriedades as membranas de CB
formadas (XU et al., 2022; WU et al., 2021; COSTA et al., 2017).
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Figura 7 — Esquema da producéo ex situ da celulose bacteriana.

Celulose Bacteriana

Composito de celulose bacteriana

Producéo do composito

Aditivo

Fonte: adaptado de Amorim et al. (2020).

Na Figura 7 foi mostrado um esquema do processo ex situ em que se pode
observar que a etapa de modificacdo ocorre por meio da impregnacéao com diferentes
aditivos apds a biossintese da CB, geralmente depois da realizacdo de algum
processo de purificacdo (FERNANDES et al., 2020). Neste caso, a impregnacao pode
ser realizada de forma quimica com reacdes de copolimeriza¢do ou de reticulacao,
por exemplo, ou ainda, de forma fisica, como por exemplo com a absorcdo. Neste
processo, a estrutura da CB praticamente ndo sofre nenhuma alteracéo, pois o que
normalmente ocorre é uma interacdo entre a substancia usada como aditivo e a matriz
polimérica (STUMPF et al., 2018).

Além dos processos de modificacdo, os meios de fermentagcédo que podem ser
utilizados para produgéo da CB sdo objetos de interesse. Tal destaque tem o intuito
de otimizar ainda mais o processo, bem como de desenvolver matrizes com diferentes
caracteristicas (FERNANDES et al., 2020).

2.3.5 Meios de fermentacéo para producao da celulose bacteriana
Vérios sdo os fatores que podem afetar o rendimento das membranas de CB,

como: tipo de micro-organismo e as condicbes da cepa, pH, temperatura, tipo de

cultivo, composicdo do meio de cultura (SILVA et al., 2022). Com relagdo aos meios
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de fermentacéao utilizados, geralmente ocorre uma divisdo em dois grandes grupos,
0s meios quimicamente definidos ou sintéticos e os meios indefinidos ou complexos.
O primeiro grupo, como o proprio nome sugere, compreende os meios constituidos
com espécies quimicas em concentracdes bem definidas, enquanto o segundo grupo
corresponde aos meios produzidos pela utilizacdo de compostos naturais e com
composicdo, na maioria dos casos, totalmente ou parcialmente desconhecida
(HUSSAIN et al., 2019).

Independentemente do tipo de meio de fermentacdo utilizado, um bom
rendimento da CB necessita da presenca de uma fonte de carbono, de nitrogénio,
além de fosforo e vitaminas. Tradicionalmente, 0 meio quimicamente definido que é
comumente empregado é o Hestrin-Schramm (HS), descrito desde 1954. Sua
utilizacao foi difundida por usar fontes de alimentos para 0s micro-organismos que sao
facilmente encontradas na maioria dos laborat6rios microbiolégicos. Por outro lado, o
meio HS é de elevado custo, visto que exige uma grande quantidade desses nutrientes
para sua obtencao (BLANCO et al., 2018).

Outro fator de destaque que justifica o interesse pelo estudo dos meios de
fermentacao utilizados na producéo de CB refere-se ao custo. Durante a producao de
CB, cerca de 30% do custo total do processo corresponde ao meio de cultura utilizado.
Esse € um dos fatores que limita sua producéo e comercializacdo em larga escala (XU
et al., 2022). Por este motivo, varias tentativas para encontrar meios de fermentacao
que possuam uma melhor relacdo custo/beneficio vém sendo extensivamente
realizadas com a finalidade de que seja viavel a producédo de CB em escala industrial
(MARESTONI et al., 2020).

Os esforcos na obtencdo de meios para a producdo da CB ocorrem,
principalmente, no sentido de encontrar fontes alternativas de carbono. Estas tém o
objetivo de substituir os constituintes sintéticos tradicionalmente empregados que
fazem uso de acucares puros, como a glicose, a frutose, o glicerol, a sacarose, 0
manitol e o sorbitol (AMORIM et al., 2019).

Vérios trabalhos sugerem a obtencdo de CB com a utilizacdo de meios obtidos
a partir de subprodutos de baixo valor agregado, fazendo uso de residuos industriais
e/ou agricolas, além de sumos de frutas, como residuos de levedura da producéo de
cerveja, soro de queijo, bagaco de frutas, glicerol e residuos de industrias téxteis.
Esses materiais ricos em agucares e outros nutrientes vém se mostrando adequados

para serem utilizados como meio fermentativo (MARESTONI et al., 2020). Uma
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grande vantagem da utilizacdo desses tipos de subprodutos € que além do baixo
custo, também contribuem para uma producéo sustentavel com a reducéo da poluicao
ambiental (TSOUKO et al., 2015; REVIN, et al., 2018; COSTA et al., 2020)

Normalmente, os subprodutos sdo empregados como parte da composi¢ao dos
meios de producéo tradicionais. E possivel também sua utilizacdo in natura ou a
suplementacdo com outros nutrientes, como a peptona e o extrato de levedura. Essa
suplementacéo, quando realizada, decorre da necessidade de empregar um meio rico
ndo somente em fontes de carbono, mas também em outros tipos de substancias
necessarias para a manutencdo dos micro-organismos. Tal pratica € realizada na
tentativa de melhorar ou pelo menos manter a produtividade e o rendimento da CB
obtida, ao mesmo tempo que possibilita uma reducéo do custo total do processo, com
0 objetivo de expandir a produgéo industrial e consequentemente 0 emprego em
outras aplicacées (PHRUKSAPHITHAK; KAEWNUN; O-THONG, 2019).

Por este motivo, subprodutos oriundos principalmente de compostos naturais
despertam interesse na producédo de CB. Além de menor custo, eles possuem grandes
guantidades de nutrientes, que incluem substancias antioxidantes. Essas, por sua vez,
reunem excelentes propriedades para obtencéo de produtos de maior valor agregado
com aplicacdes sobretudo nas areas biomédicas (AMORIM et al., 2019; MORAIS et
al., 2019).

2.4 ANTIOXIDANTES NATURAIS

O emprego de substancias abundantes de menor custo e de subprodutos
agricolas e/ou industriais que sejam ricos em compostos bioativos, tém despertado
um grande interesse. Um exemplo desses compostos sdo as substancias
antioxidantes empregadas para obtencdo de materiais de alto valor agregado. Tal
pratica também esta diretamente associada ao conceito de sustentabilidade, visando
o desenvolvimento de solugcdes com menor impacto ambiental (NUNES;
RODRIGUES; OLIVEIRA, 2017).

O termo antioxidante é utilizado para classificar compostos que tém como
caracteristica a capacidade de atrasar ou inibir a oxidacdo de algumas moléculas,
atuando nas reagOes da cadeia oxidativa. Esses compostos séo capazes de eliminar
os radicais livres que podem ser produzidos naturalmente por processos biologicos

nos seres humanos, além de possuir a capacidade de diminuir os efeitos deletérios
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de varias substancias oxidativas presentes nos mais diferentes tipos de condicbes
patolégicas (BAIANO; NOBILE, 2016; RAMANA et al., 2018).

Uma grande parcela de produtos com caracteristicas antioxidantes é derivada
das plantas, sobretudo as medicinais (BUJAK et al., 2022). Esses sdo denominados
antioxidantes naturais, que incluem compostos como vitaminas (E e C), polifendis
(acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas) e carotenoides (carotenos, xantofilas).
Além das plantas, essas substancias sdo amplamente encontradas em flores, folhas,
bebidas e alimentos, como frutas, vegetais e graos. Elas possuem muitos efeitos
biolégicos benéficos, que incluem acbes anti-inflamatodria, antienvelhecimento,
antibacteriana, antiviral e anticancerigenas (XU et al., 2017).

Dentre os mais variados tipos de substancias antioxidantes naturais existentes,
podem-se destacar, como as mais eficientes, aquelas que apresentam compostos
fendlicos. O anel aromatico presente em suas estruturas é responsavel pela doacéo
de um atomo de hidrogénio aos radicais livres que sdo formados durante o processo
de oxidacéo, estabilizando-os (BAIANO; NOBILE, 2016). Os polifenéis sdo compostos
metabdlitos secundarios das plantas e podem ser classificados, como: flavondis,
estilbenos, &cidos fendlicos, antocianinas e taninos (VO et al., 2022). Dentre os
polifendis de interesse, por apresentarem propriedades antioxidantes, pode-se
destacar as antocianinas. Elas comprovadamente apresentam potenciais beneficios
para a saude (TAN et al., 2022).

2.4.1 Antocianinas

As antocianinas séo consideradas compostos fendlicos pertencentes a familia
dos flavonoides, soluveis em agua, facilmente extraidas e responsaveis pelos tons
vermelho, roxo e azul, existentes nas folhas, flores, frutos, caules, raizes e sementes
de diferentes tipos de plantas, como amora, repolho roxo, morango e uva
(POURJAVAHER et al., 2017; BUJAK et al., 2022). S&o substancias naturais que nas
plantas apresentam a funcéo principal de protec&o contra os ataques microbianos. Ao
mesmo tempo, elas vém sendo amplamente estudadas em relacdo a varias de suas
propriedades benéficas para a saude do homem (WRIGHT et al., 2021).

Caracteristicas estruturais e quimicas das antocianinas resultam em um
conjunto de propriedades medicinais de grande potencial. Essas substancias

apresentam capacidades antioxidantes, atdxicas, anti-inflamatdrias, anti-hipertensiva,
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anticarcinogénica, antimicrobiana, antiobesidade. Além disso, estudos realizados in
Vivo e in vitro ja foram capazes de atestar sua baixa toxicidade e elevada seguranca
(TAN et al., 2022).

Em contrapartida, as antocianinas sob a forma isolada sdo muito instaveis e
facilmente degradadas quando submetidas a mudancas de condi¢cdes ambientais. O
ambiente externo pode rapidamente degradar essas substancias. Tais
transformacdes estdo associadas a modificacdes estruturais, devido fatores como
variacbes de pH, temperaturas, exposicdo a luz, presenca de oxigénio, enzimas,
proteinas, acido ascorbico e ions metélicos (TARONE, CAZARIN, MORATISCA
JUNIOR, 2020).

O conjunto de caracteristicas promissoras das antocianinas, com destaque
para as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antienvelhecimento,
ocasionaram em sua ampla utilizacdo em diferentes campos, como em alimentos,
medicamentos e cosmeéticos (TAN et al., 2022). Além disso, elas também podem ser
empregadas como corantes naturais bioativos em diferentes produtos comerciais de
forma alternativa aos corantes sintéticos tradicionalmente utilizados. Tal substituicdo
€ interessante devido ao fato de os produtos de origem natural serem normalmente
mais seguros para a saude humana e para o meio ambiente (BUJAK et al., 2022).

Com relacdo a estrutura quimica basica das antocianinas, tem-se que as
antocianinas derivam das antocianidinas que apresentam em sua cOmposi¢ao grupos
glicosados (ligados a uma porcao de aclucares, como a glicose e a galactose). Seu
esqueleto basico consiste em uma juncao de dois anéis aromaticos (A, B) conjugado
por um anel heterociclico que contém oxigénio (C), conforme representado na Figura
8 (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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Figura 8 — Estrutura quimica basica da antocianidinas.

R1
OH
®
HO O\ R
| C :
7 0OR,
OH

Antocianidinas Ri1 R2 Rs3
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH H
Peonidina OCHjs H H
Petunidina OCHjs OH H
Malvidina OCHjs OCHs H

Fonte: adaptado de Young; Liu (2020).

Na Figura 8 estdo representados a estrutura molecular basica das
antocianinas, bem como alguns dos seus tipos mais comuns. A diferenca entre as
diversas moléculas de antocianinas existentes refere-se a quantidade de grupos
hidroxilas (-OH) ligados a sua estrutura basica, além da posicao dessas ligacdes e da
fonte obtida (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; YONG; LIU, 2020).

Uma diversidade consideravel de antocianinas pode ser encontrada na
natureza, das quais cerca de 500 tipos ja foram identificados (YONG, LIU, 2020). No
entanto, apenas um numero limitado de padrdes € obtido comercialmente, isto se deve
principalmente a sua instabilidade quimica. A producdo da antocianina requer as
etapas de extracdo, purificacdo e isolamento que podem ocorrer de forma
independente ou conjunta. Normalmente, sua obtencéo é realizada da extracdo de
frutas, vegetais, grédos solidos ou subprodutos do processamento desses materiais.
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Varios sao os tipos de extracdo que podem ser empregados, sendo 0 mais comum a
extracdo solido-liquido com a utilizacdo de agua ou solventes solUveis em agua
(ZHAO et al., 2020).

Alguns estudos relatam o aumento na eficiéncia do processo de extracdo das
antocianinas, a partir do emprego de solventes organicos como etanol ou metanol em
solucbes com diferentes proporcdes de agua, ou ainda, com o uso de solucbes
acidificadas para sua obtengcdo em diferentes tipos de matrizes de amostras (HONG,;
NETZEL; O'HARE, 2020; WRIGHT et al., 2021). No entanto, por serem facilmente
extraidas e normalmente encontradas em concentracdes elevadas nas matrizes, é
possivel optar pela utilizacdo de métodos verdes na sua obtencdo com bons
rendimentos, como, por exemplo, o uso da extracao aquosa. Nesses métodos nao ha
a necessidade do emprego de solventes organicos associados ao processo, 0 que
resulta na eliminacdo de preocupacdes ambientais, toxicologicas e de seguranca
(KALANTARI et al., 2020).

Dentre as varias matrizes disponiveis para extracao da antocianina, pode-se
destacar a utilizacéo da casca de uva e do repolho roxo. Estudos anteriores mostram
gue as cascas de diferentes espécies de uvas possuem altos teores de antocianinas
permitindo sua utilizagdo como uma fonte inovadora na obtencédo de antioxidantes
naturais (REGULES et al., 2006; FAN et al., 2019; YORGHANLU et al., 2021; VO et
al., 2022). Além disso, o repolho roxo que € um material naturalmente abundante e
com um custo de producdo relativamente baixo quando comparado a outros, é
também considerado uma excelente fonte de antocianinas (POURJAVAHER et al.,
2017; YOUNG, LIU, 2020).

Estudos recentes destacam ainda o potencial da utilizagdo industrial da
antocianina em diferentes ramos. Na industria de alimentos pode-se destacar seu
emprego como aditivo ou suplemento (MONTEIRO et al., 2021), além da obtencéo de
embalagens ativas e inteligentes (YONG; LIU, 2020). Em relacdo as industrias de
cosmeéticos e farmacéutica, compostos ativos estdo sendo explorados como, por
exemplo, no tratamento da pele (MORAIS et al., 2019; BUJAK et al., 2022). Além
disso, é possivel destacar ainda algumas aplicagbes clinicas, com a utilizagdo de
enxertos e peles artificiais (WRIGHT et al., 2021). Essas aplicagcdes decorrem
normalmente da adicdo dos extratos ricos em antocianinas em diferentes matrizes que

resultam na fabricacdo de biomateriais ricos em compostos ativos.
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2.5 APLICACOES DA CELULOSE BACTERIANA

Cada vez se torna maior o interesse em estudar a aplicabilidade da CB nos
mais variados setores, devido a sua versatilidade e as excelentes propriedades que a
destacam como um material multifuncional (GALLEGOS et al., 2016). Sdo muitos os
exemplos de possiveis aplicacbes da CB em escala industrial e até no
desenvolvimento de materiais aplicados na area médica, conforme ilustrado na Figura
9.

Figura 9 — Algumas das aplicagdes da celulose bacteriana.
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Fonte: a autora (2022).

Dentre as possiveis aplicacdes da CB descritas na Figura 9 pode-se destacar
sua utilizagéo no desenvolvimento de embalagens ativas e inteligentes para alimentos
(ALBUQUERQUE et al., 2020; YOUNG; LIU, 2020), como aditivos ou na obtencéo de
alimentos multifuncionais (AZEREDO et al., 2019), dispositivos eletronicos (GUAN et
al., 2019), produtos para industrias téxteis com a obtencao de couro vegano e fibras
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para a confeccdo de utensilios como roupa, sapatos e bolsas (FERNANDES et al.,
2021; GALDINO et al., 2022), na engenharia de tecidos com a producao, por exemplo,
implantes de vasos sanguineos artificiais, compdésitos para regeneracdo de tecidos
0sseos (STUMPF et al., 2018; LEE, PARK, 2017), no desenvolvimento de membranas
filtrantes para o tratamento de agua (GALDINO et al., 2020; DONG et al., 2021;
MEDEIROS et al., 2021), na producédo de papeis especiais de alta resisténcia (CHOI
et al., 2022; XU et al., 2022), além de aplicacdo na industria farmacéutica como
sistema de administracéo e liberacdo de medicamentos (ULLAH et al., 2019; ADEPU,
KHANDELWAL, 2020) e no desenvolvimento de cosméticos (PERUGINI et al., 2018;
BIANCHET et al., 2020).

Ha muitos anos a CB ja estava disponivel comercialmente na industria de
alimentos (OKIYARNA, MOTOKI, YAMANAKA, 1992). A “nata de coco” é um alimento
fermentado tradicional, semelhante a uma gelatina, derivado da celulose bacteriana e
consumido como sobremesa. A sua producao industrial surgiu desde 1819 nas
Filipinas e sua popularidade vem aumentando desde entdo, sobretudo nos paises
asiaticos, como Indonésia, Japédo, Taiwan, Vietna (PIADOZO, 2016; DUARTE et al.,
2019). Além disso, a CB é utilizada como aditivos alimentares na forma de
emulsificante, melhorando a textura dos alimentos e/ou incorporando sabores (CHOI
et al., 2022).

No setor de eletrbnicos, a CB € normalmente empregada na forma de
nanocompositos para a fabricacdo, sobretudo, de capacitores e biossensores. A
flexibilidade obtida para os materiais produzidos com CB amplia as possibilidades de
aplicacdes (CHOI et al., 2022). Esses biossensores produzidos podem ainda ser
integrados a dispositivos médicos (AMORIM et al., 2020).

Uma das areas mais difundidas e estudadas de aplicacdo da CB nos ultimos
anos é a biomédica com o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e na medicina
regenerativa (INOUE et al., 2020; CHEN et al., 2022). Nesse contexto, a engenharia
de tecidos apresenta um papel de destaque. A CB & amplamente empregada no
tratamento de ferimentos e queimaduras como uma segunda pele ou na forma de
curativos facilitando a absor¢éo de exsudatos da ferida, além de manter um ambiente
com condigBes ideais de umidade, que previnem a infiltracdo de bactérias
(CIECHOLEWSKA-JUSKO et al., 2021). Ademais, em muitos sistemas a CB também
atua como um veiculo para a liberagdo controlada de medicamentos (SILVA et al.,
2014).
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A CB gquando utilizada como curativo possui a capacidade de absorver as
secrecOes das feridas, aliviando as dores por meio da liberacdo de medicamentos
encapsulados em sua estrutura e auxiliando no processo de recuperacao da pele.
Além disso, tem a vantagem de também permitir uma acdo antimicrobiana por
funcionar como uma barreira fisica evitando a ocorréncia de infec¢cdes (MISHRA,
SABU, TIWARI, 2018). Outros exemplos de aplicagcbes biomédicas se referem a
utilizagdo da CB como enxertos vasculares, implantes, cartilagem e pele artificial
(BARUD et al., 2016).

Com relacédo as areas de aplicacfes dermatologicas e cosméticas, a CB vem
ocupando um papel de destague em pesquisas recentes, as quais buscam por
inovacdo em abordagens tecnoldgicas resultando no surgimento de novos materiais
(BIANCHET et al., 2020; PERUGINI et al., 2020).

2.6 INDUSTRIA DE COSMETICOS E A CELULOSE BACTERIANA

Os cosmeéticos podem ser definidos como sistemas complexos, nos quais cada
um dos constituintes séo responsaveis por desempenhar varias funcdes de interesse
no produto final (FREITAS, ALVES, REIS, 2015). Tais produtos atuam em qualquer
parte externa do corpo humano proporcionando, por exemplo, alteracdo de odores,
mudanca de aparéncia, limpeza e/ou protecao (MITURA, SIONKOWSKA, JAISWAL,
2020).

No ultimo século, a induUstria cosmética foi impulsionada pelo aumento da
demanda no mercado global. Esse crescimento ocorreu de forma conjunta com a
busca estética e apelo dos consumidores por produtos de cuidados pessoais
inovadores (SOUTO et al.,, 2020). Tal cenério foi responsavel pelo interesse dos
fabricantes em desenvolver novas formulagcbes de produtos que combinassem
diferentes caracteristicas desejaveis com maior eficiéncia e sem perda de
estabilidade, sendo capaz de atender as diferentes demandas dos usuarios (OLEJNIK
et al., 2022).

Atualmente, um elevado numero de composicbes cosméticas ainda €
formulado com o uso de derivados de petroleo. O emprego dessas fontes nao-
renovaveis resulta na producédo de residuos de dificil degradacdo, que podem levar a
bioacumulacdo de compostos toxicos nos seres vivos. Além disso, eles contribuem

com o agravamento dos problemas ambientais, por meio da contaminacéo de solos,
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aguas e elevadas emissbes de gases poluentes (AMORIM et al.,, 2022). Nesse
cenario, surge uma preocupagao com consumo sustentavel, que considere a
utilizagcdo de matérias-primas, que possam, apos sua utilizacdo, ser facilmente
degradadas na natureza gerando um baixo impacto ambiental (BIANCHET et al.,
2020).

Os cosméticos ecologicamente amigaveis (eco-friendly) sdo reconhecidos
como produtos que utilizam ingredientes de origem natural em sua composicao,
substituindo constituintes sintéticos. Além disso, sao projetados para reduzir os danos
causados ao meio ambiente quando comparados aos cosméticos convencionais. Tal
preocupacdo compreende diferentes estagios do ciclo de vida do produto, aliando
pesquisa e tecnologia para garantir sua eficacia (SADIQ, ADIL; PAUL, 2021).

Com relacdo a industria de cosméticos eco-friendly, seu mercado global ainda
estd em crescimento. No entanto, acredita-se que este segmento tende a se fortalecer
devido a forte tendéncia do comportamento dos produtores e consumidores em
relagdo a uma maior consciéncia ambiental e sanitaria. Essas caracteristicas tém sido
impulsionadas pela inovagdo com o desenvolvimento de produtos mais eficazes e
menos toxicos obtidos de fontes renovaveis e com a utilizacdo de tecnologias
sustentaveis (AMBERG, FOGARASSY, 2019).

Dentro desse contexto, ao longo do século XX, varias formulacfes de produtos
para cuidados pessoais e cosmecéuticos surgiram como propostas para uma
abordagem de regeneracéo tecidual (SOUTO et al., 2020). O termo cosmecéutico
(combinacao de cosméticos e farmacéuticos) podem representar o surgimento de uma
nova categoria de produtos topicos (AMBERG; FOGARASSY, 2019). Esse termo foi
criado em1962 por Raymond Reed, que os caracterizou como produtos que Sao
capazes de potencializar a beleza e saude dos seres humanos atendendo a rigidos
padrdes fisico-quimicos e médicos. Isto possibilita entrega dos beneficios sem risco a
saude do usuéario (MORGANTI et al., 2021).

Os produtos cosmecéuticos sao definidos como uma classe de cosméticos que
apresentam a adicdo de principios ativos, como, por exemplo, antioxidantes,
vitaminas, acidos, hidratantes, esfoliantes e despigmentadores. Estes produtos séo
aplicados de forma tépica e possibilitam algum tipo de alteracéo do estado fisiol6gico
da pele, ndo sendo classificados como medicamento. Tais materiais surgiram

principalmente devido ao desejo sociocultural de manutencdo de uma aparéncia
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jovem retardando o efeito do envelhecimento cutaneo, a partir de cuidados com a
saude da pele (NGUYEN; MASUB; JAGDEO, 2020).

A pele € o maior érgdo do corpo humano, por este motivo desempenha um
papel importante na saude, visto que serve como uma barreira protetora para impedir
ou dificultar a entrada de micro-organismos patogénicos (NILFOROUSHZADEH et al.,
2018). Muitas séo as causas que acarretam alteracdes cutaneas e contribuem com o
processo de envelhecimento precoce da pele, bem como com o surgimento de
doencas topicas associadas. Estas causas compreendem fatores extrinsecos, como
habitos alimentares, exposicdo exagerada a radiacao ultravioleta (UV), falta de
cuidados com a pele, e, fatores intrinsecos, como aspectos fisioldégicos, que
conduzem a diminui¢éo da producéo de colageno (BIANCHET et al., 2020).

As preparacdes cosméticas sdo normalmente utilizadas como tratamento para
a pele, sendo responsaveis pela melhora da aparéncia externa (MITURA,
SIONKOWSKA, JAISWAL, 2020). Além dos constituintes que compdem as
formulagbes, uma outra preocupacgédo € com o veiculo utilizado para entrega dessas
substancias. Esse veiculo precisa ter uma estrutura que facilite a incorporacao dos
agentes bioativos, bem como permitir uma entrega transdérmica de forma controlada
para que o produto obtido seja classificado como eficiente e seguro (MORGANTI et
al., 2021).

Dentre as substancias empregadas como veiculos em cosméticos, a classe de
polimeros sintéticos e os biopolimeros assumem um papel de destaque (MEFTAHI et
al., 2022). Os materiais poliméricos apresentam vantagens estruturais que permitem
o encapsulamento de compostos ativos. Fator importante, ja que tais compostos sédo
geralmente substancias instaveis e sensiveis a alteragcbes externas, como
temperatura, pH e luz. O encapsulamento permite um aumento da estabilidade dos
produtos cosméticos e protege-os da degradacdo (MITURA, SIONKOWSKA,
JAISWAL, 2020).

Muitos biopolimeros desempenham um importante papel na formulacdo de
produtos cosméticos. Dentre eles, a CB tem sido amplamente investigada no
desenvolvimento de produtos inovadores, que ndo afetam a salude humana, além de
serem biodegradaveis (BIANCHET et al., 2020; MITURA, SIONKOWSKA, JAISWAL,
2020). Ela tem como vantagem ser biocompativel, biodegradavel, possuir uma
estrutura de rede muito fina que garante uma elevada area superficial, propriedades

mecanicas com comportamento de tensédo que se assemelha a tecidos moles, além
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de conseguir formar emulsdes estaveis com agua e 0leo que, em muitos casos, nao
necessita da utilizacdo de outros aditivos (SONG, KIN, 2019; PICHETH, et al., 2017).

Normalmente a CB € utilizada na formacdo de emulsdes e hidrogéis
estabilizantes com a intencdo principal de diminuir a utilizagdo de surfactantes
comumente empregados (PICHETH et al., 2017). Dessa forma, ela € usada como
ingrediente em cremes hidratantes, no tratamento de unhas e dos labios, usos
capilares, design de perfumes duradouros, cuidados com a pele, esfoliantes, produtos
com protecéao solar, adesivos para o tratamento de olheiras (FREITAS; ALVES; REIS,
2015).

Ainda existem desafios a serem superados para aplicacbes que permitam
explorar todo o potencial da CB com o aproveitamento de suas propriedades
multifuncionais. Os principais referem-se a diminuicdo do custo de producdo, ao
desenvolvimento de técnicas que permitam sua obtencdo em larga escala, a
determinacao de proporc¢des eficientes para aplicacéo nas formulacdes desenvolvidas
e as condi¢cdes de armazenamento, sobretudo quando sua utilizacdo é sob a forma
umida (MEFTAHI et al., 2022).

Ainda é pequeno o numero de pesquisas relacionadas a utilizacdo da CB no
desenvolvimento de mascaras faciais, adesivos faciais ou como suporte para ativos
cosmeéticos quando se compara com os estudos relacionados ao seu uso sob a forma
de veiculo para liberacdo controlada de medicamentos (PACHECO et al., 2017,
BIANCHET et al., 2020). Nas composi¢des cosméticas, a utilizacdo de CB melhora a
absorcdo e transmissdo transdérmica das substancias ativas, além de proporcionar
funcdes de hidratacéo, esfoliacdo da pele e absorcédo do sebo (LIN et al., 2015).

Um dos primeiros relatos da utilizacdo de CB como mascara facial e que incluiu
também estudos de avaliagdo dos usuarios aconteceu em 2011 com a pesquisa
realizada por Amnuaikit e colaboradores. Os participantes do estudo descreveram a
CB como um material confortavel, que possibilitou um aumento consideravel da
umidade da pele ap0s o uso, além de proporcionar boa aderéncia (BIANCHET et al.,
2020).

As mascaras faciais sdo cosméticos acessiveis, facilmente aplicados sobre a
pele e comumente carregadas com ingredientes bioativos para adicdo de novas
propriedades. Elas estéao disponiveis de diversas formas, como gel, emulsao, folhas e
pasta, e, sua aplicacdo esta diretamente relacionada ao tipo de formulagcéo
empregada em sua composicao (NILFOROUSHZADEH et al., 2018).
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Géis de CB ja se encontram disponiveis comercialmente como mascaras e
adesivos faciais no Japdo. Estes géis possuem caracteristicas como elasticidade,
transparéncia e a capacidade de manter o ambiente Umido para os ingredientes
bioativos. A CB é um material com grande potencial para confec¢ao dessas mascaras
faciais, por ter uma boa maleabilidade, devido a sua forma de membrana, o que facilita
o processo de manipulacdo e a aderéncia ao rosto (NUMATA; MAZZARINO;
BORSALI, 2015).

2.7 ESTERILIZACAO DE BIOPOLIMEROS

A depender do tipo de aplicacdo que sera submetido e da fonte de obtencéao
do biopolimero, aumenta-se a preocupacdo com o método de descontaminacao
empregado antes do seu uso final. Biopolimeros contaminados que sejam utilizados,
por exemplo, nos campos biomédico e de cosméticos, podem resultar em graves
infeccbes ao ser humano (BEH et al., 2019).

A descontaminacdo consiste em um processo de limpeza e desinfeccéo ou de
limpeza e esterilizacdo do material. Na limpeza ocorre uma remocédo fisica dos
contaminantes, enquanto na desinfec¢do ha uma inativacdo ou destruicdo de grande
parte dos micro-organismos presentes, incluindo alguns patogénicos (WILSON,
NAYAK, 2019). Ja com relacdo ao processo de esterilizacdo, ha uma eliminacao dos
micro-organismos viaveis mais resistentes, incluindo bactérias, fungos, virus e até
esporos bacterianos (SONI et al., 2020).

A inativacdo dos micro-organismos na esterilizacdo pode ocorrer por meios
fisicos ou quimicos e deve acontecer de forma irreversivel (WILSON; NAYAK, 2019).
O termo estéril pode ser definido como a auséncia de micro-organismos. Entretanto
guando um determinado material € submetido a algum processo de esterilizacéo, na
pratica ndo se consegue eliminar toda a populagcdo microbiana. O que ocorre
realmente € uma reducdo da quantidade dos micro-organismos presentes nesse
material. A populagdo remanescente dos micro-organismos sobreviventes é expressa
em termos de probabilidade e o ideal é que ela se mantenha em niveis muito baixos
(GALANTE et al., 2018).

Os métodos de esterilizacdo constituem uma etapa fundamental no processo

de producéo de biopolimeros. Por esse motivo, € importante avaliar os parametros
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utilizados no método escolhido para que as propriedades e funcionalidades do
material submetido a este tratamento sejam preservadas (ROGERS, 2012).

A determinacdo do método de esterilizacdo adequado para cada biopolimero
depende de uma avaliacdo que compreenda suas vantagens e limitacées com relacao
aos impactos ocasionados no material apos a técnica empregada. E necessario
avaliar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do material antes e apos o
processo de esterilizagdo. Um outro fator importante que deve ser levado em
consideracdo refere-se a eficiéncia desse processo, a qual estd diretamente
relacionada com a aplicacéo final do biopolimero esterilizado (LORSON et al., 2020).
Os métodos de esterilizagdo utilizados ndo devem ser capazes de comprometer o
desempenho e a qualidade dos biopolimeros e/ou ocasionarem sua deterioracéo
(PARK et al., 2017).

Varios sdo os processos de esterilizacao disponiveis para aplicacdo neste tipo
de material, os quais incluem a utilizacao de produtos quimicos ou meios fisicos. Além
disso, é grande o interesse no desenvolvimento de pesquisas que resultem no
emprego de técnicas inovadoras em comparacdo aos métodos convencionais
amplamente utilizados industrialmente (SONI et al., 2020).

Os métodos quimicos de esterilizacdo incluem processos como a exposi¢ao
prolongada dos biopolimeros em substancias que possuem um alto poder
desinfetante. Dentre elas, as que possuem maior destaque séo: o 6xido de etileno, o
formaldeido e o plasma do peroxido de hidrogénio (WILSON; NAYAK, 2019).

Ainda segundo estes autores, entre 0os métodos fisicos pode-se destacar a
utilizacdo de calor ou radiacfes. A esterilizacdo térmica, por exemplo, pode ser
subdividida em processos via calor seco e calor umido. O emprego de calor seco é
dificil de ser controlado, entretanto permite o0 uso por periodos longos. Em
contrapartida, o processo de calor umido (autoclavagem) destaca-se por ser um dos
primeiros métodos testados de esterilizacdo (WILSON; NAYAK, 2019).

Dentre os métodos radioativos, merece destaque a utilizacdo da irradiacao
gama. Ela € normalmente empregada quando o material a ser esterilizado € sensivel
ao calor, além disso é reconhecida por garantir uma esterilizagdo de forma
homogénea (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).
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2.7.1 Esterilizacao por irradiacdo gama

A escolha de qual método sera utilizado depende da viabilidade, aplicacao e
das caracteristicas do material que sera submetido ao processo. Tudo isso, com 0
cuidado para que ndo haja altera¢des indesejadas em relacdo as propriedades fisico-
quimicas do produto (HODDER et al., 2019).

A irradiacdo gama consiste em um processo idnico sem uso de aquecimento,
gue se destaca por ser um procedimento simples e eficaz, além de possuir um alto
poder de penetragcédo (JIPA et al., 2012). De forma resumida, este tipo de irradiacao
pode ser definido como uma radiacao eletromagnética decorrente da presenca de um
nacleo atdmico instavel que perde energia. As ondas eletromagnéticas geradas sao
usualmente oriundas da desintegracéo radioativa de fontes de cobalto 60 (5°Co) ou de
césio 137 (*¥Cs). A interacdo da irradiacdo gama com a matéria ocorre por meio de
colisBes da radiacao com os elétrons presentes nos atomos que compdem o material.
Em decorréncia dessa interacdo, hd a perda desses elétrons e a consequente
formacdo de ions (SILVA et al., 2014; NAIKWADI et al., 2022).

O uso da irradiacdo gama como método de esterilizacdo pode resultar na
reticulacéo e/ou degradacao da cadeia polimérica com a sua cisdo (ROGERS, 2012).
Isso pode ocasionar modificacdes de varias propriedades funcionais do polimero, com
possiveis alteracdes em seus aspectos fisicos, propriedades quimicas, térmicas,
estruturais e de superficie (SALARI et al., 2021; PAULA et al., 2019; HODDER et al.,
2019). Por isso, deve-se verificar o grau de modificacdo do material, levando em
consideracdo parametros como dose de irradiacdo, tempo de duracdo e fonte de
irradiacdo empregada. Além disso, deve ser considerado o tipo de estrutura polimérica
e morfologia de fase encontradas no material submetido a irradiacdo, assim como o
tamanho e o tipo da embalagem utilizada para seu acondicionamento (NAIKWADI et
al., 2022).

Alguns beneficios podem ser destacados ao aplicar irradiagdo gama nos
processos de esterilizacdo, como: ndo ocorréncia de reacdo térmica que permite sua
utilizagdo em materiais termolabeis; a liberdade de escolha no acondicionamento dos
materiais com a possibilidade do produto irradiado se manter estéril até remocao da
embalagem; compatibilidade com diferentes tipos de materiais, além da facilidade de
controle na dose empregada no processo e do tempo de exposi¢ao. A juncdo dessas
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caracteristicas contribui para a ampla aceitacao da esterilizacéo via irradiacdo gama
nos campos comercial e industrial (SILVA et al., 2014).

Diferentes setores industriais ja fazem uso da esterilizacao por irradiacdo gama.
Dentre eles tem-se a utilizacdo em produtos farmacéuticos e dispositivos biomédicos
(GALANTE et al., 2018), na conservacdo de alimentos (JIPA et al.,, 2012) e na
esterilizacdo de cosméticos (AMORIM et al.,, 2022). As doses de irradiacdo
normalmente utilizadas variam de 25 a 40 kGy, sendo a de 25 kGy a mais utilizada
para a esterilizacdo da maioria dos biopolimeros. Esta dosagem € comprovadamente
eficaz, visto que muitos materiais conseguem resistir a ela, sem acarretar efeitos
adversos, como reticulacdo e cisdo da cadeia polimérica (HODDER et al., 2019;
PAULA et al., 2019).
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3 METODOLOGIA

Os experimentos foram desenvolvidos em etapas que incluem os processos de
preparacdo do meio, inoculacdo e conservacao do micro-organismo, producao do
biopolimero de celulose bacteriana em meio padrdo Hestrin e Schramm (HS) e em
meios HS modificados. Além disso, foram realizadas as etapas de obtencdo dos
extratos vegetais da uva Isabel (Vitis labrusca) e do repolho roxo (Brassica oleracea
var. capitata f. rubra) ricos em substancias com propriedades antioxidantes e
aditivacao dos antioxidantes naturais pelos métodos in situ e ex situ.

Em seguida, propds-se um meétodo analitico para acompanhamento da
antocianina e estudo da liberagéo do extrato em meio aquoso. Por fim, foi realizado
um teste para avaliar a eficiéncia da utilizagao da esterilizacdo com irradiagdo gama
para as membranas de CB produzidas e a influéncia exercida por essa técnica nas
propriedades fisico-quimicas das amostras. Na Figura 10 é mostrado um fluxograma

que ilustra um resumo das etapas anteriormente descritas.

Figura 10 — Fluxograma das etapas experimentais.
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3.1 MICRO-ORGANISMO

Para a producéo da celulose bacteriana (CB) foi utilizada a bactéria do género
Komagataeibacter hansenii (anteriormente conhecida como Gluconacetobacter
hansenii) UCP1619. A cepa utilizada foi obtida do banco de cultura do Centro de
Pesquisa em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de Pernambuco, Recife,
Brasil (UNICAP).

3.2 MEIO DE MANUTENCAO E CONSERVACAO DO MICRO-ORGANISMO, PRE-
INOCULO E INOCULO

Para a manutencéao da viabilidade do micro-organismo e seu cultivo foi utilizado
um meio padrao baseado em estudos desenvolvidos por Hestrin e Schramm (HS),
descrito desde 1954, e adaptado por Hungund; Gupta (2010) e Gomes et al. (2013).
O meio HS foi composto por 20,00 g.L* de glicose, 5,00 g.L* de peptona, 5,00 g.L?
de extrato de levedura, 2,70 g.L? de fosfato de sédio (Na2HPQa4), 1,15 g.L* de acido
citrico, em pH 5. Com relacdo a preservacdo do micro-organismo, foi adicionado ao
meio 15,00 g.L de &gar. Todos os meios obtidos foram esterilizados em autoclave a
121 £ 1 °C por 15 min.

Para o pré-indculo foram utilizados 100 mL do meio HS a 30 °C por 48 h sob
condi¢Bes estaticas em um frasco de Erlenmeyer com capacidade para 250 mL. O
in6culo foi obtido utilizando-se 3% (v/v) do pré-indculo anteriormente preparado. Ele
foi adicionado em 100 mL de meio liquido de producdo em um frasco Schott (500 mL),

nas mesmas condi¢cbes descritas para o pré-inoéculo.

3.3 PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA COM MEIO PADRAO HESTRIN E
SCHRAMM

Foram produzidas membranas de CB com o0 meio padrdo HS adaptado com
composicgdo descrita no item 3.2 na realizagdo dos meios de manutencdo do micro-
organismo, pré-indculo e inéculo. Tais membranas serviram como parametro
comparativo para as demais produzidas com os meios modificados pelo método in

situ, bem como para serem empregadas na aditivacao ex situ.
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3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS NATURAIS

Foram preparados dois extratos para aditivacao in situ e ex situ do biopolimero
de CB. As matérias-primas empregadas, casca de uva e repolho roxo, foram
adquiridas em mercados encontrados na cidade do Recife, no estado de Pernambuco.
O método utilizado no processo de obtencéo dos extratos foi o de infusdo em solucao
aquosa, também denominado de método de diluicdo em agua.

A obtencéao do extrato da casca de uva Isabel (Vitis labrusca) foi realizada pelo
método de infusdo, na concentracdo de 375 g.L. Inicialmente, as cascas de uva
umidas foram pesadas e adicionadas em um recipiente de vidro com agua destilada
previamente aquecida (90 + 1°C). Em seguida, os recipientes foram tampados e
deixados em repouso durante 10 min. A solucdo resultante foi separada por filtracéo
comum e armazenada sob refrigeracéo (4 = 1 °C), em frasco Schott (500 mL) ambar
até posterior utilizacao.

Para o extrato de repolho roxo (Brassica oleracea var. capitata f. rubra),
inicialmente as folhas foram lavadas com agua destilada, picadas e cortadas antes de
serem submetidas ao método de infusdo. As condicBes experimentais e concentracao

obtidas foram as mesmas descritas para o extrato da casca de uva.

3.5 MEIOS DE PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA PELO METODO IN SITU

Para a produgéo in situ foram utilizados o meio HS padrdo, os extratos das
cascas de uva e do repolho roxo puros e meios compostos por diferentes proporgcdes
entre o padrdo e 0s respectivos extratos. Inicialmente, com auxilio de um pHmetro
(Tecnal) foram determinados os pH dos meios de producdo. Essa medicdo foi
efetuada com o intuito de verificar se os valores encontrados variavam entre 4-6, visto
gue essa € a faixa considerada Gtima para a obtencdo da CB, conforme ja descrito
por Keshk (2014). Por esse motivo, ndo houve nenhum ajuste de pH antes da
utilizacdo dos meios de produgéo.

Todos os meios obtidos foram previamente esterilizados em autoclave a 121 +
1 °C por 15 min. A suspensao celular foi incubada em 100 mL de cada um dos meios
produzidos a 30 = 2 °C durante 7 dias em frascos Schott (500 mL) sob condi¢gbes

estaticas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Na Tabela 2 é
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mostrada a composicao e o pH de cada um dos meios de producdo empregados para

a obtencao das CB.

Tabela 2 - Composicéo e pH dos meios modificados utilizados na producdo da celulose bacteriana.

Meio Hestrin e

ic5 Extrato
Composigao Schramm (HS) pH Denominag&o
dos meios (% VIV)
(% viv)
Meio padrao 0 100 5,0 HS
100 0 4,0 U100
Casca de uva 50 50 44 Uso
25 75 4,9 u25
100 0 6,0 R100
Repolho roxo S0 50 53 R50
25 75 5,8 R25

Fonte: a autora (2022).

Conforme descrito na Tabela 2, os dois extratos obtidos foram empregados em
diferentes proporcées como meios modificados para a obtencdo da CB (processo in
situ). Além disso, o meio HS padréo puro também foi usado como meio de producéao.
A CB obtida a partir desse meio tradicional serviu de parametro comparativo em
relagdo as propriedades das membranas oriundas dos meios modificados, além de ter
sido utilizada no método de aditivacdo ex situ.

Apés a producdo das membranas, elas foram armazenadas sob refrigeracao
(4 £ 1 °C), em recipientes contendo agua deionizada. Os recipientes utilizados eram
opacos para que as membranas ficassem sob abrigo da acdo da luz. Além disso,
foram calculados os rendimentos de celulose Umida e seca, a partir da pesagem das
amostras depois dos 7 dias de cultivo com a utilizagcdo de 100 mL de meio de

fermentacédo. Os valores obtidos foram expressos em g.L™.
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3.6 PURIFICACAO DA CELULOSE BACTERIANA

As membranas de CB produzidas com o meio HS padrdo que seriam
empregadas no método de aditivacdo ex situ, inicialmente foram submetidas a um
processo de purificagdo com hidroxido de sédio (NaOH). Tal procedimento ndo foi
empregado nas demais amostras produzidas com meios modificados pelos extratos
in situ, pois os constituintes que comp&em as membranas produzidas séo sensiveis a
variacfes de pH.

As CB obtidas depois do processo de crescimento foram coletadas, lavadas
em agua destilada e purificadas, com o intuito de eliminar as células bacterianas
retidas nas membranas. O processo de purificacdo foi realizado de acordo com o
procedimento descrito por Amorim et al. (2020), em que se utilizou a imersédo das
membranas produzidas em solucédo de NaOH (0,1 mol.L*) a 90 + 1 °C durante 20 min.
Em seguida, as membranas foram lavadas com 4gua deionizada até a obtencdo de
pH 7.

3.7 PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA PELO METODO EX SITU

O processo de aditivacao ex situ dos antioxidantes naturais obtidos foi realizado
seguindo a metodologia adaptada de Pacheco et al. (2017). As membranas de CB
produzidas pelo meio HS padréo, ainda umidas, foram pesadas e 50% de sua massa
total, composta por agua retida nas fibras celulésicas, foi removida por pressao
manual. Em seguida, cada membrana foi colocada em uma placa de Petri e recebeu
a adicao superficial e de forma homogénea do extrato. As placas foram agitadas em
mesa agitadora (marca) por 35 min, a 150 rpm e 25 + 3 °C. Durante a agitagao, as
membranas foram reviradas a cada 5 min com o auxilio de uma pin¢a. Todo
procedimento foi realizado para cada um dos extratos obtidos.

Apos o processo de aditivagdo com os diferentes extratos, as membranas de
CB obtidas pelos métodos in situ e ex situ foram acondicionadas separadamente em
sacos plasticos do tipo Zip Lock, com fecho hermético, fabricado em polietileno de alta

densidade (PEAD) e submetidas ao processo de esterilizag&o por irradiacdo gama.
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3.8 ESTERILIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

Apos a aditivacdo das membranas de CB in situ e ex situ, elas foram irradiadas
na dose de 25 kGy, a temperatura de 25 £ 3°C, por um periodo de 15 h e 35 min
(PAULA et al., 2019). As irradiacBes foram executadas com o auxilio de um irradiador
de Co® (taxa de 1,604 kGy-h1), em equipamento Gammacell 220 Excel MDS Nordion,
localizado no Laboratério de Metrologia das Radiacfes lonizantes do Departamento
de Energia Nuclear da UFPE (LMRI-DEN/UFPE). De posse das membranas de CB,
estas foram submetidas as técnicas de caracterizacdo, descritas no item 3.9, antes e
apos serem expostas ao processo de esterilizacdo com a finalidade de avaliar a
viabilidade celular e as propriedades fisico-quimicas, além da eficiéncia desse

processo de radiacao ionizante como meio de esterilizacdo para o material obtido.

3.8.1 Teste de eficiéncia da esterilizacao

O teste para determinar a eficiéncia do processo de esterilizacdo por irradiacao
gama foi realizado por meio da inoculacdo das membranas de CB estéreis em meios
gue continham a mesma composicao dos utilizados no procedimento de producgéo. As
condicdes de inoculacdo também foram idénticas as utilizadas para a producdo da CB
(100 mL de meio a 30 + 2 °C durante 7 dias). Apds o periodo de teste, a avaliacao foi
feita por meio da comparacdo entre cada uma das membranas obtidas sem
esterilizacdo e as esterilizadas por irradiagdo gama. Tal comparacao foi realizada a
partir da avaliacdo de aspectos referentes a indicios de contaminacdo com a presenca

de bolores, além da avaliacdo de turvacéo de meio e de crescimento celular.

3.9 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

Para determinar as caracteristicas das membranas de CB produzidas ao longo
do trabalho foram realizados testes com a utilizagdo de algumas técnicas de
caracterizacdo, de modo a determinar suas propriedades quimicas e estruturais.
Essas foram realizadas antes e apGs as amostras serem submetidas ao processo de

esterilizac&o por irradiacdo gama.
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3.9.1 Capacidade de retencao de agua

As membranas Umidas de CB obtidas apds 7 dias de cultivo foram pesadas em
balanca analitica (Shimadzu) e secas em estufa (Tecnal) a 50 + 2°C para remocao da
agua, até a obtencédo de peso constante. Em seguida, o percentual da capacidade de
retencdo de agua (CRA) foi determinado utilizando a Equacéo 1.

(Média dos pesos tmidos—Média dos pesos secos)
CRA (%) = 2 > 1)

(Média dos pesos umidos)

3.9.2 Porosidade

A determinacdo da porosidade da superficie das membranas de CB obtidas
apos 7 dias de cultivo foi realizada com a utilizacdo da Equacéo 2 (DING et al., 2016).
Nesta equacdo, Ww e Wg sdo o0s pesos das membranas uUmidas e secas,
respectivamente, d é a densidade da agua (1 g.cm), D é a espessura da membrana

(cm), e, A é a area da membrana (cm?).

Porosidade = (% ) x 100% (2)

3.9.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foi empregada para avaliacdo das mudancas estruturais da cadeia polimérica
das membranas de CB obtidas. Antes da analise, as amostras foram secas em estufa
e mantidas em dessecador com silica gel a temperatura de 25 + 3°C.

As membranas foram analisadas utilizando um espectrdmetro Bucker FTIR
(Equinox 55 Model, Bruker Co., Ettlingen, Alemanha) e medidos em um dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR) horizontal através de uma placa de células
cristalinas (45° ZnSe; 80 x 10 mm; espessura: 4 mm) (PIKE Technology Inc., Madison,
WI, USA). A faixa de varredura utilizada foi de 4000-400 cm™, apds 32 varreduras com
resolucdo de 4 cm™. Os dados espectrais obtidos foram processados com correcdo

das linhas de base e normalizagao.
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3.9.4 Difratometria de raios-X

Os indices de cristalinidade das membranas de CB (ClI) foram calculados pela
Equacgéo 3, conforme descrito por Segal et al. (1959). Esta equacdo baseia-se na
diferenca de intensidade entre 0os picos maior e menor, 0s quais correspondem as

fases cristalina (Ic) e amorfa (la), respectivamente.
Ic = [%=2] x 100% (3)

Os padrdes de difratometria de raios-X (DRX) das membranas de CB foram
obtidos com a utilizacdo de um difratdbmetro Rigaku com um tubo de cobre (A = 0,154
nm), voltagem de 40 kV e corrente de 20 mA, em uma faixa angular (escala 26) de

10° a 30° e velocidade de varredura de 0,5°.min™1.

3.9.5 Analise termogravimétrica

A avaliagéo da estabilidade térmica das membranas de CB obtidas foi realizada
através da técnica de andlise termogravimétrica (TGA). Inicialmente, pesou-se
aproximadamente 8 mg de cada amostra, em seguida, elas foram digitalizadas de 30
°C até 600 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio com uma taxa de fluxo de 20 mL-min-
! para evitar a degradacéo termo oxidativa das amostras (taxa de aquecimento: 10
°C-mint). O analisador utilizado foi da Mettler Toledo, localizado no Laboratério de
Petroquimica (LPQ) da UFPE.

3.9.6 Microscopia eletronica de varredura

Para a determinacao das morfologias das membranas de CB ap0s os 7 dias de
cultivo foi utilizada a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV).
Inicialmente, as membranas obtidas foram secas e recobertas por um filme condutor.
O microscopio eletronico utilizado foi o da marca VEGA3 Tescan, operando com
tensbes de 5 ou 10 kV e aumento de 10 kx, esse equipamento encontra-se localizado
no Centro Multiusuario de Pesquisa e Caracterizacdo de Materiais (CEMUPEC) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE-UACSA).
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3.9.7 Avaliacdo da atividade antioxidante

A determinacao da atividade antioxidante das membranas de CB e dos extratos
brutos foi realizada pelo método de sequestro de radicais livres com uso do 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), conforme a metodologia descrita por Brand-Williams e
colaboradores (1995). O DPPH na forma de um radical estavel (DPPH*), em solugéo
de metanol, tem sido amplamente empregado na determinacdo da atividade
antioxidante de compostos ou extratos especificos. Esta solucdo foi avaliada no
comprimento de onda de caracteristico (515 nm).

Para realizacdo desta analise, inicialmente foi preparada a solu¢cdo de DPPH*
em metanol 80% na concentragdo de 2,5 mg.Lt. Em seguida, 0,1 mL de cada amostra
foi pipetado e colocado em contato com 3,9 mL da solucdo metandlica de DPPH*. A
solucéo resultante foi deixada em repouso por 30 min ao abrigo da luz.

As leituras de absorbancia foram realizadas em um espectrofotometro de
ultravioleta-visivel (UV-Vis) Edutec, localizado no Laboratério de Petroquimica (LPQ)
da UFPE. Todas as leituras foram realizadas em triplicata e a capacidade de
sequestrar radicais livres (DPPH*) foi determinada com base no decaimento da
absorbancia observada (Equacédo 4). Nesta equacao, Absy é a absorbancia do branco
(solucdo de DPPH) e Absa € a absorbéancia da amostra em solucao. O resultado foi

expresso em termos de % de inibicdo da atividade antioxidante.

(Absp— Absg)

% Inibicdo DPPH* = .
b

x 100 (4)

3.9.8 Avaliacdo da capacidade de liberacdo dos extratos em agua

Para estimar a capacidade de liberacdo do extrato em 4gua por cada uma das
amostras foi definido um tempo de 24 h de contato entre cada uma das membranas
em 20 mL de agua deionizada. Para a aditivacdo dos extratos nas amostras foi
utilizada a metodologia empregada na producédo das amostras ex situ (adaptacéo de
Pacheco et al., 2017), conforme descrito no item 3.7. O procedimento foi realizado
para todas as amostras obtidas.

ApOs o processo de aditivacao, as membranas foram colocadas em recipientes

fechados contendo 20 mL de agua deionizada durante 24 h. Em seguida, foi realizada
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uma varredura espectral (400-700 nm) dos sobrenadantes e de cada um dos extratos
utilizados via espectrofotometria de UV-Vis, utilizando um equipamento da
Thermoscientific (Modelo Genesys), localizado no Laboratério de Engenharia
Ambiental e da Qualidade do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ-UFPE).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do trabalho, todas as amostras de CB produzidas com os diferentes
meios de fermentagao foram preparadas em triplicata. Para avaliar a confiabilidade
dos resultados obtidos, os valores de rendimento foram expressos em média (u) e
desvio padrao (o).

Os resultados dos experimentos referentes a obtencdo das amostras de CB, o
emprego delas nas diferentes técnicas de caracterizacdes, a avaliacdo do processo
de esterilizacdo com irradiacdo gama e seus efeitos nas propriedades fisico-quimicas,
como também a avaliacdo da capacidade de liberacdo dos extratos em agua estao os

apresentados em cada uma das etapas descritas nesta secao.

4.1 PRODUCAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA PELO METODO
IN SITU

Os rendimentos médios de producdo para os diferentes meios de cultura
empregados em termos de peso da membrana hidratada e da membrana seca, apos
os 7 dias de cultivo, foram determinados. Além disso, foram estimados 0s custos
médios de producédo da CB por litro de meio empregado e por massa de CB seca em
gramas. E importante destacar que tais custos correspondem a cerca de 30% do valor
de custo total de producdo das membranas, pois eles foram estimados considerando
apenas valores necessarios para a aquisicao dos diferentes meios de fermentacéo
empregados nas producdes da CB. Os valores utilizados foram baseados em precos
médios de mercado encontrados na cidade do Recife, no estado de Pernambuco,
calculados em maio de 2022. Os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Rendimento das membranas de celulose bacteriana (CB) Umida e seca para cada meio de
cultura utilizado e o custo médio de produgao. HS: meio padrdo. U100, U50, U25, R100, R50, R25:

meios com diferentes composi¢Bes dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R).

Rendimento

Rendimento

CB Uumida CB seca Custo Custo
Meios de cultura R$-LL R$-gL
(g-Lh) (g-L?Y ( ) (R$97)
Mo Mo H H
Hestrin-Schramm (HS) 120,55+ 2,4 1,90 £ 0,27 12,70 6,68
Uva 100% (U100) 84,45+2,3 0,92 +0,13 11,06 12,02
Uva 50% (U50) 122,89+ 3,7 1,81+0,32 11,88 6,56
Uva 25% (U25) 134,45+1,9 2,68 £ 0,51 12,29 4,58
Repolho 100% (R100) - - - -
Repolho 50% (R50) 155,55 + 3,9 3,76 £ 0,38 6,72 1,79
Repolho 25% (R25) 149,15+ 3,8 2,94 +£0,40 9,71 3,30

p=média; o=desvio padrao.
Fonte: a autora (2022).

Com base nos dados apresentados na Tabela 3 é possivel observar que, apos
os 7 dias de fermentagédo, com excecao apenas do meio de cultura contendo o extrato
de repolho roxo puro (R100), em todos os outros meios empregados houve producao
de CB. Por este motivo, o extrato puro de repolho roxo (R100) passou a ser utilizado
apenas no processo de aditivacdo ex situ (ver item 4.2).

Com relagéo aos custos de producao obtidos, foi possivel perceber que os
meios alternativos apresentaram, de uma forma geral, uma reducdo dos custos
guando comparado ao encontrado na producéo que fez uso apenas do meio padréo
HS. Tal fato demonstra que a utilizagdo dos meios modificados pelos extratos obtidos
€ de grande interesse, pois sdo capazes de serem utilizados como fontes alternativas
ao meio padrao HS melhorando a relacéo custo-beneficio do processo de obtencéo
da CB. Isso contribui para reduzir o custo do processo como um todo, favorecendo
sua producao e comercializagao, que tem como um dos principais fatores limitantes o

custo, conforme ja relatado por Xu e colaboradores (2022).
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Na Figura 11 estdo ilustrados os sistemas de producédo de cada uma das
membranas de CB contendo os meios de fermentacdo, assim como as membranas ja

produzidas na superficie deles apos os sete dias de cultivo.

Figura 11 - Meios de producao das membranas de celulose bacterianas. U100, U50, U25, R100, R50,
R25: meios com diferentes composicdes dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R).

U50

S

~

R100

I

i@

Fonte: a autora (2022).

Com base nas imagens dispostas na Figura 11, bem como nos valores de
rendimentos apresentados na Tabela 3 € possivel observar que para o extrato do
repolho roxo empregado no processo in situ, ha auséncia de producdo apenas na sua

forma pura (R100). Por este motivo, essa composicado passou a ser empregada
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apenas no processo de aditivacao ex situ, conforme ja destacado anteriormente. Este
resultado pode ser justificado devido a caréncia de nutrientes, sobretudo quanto a
disponibilidade de fonte de carbono, visto que ocorreu a produgcéo das membranas de
CB quando o extrato de repolho roxo foi empregado nas diferentes proporcdes
estudadas com o meio HS padréao (R50 e R25).

Ainda de acordo com os dados da Tabela 3 e as imagens apresentadas na
Figura 11, ttm-se que entre os meios empregados, 0s constituidos por uma propor¢éao
percentual do meio padrdao HS e os meios alternativos de uva ou de repolho roxo
apresentaram rendimentos superiores ao encontrado para producdo com o meio HS
puro. Com relacdo aos extratos puros, apenas o de uva (U100) foi capaz de obter a
membrana, resultando em uma producdo minima da CB. Tais resultados confirmam a
dependéncia do rendimento da producéo de CB com a disponibilidade e o tipo de fonte
de carbono, bem como dos diferentes valores de pH encontrados em cada um dos
meios de cultura utilizados, conforme ja relatado por Costa et al. (2017).

Os meios alternativos que se destacaram com os melhores rendimentos foram
os de composic¢des de 50% extrato de repolho roxo e 50% meio HS padréo (R50), e,
de 25% extrato de repolho roxo e 75% meio HS padrdo (R25). Tais resultados
sugerem que a adicdo de outros compostos ao meio HS padrao pode potencializar a
producdo da CB, conforme ja relatado por Keshk (2014) com a adicdo de &cido
ascorbico. O melhor rendimento foi obtido com 0 meio R50 com valores médios de
155,55+ 3,9g.Lt de meio e 3,76 + 0,38 g.L* de meio para a celulose hidratada e para
a celulose seca, respectivamente. Estes valores correspondem a um aumento de
rendimento para as membranas de CB hidratada e seca em relacdo ao meio HS
padrao de aproximadamente 29% e 98%, respectivamente. Tais resultados sdo muito
satisfatorios, pois correspondem a um aumento de rendimento de producéo aliado ao
fato de ser, entre os meios empregados, aquele que apresentou 0 menor custo médio
de producéo no valor de R$ 6,72 para cada litro de meio utilizado.

Os demais rendimentos apresentados sdo compativeis com o0s encontrados
em trabalhos anteriores que também fizeram uso de meios alternativos envolvendo a
utilizacdo de extratos vegetais para a producao de CB. Como, por exemplo, os
resultados relatados por Amorim et al. (2019) com o uso do residuo da fruta acerola
(Malpighia emarginata), e, por Costa et al. (2017) com o uso do melagco da cana-de-

acucar (Saccharum officinarum). Os valores de rendimentos obtidos demonstram a
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viabilidade da utilizacéo dos extratos da casca de uva e de repolho roxo em diferentes
propor¢cdes com o meio HS padrao para a obtencdo das membranas de CB.

As amostras obtidas em cada meio exibiram mudancas morfolégicas
relacionadas a espessura e coloracdo. As diferentes coloragbes apresentadas estao

ilustradas nas imagens mostradas na Figura 12.

Figura 12 — Aspectos das membranas de celulose bacteriana Umidas para cada meio de cultura
utilizado. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composi¢cdes dos extratos de uva (U) e
repolho roxo (R) e HS: meio padrao.

Fonte: a autora (2022).

Com relacdo as imagens dispostas na Figura 12, € possivel observar aspectos
visuais distintos quanto a coloracao de cada membrana obtida, a partir dos diferentes
meios de fermentacdo empregados. Além disso, as membranas de CB Umidas
resultantes apresentaram espessuras distintas que sao proporcionais aos diferentes
valores de rendimentos encontrados, visto que todas elas possuem o0 mesmo

diametro.
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Apoés a producdo das membranas de CB, estas foram submetidas a um
processo de purificacdo, por meio do tratamento com solucéo de NaOH a quente, com
o intuito de inativar a biomassa da bactéria Komagataeibacter hansenii retida nas
fiboras das membranas. Com esse processo de purificacdo foi possivel perceber
mudancas na intensidade de coloracdo das membranas obtidas com os meios
alternativos. Tal modificacdo de cor esta associada a variacdo do pH das membranas
apos o contato com NaOH, bem como ao aumento de temperatura a que elas foram
submetidas. Essas altera¢cdes de coloracéo decorrem da reconhecida sensibilidade a
variacfes de pH e temperatura de substancias presentes nos extratos utilizados, as
antocianinas (MUSSO; SALGADO; MAURI, 2019).

Em decorréncia dos efeitos adversos observados nas membranas produzidas
com os meios modificados pelos extratos ap6s a purificacio com método
convencional (NaOH a quente), foi determinado que elas ndo seriam submetidas a tal
método. Para promover a inativacdo celular da biomassa de bactérias presentes nas
fibras das CB formadas foi proposto a técnica de esterilizagédo por irradiacdo gama.
No entanto, para as membranas de CB produzidas apenas com meio padrao HS, o
processo de purificacdo convencional com NaOH a quente foi realizado (Figura 13).
Tal uso foi justificado pelo emprego posterior dessas membranas no processo de
aditivacao ex situ. Além disso, as membranas produzidas com meio HS ndo possuem
em sua composi¢ao substancias, como a antocianina, 0 que permite o emprego da
técnica de purificacdo citada sem ocasionar nenhuma alteracao de propriedades nas

membranas.

Figura 13 — Aspecto da membrana de celulose bacteriana produzida com meio HS antes (a) e apds
(b) a purificacdo com hidréxido de sddio.

HS sem purificacéo (a) HS purificada (b)

Fonte: a autora (2022).
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Na Figura 13 (a) esté ilustrado o aspecto da membrana de CB obtida com
meio HS padrdo antes de passar pelo processo de purificacdo. Nela € possivel
observar uma coloracao caracteristica que corresponde a mesma encontrada no meio
HS padréo. ApGs passar pelo processo de purificacéo (Figura 13 (b)), a membrana de
CB assume uma coloracdo branca. As membranas de CB produzidas apenas com
meio HS apads a purificacdo foram empregadas no processo de aditivacédo ex situ com

oS extratos obtidos.

4.2 ADITIVACAO DOS ANTIOXIDANTES NATURAIS PELO METODO EX SITU NA
CELULOSE BACTERIANA

Finalizada a etapa de purificacdo das membranas de CB, procedeu-se com a
aditivacdo ex situ do material. Na Figura 14 é mostrado o esquema do processo de
modificacdo das membranas de CB pelo método de aditivacao ex situ de cada um dos

extratos obtidos.
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Figura 14 — Esquema do processo de aditivacdo ex situ para as membranas de celulose bacteriana.
HS: meio padrao. U“ex situ”; extrato de uva. Rex situ”: extrato de repolho roxo.

HS + extrato
de UVA U“ex situ”

HS + extrato
de REPOLHO R*“ex situ”

Fonte: a autora (2022).

Observando as imagens dispostas na Figura 14, é possivel notar a mudanca
de coloracéo caracteristica para cada membrana de CB. Essa coloracao resultante
corresponde a mesma observada nos respectivos extratos in natura. Ela esta
relacionada a coloragéo de cada extrato.

Apbs o procedimento foi possivel observar que ocorreu total incorporagédo do
extrato utilizado. Além disso, uma aparente distribuicdo superficial homogénea, em
cada caso, foi observada. Sendo assim, passou-se a etapa de avaliacdo da

capacidade de retencéo da agua.
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4.3 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA

A CRA foi determinada para as membranas de CB obtidas com os diferentes
meios de cultura apos os 7 dias de cultivo. Os resultados de CRA (%) estdo dispostos

na Tabela 4.

Tabela 4 — Capacidade de retencdo de agua (CRA) das membranas de celulose bacteriana. HS: meio
padrdo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e
repolho roxo (R).

Membranas de CB CRA (%)
Hestrin-Schramm (HS) 98,42 + 0,34
Uva 100% (U100) 98,94 + 0,39
Uva 50% (U50) 98,53 + 0,31
Uva 25% (U25) 98,01 £ 0,17
Repolho 50% (R50) 97,58 + 0,23
Repolho 25% (R25) 98,03 + 0,18

p=média; o=desvio padrao.
Fonte: a autora (2022).

Para todos os meios de cultura utilizados, os resultados alcancados (Tabela 4)
confirmam que as membranas de CB possuem uma elevada capacidade de retencao
de agua com valores em torno de 98%. Estes valores estdo em concordancia com o
qgue foi descrito por Galdino Junior e colaboradores (2020) para celulose bacteriana
obtida a partir do meio padrdo HS, que conseguiram valor de CRA igual a 98,61 +
0,55%. Vale ressaltar que, apesar da utilizacdo dos meios de producéao alternativos, a
capacidade de retencdo de agua nas membranas se manteve. Esse comportamento
também foi observado por Amorim e colaboradores (2019) que fizeram uso de sumos
de fruta para obtengéo da CB e por Xu e colaboradores (2022) que utilizaram residuos
de batata doce hidrolisada na obtencdo da CB. Dentre as amostras produzidas, a
membrana que apresentou a maior CRA média foi a obtida com extrato de uva puro
(U100) com um valor de 98,94 + 0,39 %.

O alto conteudo de agua da CB é explicado por sua elevada porosidade, bem

como pela presenca de muitos grupos hidroxilas em sua estrutura retendo a agua por
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meio de ligacbes de hidrogénio (CAMPANO et al.,, 2015). Esta propriedade é de
grande importancia, visto que fornece caracteristicas ideais para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos e cosméticos, como curativos para a pele e mascaras
faciais, respectivamente (XU et al., 2022). Além disso, é responséavel por permitir um
aumento de hidratacdo da pele, bem como facilitar o processo de impregnacéo de
substancias possibilitando a entrega de compostos ativos (BIANCHET et al., 2020).
De posse destes resultados, passou-se entdo a avaliacdo da porosidade das
membranas de CB.

4.4 POROSIDADE

Como mencionado anteriormente, a porosidade é uma caracteristica
importante da CB, sendo necessaria a avaliagdo dos valores deste parametro para
cada uma das membranas produzidas. Os valores de porosidades das membranas

obtidos apds 7 dias de cultivo estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Porosidades das membranas de celulose bacteriana. HS: meio padrdo. U100, U50, U25,
R50, R25: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R).

Porosidade (%)
Membranas de CB

n+o
Hestrin-Schramm (HS) 76,55+ 0,51
Uva 100% (U100) 89,84 + 0,53
Uva 50% (U50) 86,80 £+ 0,50
Uva 25% (U25) 85,02 £ 0,39
Repolho 50% (R50) 61,20 £ 0,45
Repolho 25% (R25) 77,61 £ 0,39

M = média. o = desvio padréao.
Fonte: a autora (2022).

Conforme os dados apresentados na Tabela 5, tém-se que todas as amostras
apresentaram altos valores de porosidade (com valores médios entre 61-89%). A
porosidade é uma propriedade de grande importancia na melhoria da capacidade dos
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materiais incorporarem outros compostos em sua estrutura, por meio de processos de
absorcao e/ou adsorcdo (MEFTAHI et al., 2022).

Os valores de porosidade das membranas de CB produzidas variaram de
acordo com o meio de fermentacdo empregado no processo. Além disso, a
comparacao desses valores foi dependente da espessura obtida para as membranas
obtidas. Desse modo, pbéde-se constatar que as membranas de CB com maior
espessura, ou seja, com maior rendimento de producao levaram a uma consequente
diminuicdo da porosidade. Essa tendéncia ocorre devido ao incremento na
concentracdo de fibras com a formacdo de uma rede tridimensional mais densa,
comumente encontrada nas membranas mais espessas (ADEPU et al., 2020).

O comportamento da dependéncia da porosidade com a espessura das
membranas é justificado pelo modo que ocorre o processo de crescimento da CB.
Com o passar do tempo de fermentacdo empregado, hd uma adesédo dos filmes
formados em camadas, uns sobre 0s outros, com 0 consequente aumento de
espessura e do rendimento de producéo. Esse incremento na espessura leva a uma
diminuic&o de volume de poro. Tal comportamento também foi observado por Galdino
Junior et al. (2020). Neste trabalho os pesquisadores compararam a porosidade das
membranas de CB em diferentes tempos de fermentacéo e observaram que ha uma
reducdo da porosidade a medida que aumenta o rendimento de producdo das
membranas, ou seja, com o incremento da espessura.

Entre as amostras produzidas com diferentes composi¢des do extrato de uva,
o valor de porosidade encontrado para todas as amostras foi superior a 85%. Dentre
elas o maior valor foi observado para a amostra U100 (89,84 + 0,53 %). No caso das
membranas produzidas com o extrato de repolho, a maior porosidade foi observada
para a amostra R25 (77,61 £ 0,39). Tais valores sdo compativeis com os rendimentos
obtidos para as membranas de CB, conforme descritos anteriormente na Tabela 3
(item 4.1).

Ainda analisando os dados da Tabela 5, percebe-se que a membrana U100 foi
a que apresentou maior porosidade (89,84%). Esse resultado também significa que
essa membrana permite a penetracdo de maior quantidade de moléculas de agua, ou
seja, que possui uma maior capacidade retencdo da 4gua (CRA). Tal resultado esta
de acordo com o observado na Tabela 4 (item 4.3), em que a membrana que obteve
maior CRA também foi a U100 (98,94 * 0,39%).
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Os altos valores de CRA e porosidade encontrados para todas as amostras de
CB séao também justificados pela grande quantidade de grupos hidroxilas ("OH)
presentes em sua estrutura (CAMPANO et al.,, 2015). Tais propriedades sao de
grande interesse para o desenvolvimento de produtos cosméticos, pois elas permitem
um aumento da hidratacédo da pele, além de possibilitar a entrega de compostos ativos

gue podem ser mais facilmente impregnados na CB (BIANCHET et al., 2020).

4.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

ApoOs a determinacao das propriedades de capacidade de retencdo de agua e
porosidade, foram avaliados aspectos qualitativos estruturais das membranas
produzidas através da técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR). Na Figura 15 estdo dispostos os espectros de FTIR das membranas
de CB obtidas ap6s os 7 dias de cultivo, tanto para o meio padrdo HS como para as
resultantes da utilizacdo dos extratos da casca de uva e de repolho em diferentes

composicoes.

Figura 15 — Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das membranas de
celulose bacteriana. HS: meio padrdo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes
composicdes dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ.
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Fonte: a autora (2022).
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A partir dos espectros da Figura 15 foi possivel observar que, independente da
composicdo do meio empregado no processo de sintese, as principais bandas
caracteristicas da CB para todas as membranas produzidas foram encontradas. Estes
resultados indicam que a modificagdo dos meios com 0s extratos da casca de uva e
o repolho roxo, utilizados no processo fermentativo, ndo representou influéncia na
estrutura molecular das CB obtidas, resultado semelhante ao relatado anteriormente
por Wu e colaboradores (2021) na producao de in situ de CB utilizando como meio de
fermentacdo a goma gelana com diferentes teores de acila.

As principais bandas da CB destacadas nos espetros foram: uma banda
intensa na regido de 3336 cm™ atribuida ao alongamento vibracional dos grupos
hidroxilas (O-H), um pico agudo em 2895 cm™ que corresponde ao estiramento
vibracional assimétrico das pontes de metileno (-CH2-), um pico em 2839 cm
referente ao estiramento vibracional simétrico dos grupos metila (-CHs), picos nas
regides de 1427 cm™ e 1315 cm referentes as ligacdes C-OH e C-H, e, nas regides
de 1160 cm™ e 1109 cm™ atribuidos aos estiramentos dos grupos C-O e C-OH, além
de uma banda em 1055 cm™ atribuida ao alongamento das ligacdes C-O-C e C-OH
em carboidratos (POURJAVAHER et al., 2017; REVIN et al., 2018; KHAN, KADAN,
DUTT, 2020).

Os espectros de FTIR (Figura 15) exibiram ainda uma banda na regidao de 1649
cm! que corresponde a vibracao da ligacdo H-O-H referente a &gua absorvida (KHAN,
KADAN, DUTT, 2020). De acordo com os resultados de Pourjavaher e colaboradores
(2017), esta banda pode ser atribuida a vibracdo de estiramento do anel aromatico
(C=C) de compostos fendlicos, como a antocianina. Essa substancia pertence a
familia dos flavonoides e € responsavel pelos tons de vermelho, roxo e azul de
diferentes tipos de plantas, raizes e frutas, como a uva e o repolho roxo.

Ao comparar os espectros dispostos na Figura 15 (b) € possivel observar uma
clara distingdo na intensidade desta banda para as membranas com extrato de
repolho roxo (R50 e R25) em relacdo a obtida com meio padrdo (HS). A intensidade
da banda mencionada foi maior com o aumento da concentracdo de antocianinas
presentes nas amostras, ou seja, na amostra R50 foi possivel observar uma
intensidade maior do que na amostra R25.

Para a amostra U100 (Figura 15 (a)), obtida a partir do extrato de uva puro, foi
possivel perceber no espectro de FTIR o aparecimento de uma banda adicional na

regido de 1716 cm™ referente ao estiramento do grupo carbonila (C=0). Isto indica a
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presenca de polissacarideos como a pectina, muito encontrada na parede celular de
tecidos vegetais, principalmente de frutas, além da presenca de alguns acidos
fendlicos (LU, HSIEH, 2012; BUENO et al., 2017).

4.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X

Apbés a andlise estrutural qualitativa das membranas produzidas, foram
avaliadas as suas estruturas cristalinas por meio da técnica de difratometria de raios-
X (DRX). Nos graficos dispostos na Figura 16 sdo mostrados os padrdes dos

difratogramas para determinacéo da estrutura cristalina das membranas de CB.

Figura 16 — Difratogramas de raios-X das membranas de celulose bacteriana. HS: meio padrao.
U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho
roxo (R) produzidos pelo método in situ.

Intensidade (cpi)
Intensidade (cps)
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Fonte: a autora (2022).

Nos difratogramas de todas as amostras apresentados na Figura 16 foi possivel
perceber a presenca de picos largos caracteristicos de materiais semicristalinos, como
€ o caso da CB. Em todas elas, foram encontrados angulos 26 em torno de 14,5° e
23° que correspondem aos planos cristalinos (110) e (200), respectivamente. Além
disso, em alguns difratogramas ficou também evidenciado um pico em torno de 16,4°,
o qual corresponde ao plano cristalino (010) comumente encontrado em amostras de

CB. Os planos cristalinos encontrados em todas as amostras coincidem com os ja

30
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destacados para membranas de CB em estudos anteriores (ABDELRAOF; HASANIN;
EL-SAIED, 2019; WU et al., 2021).

Para as amostras produzidas com os meios modificados, utilizando diferentes
composic¢des de extratos, foi observado que os angulos 20, em torno de 16,4°, foram
mais pronunciados em comparacdo com o observado na amostra produzida com o
meio HS padrdo. Tal comportamento pode ser justificado pelo surgimento de novas
regides de cristalinidade das amostras produzidas com meios contendo os extratos.
Além disso, as mudancas na intensidade relativa de todos os picos, comparando com
os difratogramas dos diferentes produtos de CB obtidos, podem estar relacionadas a
uma pequena diferenca na orientacdo das cadeias para todas as membranas CB,
conforme ja relatado por Machado e colaboradores (2018).

Todos os padroes de DRX demonstram que as membranas obtidas,
independente do meio de cultura utilizado, séo de celulose tipo |. Essa se apresenta
na forma de dois alomorfos la € Ig, cuja proporgéo difere de acordo com sua origem. A
celulose do tipo la« € a mais comumente encontrada no caso de celuloses derivadas
de bactérias. Ela exibe um arranjo estrutural triclinico entre suas cadeias que
interagem por meio de ligacbes de hidrogénio intermoleculares (ABDELRAOF;
HASANIN; EL-SAIED, 2019; GAYATHRI, SRINIKETHAN, 2019).

Os resultados apresentados no DRX foram utilizados para avaliar a estrutura
cristalina e amorfa dos biopolimeros produzidos, a partir do calculo dos indices de
cristalinidade (IC). Tal parametro é importante na determinacdo das propriedades
mecanicas das amostras. Na Tabela 6 é descrito o IC das membranas de CB
produzidas com os diferentes métodos de aditivacdo, os quais foram determinados

conforme descrito por Segal et al. (1959).
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Tabela 6 — indices de cristalinidade das membranas de celulose bacteriana. HS: meio padr&o. U100,
U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R)
produzidos pelo método in situ.

indice de cristalinidade (IC)
Membranas de CB

nto
Hestrin-Schramm (HS) 75,61 + 0,37
Uva 100% (U100) 56,75 + 0,83
Uva 50% (U50) 60,02 + 1,50
Uva 25% (U25) 59,08 + 0,91
Repolho 50% (R50) 68,70 £ 0,72
Repolho 25% (R25) 44,22 + 0,65

M = média. o = desvio padréo.
Fonte: a autora (2022).

De acordo com os valores apresentados na Tabela 6, foi observado que a
amostra com o maior IC foi a CB produzida com o meio HS padréo (75,61 + 0,37 %).
O resultado encontrado foi muito proximo ao comumente relatado por outros
pesquisadores para as membranas produzidas com o meio tradicional (GALDINO et
al., 2020; CAMPANO et al., 2015). Para as demais amostras produzidas pelo método
de aditivagdo in situ com cada um dos extratos nas diferentes proporgdes, foram
observadas reducdes no IC quando comparadas a obtida com o meio padréo HS.
Dentre as amostras produzidas com o extrato da casca de uva, o menor IC foi
encontrado para a U100 (56,75 + 0,83 %), enquanto para as obtidas com o extrato de
repolho roxo, o menor IC foi observado na R25 (44,22 + 0,65 %). Tais resultados
confirmam que a utilizacdo do método de aditivagcao in situ pode resultar em alteracdes
das propriedades e estrutura da CB produzida, pois o aditivo empregado pode afetar
a etapa de cristalizacdo da CB durante a fermentag&o, diminuindo o IC, conforme
resultados ja apresentados por outros pesquisadores (CAZON, VAZQUEZ, 2021;
DAYAL, CATCHMARK, 2016).

A cristalinidade tem influéncia na maioria das propriedades dos polimeros. A
medida que os teores de cristalinidade aumentam em um polimero, hd também o
aumento do modulo elastico, além da diminuicdo da ductibilidade e flexibilidade.

Assim, a reducdo da cristalinidade € uma propriedade desejada para a aplicacéao
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pretendida, pois na confeccdo de produtos cosméticos como, por exemplo, mascaras
e adesivos faciais para o tratamento da pele e olheiras, uma maior ductilidade permite
gue as membranas BC sofram deformacdes sem quebrar, a0 mesmo tempo que o
aumento da flexibilidade é capaz de proporcionar uma sensacéo de ajuste e conforto
na pele (MEFTAHI et al., 2022).

4.7 TERMOGRAVIMETRIA

Para a verificacdo da estabilidade térmica das amostras de CB secas apds 0s
7 dias de cultivo com os diferentes meios de cultura empregados, foram realizadas
analises termogravimétricas (TGA). Os resultados de decomposicao térmica obtidos
encontram-se dispostos na Tabela 7 e os perfis das curvas estéo ilustrados na Figura
17.

Tabela 7 — Dados de decomposi¢éo térmica das membranas de celulose bacteriana obtidas por meio
das curvas de analise termogravimétrica. HS: meio padrao. U100, U50, U25, R50, R25: meios com
diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ:

Tonset, Tendset: temperaturas de inicio e de fim para cada estagio.

1° Estagio 2° Estéagio 3° Estagio
Membranas
de CB (°C) (°C) (°C)
Tonset Tendset Tonset Tendset Tonset Tendset
HS 35 104 - - 238 383
U100 36 140 - - 236 328
u50 52 105 127 192 239 370
u25 53 104 130 188 245 368
R50 56 110 128 225 260 369
R25 56 104 140 194 261 361

Fonte: a autora (2022).
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Figura 17 — Curvas termogravimétricas das membranas de celulose bacteriana. HS: meio padrao.
U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho
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Fonte: a autora (2022).
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A partir dos resultados dispostos na Tabela 7 e da observacéo dos perfis das
curvas termogravimétricas (TGA e DTG) da Figura 17, é possivel perceber a

ocorréncia de dois ou trés estagios de perda de massa para todas as amostras. O

primeiro refere-se a evaporacao de agua absorvida na membrana de CB mesmo apos

0 processo de secagem. Em relacdo ao terceiro estigio, a perda de massa €

associada com a propria degradacéo térmica da celulose bacteriana que ocorre em

uma faixa de temperaturas mais altas, em torno de 236 a 380 °C. Nesta fase ha um
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processo caracteristico de degradacdo, despolimerizacdo, desidratacdo e
decomposicdo das unidades de monossacarideos de glicose com a consequente
formacao de residuos de carbono, ja que é sabido que o principal estagio de pirdlise
da celulose ocorre em uma faixa de temperatura de 300 a 380 °C (ZHU et al., 2004).
Estes resultados sdo muito semelhantes aos descritos na literatura (COSTA et al.,
2019; GAO et al., 2019).

Algumas amostras produzidas com meios contendo diferentes proporgdes do
padrdao HS e dos extratos da casca de uva ou de repolho roxo (U50, U25, R50 e R25),
apresentaram um segundo estagio de perda de massa intermediario em torno de 127
a 225 °C. Tal perda, provavelmente, esta relacionada a alguns constituintes existentes
no meio de fermentacao que podem ter sido formados pela jungéo na composicao dos
meios HS com o extrato.

Um dos critérios para avaliar o processo de degradacao do material € a partir
de sua temperatura maxima (Tmax). Essas estdo destacadas nas Figuras 17 ((b) e (d)).
Para as amostras em estudo, a membrana de CB produzida com o meio padrao puro
(HS) foi a que apresentou maior valor com Tmax = 349 °C. Enquanto a menor
temperatura maxima de degradacéao foi encontrada para a membrana de CB obtida
com extrato de uva puro (U100) (Tmax = 308 °C). As alteracdes nas temperaturas de
degradacdo podem ser justificadas pelos componentes presentes nos extratos de uva
e repolho, como polissacarideos e alguns compostos fendlicos que devem contribuir
com as alteragBes no processo de degradacao térmica do polimero (COSTA et al.,
2019). No entanto, todas as membranas de CB exibiram uma decomposi¢cdo maxima
entre 308 e 349 °C, o que demonstra boa estabilidade térmica mesmo com a utilizacao
dos meios alternativos.

E possivel observar, ainda, uma concordancia entre os valores dos indices de
cristalinidade anteriormente calculados com os dados de difratometria de raios-X
(Tabela 6 do item 4.6) e a tendéncia de degradabilidade térmica observada nas
amostras. O aumento da estrutura cristalina exige uma temperatura de degradacao
térmica mais elevada (KESHK, 2014). Dentre as amostras produzidas, a obtida com
0 meio padrédo HS é a que apresentou maior IC (75,61 %) e, consequentemente, maior
Tmax de degradacgao (349,51 °C).

Ha trabalhos que também inferem a estabilidade referente ao conteudo de
massa residual. Nesse caso, 0s meios contendo os extratos de uva e repolho roxo

apresentam maiores percentuais de massa residual que a CB no meio de HS. Isso
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ratifica que a estabilidade dessas membranas esta associada as estruturas quimicas
das antocianinas e compostos fendlicos que sao relativamente estaveis ao calor (SANI
et al., 2021; GALDINO et al., 2022).

E necessario destacar também que, em todas as curvas, ndo foi observado a
estabilizacdo na faixa de temperatura estudada, sugerindo que o0 processo de
degradacdo continua ocorrendo até temperaturas mais altas (acima dos 600 °C).
Ademais, pode-se concluir que estes meios alternativos empregados na biossintese
de CB contribuem para reduzir o custo de sua producdo, ao mesmo tempo que

conseguem manter uma boa estabilidade térmica dos materiais produzidos.
4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para avaliar as morfologias das membranas produzidas foi utilizada a técnica
de microscopia eletrénica de varredura (MEV). As imagens das membranas de CB
secas obtidas apds os 7 dias de cultivo para as membranas produzidas com 0s

diferentes meios de producéo empregados estao dispostas na Figura 18.

Figura 18 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de celulose bacteriana.
HS: meio padrédo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composicdes dos extratos de uva
(U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ (continua).
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Fonte: a autora (2022).
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Figura 18 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de celulose bacteriana.
HS: meio padrdo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composicdes dos extratos de uva
(U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ (continuagéo).
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Fonte: a autora (2022).

Pela analise da Figura 18 é possivel observar que mesmo com o emprego de
meios de cultivo modificados com extrato de uva e repolho roxo, a morfologia
caracteristica da CB foi evidenciada. Todas as amostras apresentaram um aspecto
de estrutura reticulada nanofibrilar ultrafina com distribuicdo irregular das fibras,
dispostas em uma rede na forma tridimensional porosa, conforme dados ja
evidenciados na literatura (WANG et al., 2021; GALDINO et al., 2020). A morfologia
nanomeétrica da CB resulta em uma elevada capacidade de retencéo de agua (CRA),
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resultado esse que corrobora com os obtidos para as amostras em estudo, CRA em
torno de 98% (conforme dados ja apresentados no item 4.3).

Nas micrografias dispostas na Figura 18, € também possivel perceber a
presenca de algumas células bacterianas, no formato de bacilos, encapsuladas na
estrutura nanofibrilar. A presenca das células bacterianas na rede de CB é muito
comum de acontecer, uma vez que as fibras de CB sao produtos da excre¢édo dessas
células, podendo essas ficarem aprisionadas entre as fibras. O processo de
esterilizacdo é que vai ser decisivo na inativacdo das células. A purificacdo das
membranas por meio do uso de solucdo de NaOH a quente pode nao ser eficiente
para promover a morte celular em niveis adequados a depender da aplicacdo dessas
membranas, como, por exemplo, nas areas de cosméticos ou biomédicas.

Apés as caracterizagcbes com avaliacdo estrutural, estabilidade térmica e
morfologia das membranas de CB obtidas, foi realizada a técnica de esterilizacéo por
irradiacdo gama. Em seguida, as amostras foram novamente submetidas as
caracterizacdes com o intuito de avaliar a influéncia da utilizag&o desse processo nas

propriedades das membranas produzidas.

4.9 ESTERILIZACAO DAS AMOSTRAS VIA IRRADIACAO GAMA

A producao da CB envolve o emprego de bactérias que permanecem apoiadas
ou aprisionadas na membrana polimérica e protegidas pelas redes nanofibrilares
formadas, conforme péde ser observado pelos resultados obtidos através da
microscopia eletronica de varredura (ver item 4.8). Foi comprovado, ainda, pelo grupo
de pesquisa, que a técnica de purificacdo tradicional (NaOH e aquecimento) muitas
vezes nao inativa as ceélulas bacteriana aprisionadas nas membranas de CB. Apos
submeter as membranas purificadas a testes de inoculagdo em meio de cultura, foi
revelada a continua producdo de CB, confirmando a viabilidade da bactéria mesmo
apos o processo de purificagao.

Outro fator determinante, que inviabilizou a utilizagéo da purificagdo tradicional
com NaOH a quente, foi algumas das caracteristicas das membranas produzidas com
a utilizacdo dos meios modificados com os extratos da casca de uva e do repolho
roxo. Tais amostras demonstraram sensibilidade a variacbes de pH, a partir de

alteracdes de coloracdo. Além disso, foi considerada a possivel influéncia da
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temperatura nas caracteristicas das substancias de interesse com propriedades
antioxidantes que compunham as amostras.

Por estes motivos, foi proposta a utilizagcdo do processo de esterilizagéo pela
técnica de irradiacdo gama como uma alternativa ao método de purificagdo com NaOH
a quente tradicionalmente empregado (Hwang et al. 1999). As amostras produzidas
pelo método in situ com 0s meios alternativos, bem como as membranas produzidas
com meio HS padréo apds a aditivacao ex situ foram entdo submetidas a irradiacao.

Dentre os possiveis métodos de esterilizacdo que poderiam ser testados, a
irradiacdo gama das amostras foi empregada por se tratar de uma técnica bastante
utilizada como método de esterilizacao a frio para produtos com aplicacées nos ramos
da biomedicina, dos cosméticos e farmacéuticos (SALARI et al.,, 2021). Tais
aplicacGes exigem a utilizacdo de métodos especificos capazes de inativar micro-
organismos potencialmente nocivos e evitar infeccdes humanas graves (BEH et al.,
2019).

4.9.1 Teste de eficiéncia da esterilizacdo na inativacao celular

Para determinar da eficiéncia do processo de esterilizacdo foram realizados
testes de crescimento microbiolégico para todas as membranas de CB produzidas
antes e ap0s serem submetidas ao processo de esterilizacdo por radiacdo gama. Os
resultados obtidos para as amostras com e sem esterilizacdo estdo dispostos na

Figura 19.



Figura 19 - Teste de crescimento de micro-organismos com (a) membranas de celulose bacteriana
esterilizadas por irradiagdo gama (G), (b) membranas de celulose bacteriana ndo esterilizadas. HS:
meio padrdo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composicdes dos extratos de uva (U)
e de repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ (continua).
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Fonte: a autora (2022).
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Figura 19 — Teste de crescimento de micro-organismos com (a) membranas de celulose bacteriana
esterilizadas por irradiagdo gama (G), (b) membranas de celulose bacteriana ndo esterilizadas. HS:
meio padrdo. U100, U50, U25, R50, R25: meios com diferentes composicdes dos extratos de uva (U)
e de repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ (continuacao).

R50 (b) R25 (b)

gl gl

Fonte: a autora (2022).

Conforme evidenciado na Figura 19 (a), todas as membranas de CB
esterilizadas por radiacdo gama, ndo demonstraram nenhuma evidéncia de
crescimento celular da bactéria Komagataeibacter hansenii ou de fungos. Verifica-se,
ainda, que os meios de cultura permaneceram sem turvacédo e nenhuma presenca de
bolores ou novas peliculas em crescimento. Enquanto para as amostras que nao
foram esterilizadas por radiacdo gama (Figura 19 (b)) € possivel perceber a presenca
de turbidez dos meios de cultura com crescimento celular e presenca de uma nova
membrana de CB na superficie do meio, assim como a ocorréncia de contaminagéo
de algumas amostras, possivelmente por fungos. Esses resultados confirmam que o
processo de esterilizacdo por irradiacdo gama foi eficiente para possibilitar a
inativacao celular, sem a presenca de células viaveis no interior das fibras da CB que
possa promover novo crescimento da membrana mesmo em condi¢cdes de cultivo
favoraveis.

Dentre as amostras avaliadas, apenas a produzida com o0 meio HS padrao nao
foi observada contaminacdo com a presenca de bolores antes dela ser submetida ao
processo de esterilizagao (Figura 19 (HS-G(a)). Tal resultado pode ser justificado pelo
procedimento tradicional de purificagdo com hidréxido de sédio (NaOH) a quente
utilizado. No entanto, conforme ja destacado no item 3.6, a utilizacdo de tal método

para as demais amostras tornou-se inviavel, pois as membranas produzidas com 0s
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meios alternativos mostraram-se sensiveis a variacdes de pH e a temperatura com
risco de alteracdo e/ou inativacdo dos compostos antioxidantes de interesse, como,
por exemplo, as antocianinas substancias presentes nos extratos da casca de uva e
do repolho roxo, que foram utilizados nos meios de fermentacao.

Ademais, é também importante destacar que ndo € possivel garantir que o
processo de purificacdo utilizado para a membrana de CB produzida com meio HS
tenha sido suficiente para promover uma inativacdo celular completa. As células
bacterianas que se encontram aprisionadas na rede fibrilar, em determinadas &reas
mais internas da membrana, podem ainda apresentar-se viaveis, visto que a técnica
de purificacdo com hidroxido de sédio (NaOH) a quente ndo é um método de alto
poder de penetracdo. Em consequéncia, essas células podem acarretar producéo de
nanofibras locais na forma de aglomerados.

ApOs o processo de esterilizacdo e a avaliagdo de sua eficiéncia, as
membranas de CB obtidas foram secas e submetidas as diferentes técnicas de
caracterizacdes com o0 intuito de observar as possiveis alteracbes nas suas

propriedades fisico-quimicas.

4.9.2 Caracterizacao das membranas de celulose bacteriana ap0s a esterilizacao

por irradiacdo gama

Apébs serem submetidas ao processo de esterilizacao por irradiacdo gama, as
membranas de CB produzidas foram novamente caracterizadas pelas mesmas
técnicas utilizadas anteriormente. Tal procedimento foi realizado com o intuito de
verificar possiveis alteracdes estruturais que possam ter sido ocasionadas nas

amostras apos o processo de esterilizagéo.

4.9.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As membranas de CB obtidas através dos diferentes meios de cultivo apés os
7 dias de producgéo foram esterilizadas via irradiagdo gama e posteriormente secas.
Tais amostras também foram submetidas a andalise de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier e os graficos obtidos estdo dispostos na

Figura 20.
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Figura 20 — Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das membranas de
celulose bacteriana esterilizadas com irradiagdo gama. HS-G: meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-G,
R50-G, R25-G: meios com diferentes composig8es dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R)
produzidos pelo método in situ.
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Fonte: a autora (2022).

A partir dos espectros dispostos na Figura 20 foi possivel observar que as
bandas encontradas nas amostras ap0s o processo de esterilizacdo por irradiacdo
gama a 25 KGy se mantiveram idénticas a das amostras ndo esterilizadas, sem
alteracdes em suas posicoes (ver item 4.5). Tais resultados indicaram que a irradiacéo
empregada nao foi capaz de alterar a estrutura da cadeia polimérica das membranas
obtidas. Dados semelhantes também foram observados por Salari e colaboradores
(2021) quando estudaram a influéncia de diferentes doses de irradiacdo gama nas
propriedades de compoésitos baseados em celulose bacteriana e por Hodder e
colaboradores (2019) com a avaliacdo de varios métodos de esterilizacdo nas
propriedades da metil-celulose. De posse destes resultados, passou-se entdo a

analise de difratometria de raios-X.
4.9.2.2 Difratometria de Raios-X
Apds serem submetidas ao processo de esterilizacdo por irradiacdo gama, as

membranas de CB foram novamente avaliadas quanto as suas estruturas cristalinas

e amorfa pela técnica de DRX. Os espectros obtidos estédo dispostos na Figura 21.
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Figura 21 — Difratogramas de Raios-X das membranas de celulose bacteriana esterilizadas com
irradiacdo gama. HS-G: meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G: meios com diferentes
composicdes dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ. HS-UG”ex
situ”, HS-RG”ex situ”: produzidas pelo método ex situ.
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Fonte: a autora (2022).

Os difratogramas ilustrados na Figura 21 sdo muito semelhantes aos ja
observados para as amostras antes da exposic¢ao a irradiagcéo (Figura 16 do item 4.6).
Tais resultados indicam que o tratamento nao resultou na criagdo de novos planos
cristalinos de simetria, conforme ja relatado anteriormente por Paula e colaboradores
(2019). De posse dos novos dados de DRX, foram novamente calculados os IC para
cada uma das amostras irradiadas por meio do método descrito por Segal e

colaboradores (1959). Estes valores encontram-se dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8 — indices de cristalinidade das membranas de celulose bacteriana esterilizadas com
irradiacdo gama. HS-G: meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G: meios com diferentes
composicdes dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ. HS-UG“ex

situ”, HS-RG"ex situ”: membranas produzidas pelo método ex situ.

indice de cristalinidade (IC)
Membranas de CB

nto
Hestrin-Schramm (HS-G) 75,36 £ 0,27
Uva 100% (U100-G) 56,37 £ 0,48
Uva 50% (U50-G) 47,35+ 1,52
Uva 25% (U25-G) 56,01 £ 0,21
HS-UG"ex situ” 72,61 £ 0,32
Repolho 50% (R50-G) 41,78 £ 1,99
Repolho 25% (R25-G) 44,02 + 0,84
HS-RG"ex situ” 73,60 £ 0,35

M = média. o = desvio padrao.
Fonte: a autora (2022).

Na avaliacdo dos valores obtidos para as membranas irradiadas (Tabela 8), é
possivel perceber um decaimento dos IC para todas as amostras quando sao
comparados aos IC antes das amostras passarem pelo processo de esterilizacdo por
irradiacédo (Tabela 6 do item 4.6). Tal tendéncia de decaimento foi pequena para a
maioria das membranas em estudo. Esses dados podem sugerir que as diferencas
observadas estdo dentro do erro jA esperado na determinacdo, conforme ja foi
relatado anteriormente na literatura (HWANG et al.,, 2021). Em contrapartida, as
amostras U50 e R50 tiveram reducdes consideraveis de 21,11% e 39,18%,
respectivamente. Mais investigacdes sdo necessarias para explicar o aumento das
regibes amorfas para essas amostras.

No caso das membranas produzidas pelo método de aditivacdo ex situ (HS-
UG“ex situ” e HS-RGex situ”), foram observados valores de IC semelhantes a
amostra obtida pelo meio padréao (HS-G). Tais resultados eram esperados, pois néo
houve alteracdo no processo de produgcédo das membranas de CB e a consequente
adicdo do extrato s6 ocorre ap0os sua producdo. A incorporagdo do extrato pelo método

ex situ permite a utilizagcdo da CB como principal componente da matriz polimérica,
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nao sendo capaz de modificar a estrutura do material. Desta forma, muitas de suas
caracteristicas permanecem intactas, permitindo a adicdo de novas propriedades.
Esse comportamento € uma das principais vantagens da utilizacdo do método ex situ,

conforme ja relatado por Cazon et al. (2021).

4.9.2.3 Termogravimetria

Os resultados de decomposicao térmica e os perfis das curvas de TGA e DTG
para os extratos utilizados como meios de fermentacdo e para as membranas de CB
esterilizadas produzidas pelos métodos de aditivacao in situ e ex situ estdo dispostos

na Tabela 9 e na Figura 22, respectivamente.

Tabela 9 — Dados de decomposi¢cdo térmica das membranas de celulose bacteriana esterilizadas
obtidas por meio das curvas de andlise termogravimétrica. HS-G: meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-
G, R50-G, R25-G: meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U-G) e repolho roxo (R-G)
produzidos pelo método in situ. HS-UG"ex situ”, HS-RG"ex situ”: membranas produzidas pelo método

eX Situ. Tonset, Tendset: temperaturas de inicio e fim para cada estagio.

1° Estagio 2° Estagio 3° Estadgio 4° Estagio 5° Estagio

CB (°C) (°C) (°C) (°C) (°C)
Tonset Tendset Tonset Tendset Tonset Tendset Tonset Tendset Tonset Tendset
HS-G 38 97 - - 236 382 - - - -

U-G 37 9 - - - - - - - -

HS-UG | 37 109 | 147 227 | 241 268 | 278 367 | - -
“ex situ”
U100-G | 38 110 | 128 235 | 235 265 265 370 | 440 596
Us0-G | 56 100 | 134 188 | 239 359 | - - - -

U25-G 56 103 129 190 | 238 359 - - - -

R-G 34 95 - - - - - - - -
HS-RG

) oy 37 99 134 186 - - 270 341 - -
ex situ
R50-G 58 106 130 180 - - 271 351 - -
R25-G 58 106 130 180 - - 271 351 - -

Fonte: a autora (2022).
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Figura 22 — Curvas termogravimétricas das membranas de celulose bacteriana esterilizadas. HS-G:
meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G: meios com diferentes composi¢des dos
extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo método in situ. HS-UG"ex situ”, HS-RG“ex

situ”; membranas produzidas pelo método ex situ.
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De acordo com os dados dispostos na Tabela 9 e os perfis das curvas

termogravimétricas ilustrados na Figura 22, observa-se que para 0s extratos da casca

de uva e de repolho roxo foram observados a existéncia de um Unico estagio em faixas

de temperatura em torno de 34 a 97 °C. Este referre-se tanto a saida de agua que

compde grande parte dos extratos produzidos, quanto a possivel degradacao de boa

parte dos seus constituintes.
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Para as amostras produzidas pelo método de aditivacéo ex situ (HS-UG“ex situ”
e HS-RG"ex situ”) foi observado a presenca de estagios intermediarios quando se
compara com a amostra obtida pelo meio padrdao (HS-G). Tais resultados sugerem a
ocorréncia de uma possivel interacdo entre os constituintes que compdem os extratos
e 0s presentes no meio HS padréo, tendéncia ja evidenciada para as membranas
produzidas com essa juncao pelo método de aditivacao in situ.

No caso da maioria das amostras produzidas pelo método de aditivagdo in situ
com o meio HS padrédo e diferentes proporc¢des dos extratos e meio HS (HS-G, U50-
G, U25-G, R50-G, R25-G), foram observados perfis de degradacao térmica similares
em comparagdo com as mesmas amostras antes de passarem pelo processo de
irradiacao (ver item 4.7). A excegao ocorreu para a membrana produzida com o extrato
da casca de uva puro (U100-G). Nela foram encontradas alteracdes significativas com
o surgimento de diferentes estagios de degradacdo. Estes estagios podem ser
justificados por mudancas estruturais ocasionadas na CB apds exposicao a irradiacdo
gama. Dentre as amostras estudadas, a U100 foi a que apresentou a menor
espessura, ou seja, menor rendimento (84,45 + 2,3 g-L). Isso resulta em uma menor
concentracdo de fibras em sua estrutura, sugerindo que a dose de irradiacdo gama
utilizada para a esterilizacédo (25 kGy) foi muito alta para essa amostra, levando a
ocorréncia de alteracdes estruturais na membrana. Os estagios adicionais
apresentados para essa amostra, podem estar associados a degradacdo de
constituintes do extrato, como polissacarideos e compostos fendlicos, os quais estédo
presentes em maior concentracgao.

Com relagéo as temperaturas maximas de degradacdo das amostras (Tmax)
apos serem submetidas a irradiacéo, foi possivel perceber pequenas alteragcdes com
tendéncia de reducao para a maioria das amostras. Em geral, o processo de irradiagdo
gama promove a formacdo de radicais permitindo a criagdo de centros reativos
durante a exposicdo das membranas ao processo (PAULA et al., 2019). De acordo
com Salari e colaboradores (2021), o efeito da irradiagcdo gama nas propriedades
térmicas dos biopolimeros esta diretamente relacionado ao tipo de biopolimero e a
dosagem de radiagdo empregada no processo. Como consequéncia desses fatores é
possivel observar um aumento, uma diminuicdo ou até inalteracdo da temperatura

maxima obtida nos materiais apds serem submetidos ao processo de irradiacao.
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4.9.2.4 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias das membranas de CB secas apd6s os 7 dias de cultivo
produzidas com os diferentes meios de produgcdo empregados apos serem

submetidas ao processo de irradiacdo gama estéao ilustradas na Figura 23.

Figura 23 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de celulose bacteriana
esterilizadas com irradiagdo gama. HS-G: meio padrao. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G:
meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo

método in situ (continua).
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Fonte: a autora (2022).
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Figura 23 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de celulose bacteriana
esterilizadas com irradiacdo gama. HS-G: meio padrdo. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G:
meios com diferentes composi¢des dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) produzidos pelo
método in situ (continuagéo).
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Fonte: a autora (2022).

Nas imagens mostradas na Figura 23 é possivel observar que a estrutura
tridimensional com aspecto nanofibrilar dessas amostras se mantiveram, o que
evidencia uma aparente manutencdo da morfologia mesmo ap6s o processo de
irradiacdo gama. Nas imagens é possivel perceber ainda a presenca de células
bacterianas encapsuladas na estrutura nanofibrilar. No entanto, pela realizacdo do
teste de eficiéncia do processo de esterilizagao (ver item 4.9.1) foi confirmado que as
células aprisionadas na estrutura apos o processo de esterilizacdo foram
possivelmente inativadas, pois ndo foi evidenciado o aparecimento de contaminacao.

Apés a avaliagdo das propriedades fisico-quimicas das membranas
esterilizadas, foi avaliada a capacidade antioxidante das amostras obtidas pelos
diferentes métodos de aditivacdo in situ e ex situ, bem como dos extratos da casca de
uva e do repolho roxo.

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Com o intuito de verificar a capacidade antioxidante foi avaliado os valores de

inibicdo da atividade antioxidante por meio da técnica de DPPH. Tal verificagéo foi

realizada tanto nos extratos da casca de uva e de repolho roxo produzidos, bem como
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para as membranas de celulose bacteriana obtidas pelos métodos in situ e ex situ
(Tabela 10).

Tabela 10 — Atividade antioxidante dos extratos de uva (U) e repolho roxo (R) puros e das
membranas de celulose bacteriana esterilizadas com irradiacdo gama. U100-G, U50-G, U25-G, R50-
G, R25-G: meios com diferentes composi¢des dos extratos produzidos pelo método in situ. HS-UG"ex

situ”, HS-RG"ex situ” produzidos pelo método ex situ.

Inibicdo DPPH*
Membranas de CB

(%)
Extrato de Uva (U) 38,5+0,3
Extrato de Repolho (R) 28,1+0,5
Uva 100% (U100-G) 35604
Uva 50% (U50-G) 22,1+0,7
Uva 25% (U25-G) 12,9+0,9
HS-UG"ex situ” 30,0+0,6
Repolho 50% (R50-G) 21,1+0,7
Repolho 25% (R25-G) 11,1+0,8
HS-RG"ex situ” 198+0,4

M = média. o = desvio padréo.
Fonte: a autora (2022).

Os resultados apresentados na Tabela 10 para todas as amostras produzidas
pelo método in situ demonstram que ocorreu um decaimento da atividade
antioxidante, que esta diretamente relacionado com a reducdo da quantidade do
extrato na composicao de cada meio. Estes resultados confirmam que a incorporacéo
desses extratos nas membranas de CB é a responsavel pela adi¢cdo da propriedade
antioxidante nestes materiais, como ja relatado por Yorghanlu e colaboradores (2021)
com o estudo de filmes produzidos por nanocompadsitos em que houve a introducao
de atividade antioxidante aos materiais ap0s a adicdo de esséncia de semente de uva.

E importante ainda destacar que a adicdo da propriedade antioxidante nas
membranas de CB produzidas ocorre, principalmente, pela presenca de altos teores
de compostos fenodlicos encontrados nas matrizes utilizadas para a obtencdo dos

extratos, como € o caso do emprego da casca de uva e do repolho roxo. Tal fato € o
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gue permite uma ampla aplicacdo de extratos de diferentes compostos naturais com
uma composicao rica em substancias com propriedades antioxidantes, conforme ja
relatado no trabalho desenvolvido por Kalantari e pesquisadores (2020) em que eles
descrevem estudo da extracdo de componentes bioativos com atividade antioxidante
da casca de roma.

Com relacéo aos extratos puros da casca de uva e de repolho roxo, os valores
de inibicdo da atividade antioxidante foram de 38,5 + 0,3 % e 28,1 + 0,5 %,
respectivamente. Enquanto para as amostras produzidas com esses extratos pelo
método de aditivacdo ex situ (HS-UG“ex situ” e HS-RG"ex situ”) foi observada a
manutencdo de atividades nos valores de 30,3 + 0,6 % e 19,8 £+ 0,4 %. Esses
resultados sao muito préximos aos encontrados para 0s extratos puros. Tais reducdes
sao pouco significativas e encontram-se dentro do esperado, visto que existe uma
dificuldade associada a migracao do extrato apds sua incorpora¢cdo na membrana.

No caso das amostras de CB obtidas pelo método in situ, os valores de inibicao
da atividade antioxidante variaram de acordo com o percentual de extrato utilizado
nos meios de produgdo. A membrana produzida com o meio contendo o extrato da
casca de uva puro (U100-G) foi, dentre as amostras, a que apresentou o maior valor
de inibicdo da atividade antioxidante (35,6 £ 0,4 %). Tal resultado corresponde a um
decaimento muito pequeno quando comparado ao valor encontrado para o extrato
puro. Esta diminuicdo pode ser considerada pouco relevante quando se leva em
consideracao a degradacao natural de substancias, como por exemplo a antocianina,
presentes nesse extrato durante o tempo de producdo da CB. De modo geral, os
valores de inibicdo da atividade antioxidante para todas as amostras foram bastante
promissores.

Apo6s o estudo das caracteristicas antioxidantes nos materiais produzidos foi
realizada uma avaliagéo da capacidade desses compostos serem liberados em meio

simulado com a utiliza¢do de agua.

4.11 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE LIBERACAO DOS EXTRATOS EM AGUA

Para determinar a capacidade de liberacdo dos extratos contidos nas
membranas de CB, foi realizada uma analise do desprendimento destes quando as
CB foram colocadas em contato com agua. Sendo assim, apés 24 h aliquotas da
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amostra de agua em contato com as membranas foram submetidas a analise de

UV/Vis através de varredura espectral de 400-700 nm (Figura 24).

Figura 24 - Varredura espectral de (400-700nm) para os extratos de uva (U) e repolho roxo (R) puros
e os sobrenadantes apds contato das membranas de celulose bacteriana esterilizadas com irradiagéo
gama. U100-G, U50-G, U25-G, R50-G, R25-G: meios com diferentes composi¢des dos extratos
produzidos pelo método in situ. HS-UG"ex situ”, HS-RG"ex situ”: produzidas pelo método ex situ.
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Fonte: a autora (2022).

Apés a andlise dos espectros obtidos (Figura 24) foram selecionados os
comprimentos de onda (A) de 522 e 540 nm para avaliar o comportamento da
absorbéancia e a capacidade das amostras na liberacdo dos extratos em agua. Nestes
A foram observados os picos que indicam a coloragao dos extratos da casca de uva e
do repolho roxo empregados, respectivamente. Além disso, analisando a Figura 24,
percebe-se que ha diferentes intensidades dos picos para cada tipo de extrato e ha
também uma diminuicdo da intensidade dos picos a depender da concentracdo de
extrato utilizado. Os picos com as maiores intensidades sao observados para a analise
com os extratos puros (Extrato U e Extrato R).

Verificou-se, ainda, que para cada uma das membranas produzidas (com o0s
diferentes extratos e suas concentragdes), o rendimento obtido das membranas de
CB esta associado a capacidade de absorcdo do respectivo extrato empregado,
conforme descrito no procedimento utilizado para incorporacdo dos extratos nas
membranas de CB (item 3.7). Dentre as amostras obtidas, a membrana produzida
com extrato de uva 100% (U100) foi a que apresentou 0 menor rendimento. Em
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contrapartida, a membrana produzida com 50% do extrato de repolho roxo e 50% de
meio padrao HS (R50) conduziu a um maior rendimento, de acordo com os resultados
anteriormente dispostos na Tabela 3 (item 4.1).

Ao passar para etapa de avaliacdo da liberagdo do extrato, seguiu-se com a
adicdo prévia através do método ex situ (conforme descrito no item 3.7) de uma
guantidade determinada do extrato puro de uva e repolho. Para entender melhor a
relacdo entre o rendimento (%) de cada membrana e a liberacdo dos extratos
estudados em agua, foram gerados graficos de correlagdo para cada um dos A
selecionados. Para tal, também foram avaliados os dois parametros para as
membranas produzidas com o meio HS. Os resultados obtidos estdo mostrados na

Figura 25.

Figura 25 - Gréficos de correlacdo em 522 e 540 nm para avaliar a capacidade de liberagdo dos
extratos nas membranas de celulose bacteriana esterilizadas com irradiagcdo gama. U100-G, U50-G,
U25-G, R50-G, R25-G: meios com diferentes composi¢es dos dos extratos produzidos pelo método

in situ. HS-UG“ex situ”, HS-RG"“ex situ”: produzidas pelo método ex situ.
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Fonte: a autora (2022).

A partir da analise da Figura 25 foi possivel observar a existéncia de uma
correlacdo positiva entre o rendimento das membranas e a liberacdo do extrato em
agua. Neles foram constatados aumento da absorbancia a medida que houve uma
elevagcdo da quantidade de extrato incorporado pela membrana. De tal forma que,
guanto maior foi o rendimento de producéo da CB, mais espessa a membrana obtida,
aumentando a incorporacao do extrato. Fato este que conduziu a uma maior liberacéo

do extrato em &gua. Os resultados de liberacdo obtidos corroboram com os valores
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de rendimento encontrados para as amostras, visto que o método utilizado para a
adicdo do extrato nas membranas depende diretamente do rendimento, ou seja, da
espessura das amostras umidas.

De acordo com os resultados ja apresentados na Tabela 3 (item 4.1), para as
membranas produzidas com meios modificados pelo extrato de uva a ordem
decrescente de rendimento foi (U25-G > U50-G > HS-UG"ex situ” > U100-G).
Enquanto para as membranas produzidas com os meios modificados pelo extrato de
repolho a ordem decrescente de rendimento foi (R50-G > R25-G > HS-RGex situ”).
As mesmas ordens foram observadas para o teor de liberacdo do extrato em agua.
Sendo assim, pode-se afirmar que dentre as amostras estudadas, as que combinaram
os melhores valores de rendimento e liberacdo foram a U25-G para as membranas
obtidas com o extrato de uva e a R50-G para as membranas obtidas com o extrato de
repolho roxo.

Verificou-se, ainda, que todas as membranas de CB, mesmo apds os testes de
liberacéo, continuaram exibindo coloragdes caracteristicas dos extratos adicionados.
Esses resultados sugerem que o processo de liberacdo dos extratos em agua apos o
tempo de 24 h néo foi total, ou seja, provavelmente uma parte desses extratos
incorporados nas membranas continuam presentes em sua estrutura.

Outros estudos desenvolvidos anteriormente também avaliaram a capacidade
de extracao e liberacdo de compostos antioxidantes em diferentes matrizes, uma vez
que esta propriedade é essencial no desenvolvimento de vérias aplica¢cées, como na
producdo de filmes para a obtencdo embalagens inteligentes (KALANTARI et al.,
2020; POURJAVAHER et al., 2017) e na producéao de produtos cosméticos (AMORIM
et al., 2022). Aléem disso, Bujak e colaboradores (2022) demonstraram através do seu
estudo uma avaliacdo do efeito que a utilizacéo de diferentes extratos de flores com
caracteristicas antioxidantes pode ocasionar no aumento dos niveis de hidratacdo da
pele, caracteristica de grande interesse para o0 desenvolvimento de produtos

cosmeéticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de producgéo da celulose bacteriana,
a partir da utilizacdo da bactéria Komagataeibacter hansenii em diferentes meios de
cultivos, com o intuito de reduzir o custo do processo e obter novos biomateriais com
caracteristicas antioxidantes para serem empregados em possiveis aplicacdes
cosmeéticas. O método de producdo empregado foi 0 sistema estético através de dois
processos de aditivacao distintos o in situ e 0 ex situ.

Os meios de producéo utilizados foram modificados pela substituicdo total ou
parcial do meio padréo Hestrin e Schramm (HS) por diferentes propor¢des de extratos
naturais da casca de uva e do repolho roxo. As duas metodologias de producao das
membranas de CB se mostraram eficientes e os meios modificados com diferentes
proporcdes entre 0 meio padrdo HS e os diferentes extratos resultaram em um
aumento do rendimento de producéo, quando comparados a utilizacdo do meio HS
sozinho. Tais resultados foram muito satisfatorios, pois permitiram uma reducéo do
custo do processo. Além disso, a utilizacdo do extrato da casca de uva pura como
meio fermentativo também foi capaz de produzir a membrana de CB (Uva 100% v/v -
U100) com um rendimento de 84,45 + 2,3 g.L ™.

As membranas de CB produzidas foram caracterizadas, o que permitiu
confirmar algumas propriedades importantes como: grupos funcionais pertencentes a
estrutura quimica do biopolimero; elevadas capacidades de retencdo de agua (em
torno de 98%) e porosidade coerentes com dados reportados pela literatura;
membranas termicamente estaveis; estrutura cristalina com planos cristalograficos e
perfis semelhantes aos comumente encontrados em materiais baseados em CB e
morfologia fibrilar evidenciada pelas imagens de microscopia eletrénica de varredura.
Além disso, verificou-se que as membranas de CB obtidas apresentaram atividade
antioxidante, que variou de acordo com o tipo, 0 método e a concentracao de extrato
incorporado.

Também foi estudada a capacidade de liberacdo em &agua dos extratos
incorporados nas membranas produzidas. Os resultados encontrados demonstraram
gue os maiores valores de liberacdo dependeram diretamente do rendimento das

membranas produzidas, consequentemente das quantidades de extrato incorporadas.
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Foi proposto um processo de esterilizacao por irradiacdo gama nas membranas
de CB com o intuito de garantir a biosseguranca dos materiais obtidos e de avaliar as
suas propriedades antes e ap0s a irradiacdo. Mesmo apo6s o processo de irradiacao,
foram demonstrados que as estruturas quimicas, semicristalinas e morfolégicas das
membranas produzidas foram preservadas, conforme comprovados pelas técnicas de
FTIR, DRX e MEV, respectivamente.

Por fim, os resultados encontrados demonstram que foi possivel o
desenvolvimento de novos sistemas a base de CB, os quais apresentaram atividade
antioxidante, estabilidade dos compostos ativos mesmo apdés a adicdo nas
membranas, capacidade de liberacdo desses compostos. Todas essas caracteristicas
aliadas as elevadas porosidades e alta capacidade de retencédo de agua encontradas
nas amostras, demonstram que essas matrizes podem ter ampla aplicagdo na
finalidade pretendida. A combinac&o dessas propriedades proporciona um 6timo efeito
hidratante das amostras, além de permitir a incorporacdo dos extratos em maior
quantidade, tornando-as excelentes candidatas no desenvolvimento de cosméticos

sustentaveis, como mascaras e adesivos faciais.

5.2 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Diante das conclusdes obtidas nesta tese, algumas das sugestdes para
trabalhos futuros podem ser apresentadas:

e Avaliar outras propriedades das membranas de CB obtidas, antes e ap0s
serem submetidas ao processo de esterilizagdo por irradiacdo gama, como a
realizacdo de ensaios mecanicos;

e Confeccionar prototipos de mascaras faciais e/ou de adesivos para olheiras
baseados em CB para uso oclusivo com as membranas aditivadas produzidas;

e Realizar estudos de adicdo e de liberacdo dos extratos ricos em substancias
antioxidantes nas membranas de CB produzidas, em meios que simulem a
composicao da pele;

e Executar ensaios de biodegradabilidade e citotoxicidade das membranas de
CB produzidas;

e Caracterizar os extratos puros obtidos por meio das técnicas de cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia de massa.
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