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RESUMO

A celulose, representada pela férmula (CsH100s)n, € um polissacarideo que pode ter
origem vegetal e microbiana. Sua producao por via bacteriana, pelo seu alto grau de
pureza e propriedades, tem potencial para aplicacdes pelas industrias médica, de
produtos farmacéuticos, cosméticos, alimentos, embalagens, compdsitos, entre
outros. A producdo de nanofibrilas de celulose pura pelas bactérias do género
Komagataeibacter ocorre a partir do consumo de glicose no meio, metabolizada em
celulose pelos microrganismos. Neste estudo, os ensaios foram divididos em trés
etapas. A primeira foi realizada utilizando o amido, presente nos gréos de arroz e
milho, como fonte de carbono para producéo de celulose bacteriana (CB). Para isso,
o amido foi hidrolisado por fungos (Aspergillus oryzae) para a obtencéo de glicose,
utilizada na producdo de CB. Os resultados mostraram um rendimento maximo de
2,80 + 0,43 g / L de CB obtida com o meio de arroz hidrolisado. Na segunda etapa
dos experimentos, a producéo de CB foi realizada utilizando uma solucéo salina, de
composicao propria, com adicdo de carboidratos e/ou proteinas (Glicose, Glicerol,
Sacarose, Frutose, Peptona, Extrato de Levedura ou Manitol) como fontes de
carbono. O rendimento méaximo de 5,72 + 0,01 g / L de CB foi obtido com o meio
contendo Sacarose. Na terceira etapa, foi desenvolvido o protétipo de uma
embalagem sustentavel com caracteristica de uma embalagem de papel. Todos os
materiais produzidos foram caracterizados quanto a morfologia (Microscopia
Eletronica de Varredura- MEV), cristalinidade (Difratometria de raios X- DRX),
estabilidade térmica (Analise Termogravimétrica-TGA) e andlise dos grupos
funcionais (Infravermelho com Transformada de Fourier- FTIR). Na primeira etapa
das caracterizacdes, o FTIR confirmou os grupos funcionais presentes na CB, bem
como a auséncia de contaminantes do processo de producdo. A avaliacdo de DRX
mostrou uma cristalinidade em torno de 55%. A andlise de TGA revelou que o0s
polimeros formados a partir dos meios alternativos (Arroz ou Milho) obtiveram maior
estabilidade térmica. O MEV mostrou uma estrutura ndo uniforme com o arranjo
aleatério de nanofibrilas. Ja na segunda etapa de caracterizacéo, os difratogramas
revelaram uma cristalinidade que variaram de 31% (CB-Extrato Levedura) a 66%
(CB-Frutose) e a analise de FTIR confirmou os grupos funcionais existentes na
celulose bacteriana, sem possiveis contaminantes. O TGA dos biopolimeros CB-

Extrato de levedura e CB-Manitol revelaram temperaturas maximas de degradacao



(Tméx.) de 350,7 ° C e 322,0 ° C, respectivamente. A partir das micrografias, as CB-
Glicose e CB-Sacarose possuiram areas de estruturas fibrilares mais dispersas e
visiveis em comparacdo as demais. Por fim, as caracterizagbes do CB-Papel
utilizado no desenvolvimento do protétipo de uma embalagem apresentaram Tmax.
de 311,8 ° C e cristalinidade 86,42% com picos caracteristicos da celulose e do
carbonato de calcio presentes em papéis. Na investigacdo por MEV, a morfologia
fiborosa e de carater nanométrico foi observada juntamente com enchimentos de
calcita. Portanto, estudos como este apresentam novos meios de cultura para
producdo de CB, bem como uma importante aplicacdo para esses biopolimeros, a

fim de criar alternativas a celulose vegetal, utilizada por exemplo, na industria de

embalagens alimenticias.

Palavras-chave: Celulose bacteriana; Amido de Arroz e Milho; Meio Salino;

Embalagem.



ABSTRACT

Cellulose, represented by the formula (CsH100s)n, is a polysaccharide that can be of
vegetable or microbial origin. Its bacterial production, due to its high degree of purity
and properties, has potential for applications in the medical, pharmaceutical,
cosmetics, food, packaging, composites industries, among others. The production of
pure cellulose nanofibrils by bacteria of the genus Komagataeibacter occurs from the
consumption of glucose in the medium, metabolized into cellulose by the
microorganisms. In this study, the tests were divided into three stages. The first was
performed using starch, present in rice and corn grains, as a carbon source for BC
production. For this, the starch was hydrolyzed by fungi (Aspergillus oryzae) to obtain
glucose, used for the production of BC. The results showed a maximum yield of 2.80
+ 0.43 g / L of BC obtained with the hydrolyzed rice medium. In the second stage of
the experiments, the production of BC was carried out using a saline solution, of its
own composition, with addition of carbohydrates and/or proteins (Glucose, Glycerol,
Sucrose, Fructose, Peptone, Yeast Extract or Mannitol) as carbon sources. The
maximum Yyield of 5.72 £ 0.01 g / L of BC was obtained with the medium containing
Sucrose. In the third stage, the prototype of a sustainable package, with
characteristics of a paper package, was developed. All materials produced were
characterized in terms of morphology (Scanning Electron Microscopy - SEM),
crystallinity (X-ray Diffraction - XDR), thermal stability (Thermogravimetric Analysis -
TGA) and analysis of functional groups (Infrared with Fourier Transform - FTIR). In
the first stage of the characterizations, the FTIR confirmed the functional groups
present in the BC, as well as the absence of contaminants from the production
process. XRD evaluation showed crystallinity around 55%. The TGA analysis
revealed that the polymers formed from the alternative media (Rice or Corn) obtained
greater thermal stability. SEM showed a non-uniform structure with the random
arrangement of nanofibrils. In the second stage of characterization, the
diffractograms revealed a crystallinity that varied from 31% (BC-Yeast Extract) to
66% (BC-Fructose) and the FTIR analysis confirmed the existing functional groups in
the bacterial cellulose, without possible contaminants. The TGA of the BC-Yeast
extract and BC-Mannitol biopolymers revealed maximum degradation temperatures
(Tmax.) of 350.7 ° C and 322.0 ° C, respectively. From the micrographs, BC-Glucose

and BC-Sucrose had areas of more dispersed and visible fibrillar structures



compared to the others. Finally, the characterizations of the BC-Paper used in the
development of a packaging prototype presented Tmax. of 311.8 ° C and crystallinity
86.42% with characteristic peaks of cellulose and calcium carbonate present in
papers. In the SEM investigation, fiborous and nanometric morphology were observed
together with calcite fillers. Therefore, studies like this present new culture media for
the production of BC, as well as an important application for these biopolymers, in
order to create alternatives to vegetable cellulose, used, for example, in the food

packaging industry.

Keywords: Bacterial Cellulose; Rice and Corn Starch; Saline medium; Packaging.
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1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana (CB) é um polissacarideo biodegradavel, ndo téxico,
com consideravel capacidade de retencdo de liquidos e propriedades importantes
para aplicacdes na area meédica, engenharia de tecidos e embalagens alimenticias
(DONINI et al.,2010; HU, 2011; MANOUKIAN et al., 2019;). Este biopolimero tem
caracteristicas semelhantes ao polimero de celulose de origem vegetal, mas difere
guanto ao grau de polimerizacao e pureza, suas fibras possuem diametros na escala
nano e estrutura reticular ultrafina, alta cristalinidade, elevada resisténcia a tracao,
elasticidade e durabilidade (ALMEIDA et al., 2013; DE AMORIM et al., 2020).

A celulose pode ser produzida por algas, fungos, protozoarios e organismos
procarioticos (TRACHE et al., 2017). Entre os produtores de CB, bactérias do género
Komagataeibacter (recentemente reclassificadas do género Gluconacetobacter com
base nas caracteristicas filogenéticas, fenotipicas, ecoldgicas e quimiotaxonémicas
da sequéncia 16S rRNA) estdo ganhando destaque na producdo deste versatil
biopolimero (YAMADA et al., 2012; RYNGAJLLO et al.,, 2019). A producdo de
nanofibrilas de celulose pura por bactérias do género Komagataeibacter ocorre por
meio do consumo de glicose no meio, que € metabolizada em celulose pelas
reagcOes catabolicas e anabdlicas (BROWN, 1886).

Esse processo metabolico requer carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e
elementos como ferro e zinco, que podem ser encontrados em varios subprodutos
agroindustriais. Considerando seu valor nutricional, esses subprodutos podem ser
usados como substrato ou matéria-prima para 0 crescimento microbiano e a
formacao de biopolimeros de celulose (ADNAN et al., 2015; HUSSAIN et al., 2019).

Varios substratos sdo relatados na literatura como importantes fontes de
carbono e nitrogénio para uso na producdo de CB, como por exemplo, residuo de
azeite, subprodutos de sagu, agua de coco, bagaco de maca, cana-de-acucar,
residuo de acerola, amido de batata, entre outros (HUSSAIN et al., 2019; VOON et
al., 2019; UL-ISLAM et al., 2020; KADIER et al., 2021). Considerando a necessidade
de superar os desafios da producdo de CB em escala industrial, o uso de fontes
renovaveis de carbono e a otimizacdo de bioprocessos constituem uma forma de
reduzir os altos custos envolvidos (JANG et al., 2017).

A face do exposto, o amido destaca-se dentre as fontes de carbono mais

abundantes e pertence a classe dos polissacarideos. Ele € armazenado nas plantas
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na forma de granulos e, as variacbes e composicdo (glicosideos, umidade,
proteinas, lipideos, proteinas e minerais) dependem de sua origem: milho, trigo,
arroz, cevada e batata (CORRADINI et al 2007). Esse carboidrato, composto por
dois tipos de polimeros de glicose: amilose e amilopectina, pode ser importante
também, para o desenvolvimento de fiimes biodegradaveis (MOHANTY et al., 2005;
PRABHAKAR et al., 2017). Os subprodutos agroindustriais (residuos de feijao,
alfafa, amaranto e brocolis) contendo grandes concentracbes de amido sao
acessiveis e baratos (SILVA et al., 2020). Além disso, alguns gréos, como arroz e
milho também podem fornecer micro e macronutrientes Uteis para a producao de
celulose bacteriana, favorecendo o0 desenvolvimento de novas e limpas
biotecnologias (HUSSAIN et al., 2019).

Assim, pode-se obter a glicose do amido através da hidrélise enziméatica na
presenca de fungos filamentosos, microrganismos altamente adaptaveis ao
crescimento em substratos solidos (DULF et al., 2016).

Pertencente ao reino Fungi, os fungos s&o seres eucariontes que
desempenham um papel essencial na decomposi¢cdo da matéria organica e ciclo de
nutrientes (TORTORA et al.,, 2017). A exemplo disso, temos o Aspergillus oryzae
que é um fungo filamentoso importante e muito utilizado em processos de
fermentagdo e processamento de alimentos como molho de soja e fabricagdo de
saqué (JIE JIN et al., 2021). Esse microrganismo produz muitas enzimas hidroliticas
fundamentais na biotecnologia enzimatica. Um exemplo é a amilase, que quebra o
amido em (glicose. Além do mais, esses microrganismos podem crescer em
ambientes com baixa umidade e possuem alta atividade enzimatica (DURAND,
2003; WOSTEN, 2019; SUGIHARTO, 2019).

Fontes de carbono como a glicose e outros acglUcares, provenientes de
residuos ou nao, possuem uma gama enorme de estudos e aplicacdes para
producdo de CB (DUARTE et al., 2019; GOTTSCHALK et al., 2021). No entanto, 0os
principais estudos e modificagdes ocorrem, na maioria das vezes, nas composicoes
de meios de cultura convencionais: Hestrin—Schramm (H), Yamanaka (Y), Zhou (2)
(MOHAMMADKAZEMI et al., 2015). Contudo, poucas sdo as formulacbes que
oferecem inovagdo ao meio cultura como um todo, modificando e barateando os
custos de cada um dos nutrientes necessarios ao crescimento da CB (SOUZA et al.,
2020).
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Tao importante quanto a producédo da celulose bacteriana € direcionar uma
aplicacdo para esse polimero. Dessa forma, uma alternativa sustentavel e ecoldgica
€ a utilizacdo da CB para producéo de filmes de papel, uma vez que a industria de
celulose e papel é considerada uma das principais responsaveis pelo impacto
negativo ao meio ambiente. Alguns autores como Costa et al., (2020) iniciaram suas
pesquisas para o desenvolvimento de um papel a partir de celulose bacteriana e
residuos da industria sucroalcooleira.

Desta forma, a principal motivacdo e inovacdo deste trabalho foi avaliar dois
meios de producdo, além de direcionar uma aplicacdo para CB. A primeira etapa
consistiu na fermentacdo de um meio contendo amido de milho e arroz por
Aspergillus oryzae para a produgcdo de um mosto sacarificado, o qual foi utilizado
para producédo da CB. A segunda etapa teve o objetivo de produzir de CB utilizando
uma solucdo salina, de composicdo propria, e acucares. Por fim, um prototipo de

uma embalagem sustentavel de papel utilizando CB foi desenvolvido.



19

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir biopolimeros de celulose bacteriana a partir de meios de cultura de
baixo custo e utilizar a melhor producdo na aplicacdo de um prototipo de embalagem

para alimento.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a fermentacado para obtencédo de meio sacarificado a partir dos graos
de arroz e milho na presenca do fungo Aspergillus oryzae;

e Produzir os biopolimeros de celulose bacteriana a partir dos hidrolisados de
arroz e milho (meios sacarificados);

e Produzir celulose bacteriana utilizando solugédo salina e complementacédo com
fontes de carbono: Glicose, Glicerol, Sacarose, Manitol, Extrato de Levedura,
Peptona e Frutose;

e Avaliar a produtividade e rendimento dos biopolimeros produzidos;

e Ampliar a escala da melhor producéo de celulose bacteriana para producéo
do CB Papel;

e Desenvolver o protétipo de uma embalagem sustentavel utilizando o CB
Papel;

e Caracterizar todas as membranas de CB quanto a morfologia, cristalinidade,

estabilidade térmica e analise estrutural.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CELULOSE BACTERIANA

A Celulose Bacteriana (CB) € um exopolissacarideo produzido por varias
espécies de bactérias. A producdo de celulose foi relatada pela primeira vez em
1886 por Adrian Brown, quando ele observou um material gelatinoso na superficie
de uma fermentacao de vinagre (BROWN, 1886; HASSAN et al., 2015).

Essa celulose (CsH100s)n, também chamada glicidios ou hidratos de carbono,
€ um carboidrato formado pela juncao de centenas de moléculas de (B-glicose por
meio de ligagbes B-1,4-glicosidicas, onde a unidade que se repete é a celobiose, ou
seja, duas moléculas de glicose (VAZQUEZ et al., 2013). Cada mondmero de
glicose esta rotacionado aproximadamente 180° em relacdo ao vizinho e a cadeia
glicana e pode conter até 15.000 monémeros de glicose, o que resulta em uma
molécula com peso de 162,1406 g.mol? (MCNAMARA et al., 2015). Quanto as
ligacbes de hidrogénio, elas garantem a forte associacdo do polimero linear de
celulose, e como consequéncia, ocorre a formagéo de suas fibras, garantindo rigidez

a estrutura (TSOUKO et al., 2015). A Figura 1 mostra a estrutura quimica da

celulose.
Figura 1 - Estrutura quimica da celulose
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Fonte: KLEMM et al., (2011).

A microfibrila de CB é aproximadamente 100 vezes mais fina (Figura 2) que
as da celulose vegetal, tornando-a um material de alta porosidade com boas
propriedades (estrutura reticular ultrafina, alta cristalinidade, elevada resisténcia a
tracdo e elasticidade). Além disso, sua composicdo € quase que exclusivamente
formada por celulose, sendo livre de impurezas como a lignina, hemicelulose ou

outro composto que futuramente necessitariam de tratamentos poluidores e
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desperdicio de agua e energia para a sua remocao (DONINI et al., 2010; JOZALA et
al.,2016).

Figura 2 - Micrografia das fibras de celulose bacteriana (A) e celulose vegetal (B).
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Fonte: DONINI et al., (2010).

A pelicula de CB (Figura 3a e 3b) desempenha um importante mecanismo de
defesa para o0 microrganismo, uma vez que funciona como mecanismo de flotagcéo
(Figura 3a) onde a bactéria permanece em uma interface ar-liquido com a finalidade
de obter oxigénio com mais facilidade. Além do mais, esse biofilme é uma barreira a
radiacdo UV devido a sua opacidade. Por permanecer na superficie do meio,
melhora também o transporte de nutrientes pelo mecanismo de difusdo (KLEMM et
al., 2011), e ainda previne a desidratacdo do substrato, uma vez que possui carater
altamente higroscépico, protegendo as bactérias ali presentes (RAJWADE;
PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015).

Figura 3 - 3a: Biofilme de CB flutuando na superficie do meio de cultura e 3b: Biofilme de CB
coletado.

My

Fonte: A autora (2021).
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3.1.1 Biossintese da Celulose Bacteriana

Na biossintese da CB, espécies de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas poderdo ser responsaveis pela formacdo desse exopolissacarideo ou
biofilme na superficie do meio de cultura liquido. Os géneros mais conhecidos séo:
Komagataeibacter (Anteriormente, Gluconacetobacter - YAMADA et al.,, 2012),
Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter,
Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina (HASSAN et al., 2015; HUANG et
al., 2014; SHI et al., 2014).

Em uma visdo microscopica da parede celular desses microrganismos, o
processo de formacdo da celulose ocorre entre as membranas interna e
citoplasmatica das células, quando a glicose é transportada do meio externo para o
citoplasma da bactéria ou de fontes internas. Essa biossintese depende de duas
vias importantes, a via das pentoses, onde ocorre a oxidagcdo dos carboidratos, e o0
ciclo de Krebs, em que atua na oxidacdo dos acidos organicos. Essencialmente, a
sintese da celulose acontece a partir de um conjunto metabdlico de hexose fosfato,
tendo como mecanismo principal a fosforilacdo de hexoses exégenas, e, de forma
indireta, a via das pentoses e gliconeogénese (DONINI et al., 2010).

Quatro enzimas sao responsaveis pela conversdo da glicose: Glicoquinase,
enzima responsavel pela fosforilagdo do carbono 6 da glicose, a Fosfoglicomutase
gue catalisa a reacdo de isomerizacao da glicose-6-fosfato para glicose-1- fosfato; a
UDPG - pirofosforilase (glicose — 1 - fosfato uridilitransferase) que sintetiza a UDP -
glicose (UDPG) e a Celulose Sintase (CS) que produz a celulose a partir de UDP-
glicose. Durante o processo de formacdo e montagem das cadeias de celulose
(Figura 4), primeiramente ocorre a formacao das cadeias de 1,4 -glicano e depois a
montagem e cristalizacdo das mesmas (NASCIMENTO, 2018). As cadeias agrupam-
se através de ligacdes de hidrogénio, inicialmente em cadeias chamadas de fibrilas
subelementares (1,5 nm) que se associam e formam as microfibrilas (2 a 4 nm de
didmetro), depois organizam-se em nanofitas de 40 a 80 nm de largura. Por fim, as
microfibrilas se agregam por meio da cristalizacdo das cadeias de glucano
adjacentes (CACICEDO et al., 2015; KLEMM et al., 2005). Assim, fibras de celulose
dispersas no meio de cultura formam um filme gelatinoso que flutua na superficie e
serve como matriz de suporte ao crescimento da populacéo bacteriana (ANDRADE
et al., 2010; COIMBRA, 2016).
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Figura 4 - Esquema da parede celular da bactéria e o processo de formagdo e montagem das cadeias

de celulose.
Nanofibras 2 - 4 nm \ Nanofitas de celulose 40-60 nm ‘

|[F
Sub-fibrilas 1,5 nm ‘ —

Komagataeibacter bacterium

Membrana de celulose

Fonte: CACICEDO et al., (2015) Adaptada.

3.1.2 Propriedades da Celulose Bacteriana

A CB possui muitas propriedades (Tabela 1) que despertam interesse em
novos campos de aplicacdo e no desenvolvimento de métodos para sua producao
em larga escala. O alto grau de resisténcia mecanica, pureza, cristalinidade e teor
de agua sdo algumas das propriedades mais importantes da celulose bacteriana
(KLEMM et al. 2005). Fazendo uma rapida analogia com a celulose vegetal, as
principais diferencas sdo em relagdo a estrutura fibrosa, essencialmente
nanometrica, maior pureza e cristalinidade. (LEE et al., 2014). O grau de
cristalinidade gira em torno de 80% para os biofimes de CB, este fator esta
profundamente ligado as condi¢cbes de cultivo, como composicdo do meio e
processo de producdo estatico ou agitado (JUNG et al. 2010; TROVATTI et al.
2011).

Tabela 1 - Propriedades da Celulose Bacteriana comparadas a celulose vegetal.

Propriedade Celulose Vegetal Celulose Bacteriana
Largura da fibra (nm) 14 - 40.000 50 - 80
Cristalinidade % 43 - 65 84 - 89

Grau de polimerizagéo 13.000 - 14.000 2.000 - 6.000
Médulo de Young (GPa) 13- 180 15- 138
Resisténcia a tracdo (MPa) 10 - 250 91 - 260
Quantidade de agua (%) 60 98,5

Fontes: CAMPANO et al., 2016; CHAWLA et al., 2009; MOON et al., 2011; PECORARO et al.,2008.

Em seus experimentos, Cerrutti et al., (2016) avaliaram a producédo de
nanocelulose bacteriana a partir de residuos da indastria do vinho. A nanocelulose
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foi produzida em meio estatico contendo licor de maceracédo de milho como fonte de
nitrogénio e extrato de bagaco de uva como principal fonte de carbono, em tempos
de fermentacao de 5, 21 e 30 dias. Como principais resultados de caracterizacdo, 0s
padrées de DRX das membranas obtidas em tempos de incubacdo crescentes
mostraram um aumento do material cristalino em fung&o do tempo de fermentagao.

As microfibrilas de celulose bacteriana sdo organizadas em uma rede
nanofibrilar tridimensional, permitindo a retencédo de agua na estrutura porosa fina e
altamente hidrofilica, sendo capaz de absorver quase 100 vezes sua propria massa
em agua. Ja a insolubilidade em agua e em solventes organicos comuns, bem como
resisténcia a hidrélise enzimatica e quimica estdo associados a organizacao
supramolecular das moléculas de celulose, na qual as cadeias de glucana sé&o
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intercadeia e intracadeia (KOOLMAN E
ROHM 2005; ROMLING 2002).

Gomes et al. (2021) utilizaram o melaco de soja como matéria-prima para a
producdo da CB por bactérias isoladas de industrias de vinagres. Como principais
resultados, as membranas de CB produzidas em melagco de soja com etanol
apresentaram cristalinidade normalmente observada para CB, menor capacidade de
retencdo de agua e maior taxa de reidratacdo do que as CB produzidas em meio
HS, demonstrando que o tipo de substrato utilizado tem um efeito sobre as
caracteristicas da celulose obtida.

Em suas pesquisas, Cazon et al. (2020) observaram que a 4gua atuou como
plastificante, afetando principalmente as propriedades mecanicas e de
permeabilidade ao vapor de agua. Os valores de resisténcia a tragdo aumentaram
até 22,28 MPa quando o teor de umidade aumentou de 0,11 para 0,32 aw (Atividade
de &gua). No entanto, em valores mais altos de aw (0,75 < aw < 0,91) houve
diminuicdo continua da resisténcia a ruptura. De forma geral, a presenca de um
agente plastificante, como a agua, pode quebrar ou substituir as ligagcbes de
hidrogénio intermoleculares polimero-polimero que mantém as cadeias poliméricas
unidas, aumentando a elasticidade.

Além disso, esse biopolimero possui elevado modulo de elasticidade, alto
grau de polimerizacao (até 6.000), alta permeabilidade, alta porosidade (aprox. 94%)
(MEFTAHI et al., 2010; MOON et al., 2006) boa resisténcia mecénica e elevada area
superficial, como decorréncia de sua cristalinidade e do pequeno didmetro das
fibras, respectivamente (SILVA, 2012).
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A consideravel resisténcia mecéanica da celulose bacteriana € devida as
cadeias lineares de celulose e a forte coesdo entre macromoléculas, formadas por
uma rede de ligacbes de hidrogénio (tanto intra quanto intermoleculares) e ligacbes
glicosidicas (KLEMM et al. 2006; SKVORTSOVA et al., 2019). O modulo de Young
ou moédulo de elasticidade da celulose bacteriana varia de 15 a 138 GPa, com uma
tensdo e deformacdo na ruptura de cerca de 240 MPa e 2,6%, respectivamente
(IGUCHI et al. 2000; PECORARO et al. 2007; VITTA E THIRUVENGADAM 2012;
HSIEH et al. 2008; GARDNER et al. 2008). As propriedades dependem de varios
fatores, incluindo a cepa bacteriana utilizada, a composi¢do do meio de cultura e as
condi¢cbes pds-incubacao.

Quando avaliamos a degradacdo térmica devemos ter em mente que a
mesma pode ser afetada por alguns parametros estruturais: peso molecular,
cristalinidade e orientacdo das fibras. Fornecendo assim, algumas pistas sobre as
interacdes das fibras de CB (BARUD et al., 2007; VAZQUEZ et al., 2013).

Tal fato foi avaliado por Mohammadkazemi et al. (2015), que correlacionaram
os parametros de cristalinidade, morfologia e avaliacdo termogravimétrica. Esses
pesquisadores observaram que a fonte de carbono manitol conferiu aos
biopolimeros maior estabilidade térmica. Ja os resultados de DRX mostraram que a
CB produzida em meio de manitol foi a que apresentou a maior cristalinidade,
justificando o possivel comportamento térmico. Além disso, as micrografias

forneceram evidéncias da forte adesao interfacial entre as fibras de CB.
3.1.3 Meios de Fermentacado para Sintese da Celulose Bacteriana

Em 1954, Hestrin e Schramm foram os pioneiros no desenvolvimento de um
caldo que continha, basicamente, fésforo, nitrogénio, carbono e oligoelementos. O
meio desenvolvido por eles é composto por 2% de glicose, que € a principal fonte de
carbono, 0,5% peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,27% fosfato dissodico anidro e
0,015% de &cido citrico (HESTRIN & SCHRAMM 1954).

Macro e micronutrientes tornaram-se formulacdo chave para a producgao de
celulose bacteriana entre os pesquisadores e produtores (DONINI et al., 2010; DE
VASCONCELOS et al., 2020). Dentre os macronutrientes, pode-se citar o carbono,
nitrogénio, oxigénio, hidrogénio, enxofre, foésforo, magnésio e potassio, pois sédo
necessarios em grandes concentracfes. Ja os micronutrientes (molibdénio, zinco,

cobre, manganés, calcio, sbédio, vitaminas, hormonios e precursores metabdlicos)
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sdo necessarios em guantidades minimas, e, uma concentracdo muito alta pode ser
toxica para as bactérias (ADNAN, 2015).

Atualmente, algumas distingdes foram criadas, e dividem o0s meios de
fermentacdo em dois tipos: meios de composicdo definida, os quais apresentam
componentes quimicos com composicado exata e conhecida e, 0s meios complexos
(indefinidos) que s&o obtidos a partir de extratos naturais e sua composigdo exata
pode nao ser conhecida.

De acordo com a definicdo sugerida pelas bibliotecas do LibreTexts: “Um
meio quimicamente definido € totalmente isento de componentes derivados de
animais (incluindo componentes derivados de microbios, como extrato de levedura)
e representa um meio mais puro e consistente”. Por definigdo, meios quimicamente
definidos ndo podem conter soro bovino fetal, aloumina de soro bovino ou albumina
de soro humano, pois, esses produtos contém misturas complexas de albuminas e
lipidios. O termo 'meios quimicamente definidos' € muitas vezes mal utilizado na
literatura (LIBRETEXTS BIOLOGY, 2022).

Diante disso, alguns pesquisadores preferem trabalhar com meios de
composicdo definida, principalmente na area médica, devido sua maior
reprodutibilidade e facilidade de purificagdo dos biofimes (SHULER E KARGI, 2002;
ADNAN, 2015).

Porém, nos ultimos anos, a fim de minimizar os custos de producdo desse
biopolimero, diversos parametros de fermentacdo, como controle de pH, agitacéo,
tempo de cultivo e fontes de carbono como: cana-de-aglcar, melago, sacarose,
glicose, manitol e frutas em decomposicao, tém sido estudadas (SOUZA et al., 2021;
DE VASCONCELOS et al.,2020; COSTA et al. 2018; HUANG et al. 2016; TYAGI E
SURESH 2016;). Souza et al. (2021) utilizaram o microrganismo K. xylinus, em um
meio de cultura suplementado com pé de café, melaco de cana hidrolisado e etanol
a 1% (v/v), ao final do estudo obtiveram um rendimento maximo de 11,08 g/L de CB.

Amorim et al. (2019) usaram residuos de frutas tropicais como fonte de
carbono em uma cultura estatica por 10 dias e obtiveram 6,98 g/L de celulose. Uma
alternativa usada por Kurosumi et al. (2009) foi a utilizacdo de suco de laranja para
producdo de polimeros, obtendo-se 5,9 g/L de celulose bacteriana em 14 dias de
incubacdo. De forma geral, os resultados mostram que a utilizacdo de diferentes
fontes de carbono dos subprodutos avaliados séo alternativas viaveis na reducado de

custos na producédo de CB.
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De acordo com Donini et al. (2010), um dos melhores rendimentos relatados
da literatura para producdo de CB foi de 15,30 g / L ap6s 50 horas de cultivo
estatico, onde os pesquisadores utilizaram a glicose como principal fonte de

carbono, bem como, suplementacao de etanol e oxigénio.
3.1.4 Condigdes de Cultivo da Celulose Bacteriana

Existem dois processos submersos de producao da CB. Um deles € o sistema
estéatico que favorece a formacado da CB na forma de uma membrana ou pelicula na
interface ar/liquido. O outro, é a fermentacdo sob agitacdo promovendo a
homogeneizacdo constante do meio de cultura e, como principal resultado, a CB
obtida adquire tamanhos e formas variadas, como esferas, pellets ou suspensao
fibrosa. A selecdo do método depende das aplicacdes finais da CB, bem como das
caracteristicas mecanicas, fisicas e morfolégicas necessarias (YANG et al., 1998;
YAN et al., 2008; WU; LIA, 2008; KADIER et al., 2021).

Em um estagio inicial da producdo de CB, em condicBes estaticas, as
bactérias inoculadas consomem o oxigénio dissolvido no meio para aumentar a sua
populacdo, e, durante essa fase, uma certa quantidade de pelicula é produzida por
bactérias que estdo internamente no meio, ou seja, fora da interface ar/liquido,
formando um filme ndo uniforme e fragil, que muitas vezes se deposita no do
recipiente. Apos o consumo de todo oxigénio dissolvido no meio, as bactérias
imersas na fase liquida, ficardo dormentes e poderéo ser reativadas e usadas como
inéculo em novas culturas (LAVOINE et al., 2012; DUARTE et al. 2019).

Todavia, somente as bactérias que estdo nas proximidades da interface
ar/liquido na presenca do oxigénio serdo capazes de manter a sua atividade
metabdlica viavel e produzir um filme polimérico uniforme e resistente que ira flutuar
a fim de manter as condi¢des ideais do crescimento celular (LAVOINE et al., 2012;
DUARTE et al. 2019).

Atrelado a isso, 0 alto custo e o baixo rendimento sdo os dois principais
problemas em culturas estaticas. A fim de mitigar isso, alguns autores sugerem o
uso das culturas agitadas, pois o fornecimento de oxigénio esta diretamente
associado a producédo da CB. Por outro lado, se ndo dimensionado de forma correta,
0 suprimento excessivo de oxigénio resultard em uma diminuicdo na formacdo dos
biofiimes. De forma geral, em muitos experimentos, os meios agitados e estéticos

resultaram basicamente na producdo da mesma quantidade de CB em igual periodo
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de fermentacdo (WANG et al., 2019). No que se refere a isso, 0 modo de cultivo
estatico requer elevada area superficial disponivel, por isso alguns pesquisadores
tém indicado a cultura agitada em biorreatores como a técnica mais adequada para
producdo em escala industrial (LEE et al., 2014).

A Tabela 2 apresenta alguns dados sobre importantes condi¢des de cultivo

estudadas na literatura.

Tabela 2 - Dados sobre condi¢des de cultivo estudadas na literatura.

S . = Taxa de
Técnica de Microrganismo Rendimento H Rotacé&o aeracio Temperatura Tempo Referéncia
cultivo 9 @ /L) P (rpm) (Wr‘fn) o) P
. - K. hansenii C n Revin et al.
Meio estatico 110 9,2 4,00 0 0 28 14 dias (2019)
. - A. xylinum Gao et al.
Meio estético (ATCC 53263) 3,97 5,00 0 0 30 96h (2020)
. . A. xylinum Gao et al.
Meio Agitado (ATCC 53263) 1,70 5,00 300 1,0 30 96h (2020)
Bae e
Shoda
Jarra de K. xylinus 5.30 5,00 0 0 30 72h (2004),
Fermentacgéao Bae e
Shoda
(2005)
Meio Agitado A. xylinum
em Incubadora (ATCC 1,51 5.09 135 0 25 21 dias Ze';%flt 2k
rotativa #700178) ( )
Biorreator airlift G. xylinus Wu e Li
modificado (BPR2001) 1,80 500 130 2,0 30 66h (2015)
" - K. xylinus * * Dayal et al.
Meio Agitado (MTCC 2623) 3,50 140 30 24h (2013)
Biorreator com A. xylinum 4,50 Chao et al
enriquecimento ; 10,40 - * 0.4 30 44 h N
de oxigénio (BPR2001) 5,50 (2001)
Reator de .
; A. xylinum * ZAHAN et
discos (0416) 7,07 7 0 28 96h al. (2016)

rotativos

Fonte: A autora (2021).

De forma objetiva, o rendimento de producdo da celulose bacteriana de
algumas espécies produtoras encontra-se detalhado na Tabela 2 através de um
comparativo entre alguns parametros, como o tipo de técnica de cultivo, pH, rotacao,
taxa de aeracdo, temperatura e tempo de producdo para diferentes métodos
encontrados na literatura.

Um estudo importante, realizado por Coimbra (2016), observou que a
agitacdo do meio de cultura pode diminuir o rendimento de producédo das CB.
Segundo a autora, a velocidade de agitacdo aumenta os niveis de oxigénio
dissolvido e favorece um maior crescimento bacteriano. Em contrapartida, a funcéo
da celulose como agente de flotagdo e maior contato com o oxigénio tornam-se
prescindiveis, pois 0 maior aporte de oxigénio dissolvido no meio reduz a

necessidade de producédo de celulose para manté-la na interface liquido-ar.
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Sendo, portanto, essas informacdes cruciais para determinacdo de

parametros de producdo que serdo considerados na presente pesquisa.
3.1.5 Meios de Cultura Alternativos para Producéo de Celulose Bacteriana

Existe uma enorme diversidade de residuos agroindustriais, entre eles, graos,
restos de frutas, bagacos, tortas e outros, provenientes de usinas sucroalcooleiras,
abatedouros, industrias do processamento de carnes, frutas e hortalicas, industria da
celulose e papel (DUARTE et al. 2019). Atualmente, muito tem sido relatado sobre o
manejo eficiente dos residuos organicos, pois o descarte incorreto gera enormes
impactos ambientais. Segundo Dungani et al., (2016), as agroindustrias produzem
toneladas de biomassa diariamente e apenas 10% dela € usada como matéria-prima
alternativa para producgéo de biocompdsitos, componentes biomédicos, entre outros.

Dentre os graos, o arroz é considerado alimento basico para mais 3 milhdes
de pessoas, e tem sua producéo variando em torno de 480 milhdes de toneladas por
ano. A maior parte do arroz cultivado e consumido encontra-se na regido asiatica,
onde a China e a india detém cerca de 50% da producio mundial. Ja a nivel
nacional, o Brasil ocupa a sétima posicdo no que diz respeito a producdo desse
cereal (PONTES, 2012; SATO & REIS, 2020). Outro grdo muito consumido é o
milho, apresentando estimativa nacional de area colhida (safra 2018/2019) de
17.333,3 mil hectares e uma producao de 99.312,3 mil toneladas (CONAB, 2019).

Associado a grande producdo desse tipo de grdo, tem-se a alta
disponibilidade do amido proveniente do milho e do arroz, depois dos aglcares mais
simples (sacarose, glicose, frutose, maltose, por exemplo) é o principal carboidrato
gue 0s vegetais superiores sintetizam a partir da fotossintese, sendo um dos
polimeros naturais mais abundantes, juntamente com a celulose (PONTES, 2012).
A vista disso, devido a subutilizacio desse tipo de material, muitos pesquisadores
avaliam seu aproveitamento, pois, residuos da agroindustria contendo amido,
poderdo ser convertidos em matérias-primas para diversos processos industriais por
conter grande quantidade de nutrientes (AL-ABDALLAH E DAHMAN, 2013; XIAO et
al., 2013; CHENG et al., 2017).

Nesse contexto, a fermentacdo desempenha um papel de destaque no
aproveitamento dos residuos orgéanicos visando a sintese de compostos de alto
valor agregado e grande interesse industrial (DANTAS; AQUINO, 2010).
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Em 2017, Cheng et al. utilizaram residuos agricolas de caule de milho
hidrolisados como fonte de carbono para o microrganismo Acetobacter xylinum na
producdo de CB. Ha também a milhocina, subproduto da moagem umida do milho
gue possui uma completa fonte de nitrogénio, vitaminas e outros elementos, e pode
ser utilizada no complemento nutricional para o crescimento microbiano durante a
fermentacdo e producédo de biopolimeros de CB (XIAO et al., 2013).

Outro estudo produziu CB a partir de palha de trigo hidrolisada
enzimaticamente por celulase, B-glucosidase e xilanase (AL-ABDALLAH E
DAHMAN, 2013). Goelzer et al., (2019), em seus experimentos, usaram cascas de
arroz provenientes de residuos agricolas, pré-tratadas enzimaticamente, para
producdo de CB em condi¢des aeradas e estaticas.

O melago, subproduto da industria agucareira, € também uma fonte de
carbono muito atrativa e de baixo custo. Esse carboidrato contém grande quantidade
de acuUcares totais, como sacarose, glicose, frutose e rafinose (RIVAS et al., 2004).
Alguns trabalhos relatam a suplementacdo de meios de cultura utilizando melagos e
milhocina na produgé&o de CB (JUNG et al., 2010; TYAGI; SURESH, 2016).

Os efluentes de destilaria sdo um dos maiores problemas enfrentados pelas
indastrias produtoras de etanol. Com o intuito de mitigar os impactos provenientes
desse setor industrial, Jahan et al., 2018 utilizaram residuos de destilacdo como
meio potencial para producéo de celulose bacteriana. O microrganismo usado foi a
Gluconacetobacter oboediens e os principais resultados obtidos mostraram uma
producdo maxima de CB de 8,1 g/L do efluente bruto da destilaria.

Outro estudo desenvolvido por Barshan et al., 2019 obteve biopolimeros de
celulose bacteriana produzidos por Komagatacibacter xylinus PTCC 1734, utilizando
vinhaca como meio de cultivo barato. A melhor producéo foi obtida com a
concentracdo maxima de 40% de vinhaca e tempo de incubacdo de 10 dias. A

Tabela 3 relaciona a produtividade de CB a diferentes fontes de carbono.

Tabela 3 - Producao de Celulose Bacteriana em diferentes fontes de carbono.

Principal

Microrganismo fonte de Tir::lfi?/:e Ren?w_)ento Referéncia
Carbono 9
G. xylinus ATCC " Mikkelsen et al.,
53524 Glicose 96 h 3,10 (2009)
Melago Bae e Shoda
K. xylinus BPR hidrolisado por 72 h 5.30 (2004),

2001 sulfdrico Bae e Shoda
acido (2005)
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i Cakar et al.,
G. xylinus (FCO1) Melaco 168 h 1.64 (2014)
G. xylinus ATCC Mikkelsen et al.,
53524 Sacarose 96 h 3.83 (2009)
Hestrin and
G. xylinus ATCC Schramm (HS) 9% h 60.0 Jozala et al.,
53582 + Cultura de ’ (2014)
frutas podres
. Casca de arroz
A. xylinum ATCC . . . Goelzer et al.,
23769 hldro_llsada + 10 dias 2,42 (2009)
glicose
K Glicerol +
sucrofermentans Hidrolisados de 15 dias 13,30 Tsouko et al.,
DSM 15973 farelo de (2015)
girassol
Bagaco de uva/
A. xylinum Licor . Cerrutti et al.,
NRRLB-42 demaceragéo 21 dias 6,70 (2016)
de milho
G Residuos da
hanseniiPJK(KCTC prf:’:r‘\‘/g“;fe 14 dias 8,60 Ha et al., (2008)
10505 BP) Vel
Glicose

Fonte: A autora (2021).

Acerca das pesquisas publicadas na literatura, estudos como os de Goelzer et
al., (2009) e Cerrutti et al., (2016) poderdo agregar informaces importantes ao
objeto de estudo desta tese, por se tratar da utilizacdo de cascas de arroz
hidrolisadas e licor de maceracdo de milho.

Em resumo, mesmo que muitos meios, comerciais ou alternativos, sejam
suplementados com diversas fontes de carbono para a producdo de CB, é
importante identificar os meios mais adequados e as melhores condi¢des de cultivo

para atingir alta produtividade.
3.1.6 Aplicacdes da Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana possui uma rede de fibras ultrafinas com poros de
geometria variavel e uma boa capacidade de moldagem em diferentes estruturas
(STUMPEF et al. 2018). Devido as suas propriedades Unicas, que outros biomateriais
ndo apresentam, a celulose bacteriana tem se mostrado um biopolimero com
amplas aplicac6es. Nos ultimos anos, diversas areas como por exemplo, na industria
alimenticia (AZEREDO 2018), embalagens ativas (SILVA, 2018), biomédica
(HOBZOVA et al. 2018), cosmética (STASIAK-ROZANSKA & PLOSKA 2018) e
nanocompdsitos (RAI et al. 2019), demonstram interesse em suas caracteristicas.

No setor alimenticio, um famoso doce chamado de nata de coco (Figura 5),

nativo das Filipinas, se tornou um dos primeiros produtos alimenticios de polpa
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bacteriana (DUARTE et al. 2019). O doce é um produto da fermentacdo direta da
bactéria Komagaitebacter xylinus em agua de coco ou suco de abacaxi, gerando um
produto final muito apreciado pelo seu sabor adocicado (GAMA; GATENHOLM;
KLEMM, 2012).

Buscando melhorar a qualidade dos alimentos, biopolimeros de CB foram
utilizados como aditivos de baixa caloria, estabilizantes, espessantes, modificadores

de textura, ou como embalagens (SHI et al., 2014).

Figura 5 - Sobremesa a base de CB conhecida com nata de coco.

Fonte: AZEREDO et al., (2019).

Em 2020, Buruaga-Ramiro et al. desenvolveram um papel bioativo
antimicrobiano feito de celulose bacteriana. Esses pesquisadores utilizaram a
lisozima, enzima de origem natural que possui agcdo antimicrobiana, para incorporar
a fibra celuldsica. O intuito principal da pesquisa foi criar um material novo para
aplicagdo em embalagens ativas.

Silva (2018) desenvolveu e caracterizou filmes compdsitos produzidos por
goma de caju e celulose bacteriana nanofibrilada. Os resultados foram promissores,
indicando uma possivel aplicacdo do compdsito na elaboracdo de embalagens de
alimentos devido a importantes propriedades, como resisténcia a tracao,
solubilidade, diminuicdo da permeabilidade, homogeneidade e estabilidade térmica.

Albuquerque et al. (2021) desenvolveram uma mistura de polimeros contendo
celulose bacteriana e poli (3-hidroxibutirato) ativado com 6leo essencial de cravo
para uso em embalagens ativas de alimentos. Os resultados mostraram que o filme

desenvolvido é muito promissor por exibir agcdo antimicrobiana, e por apresentar
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também, caracteristicas mecéanicas e térmicas favoraveis para uso em embalagens
alimenticias.

Na area biomédica, pela aplicabilidade diversa, a celulose bacteriana destaca-
se em muitos segmentos. A sua alta umidade, biocompatibilidade e a possibilidade
de controlar diretamente o processo de biossintese tornam possiveis a utilizacdo das
membranas nos muitos processos na engenharia de tecidos, como por exemplo, na
cicatrizacdo de feridas crbnicas, queimaduras, em vasos sanguineos artificiais, como
cartilagem, valvulas cardiacas entre outros (ALMEIDA et al., 2022; NASCIMENTO
2018).

Em 2018, Zmejkoski et al. desenvolveram um hidrogel composto de celulose
bacteriana e lignina. Como principal resultado, o material foi promissor no tratamento
de feridas crbnicas, pois, teve efeito inibidor frente as bactérias clinicamente
isoladas, P. aeruginosa, S. aureus e Serratia sp., e, em estirpes como, S. aureus, L.
monocytogenes e S. typhimurium. O compdsito também apresentou liberacdo
prolongada de compostos antibacterianos, o que pode ser benéfico na prevencéo de
infeccdes. Ainda nessa area, Kamal et al., 2022 desenvolveram filmes de celulose
bacteriana produzidos com residuos de tomate. Os fiimes foram impregnados com
extrato vegetal bioativo da planta Dracaena serrulata, composto antimicrobiano
verde para potenciais aplica¢cdes biomédicas.

No setor de cosmeéticos, ativos naturais vém alavancando o mercado que esta
em constante expansdo. Esses ativos sdo substancias que podem ser responsaveis
pela melhora da pele, por exemplo, e sdo incorporados aos polimeros que 0s
transportam até a derme. Polimeros naturais como nanofibras de celulose
bacteriana, polpa de celulose e hidrogéis tém sido usados como materiais essenciais
para a fabricacdo desse tipo de cosméticos.

Amorim et al. (2020) avaliaram a incorporacdo de um extrato de prépolis em
filmes de CB, a fim de ser usado como mascara hidratante e anti-inflamatéria em
peles com tendéncia a acne e inflamacdes. Os resultados do estudo proposto por
esses pesquisadores foram promissores, pois, 0 extrato de propolis mostrou-se
favoravel como agente anti-inflamatorio e mantendo as propriedades iniciais dos
biopolimeros de CB.

A natureza hidrofilica da celulose favorece o desenvolvimento de muitos
compésitos ambientalmente corretos (YU et al. 2006). Os compdsitos contendo

celulose podem ser preparados por uma mistura de materiais compativeis com agua
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ou por extrusdo com material de matriz plastica imiscivel em agua (HUBBE et
al. 2008). Vérios pesquisadores usaram a celulose bacteriana como material de
base para o desenvolvimento de compositos (EVANS et al. 2003; NAKAYAMA et al.
2004; YU et al. 2006; YOON et al. 2006; SAIBUATONG E PHISALAPHONG, 2010;
TANG et al. 2010; SHAH et al. 2013). Com base na natureza dos agentes de
combinacdo os compositos poliméricos podem ser sintetizados de duas formas
basicas: “in situ” e “ex situ”. O método in situ, o aditivo faz parte do meio de

fermentacédo e sua incorporacdo ocorre durante sua sintese (Figura 6).

Figura 6 - Sintese “in situ” de compositos de celulose bacteriana.

T E

+
+
L= 8 = +
Meio de cultura Material de reforgo Celulose Bacteriana Compodsito de celulose bacteriana

Fonte: AMORIM et al., (2021), Adaptada.

Em 2010, Saibuatong e Phisalaphong (2010) utilizaram o método de sintese
“in situ” para o desenvolvimento de biocompdsitos de celulose bacteriana. Os filmes
eram compostos de celulose bacteriana e aloe vera, onde a mesma era adicionada
em diferentes propor¢des ao meio de cultivo da celulose bacteriana sob condi¢des
estéticas. Os componentes do aloe vera ficaram aderidos nas fibrilas de celulose
bacteriana, 0 que agregou propriedades fisico-mecéanicas superiores ao material
final. O que acontece nesse tipo de processo é que as microfibrilas de celulose
bacteriana crescem formando uma espécie de "teia" capaz de se ligar a varios
materiais adicionados ao meio de cultura, resultando em compositos de CB (HORII
et al. 1997; TANG et al. 2010).

No método “ex situ” (Figura 7), a CB é inicialmente produzida sem o aditivo e
ap0s sua sintese € impregnada com materiais de reforco para produzir o0s
compositos (SAIBUATONG e PHISALAPHONG 2010; SHAH et al. 2013).

Figura 7 - Sintese “ex situ” de compostos de celulose bacteriana através da redugao dos ions prata.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-020-00989-9#ref-CR50
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Fonte: AMORIM et al., (2021), Adaptada.

Nanoceluloses obtidas por meio de culturas estaticas sdo geralmente
utiizadas para a sintese de compdsitos com aplicacdes biomédicas e industriais
(MANEERUNG et al. 2008). A grande utilizacdo desse biopolimero se deve a sua
porosidade e por conter grupamentos OH disponiveis, pois, hanoparticulas podem
faciimente ser absorvidas pela matriz polimérica através de interacdes de carater
fisico ou quimicas. Outro fator importante da sintese “ex situ” € que a estrutura do
polimero permanece basicamente inalterada. A face do exposto, muitos
pesquisadores buscam desenvolver compostos formados a partir de polimeros,
materiais inorganicos, metais e 6xidos de metal (EVANS et al. 2003; NAKAYAMA et
al. 2004; YOON et al. 2006).

A partir da celulose bacteriana produzida por Acetobacter xylinum, Maneerung
et al. (2008) reduziram o ion prata absorvido na matriz polimérica com o intuito de
obter um material interessante para uso como curativo. Por fim, a celulose
bacteriana impregnada com nanoparticulas de prata liofilizada exibiu forte atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus
(Gram-positiva).

Apesar das pesquisas que buscam identificar varidveis de processo
adequadas e microrganismos potencialmente produtores de CB, a fonte de carbono
ainda é uma das mais importantes variaveis de investigacdo para acompanhar a
produtividade e viabilidade celular durante o crescimento microbiano. Nesse
contexto, o amido presente em diversos cereais sao fontes de carbono valiosas e
abundantes em nosso bioma. Dentre os cereais, 0 arroz e o milho sdo importantes

fontes de nutrientes a serem estudados, por conter macro e micro nutrientes
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fundamentais ao crescimento celular e formacédo dos biopolimeros de celulose

bacteriana.
3.2 OS CEREAIS
3.2.1 O Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um importante cereal da dieta do brasileiro, tendo
seu maior consumo na forma de graos inteiros, descascados e polidos. Por possuir
condicbes privilegiadas de plantio em varzeas e terras altas, o Brasil destaca-se
entre os maiores produtores deste alimento, atingindo a marca de 11,5 milhdes de
toneladas (LIMBERGER et al., 2008; PONTES et al., 2012; IBGE, 2021).

Com relacdo as caracteristicas botanicas, o arroz (Figura 8) € um fruto-
semente das gramineas e possui quatro componentes principais: casca, farelo,
endosperma e germe, e que poderdo ser removidas durante o beneficiamento do
produto para consumo (VIEIRA; RABELO, 2006).

Figura 8 - Estruturas béasicas do gréo de arroz.

casca—;

farelo &

endosperma
(amido)

germe

Fonte: CARVALHO (2015).

E durante o beneficiamento do arroz que se inicia a separacgéo da casca do
resto do grado para a obtencdo do arroz polido para o consumo. O Arroz polido
(branco) é o arroz de graos longos e finos, destituido da camada externa e do
germe. Ja no Arroz integral, sua aparéncia mais escura deve-se a presenca da
camada de farelo e do germe. Nesse tipo de cereal sdo encontradas maiores
concentracOes de fibras, proteinas, calcio, fésforo, ferro e vitaminas do complexo B
(RATHNA, 2019).
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O arroz parboilizado apresenta uma cor amarelada e odor mais forte. A
parboilizacdo € um tratamento hidrotérmico onde o arroz é encharcado, aquecido e
seco. Posteriormente, o grao parboilizado € descascado podendo ser comercializado
na forma “parboilizado integral” ou “parboilizado polido”, sendo mais comum o
parboilizado polido (ABIAP, 2007; DORS et al 2009; RATHNA, 2019). A Tabela 4
apresenta uma importante comparacao entre os cereais que seréo objeto de estudo

nesta pesquisa.

Tabela 4 - Comparacao entre a composi¢ao quimica (%) do arroz integral, polido e Milho.

Constituinte Arroz integral Arroz polido Milho
Amido 74,12 87,58 72,00
Proteinas 10,46 8,90 9,50
Lipideos 2,52 0,36 4,00
Fibras 11,76 2,87 9,00
Cinzas 1,15 0,15 1,20

Fonte: PONTES, 2012; EMPRAPA, 2006 (Adaptada).

Fazendo uso da Tabela 4, observa-se que os grédos de arroz tém,
basicamente, em sua composicdo quimica, proteinas, lipidios, fibras, cinzas e
amido, sendo este ultimo, encontrado em maior quantidade no grdo desse cereal
(TURINI et al., 2021).

O amido, presente em grande quantidade nos grdos de arroz, € composto por
dois polissacarideos, amilose e amilopectina e, quando hidrolisado, produz
oligossacarideos, dextrinas e glicose (ECKERT et al., 2018), o que o torna bastante
atrativo para ser utilizado como fonte energética em diversos processos industriais.

Ademais, o alto teor desse polissacarideo pode ser convertido, através de
técnicas simples e economicamente viaveis, em acucares fermentaveis. A exemplo
disso, tem-se o processo de hidrélise enzimatica que consiste numa reagdo quimica
catalisada por uma enzima que utiliza 4gua para quebrar uma molécula em duas
outras (PONTES et al., 2012; TURINI et al., 2021).

A hidrdlise enzimatica do amido através da acdo seletiva da enzima resulta
em uma eficiente conversdo do polissacarideo sob condicbes especificas de pH,
temperatura, concentracdo e tempo de reacdo (FERREIRA et al., 2013;
BISSWANGER, 2014).

3.2.2 O Milho
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A cultura do milho (Zea mays) caracteriza-se como uma grande fonte
econbmica no Brasil, abrangendo muitas regides. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, durante o Levantamento Sistematico da Producéo Agricola
em agosto de 2021, a safra do milho atingiu uma producdo de 61,7 milhdes de
toneladas. Destacando o Brasil como um dos maiores produtores do mundo.

O milho, originario do México, é formado por quatro principais estruturas
fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e ponta (Figura 9), as quais diferem
em composicdo quimica (Tabela 4) e também na organizacdo dentro do grao
(SINGH et al., 2011; CARVALHO, 2016; GIACOBBO, 2020).

Figura 9 - Anatomia do gréo de milho e suas partes.
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Fonte: PAES (2006).

O Endosperma representa aproximadamente 82% do peso seco do gréo e &
composto principalmente por amido. No endosperma estado presentes também as
proteinas de reserva que compdem a matriz que envolve os granulos de amido.

Com base na distribuicdo dos granulos de amido e da matriz proteica, o
endosperma é classificado em dois tipos: farinaceo e vitreo. No primeiro, os granulos
de amido sdo arredondados e estdo dispersos, ndao havendo matriz proteica. Em
contrapartida, no endosperma vitreo, a matriz proteica € mais densa com corpos
proteicos estruturados. O gérmen representa 11% do grdo de milho e concentra a
maior parte dos lipidios e minerais. O Pericarpo, compondo em média 5% do gréo, €
a estrutura que protege o grao dos microrganismos, insetos e umidade do ambiente.
Por fim, temos a Ponta, que € a menor estrutura, apenas 2%, e conecta 0 grao ao
sabugo (PAES, 2006; SINGH et al., 2011; CARVALHO, 2016; GIACOBBO, 2020).
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As vérias formas de processamento dos grdos de milho podem mudar o seu
valor nutritivo. I1sso pode ocorrer, por exemplo, pelas alteracdes fisicas, a exemplo
da moagem, quebrando as barreiras de acesso ao amido e facilitando o processo de
hidrélise (LAGE et al., 2017).

Durante o processo de moagem ocorre a redu¢do do tamanho de particulas a
partir da forca do impacto corte ou atrito, seguido de peneiramento e eliminacao do
pericarpo, que constitui uma barreira fisica. A Industria moageira fabrica diversos
produtos como: canjiquinha, canjica, creme de milho, fubd de milho, floculados,
farinhas, 6leos, etc. (MAPA; SPA; IICA, 2007; LAGE et al., 2017).

3.3 0 AMIDO

O amido é um polissacarideo formado por unidades de glicose unidas. Depois
dos acucares simples, como sacarose, glicose, frutose e maltose, por exemplo, o
amido € o principal carboidrato sintetizado pelos vegetais superiores a partir da
fotossintese. O granulo de amido é constituido de dois componentes poliméricos
principais: a amilose e a amilopectina. Quimicamente, a molécula de amilose possui
ligacdes glicosidicas a-(D) -1-4 que Ihe confere conformacédo helicoidal, enquanto
que a amilopectina é ramificada, com ligagdes glicosidicas a-(D) -1-4 (cadeia
principal) e a-(D) -1-6 (ramificacdes) (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2015;
GADHAVE et al., 2017). A Figura 10 apresenta as estruturas quimicas da amilose e

da amilopectina.

Figura 10 - Estrutura quimica da amilose e amilopectina.

CH,;0OH CHOH
0 o
Lo o
OH OH 5 5
OH OH _ L §
CH,OH CH;OH CH;OH o
0 0 0 =
> 5
3 Q
‘ —
o o 0 o- 2
OH OH OH
OH OH OH -

Fonte: PONTES, Adaptada (2016).
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As proporcdes da amilose e da amilopectina na composicdo do amido podem
variar de acordo com sua origem, porém, a maioria dos amidos contém de 20 a 30%
de amilose e 70 a 80% de amilopectina (PONTES, 2016). Outras caracteristicas que
também podem variar conforme a origem botanica do amido séo cristalinidade, a
forma, tamanho do granulo entre outros constituintes, como por exemplo, os teores
de lipideos, de célcio, fésforo, magnésio, potassio e sodio, encontrados em
pequenas quantidades (menos que 4%) (YONEMOTO, 2007; PONTES, 2016).

Na Tabela 5 estdo detalhadas algumas caracteristicas dos tipos de amido,

presentes no arroz e milho.

Tabela 5 - Caracteristicas dos amidos presentes no arroz e no milho.

Fonte Teor de Teor de Diametro Formato
Amilose (%) Amilopectina (%) (um)
Arredondado
Arroz 19 81 3-8 Oval
Milho 25 75 5-26 Poligonal

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL (2015).

Industrialmente, o amido é muito utilizado na producdo de xaropes
acucarados e produtos com grande aplicacdo alimenticia. Muitos paises,
principalmente do continente asiatico se beneficiam da hidrélise do amido por meio
da agcdo enzimatica de origem fungica, ja que esses microrganismos sdo bons
produtores de amilases que convertem o amido em glicose, maltose, dextrose, entre
outros. De forma geral, a acdo fungica e suas enzimas permitem que muitos
processos quimicos sejam mais econdmicos e sustentaveis (PASSOS, 2000;
SEVERO et al. 2010; FERREIRA et al., 2013; TORRES, 2014).

3.4 O FUNGO

Os fungos sdo seres quimiorganotroficos, pois, absorvem componentes
organicos como fonte de energia. Eles podem se desenvolver em meios de cultivo
formando colbnias de dois tipos: leveduriformes ou filamentosas. As colonias
leveduriformes sdo pastosas ou cremosas, formadas por microrganismos
unicelulares; j4 as coldnias filamentosas podem ser algodonosas, aveludadas ou
pulverulentas e sdo constituidas fundamentalmente por elementos multicelulares em
forma de tubo (as hifas) (VIEIRA & FERNANDES, 2012).
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O Aspergillus oryzae é um fungo filamentoso importante, amplamente
aplicado nas industrias tradicionais de fermentagdo e processamento de alimentos
(JIE JIN et al., 2021) (Figura 11).

Figura 11 - Colbnias algodonosas de A. oryzae crescido em placa de Petri (A) e a microfotografia das
hifas fungicas e seus esporos medindo 6,5 uym de diametro (B).

Fonte: HAZAA et al., (2014); IGEM (2018), Adaptada.

Frequentemente usado na producdo de molho de soja, pasta de soja e
fabricacdo de licores, o A. oryzae tem uma forte capacidade de secretar grandes
guantidades de enzimas hidroliticas, tornando-se assim, um importante
microrganismo para biotecnologia enzimatica. Desde a sua descoberta, quando foi
isolado pela primeira vez por H. Ahlburg em 1876, até os dias de hoje, seu uso se
difundiu bastante na indastria alimenticia, o que o levou a ser declarado pela Food
and Drug Administration (FDA) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
organismos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (KOBAYASHI et al.,
2007; PINTO, 2012; JIE JIN et al., 2021).

3.5 HIDROLISE DO AMIDO

O processo quimico da hidrolise do amido que corresponde a quebra de
moléculas em unidades menores, normalmente acontece pela via enzimética ou
acida. Na hidrolise acida, o baixo tempo de sacarificacdo € uma importante

vantagem para o0 processo, porém, a corrosdo dos equipamentos e a necessidade
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de neutralizacdo da solugcdo apos a hidrélise pode provocar destruicdo dos
actlcares, diminuindo o rendimento da fermentacéo (VITOR, 2018).

Embora ainda seja muito utilizada, a modificacéo acida vem perdendo espaco
para a modificacdo enzimatica que apresenta muitas vantagens, pois, a
especificidade das enzimas proporciona a obtencdo de produtos com propriedades
guimicas e fisicas melhor definidas (FERREIRA et al., 2013). Durante a modificagdo
dos materiais amilaceos, as reacfes enzimaticas sdo realizadas em condicdes
brandas de temperatura e pH, a exemplo, tem-se uma alfa-amilase produzida pelo
Aspergillus flavus NSH9 que é termicamente estavel a 50 ° C (KARIM et al., 2018).
Essas enzimas sdo altamente especificas, reduzindo o numero de reacdes
colaterais e a geracdo de residuos durante o processamento (PASSOS, 2000;
SEVERO et al. 2010; FERREIRA et al., 2013; TORRES, 2014).

Além do mais, as enzimas também permitem que processos quimicos sejam
mais econdmicos pelo fato de diminur o consumo de energia. Alguns
microrganismos, como algumas bactérias marinhas, podem permanecer vivas em
baixas temperaturas e produzir enzimas ativas a frio (ELYASI et al., 2020).

Uma variedade de enzimas amiloliticas € capaz de hidrolisar, de acordo com
sua maneira de atuacdo, o amido presente em muitos graos e raizes. No que se
refere a isso, as alfa-amilases utilizadas para fins industriais sado derivadas
principalmente de Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus e Bacillus
amyloliquefaciens (COSTA, 1996; TORRES, 2014; FAR et al., 2020). Outros
microrganismos como Aspergillus niger, Aspergillus awamori e Aspergillus oryzae
sdo também produtores de alfa-amilase. Esse tipo de enzima € uma boa fonte para
utilizac&o na industria (FAR et al., 2020) e, portanto, a principal enzima envolvida na
hidrélise das ligagdes glicosidicas a-1,4 (OATES, 1997; TAWIL et al., 2011). As
mesmas séo classificadas como endoenzimas que catalisam as reacdes de hidrolise
das ligagdes glicosidicas a-1,4 presentes na molécula de amido liberando produtos
como glicose, maltose, entre outros (PANDEY et al. 2005).

De maneira geral, as amilases atuam em alguma imperfeicdo presente na
superficie do granulo de amido, formando cavidades cénicas. A agao continua da a-
amilase causa erosao nos granulos que podem vir a ser quebrados completamente.
Muitos fatores, como por exemplo, a origem do amido, podem afetar o processo de
hidrélise, bem como, as caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas e estruturais.

Dentre os parametros estruturais, a cristalinidade, o tamanho de granulos, a
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superficie especifica disponivel, a taxa amilose/amilopectina, a porosidade e o grau
de integridade sdo importantes fatores que regem o processo de hidrolise dos
granulos desse polissacarideo (JACOBS et al., 1998; TORRES, 2014).

3.6 EMBALAGENS SUSTENTAVEIS

Na industria alimenticia as embalagens desempenham um papel fundamental
gracas as suas multiplas fungdes. Além de conter o produto, a embalagem € muito
importante na conservacgao, pois atua como barreira de protecdo contra deterioracao
guimica, fisica e microbiolégica. A Associacdo Brasileira de Embalagem define
embalagem como um recipiente ou envoltura que armazena produtos
temporariamente, individualmente ou agrupando unidades. Assim, tem como
principal funcéo protegé-lo e estender o seu prazo de vida Util ou tempo de prateleira
(shelf life), viabilizando sua distribuicdo, identificacdo e consumo (JORGE, 2013;
FERREIRA et al., 2019).

Sao muitas as matérias-primas (plastico; vidro; metal; madeira; papel)
utiizadas nas embalagens e cada vez mais 0 avango nas pesquisas de novos
produtos e insumos permite a obtencdo de inovagbes ao mercado consumidor
consciente da sustentabilidade. Dentre as matérias-primas citadas, o papel se
classifica como material celulésico biodegradavel e reciclavel. Sdo oferecidos com
diversas espessuras e formatos, garantindo boa qualidade de impressdo. Nesse
grupo estéo os sacos e papéis de embrulho, as caixas e cartuchos de papelao liso e
as caixas de papelao ondulado (FERREIRA et al., 2019; ABRE, 2022).

Contudo, a celulose vegetal apesar de ser biodegradavel tem sua cadeia
produtiva atrelada a muitos problemas ambientais. No Brasil, em 2019, foram
produzidas 19,7 milhdes de toneladas de celulose vegetal, das quais 53,3% foram
destinadas a producdo de papel (IBA, 2020). Apesar da grande contribuicdo na
economia de varios paises, a industria de celulose e papel é considerada uma das
principais responsaveis pelo impacto negativo ao meio ambiente. Anualmente, essa
indastria utiliza grandes quantidades de madeira, agua e energia, além de gerar
consideraveis residuos solidos e aguas residuais que precisam ser tratados (GOPAL
et al., 2019; KONG et al., 2020; EPE, 2022).
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Preocupados com essa situacao, diversos pesquisadores vém buscando o
desenvolvimento de polimeros verdes e cadeia produtiva limpa com o intuito de
reduzir os inUmeros impactos ambientais ligados ao setor de embalagens. No Brasil,
a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) estuda novos materiais
que poderdo ser transformados em embalagens. Mattoso (2018), em suas
pesquisas, desenvolveu um plastico comestivel a partir de pectina, roma, acido
citrico e glicerol. Como principal resultado, ele obteve um material com boas
propriedades mecanicas, cor e sabor de roma.

Pesquisadores como Yousefi et al. (2013) produziram um papel condutor a
base de fibras celulésicas naturais (palha de arroz) e polimeros condutores
(polianilina). O novo material apresentou potencial utilizacdo em uma embalagem
antiestatica ou antimicrobiana.

Vargas et al. (2012) exploraram o potencial de palhas de cereais (aveia,
milho, colza e cevada) para serem usadas em embalagens biodegradaveis. O
processo visava a obtencdo da polpa de celulose para uso na fabricacdo de uma
embalagem 100% biodegradavel. Nesse estudo, as folhas de papel feitas de polpas
celulésicas foram caracterizadas e consideradas adequadas para a producédo de
embalagens ecoldgicas.

Em geral, as embalagens feitas a base de materiais biodegradaveis nao
oferecem riscos ao meio ambiente. Elas s&o feitas de inUmeros tipos de matérias-
primas como: fibra de casca de coco, cogumelos, papel reciclado, fécula de
mandioca, bagaco de cana de acUcar, bagaco de milho e celulose bacteriana
(YOUSSEF et al., 2012; FERREIRA et al., 2019).

Em 2016, Calegari e Oliveira apresentaram um estudo sobre a aplicacdo de
diversos compdsitos a partir de materiais de fontes renovaveis como alternativa para
0 desenvolvimento de novos produtos. Nessa revisdo, elas descreveram
embalagens (base de fibra de coco e polvilho) para frutas e ovos (Figura 12 A e 12
C) criadas pela a designer Manuela Yamada, da Yba - design e pesquisa; outro
exemplo é uma embalagem para ovos produzida com compositos a partir da fibra de
coco e borracha natural (Figura 12 B) desenvolvida pelo professor Adoniel Amparo,

no curso Cultivo Orgéanico de Coco (CPT - Centro de Producdes Técnicas).
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Figura 12 - Embalagens a base de fibra de coco e polvilho para frutas e ovos (A e C); embalagem
para ovos produzida com compositos a partir da fibra de coco e borracha natural (B).

Fonte: YBA, (2013); CPT (2022).

3.6.1 Embalagens Utilizando Celulose Bacteriana

Segundo o artista e designer italiano Bruno Munari, “A natureza é a primeira
produtora de embalagens do mundo: cada casca ou pele visa proteger seu
conteudo”. Seguindo esse proposito, Ellen Rykkelid em 'Growing Products' (2015)
usou agua, cascas de batata, frutas e uma cultura inicial (SCOBY) para sua
producédo de CB. O filme fino de CB foi lavado, seco e colocado em uma impressora,

para entdo, desenvolver uma embalagem (Figura 13) para batatas fritas (COHEN et
al., 2020).

Figura 13 - Embalagem de batatas fritas feita apenas de celulose bacteriana.

Fonte: Growing Products (2015).
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A CB € um biopolimero extremamente versétil, podendo ser trabalhado e
moldado em sua forma pura ou processado e aditivado com materiais de carga, afim
de se obter novos compdsitos. A embalagem compostavel para snacks é um
exemplo disso. A base da matéria prima utilizada na embalagem desenvolvida
(Figura 14) é uma mistura de celulose bacteriana e cascas de ovo (CAMPOS, 2020).

Figura 14 - A: Solucéo de celulose bacteriana e casca de ovo. B: Embalagem compostavel para
snacks.

Fonte: Escola de Design, UEMG (2021).

No cenéario atual, j& é possivel observar empresas e iniciativas pesquisando e
produzindo celulose bacteriana com o intuito de desenvolver uma nova geracao de
materiais naturais e sofisticados para aplicacdes em produtos de consumo, como
por exemplo, embalagens compostaveis (IDEIA CIRCULAR, 2019).

O potencial da CB vai muito além das aplicacBes existentes, especialmente
se ela puder ser produzida de forma barata e em grandes quantidades. Como por
exemplo, a empresa indiana, Malai, que apresentou uma cole¢cdo de acessorios
feitos com um biocompdsito formado por uma matriz de CB e por fibras da folha de
bananeira como material de reforco (LI et al., 2015; ELLWANGER, 2022).

Para muitos autores, esse tipo de material, extremamente versatil, podera ser
amplamente utilizado no setor de alimentos, farmacéutico, na industria téxtil, em
cosméticos, em materiais funcionais avancados, embalagens, materiais filtrantes,
entre outros (LI et al., 2015; ELLWANGER, 2022).

Um estudo desenvolvido Liu et al. (2023) avaliou filmes biodegradaveis

compostos de quitosana/celulose bacterianas combinadas com curcumina na
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preservacdo de morangos. Como principais resultados o0s pesquisadores
observaram que a adicdo de curcumina aumentou a hidrofobicidade e
permeabilidade ao oxigénio do filme e que, o filme ativo, com 0,5% de curcumina,
exibiu boas propriedades de barreira, hidrofobicidade e propriedades mecanicas.
Além disso, o fiime permitiu uma preservacdo superior dos morangos em
comparacao com o filme Polietileno.

Em suas pesquisas, Yang et al. (2020) desenvolveu filmes inteligentes de
celulose bacteriana/quitina, contendo microesferas ativas naturais de curcumina
(Cur). Os pesquisadores observaram que a estrutura 3D da celulose bacteriana
pode adsorver a curcumina, liberando seus ativos de forma controlada, melhorando
assim o desempenho dos filmes. Nesse estudo, as particulas de Cur reduziram a
resisténcia a tracdo e aumentaram a permeabilidade ao vapor de agua do filme. No
entanto, a quitina melhorou a resisténcia mecanica e as propriedades de barreira
dos filmes compdsitos. Além disso, os filmes apresentaram boa capacidade
antioxidante e atividade antibacteriana.

Outro estudo desenvolvido por Reyes et al. (2022) avaliou a producao e
caracterizacdo de filmes biocompdsitos de celulose bacteriana (kombucha)
revestidos com quitosana. Como principais resultados, 0s pesquisadores
observaram que a incorporacdo dos revestimentos de quitosana nao afetou a
espessura; entretanto, aumentou a opacidade (75,24%), a solubilidade (64,91%), a
atividade antimicrobiana contra S. aureus (6,55 mm) e E. coli (8,25 mm), bem como
a atividade antioxidante (57,71% e 24,57% de atividade sequestradora de radicais
livres). Os resultados sugeriram que os filmes desenvolvidos apresentam potencial

aplicacdo como material de embalagem ativa para alimentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia seréd apresentada em trés etapas, duas referentes a producao
de celulose bacteriana em processos que ressaltam a fonte de carbono e uma

referente a aplicacdo da CB para embalagem alimenticia.
4.1 ETAPA 1: PRODUQAO DA CELULOSE BACTERIANA UTILIZANDO AMIDO

Nesta etapa houve o desenvolvimento da fermentacdo para obtencdo de meio
sacarificado a partir dos graos de arroz e milho na presenca do fungo Aspergillus
oryzae e, posteriormente, producdo dos biopolimeros de celulose bacteriana a partir

dos hidrolisados.
4.1.1 Os Microrganismos

O fungo Aspergillus oryzae foi adquirido da Probiéticas Brasil® e utilizado no
processo de hidrolise do amido.

A bactéria Komagataeibacter rhaeticus foi obtida do acervo de culturas do
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco e utilizada

para a producéo de CB.
4.1.2 Preparacao dos Gréaos

Dois grédos foram usados como fontes alternativas de carbono. Zea mays
(flocos de milho) e Oryza sativa (arroz parboilizado - tipo Il) foram triturados em
liguidificador industrial de baixa rotacdo por 5 minutos e separados de acordo com
sua granulometria por meio do uso de peneira com malha 14 mesh. Em seguida,
120,0 g / L dos gréaos foram transferidos para dois frascos Fernbach de 1000 mL e
esterilizados em autoclave Prismatec-CS por 20 minutos a 121 ° C e 1 atm. Por fim,
o fungo Aspergillus oryzae foi inoculado na concentracédo de 1,8 x 10° esporos / mL
por 72 horas a 28 ° C.

4.1.3 Preparacao do Meio de conservacéao

O meio de cultura Hestrin-Schramm (HS) utilizado para a conservagao e
controle da bactéria foi preparado com a seguinte composicao: glicose (CeH120s6; 0 g
/L), peptona (5 g /L), extrato de levedura (5 g / L), fosfato dissédico (Na2HPO4. H20;
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5,1g /L), &cido citrico (CsHsO7; 1,15 g/ L) e &gua. O meio solido de conservacao da
bactéria Komagataeibacter rhaeticus teve a mesma composicdo com a adicdo de
agar (18 g/ L).

4.1.4 Hidrélise do Amido

Para a producdo dos meios contendo glicose através da hidrélise do amido
(Figura 15), foram preparados dois inéculos de 50 mL, ambos contendo o meio
Czapek-Dox (CZ) modificado com flocos de milho ou arroz como fonte de carbono. O
meio CZ foi formulado com a seguinte composicdo: 3,0 g/L de NaNO3, 0,01 g/L de
FeS0O4.7H20, 0,5 g/L de KCI, 1,0 g/L de K2HPO4, 0,5 g/L de MgS04.7H20, 120,0
g/L de flocos de milho moidos ou arroz e agua destilada. Os dois meios CZ
modificados foram autoclavados por 20 minutos a 121 ° C e 1 atm. O fungo na
concentracéo de 1,8 x 106 esporos/mL foi entdo inoculado e incubado por 72 horas
a 30 ° C para obtencéo do inéculo.

Apdés o tempo de crescimento, cada inéculo foi adicionado a um frasco
Fernbach de 1 L contendo 60 g de flocos de milho ou arroz previamente
autoclavados. Apés 72 horas de fermentacdo a 30 ° C, 500 mL de agua destilada
foram adicionados a cada sistema de fermentagdo. Os sistemas foram ent&o
aguecidos a 45 ° C em banho-maria por 60 minutos para otimizar o processo de
hidrélise do amido. O amido sacarificado foi autoclavado a 121 ° C por 20 min para
esterilizacdo e desativacdo das enzimas. Em seguida, os mostos foram filtrados e

utilizados no preparo dos meios de cultura para a producdo da celulose bacteriana.
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Figura 15 - Diagrama de producao do meio hidrolisado para producao de celulose bacteriana.

Inéculo - Meio
Czapek modificado

Arroz triturado

Banho-mariaa 45 ° C

Autoclavagem e :
por 60 min Mosto

filtragao do mosto

l

Suplementacéo e produgdo de

celulose bacteriana

Fonte: A autora (2021).

4.1.5 Producéo de Celulose Bacteriana

Os meios alternativos hidrolisados foram suplementados com Na2HPO4 (2,7
g/L) e glicose até a concentracdo de 20 g/L, se necessario, obtendo assim 0s meios
de producdo de celulose bacteriana. Por fim, os meios foram esterilizados em
autoclave vertical por 20 minutos a 121 ° C e 1 atm.

Para a preparacao dos indculos, 40 mL (10% v / v), foram utilizados 0,6 g/L de

células microbianas (Komagataeibacter rhaeticus), e, apos adicdo das mesmas, 0s
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meios foram incubados por trés dias a 30 ° C. Ao final desse periodo, o in6culo foi
transferido para cada um dos frascos Roux contendo 400 mL do meio de producéo e
incubado por 30 dias a 30 ° C.

Para fins de comparacéo, 400 mL do meio liquido HS (controle) foram usados
para a cultura de CB padrdo. O meio de controle (10% (v / v) de indculo) foi
incubado por 30 dias a 30 ° C. Ao final do tempo de crescimento, a pelicula foi
lavada com agua destilada. O método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado
para identificar a concentracdo de glicose no meio de arroz e de flocos de milho
(MILLER 1959).

4.1.6 Purificacdo e Secagem

As peliculas de CB foram lavadas com agua destilada e purificadas com
solucdo 0,1 M de NaOH a 80 ° C em banho-maria por 20 minutos, a fim de eliminar
residuos de meio de cultura e células bacterianas retidas. As peliculas foram
lavadas em agua destilada até o pH neutro ser alcancado. Por fim, as peliculas de
CB hidratadas foram colocadas em placa antiaderente, secas em freezera -2 ° C por
72 horas e pesadas. Para estabilizacdo da umidade, os polimeros foram postos em
dessecador para perda maxima de agua e acompanhamento da massa por
pesagem para possibilitar analise de rendimento (Equacdo 1) entre 0s meios

estudados.

Massa seca de CB (g)

Rendimento = (Equacéo 1)

Meio de cultura (L)

4.1.7 Caracterizacdo dos Biopolimeros
4.1.7.1 Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os biopolimeros secos foram montados em um suporte e analisados no
espectrometro Shimadzu IR Tracer-100. O espectro foi obtido na faixa de
comprimento de onda de 400 a 4000 cm-1 para caracterizar a estrutura quimica da
biomembrana por meio da identificagdo de grupos funcionais.
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4.1.7.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As leituras foram realizadas usando um analisador térmico simultaneo (STA
5000, PerkinElmer). Cada amostra foi analisada na faixa de temperatura de 30 a 600

° C, com uma taxa de aquecimento de 10 ° C / min.
4.1.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os biopolimeros foram montados em stubs de cobre usando fita adesiva
dupla condutora de carbono e revestidas com uma camada de ouro por 30 segundos
(SC-701 Quick Coater, Japao). As microfotografias do MEV foram obtidas em
microscopio eletrénico de varredura (TESCAN, MIRA 3, Republica Tcheca)
operando a 10 kV em temperatura ambiente. A qualidade nanométrica das fibras foi
determinada a partir do software livre Image J. A escala do software foi calibrada
usando a barra de escalas das micrografias presentes nas imagens de MEV.

4.1.7.4 Difratometria de Raios X (DRX)

Todos os biopolimeros foram analisados em difratdbmetro (Rigaku) com
radiacédo Cu Ka. O indice de cristalinidade foi determinado usando a equacéo 2 de

Segal dada a seguir:

CI = ((Ioo2 — Iam)/1002) X 100 (Equacao 2)

Em que CI expressa o grau relativo de cristalinidade, loo2 € a intensidade
maxima (em unidades arbitrarias) da difracdo de rede 002 e lam € a intensidade da

parte amorfa has mesmas unidades a 28 = 18 °.
4.1.8 Andlise Estatistica

Os dados obtidos nos experimentos, principalmente aqueles relacionados aos
rendimentos, foram analisados por meio de técnicas de estatistica descritiva e
analise de variancia para comparar a producédo de celulose bacteriana a partir dos
hidrolisados e em relacdo ao meio controle HS. Todos os experimentos relativos a
produc@o de celulose foram realizados em triplicata. Toda a analise dos dados foi
realizada no Microsoft Excel ®.
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4.2 ETAPA 2: PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA UTILIZANDO MEIO
SALINO E DIFERENTES FONTES DE CARBONO

O foco principal para esta etapa foi a producdo da celulose bacteriana
utiizando uma solucédo salina e diferentes fontes de carbono: Glicose, Glicerol,
Sacarose, Manitol, Extrato de Levedura, Peptona e Frutose; em seguida, avaliou-se
a produtividade e rendimento dos biopolimeros.

4.2.1 O Microrganismo

A bactéria Glucanoacetobacter hansenii, UCP1619, depositada no Banco de
Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
(NPCIAMB) da Universidade Catolica de Pernambuco (UNICAP) foi utilizada como

produtora da celulose bacteriana para esta etapa.
4.2.2 Preparacéo dos Meios de Cultura

Para comparar a producdo de CB e obter melhores rendimentos, foram
preparados 7 meios de cultura, em triplicata, com diferentes fontes de carbono
(Extrato de Levedura, Frutose, Glicerol, Glicose, Manitol, Peptona ou Sacarose). O
meio proposto (SOUZA et al.,, 2020) possui a seguinte composicdo: Di-
hidrogenofosfato de amoénio (3,0 g/L), Fosfato dipotassico (1,0 g/L), Sulfato de
magnésio hepta-hidratado (0,5 g/L), Cloreto de calcio di-hidratado (1,5 g/L), Sulfato
de ferro Il (0,2 g/L), fonte de carbono: manitol, extrato de levedura, glicerol,
sacarose, glicose, frutose ou peptona (30,0 g/L) e etanol (1,0 % v/v). ApGs o preparo
de 1400 ml do meio composicao salina, 50 ml foi distribuido em cada Erlenmeyer,
totalizando 21 reatores de 125 ml de capacidade. O restante do volume, 350 ml, foi
destinado ao indculo com respectiva fonte de carbono. Para cada pré-indculo foram
transferidas trés algadas da cultura previamente crescida em meio solido (item 4.2.3)
e, incubados por 5 dias a 30 ° C para obtencédo do in6culo. Apés esse tempo, foi
transferido 10% (v/v) do indculo para cada um dos 3 Erlenmeyer de correspondente
fonte de carbono. Por fim, os reatores tiveram tempo de crescimento das CB de 30
dias a 30 ° C.
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4.2.3 Meio de Conservacao e Manutencéao

O meio de cultura Hestrin-Schramm (HS) utilizado para a conservagao e
controle da bactéria foi preparado com a seguinte composicao: glicose (CsH1206; 20
g/ L), peptona (5 g/ L), extrato de levedura (5 g / L), fosfato dissodico (NazHPOa.
H-20; 5,1 g / L), acido citrico (CeHsO7; 1,15 g / L), &gar-agar (18 g/ L) e agua.

4.2.4 Purificagdo e Secagem

As peliculas de CB foram lavadas com &gua destilada e esterilizadas em
autoclave vertical por 15 minutos a 121 ° C e 1 atm, a fim de eliminar residuos de
meio de cultura e matar qualquer célula bacteriana retida. Apds a autoclavacéo, as
peliculas foram lavadas em agua destilada até o pH neutro ser alcancado, e, por fim,
colocadas em placas antiaderentes e secas em freezer a -2 ° C e dispostas em
dessecador até o peso constante.

4.2.5 Caracterizacdo dos Biopolimeros
As peliculas secas foram caracterizadas de acordo com o item 4.1.7.

4.3 ETAPA 3: PROTOTIPAGEM DE EMBALAGEM PARA ALIMENTOS DO TIPO
PAPEL UTILIZANDO CELULOSE BACTERIANA

Nesta etapa, um papel utilizando CB foi desenvolvido e caracterizado; em
seguida a prototipagem de uma embalagem sustentével.

4.3.1 Producédo do Papel de Celulose Bacteriana

Utilizando um frasco Roux com capacidade para 2 L, preparou-se 400 mL de
meio salino e fonte de carbono (Sacarose - melhor rendimento entre as CB
estudadas na etapa anterior), dos quais 10% (v/v) corresponderam ao indculo. O
meio foi esterilizado em autoclave vertical Prismatec (modelo CS) por 20 minutos a
121 ° C em 1 atm. Trés secdes da cultura (0,6 g/L) previamente cultivadas em meio
HS agar foram transferidas para o pré-inéculo. O pré-indculo foi incubado por 5 dias
a 30 ° C. Apos esse periodo, o inéculo foi transferido para o meio de fermentacéo e
incubado por 30 dias a 30 ° C. Apos a fermentagcdo, a membrana BC foi lavada com
agua destilada e imersa em agua para esterilizacdo em autoclave.
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Em um liquidificador, 96,0 g da CB produzida (Umida) foram trituradas
juntamente com 100 mL de agua destilada por 2 minutos até obter uma pasta. Em
um Becker foram adicionados 1,0 g de CaCOs e 3,0 g de resina, Poli(acetato de
vinila), a massa umida de CB (100 mL), que foram misturados manualmente. Em
uma placa de Petri (d = 14,0 cm), a mistura foi distribuida e levada a estufa, a 50 ° C,
por 48 horas até secar.

4.3.2 Caracterizacdo do Papel de Celulose Bacteriana

Os filmes de papel produzidos foram caracterizados de acordo com o item
4.1.7, bem como, através da analise de Microscopia Optica (MO) para obter detalhes
morfolégicos da superficie dos filmes, utilizando um microscopio LEICA DM750. A
visualizagao foi feita com lentes objetivas de aumento de 20x.

Para fins comparativos, uma amostra de papel sulfite tipo A4 foi também

caracterizada.
4.3.3 Prototipagem da embalagem tipo saché

Para realizacdo de alguns testes de impressao e aplicabilidade do Papel de
CB, um protétipo de uma embalagem tipo saché para acucar foi desenvolvido.
Primeiramente foi testada a aderéncia da tinta de impressdo (HP LaserJet P1102w)
ao papel de CB. Por fim, o papel de CB foi entdo moldado e selado com cola e

também a quente (simulando as condi¢des de selagem industrial).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ETAPA 1: PRODUGAO DE CELULOSE BACTERIANA UTILIZANDO AMIDO

Os biofilmes produzidos, Figura 16, caracteristicos de celulose bacteriana na
forma de gel, apresentaram alta retencao de dgua em sua estrutura porosa. A Figura
16-A mostra o biopolimero produzido em meio HS antes da secagem. Com a CB
produzida a partir do meio hidrolisado de milho (Figura 16-B), parte do polimero ndo
se formou como um filme homogéneo. Isso pode ser explicado pelo excesso de
amido no meio de cultura, dificultando a polimerizacdo e homogeneidade do
biofilme. Na Figura 16-C é possivel observar que o aspecto morfolégico do biofilme
produzido em meio hidrolisado de arroz apresentou formacao polimérica homogénea

em toda a sua superficie.

Figura 16 - Filmes CB produzidos em meio HS (A), milho (B) e arroz (C).

Fonte: A autora (2021).
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, um satisfatorio
rendimento de CB (2,80 + 0,43g/L) foi obtido com o meio contendo arroz hidrolisado
como substrato. O arroz hidrolisado além de fornecer fonte basica de carbono, por
meio da glicose disponibilizada, enriquece 0 meio com nutrientes com outras fontes
nutricianais como: proteinas, calcio, fosforo, ferro e vitaminas do complexo B
(RATHNA, 2019).

Tabela 6 - Massa e rendimento de filmes de CB desidratados, produzidos em meio alternativo e
padrao HS de acordo com a concentragdo de glicose produzida na hidrdlise.

C':J/I?j%lol’a nglri]?grs;ig:t(igi) Suplementagéo (g/L) CB massa (Q) Ren(dgi/nlj)ento p-values
CsH1206 NazHPO4

(1) Arroz 27,60 + 4,51 0 2,70 1,12 + 0,17 2,80 +0,43 0’8621:84

(2) Milho 6,30 + 1,02 12,87 2,70 0,28 +0,01 0,70 + 0,04 0’863;74

(3) Meio HS 30,00* - - 2,22 +0,20 5,83 + 0,51 Pas =

0,000228

*Meio HS controle; Fonte: A autora (2021).

A hidrélise incompleta do amido presente nos flocos de milho resultou em
apenas 26% da glicose obtida com o uso do meio de arroz hidrolisado como fonte de
carbono. Esse resultado pode estar associado a morfologia e tamanho dos granulos
do amido presente nos flocos de milho. Como nutrientes importantes sao
encontrados dentro do floco de milho (LIMA et al., 2017), o método empregado néo
foi suficiente para extrair esses nutrientes e hidrolisar, de forma eficiente, os
polissacarideos para serem utilizados pelos microrganismos.

Uma comparacao da producdo de biopolimeros revela a influéncia do amido
no processo. Devido ao excesso de amido remanescente no meio de milho
hidrolisado, e, a dificuldade de filtragem, parte do amido permaneceu na composi¢ao
do meio, levando a uma menor producdo de CB mesmo com a suplementacao de
glicose.

Considerando o rendimento dos biopolimeros, a alternativa de produgédo de
baixo custo envolvendo a fermentacdo do arroz obteve uma eficiéncia em torno de
50%, quando comparada ao meio controle HS (rendimento de CB 5,83 + 0,51 g/ L).
Observa-se também, analisando os p-valores, que as médias de producdo de

celulose foram estatisticamente diferentes entre si a um nivel de confianca de 95%.
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Na literatura, a producdo média de CB usando o meio de cultura padrdo HS é de
3,26 g/L ao final de 14 dias de cultura (SALARI et al., 2019; HESTRIN & SCHRAMM,
1954).

Com base nos resultados da producéo, alguns fatores sdo decisivos para a
producdo da CB. Durante a hidrdlise do arroz pelo fungo, varias substancias sédo
produzidas a partir de seu metabolismo, como sorbitol, glicerol e xilitol, além de
aminoacidos que surgem das proteases sintetizadas por A. oryzae (LEE et al.,
2014). Esses alcoois, bem como os aminoacidos podem favorecer a fermentacao e
producdo da CB. Portanto, € possivel que as bactérias do meio contendo arroz
tenham mais nutrientes para a sintese da CB (DUTTA et al., 2014; XU et al., 2019).

Em suas pesquisas, Cavka et al. (2013) produziram CB a partir de
hidrolisados residuais de fibras, que sao residuos provenientes de fabricas de
celulose que consistem principalmente de celulose e hemicelulose. A hidrélise foi
realizada com o fungo Trichoderma reesei e a CB foi produzida a partir do
hidrolisado resultante utilizando o microrganismo K. xylinus. Ao final do estudo,
esses autores obtiveram rendimentos de até 11 g/L apds sete dias de cultivo.

Também ¢é possivel produzir hidrolisados de celulose vegetal a partir de
cascas de frutas, como a casca de durido, fruta tipica da Asia, por meio da hidrolise
com &cidos minerais. A casca do durido foi hidrolisada com é&cido sulfurico diluido e
0 produto utilizado como meio de cultura para crescimento de CB (utilizando K.
xylinus), atingindo rendimento maximo de 2,67 g/L apos oito dias de cultivo (LUO et
al., 2017).

Outro estudo utilizou a casca de laranja como matéria-prima, na qual duas
enzimas (celulase e pectinase) foram utilizadas para hidrélise, obtendo-se filmes de
CB com rendimento de 3,16 g/L apds oito dias em meio aquoso, utilizando K. xylinus
como microrganismo produtor (KUO et al., 2017). Em um estudo semelhante, cascas
de citros (lim&o, tangerina, toranja e laranja) foram utilizadas para a obtencdo de
hidrolisados para a producdo de CB, resultando em rendimentos que variaram de
2,06 a 3,92 g de CB por grama de casca ap0s 21 dias de cultivo utilizando o
microrganismo K. hansenii (GUZEL & AKPINAR et al., 2018). Assim, ha uma boa
equivaléncia de rendimentos entre os hidrolisados produzidos no presente estudo
com aqueles descritos na literatura nos ultimos anos.

Uzyol e Sacan (2016) utilizam glicose a partir da hidrélise do amido presente

em algas marinhas. O processo empregou enzimas comerciais (alfa-amilase) e
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hidrélise acida. Os métodos enzimaticos e acidos foram utilizados para comparar a
eficiéncia em termos de producédo de glicose. No método enzimatico, a alfa-amilase
(Liqguozyme SC 4X) e glucoamilase (Spirizyme Excel) foram utilizadas. O método
acido foi aplicado usando H2SO4. Os resultados mostraram que o hidrolisado de
algas continha grandes quantidades de glicose, sendo a hidrélise acida mais
eficiente. Com relacé&o ao rendimento de CB a partir da glicose hidrolisada, a melhor
producdo ocorreu apos 14 dias de incubacao, obtendo um rendimento maximo de
1,104 g/ L.

Outros pesquisadores procuraram otimizar a producado de CB usando amido
de arroz organico de baixa qualidade (jasmim vermelho, arroz homnil, arroz
riceburry, arroz jasmim integral e arroz jasmim). O estudo mostrou que o p6 de arroz
foi hidrolisado com alfa-amilases e glucoamilase, ambas de origem comercial, para
converter completamente o amido em aguUcar. Esta pesquisa destacou que arroz
organico de baixa qualidade possui enorme potencial para ser usado como um
substrato para a producdo de celulose por Komagataeibacter nataicola
(PHOTPHISUTTHIPHONG & VATANYOOPAISARN, 2020).

5.1.1 Caracterizacao dos Filmes CB Produzidos Com Amido
5.1.1.1 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 17 mostra as curvas da analise TGA / DTG da CB produzida a partir
do meio hidrolisado de arroz (Figura 17a), hidrolisado de amido de milho (Figura
17b) e HS (Figura 17c). As amostras do meio com os hidrolisados de milho e arroz
obtiveram resultados semelhantes, com dois estigios de decomposicao durante as
analises (Fig 17 a e b).

O biopolimero de CB produzido pelo meio HS apresentou dois estagios de
degradacdo. A Figura 17 ¢ demonstra uma leve perda de umidade (13 %) proximo a
100 °© C, devido a evaporacdo de uma pequena quantidade de agua remanescente
mesmo apods o processo de secagem. Na faixa que vai de 280 ° C até 350 ° C ocorre
uma perda de massa caracteristica da decomposicdo térmica da celulose, pelos
processos de despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicdo das unidades
glicosidicas, com posterior formacdo de residuos carbonaceos, e acima de 350 ° C
houve a degradacao termo-oxidativa (PACHECO et al., 2012; DE SALVI et al., 2012;
DE SALVI et al., 2014).
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De forma semelhante, na amostra de CB- Arroz ocorre a reducéo, de 18%, da
massa em 100 ° C, que se refere a perda de agua relacionada a desidratacdo da
celulose. Essa diminuigdo continuou até a temperatura de 170 ° C, atingindo 25% da
massa total. Para a CB produzida em hidrolisado de milho, a perda referente a
desidratacéo foi de apenas 12%.

Na segunda degradacédo (em 230 a 440 ° C), tanto para o CB-arroz como
para CB-milho, o decréscimo foi relacionado a degradacdo da celulose devido a
desidratacdo, despolimerizacdo e decomposicdo de unidades glicosidicas (DUTTA
et al., 2014), com apenas 33% da massa original remanescente em cada biofilme.
Esse comportamento foi relatado para  biopolimeros de CB analisados na
literatura, com perdas de massa de 9 a 12% na fase inicial e 70% no segundo
patamar de degradacao (DE SALVI et al., 2012; DE SALVI et al., 2014; PACHECO
et al., 2017).

Figura 17 - Curvas TGA para filmes CB produzidos em meio HS (C), milho (B) e arroz (A).
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Em suas pesquisas, Cerrutti et al., (2015) avaliaram a producdo de
nanocelulose bacteriana. Os biopolimeros foram produzidos pela bactéria
Gluconacetobacter xylinus em condi¢cdes estaticas usando extrato de bagaco de uva
(residuo mais abundante da industria vinicola) como fonte de carbono e licor de
maceracdo de milho (subproduto da moagem Umida do milho). Como principais
resultados da segunda etapa de degradacdo, observou-se para a pelicula com 5
dias de crescimento uma temperatura inicial de degradacdo de 304,5 ° C e uma
temperatura maxima 349 ° C. J4 para a membrana de 21 dias, essa mesma

degradacdo comecou em 314,0 ° C e obteve maxima de 350,0 ° C.
5.1.1.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

Na Figura 18 estdo apresentados os difratogramas para os filmes CB
produzidos em meio de milho, arroz e HS. Para o filme padréo produzido em meio
HS, pode-se observar que a membrana apresentou difratograma caracteristico da
celulose bacteriana com picos em 14,86° 17,22° e 23,06°, o0s quais sao
normalmente atribuidos a distancia existente entre os planos cristalogréaficos tipicos
das fases la e I da estrutura semicristalina da CB (VAZQUEZ et al., 2013).

Para as amostras produzidas no meio arroz, os trés picos caracteristicos de
CB em 20 sdo indicados no grafico com valores de 15,06° 17,28° e 23, 20°. Na
literatura, Huang et al., 2014 obtiveram na analise DRX, picos em angulos 26 de
14,6, 16,8 e 22,8°, para amostras de CB obtidas a partir do hidrolisado acido de
sabugo de milho.

As amostras produzidas no meio de milho, entretanto, apresentam um
diagrama diferente do esperado, com picos em 15,52°, 17,92°, 21,28° e 23,34°. Essa
distincdo se deve a presenca de amido no meio de cultura e, consequentemente, a
estrutura do polimero produzido. Assim, os picos de baixa intensidade (15,52°,
17,92°, 21,28°) expressam a presenca de amido na estrutura polimérica durante a
andlise (Figura 18).

Os picos das amostras obtidas no meio de milho expressam comportamentos
semelhantes aos encontrados na literatura, segundo os quais 0s picos encontrados
a 15° 17°, 18° e 23° sdo caracteristicos de amostras de amido de milho nativo, o
gque indica a aderéncia do amido presente no meio de cultura na estrutura do
biofiime. Os picos para as amostras obtidas utilizando meio hidrolisado de arroz sao
caracteristicos dos biofilmes obtidos por outros métodos (JOUPPILA & ROOS, 1997;
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PACHECO et al., 2012; DE SALVI et al.,, 2012), indicando picos de CB, que sdo
destacados pelos valores de aproximadamente 15°, 17° e 22° Assim, é possivel

confirmar a composi¢ao do filme produzido a partir do hidrolisado de arroz.

Figura 18 - Difratogramas para filmes CB produzidos em meio de milho, arroz e HS.
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Fonte: A autora (2021).

O grau de cristalinidade dos biopolimeros foi calculado pela Equacédo 2. A
celulose produzida usando meio HS obteve 79,4% de cristalinidade. Para os meios
alternativos, o resultado foi de 55% para o CB produzido nos meios de arroz e milho,
indicando baixa cristalinidade em relagdo aos valores comumente obtidos para o CB,
gue variam de 80% a 90%. Os diferentes graus de cristalinidade podem estar
associados a substancias do meio de cultura que afetam a organizacao dos cristais.
Essas substancias podem estar presentes em residuos agroindustriais e
carboidratos (PACHECO et al., 2017; CASTRO et al., 2011).

A baixa cristalinidade obtida neste experimento € proxima aos 61,8% para a
CB produzida por Salari et al.,, (2019) com soro de queijo. Goelzer et al. (2009)
avaliaram a producdo e caracterizacdo de nanoesferas de celulose bacteriana a
partir de cascas de arroz hidrolisadas. Em seu estudo, as CB foram produzidas com
glicose como substrato: BC-GS (CB produzida por fermentacao estatica); usando
casca de arroz/glicose como substrato denominado BC-RBS (CB produzida por
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fermentacdo estatica) e (CB produzida por fermentacdo aerada) BC-RBA. Como
principais resultados de DRX, os autores descreveram que o perfil DRX de BC-GS
tem picos principais em 14,42° e 22,68°, correspondente ao plano cristalografico de
(101) e (002), respectivamente, demonstrando uma forma cristalina tipica de
celulose |. J& para a amostra BC-RBS, o padrdo de difracdo contém um pico em
16,82° e outros dois em 14,18° e 22,78°. Os autores avaliaram também a influéncia
do substrato na cristalinidade, obtendo uma cristalinidade de 56% para BC-GS e
28% para BC-RBS, demonstrando que a rede de CB formada com casca de arroz

como substrato € menos cristalina.
5.1.1.3 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Através das andlises de infravermelho, os grupos funcionais dos biopolimeros
de CB foram confirmados em todos os meios de producédo (HS, Arroz, milho). A
Figura 19 apresenta os espectros correspondentes a essa analise e, o biopolimero
produzido a partir do meio HS apresentou uma Banda forte e larga, na regiao
proxima de 3300 cm™, resultante de associacées poliméricas do estiramento do
grupo Hidroxila (OH) presentes na estrutura cristalina da celulose, que estdo
relacionados as pontes de hidrogénio intra e intercadeias. O estiramento de CH de
alcanos e estiramento assimétrico CH2 em torno 2960 cm™. Os picos nos nimeros
de onda 1640 cm™ e 1421 cm™ indicaram os grupos carboxilico e carboxilato. O pico
proximo a 1330 cm* foi atribuido a flexdo no plano O-H, enquanto a regido em torno
1255 cm é atribuida ao estiramento C-O, que indica a presenca de regido cristalina
dentro da estrutura da CB. O pico na regido 1036 cm™ pode estar associado com a
vibracdo de alongamento de éter C-O-C e C-O-H do anel de glicose, que é o

mondmero da polimerizacdo (GHOZALI et al., 2021).
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Figura 19 - Espectros de FTIR para filmes de CB produzidos em meio HS, meio hidrolisado de arroz e

meio hidrolisado de milho.
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Para melhor avaliar e complementar os espectros mostrados na Figura 19, a

Tabela 7 contém dados relativos as bandas caracteristicas de cada filme produzido

a partir dos hidrolisados de milho e arroz.

Tabela 7 - Principais vibrag8es caracteristicas de FTIR para filmes de CB produzidos a partir da

hidrélise de amido de milho e arroz.

Posicéo da banda

o trada para a
Posicdo da Caracteristicas e grupo funcional responsavel enoon : 1
Banda (cm-) grup p celulose produ2|da.1 (cm)

Arroz Milho

Uma forte e larga banda surge como resultado de
3400-3200 associagdes poliméricas de alongamento do grupo -OH 3345 3280
Alongamento -CH de alcanos e alongamento

2960-2850 assimétrico de -CHz 2894 2930

1680-1620 CH:-OH deformacéo 1640 1645

1430-1330 C-OH e CH deformacgéo 1335 1370

1200-1000 C-0O (-C-0O-H) alongamento 1030 1000

1160-1146 (C-0O-C) alongamento; CH deformagé&o 1155 1150

700-400 -OH fora da deformacéo plana 505 465

Fonte: GEA et al., (2011); PECORARO et al., adaptada (2007); SASKA et al., (2012).
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Em suma, as principais bandas observadas para os biopolimeros produzidos
podem ser atribuidas a estiramento do grupo OH, estiramento CH de alcanos e
estiramento assimétrico CHz, bem como, a deformacao C-OH e CH, sendo, portanto,

caracteristicas e grupos funcionais responsaveis por caracterizar a CB pura.

5.1.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias da superficie dos fiimes de CB produzidos em HS, arroz
hidrolisado e meio de milho hidrolisado nas condicbes estabelecidas no presente
estudo sao apresentadas na Figura 20. As imagens mostram a dispersao das fibras
e a presenca de possiveis granulos de amido (indicado por setas) nas fibras de CB
produzidas com o hidrolisado desses carboidratos.

Figura 20 - Micrografias de superficies de peliculas de CB produzidas em meio HS (A), arroz
hidrolisado (B) e milho hidrolisado (C).

Fonte: A autora (2021).
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A estrutura morfolégica da CB produzida é definida pelo arranjo aleatério de
nanofibrilas ndo uniformemente distribuidas ao longo da trama no biofilme.
Observou-se também, areas de estruturas fibrilares mais densas, enquanto outras
areas apresentam fibras mais dispersas, tornando a estrutura mais porosa.

Saska et al. (2012) afirmam que essa estrutura € propria de processos de
producdo onde a retirada da agua da estrutura 3D resulta na aproximacdo das
nanofibras que seriam agregadas aleatoriamente por meio da formacao de ligacbes
de hidrogénio.

A presenca de granulos de amido na superficie da celulose produzida mostra
gue o processo de hidrélise deve ser otimizado, a fim de obter melhores rendimentos
no que diz respeito a producao de glicose e, consequentemente, de CB.

Em seus experimentos, Cerrutti et al., (2015) avaliaram a producéo de
nanocelulose bacteriana a partir de residuos da industria do vinho e licor de
maceracao de milho. Como principais resultados de MEV, a autora observou que a
CB obtida em 5 dias era composta por uma rede de microfibrilas 3D altamente
reticulada em forma de nanofibras de celulose. Nas micrografias obtidas pelos
pesquisadores, observou-se também que alguns residuos de meio de cultura ainda
poderiam ser vistos presos as fibras. Ja as peliculas obtidas apds 21 dias pareciam
muito mais compactas quando comparadas as CB obtidas apés 5 dias,
caracterizando microfibrilas densamente coaguladas e comprimidas.

Goelzer et al., 2009 avaliaram a producdo e caracterizagcdo de nanoesferas
de celulose bacteriana a partir de cascas de arroz hidrolisadas. As CB
biossintetizadas em meio de casca de arroz /glicose (fermentacdo estatica)
possuiram fibras interligadas em uma rede tridimensional reticulada que nao podiam
ser distinguidas com ampliacdo de 3000x. O compdsito obtido em um reator aerado
com casca de arroz gerou microesferas e nanoesferas que foram medidas por AFM.
Esses granulos aparentemente homogéneos com cerca de 900 nm de diametro
foram encontrados em grande quantidade entre as fibras. Esse estudo, apesar de ter
sido realizado em reator aerado, formou nanoesferas com caracteristicas
semelhantes ao realizado por esta tese. No entanto, 0os pesquisadores associam a
formacdo das nanoesferas a agregados celulares (CB) causados, possivelmente,
pela aeragéo.
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5.2 ETAPA 2: PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA UTILIZANDO MEIO
SALINO E DIFERENTES FONTES DE CARBONO

O meio de cultura salino desenvolvido possui enorme versatilidade podendo
ser utilizado em testes bioquimicos, bem como na producédo de biopolimeros de
celulose bacteriana. A formulacdo utilizada para o crescimento da CB tem sua
composicdo a base de sais, fonte de carbono e etanol. A Figura 21 mostra as
imagens dos meios salinos e suas respectivas membranas de CB produzidas. Pode-
se observar que a depender da fonte de carbono usada, o meio salino pode ter
coloracdo turva e levemente leitosa apds autoclavacao na presenca de fonte de
carbono como: extrato de levedura e peptona. Por outro lado, a utilizagcdo da
sacarose, por exemplo, como fonte de carbono, poderd gerar CB livres de
pigmentos, diminuindo significativamente a coloragéo indesejada durante o processo
de purificacéo e lavagens. Fator importante na sustentabilidade do processo.

Durante avaliacdo visual das peliculas produzidas, observou-se que as CB
formadas em meio contendo sacarose, glicose e glicerol permitiram a formacgao de
filmes mais espessos e uniformes (Figura 21). Nos meios contendo manitol, extrato
de levedura e frutose, as peliculas formadas eram menos espessas e frageis. No
entanto, 0 meio contendo apenas peptona como fonte de carbono ndo proporcionou
condicdo suficiente para formacao da CB, e sim, apenas crescimento bacteriano que
foi observado através da turvacao do meio de cultura.

Figura 21 - Meios de cultura salino com diferentes fontes carbono e CB coletadas.

CB- Manitol CB- Ext. Levedura CB- Glicerol CB- Sacarose CB- Glicose CB- Frutose

Fonte: A autora (2022).
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Na Tabela 8 estédo apresentados os rendimentos conforme a fonte de carbono
utilizada para o crescimento do biofiime de CB. Os ensaios foram realizados em
triplicata e a média das producdes foi utilizada para o calculo do rendimento em g/L.
Ao final de 30 dias de incubacéo, o meio salino contendo sacarose obteve o melhor
rendimento (5,7 g / L) quando comparado aos demais.

Tabela 8 - Rendimentos em grama por litro das producdes de CB conforme a fonte de carbono
utilizada.

Estudo das Fontes de Carbono

Fonte de carbono Ensaio | Ensaio Il Ensaio Il Média Rendimento g/L Desvio
CB-Manitol 0,019 0,029 0,020 0,023 0,453 0,004
CB-Ext. de Levedura 0,051 0,044 0,036 0,044 0,873 0,006
CB-Glicerol 0,133 0,125 0,128 0,129 2,573 0,003
CB-Sacarose 0,303 0,277 0,278 0,286 5,720 0,012
CB-Glicose 0,237 0,240 0,246 0,241 4,820 0,004
CB-Frutose 0,055 0,054 0,056 0,055 1,100 0,001
CB-Peptona *

*Apenas crescimento microbiano sem formacéo de filme CB; Fonte: A autora (2021).

Na literatura, pesquisas como as de Mohammadkazemi et al., 2015 utilizaram
a Gluconacetobacter xylinus PTCC 1734 para fazer um estudo dos efeitos das
fontes de carbono e meios de cultura na producéao e propriedades estruturais da CB.
Os meios utilizados pelos autores foram o Hestrin—Schramm, Yamanaka
(composicéo: Glicose 50 g / L; extrato de levedura 5 g / L; (NH4)2S0O4 5 g / L;
KH2PO4 3g / L; MgS04.7H20 0,05 g / L) e Zhou (composicéo: glicose 40 g / L; licor
de maceracao de milho 20 g/ L; (NH4)2S04 4 g/ L; KH2PO4 2 g/ L; MgS04.7H20
0,4 g/ L). Os autores também utilizaram cinco fontes de carbono diferentes: xarope
de tdmaras, glicose, manitol, sacarose e sacarose de grau alimenticio. E chegaram a
conclusdo que o manitol (rendimento: 5,5 g / L) e a sacarose (rendimento: 6,59/ L),
em meio Hestrin e Schramm, possuiam melhores rendimentos apds 7 dias de
incubacao.

Molina-Ramirez et al., (2017) avaliaram o efeito de diferentes fontes de
carbono na produgcdo e estrutura de nanocelulose bacteriana usando a cepa
Komagataeibacter Medellinensis. Os rendimentos das CB, apds 15 dias de
fermentacédo, foram de 2,80, 0,38 e 1,68 g / L usando glicose, frutose e sacarose,
respectivamente. Para os pesquisadores ocorreu uma clara inibicdo da frutose no

crescimento celular. Uma possivel explicagdo para esta observacdo € que o
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microrganismo deve usar uma isomerase para converter frutose em glicose antes do
inicio da polimerizacao. Além disso, 0s pesquisadores também acreditam que houve
hidrélise acida da sacarose causada pela adicdo de acido citrico ao meio e a alta
temperatura durante o processo de esterilizacdo; o que justificaria a segunda maior
producao de CB.

Os estudos realizados por Mohammadkazemi e Molina-Ramirez oferecem
meios de producdo das CB em diferentes fontes de carbono e com rendimentos
variados (0,38 a 6,5 g / L). Contudo, ambos os estudos utilizam como base para
producdes o meio Hestrin e Schramm, que tem parte de sua composi¢cao formada
por extrato de levedura e peptona. Tais componentes sdo caros e sao também
fontes de carbono, além do acucar que sera adicionado como principal fonte de
carbono.

Fazendo uma comparacdo entre o meio salino e um dos meios mais
conhecidos, Hestrin e Schramm (composicdo (%m / v): glicose 2,0%, peptona 0,5%,
extrato de levedura 0,5%, dissodio fosfato anidro 0,27% e &cido citrico mono-
hidratado 0,115%), tem-se um meio complexo (HS), portanto, ndo € possivel saber
com exatiddo seu percentual de carbono. Pois, formulac6es que contém substancias
como extrato de levedura e peptona em sua composi¢cao possuem porcentagens de
carbono e nutrientes que ndo sao contabilizadas na hora de dosar o percentual final
de carbono do meio de cultura. Esse aspecto afeta a repetibilidade dos
experimentos realizados, uma vez que cada formulagdo apresentar-se-4& com
caracteristicas proprias (HESTRIN E SCHRAMM, 1954; LIBRETEXTS BIOLOGY,
2022).

No entanto, o meio salino, a depender da fonte de carbono, possui
composicado controlada e facilmente assimilavel por microrganismos do género
Gluconacetobacter, por conter micro e macronutrientes fundamentais ao
crescimento e producdo da CB. Essa composicdo pode ser também de suma
importancia para realizacdo de testes bioquimicos, onde a fonte de carbono
assimilada pela bactéria € Unica e controlada.

Outro fator relevante € com relacdo aos custos para producéo da CB, o meio
mais usado (Hestrin-Schramm HS) € caro e inviabiliza a produgdo em escala
industrial. Para se ter uma ideia, a producdo de uma Unica CB utilizando 50 mL de
meio Hestrin-Schramm HS custa em média 0,47 reais, enquanto a mesma pelicula,

em meio salino, custa apenas 0,18 reais (SILVA, 2022).
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Dessa maneira, muitos meios de cultura para producdo de CB encontrados na
literatura tem sua importancia, pois, buscam produzir biopolimeros puros e de forma
barata. Utilizando, muitas vezes, residuos agroindustriais. Esses estudos agregam
conhecimento e oferecem, para muitas regides, a depender de suas necessidades,
informagdes importantes sobre producao de CB.

Logo, o objeto de estudo desta tese oferece um estudo acerca de diversos
meios, naturais (a partir do amido de arroz e milho) e sintéticos (sais e fonte de
carbono comercial), para producdo de CB, trazendo uma contribuicdo importante

para pesquisas que visam otimizar e/ou baratear a producao de celulose bacteriana.

5.2.1 Caracterizagcdo de Filmes CB Produzidos em Meio Salino e Diferentes

Fontes de Carbono
5.2.1.1 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 22 e Tabelas 9 e 10 mostram os principais resultados da analise
TGA / DTG da CB produzida a partir do meio salino em diferentes fontes de carbono.
As amostras CB dos meios com Glicerol (CB-Glicerol) e Sacarose (CB-Sacarose)
obtiveram resultados proximos quanto a temperatura maxima de degradacdo, com
dois ou trés estagios de decomposicdo. Nessas amostras, a reducdo percentual da
massa (até 100 ° C) foi de 3,10 e 2,68 para as CB-Glicerol e CB-Sacarose,
respectivamente, correspondendo a perda de agua por desidratacao da celulose. Na
faixa degradativa, CB- Glicerol, a perda de massa se inicia em 268 ° C e continua
até a temperatura de degradacdo maxima, 306,7 ° C, com perda 24,4 % da massa
total.

A CB- Sacarose apresentou um primeiro estagio de degradacdo em torno de
162,0 ° C, o que pode estar atrelado a oxidacdo da sacarose remanescente das
fiboras de CB. Um segundo estagio de degradacao foi observado, com a perda de
34,0% com temperatura maxima de 300,7 ° C, relacionado a degradacédo da celulose
devido a desidratacdo, despolimerizacdo, decomposi¢do de unidades glicosidicas e,
por fim, a degradacdo termo-oxidativa, em que acontece a oxidacdo polimérica em
condicoes estaveis de temperatura e fluxo de oxigénio (DUTTA et al., 2014,
MOHAMMADKAZEMI et al., 2015; PADMANABHAN et al., 2022).

As curvas TGA / DTG para CB-Glicose mostraram um resultado com dois
estagios de decomposicdo. Nessa amostra, a reducdo percentual da massa até
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100 ° C foi a menor comparada as demais, apenas 1,13%, correspondendo
principalmente a perda de agua combinadas as fibras de CB. A partir da faixa
degradativa que comecou em 198,2 ° C e continuou até a temperatura maxima de
284,5 ° C, houve perda de massa de 28,6%, relacionada a degradacédo termo-
oxidativa, despolimerizacdo e decomposi¢cdo de unidades glicosidicas. Entre todos
os biopolimeros avaliados a CB-Glicose foi a menos estavel termicamente.

A partir da Figura 22 e Tabelas 9 e 10, pode-se observar a reducéo
percentual (até 100 ° C) de 3,75% para CB- Extrato de levedura e 3,69% para CB-
Manitol, relacionado a degradacdo da celulose devido a desidratacdo. O que
corresponde a uma maior desidratacdo entre as celuloses estudadas.

Na faixa degradativa para CB- Extrato de levedura que comecou em 259,1 ° C
e continuou até uma temperatura maxima de 350,7 ° C, houve 34,2% de perda de
massa. Nessa etapa ocorreu a desidratacdo, despolimerizacdo, decomposicao de
unidades glicosidicas e degradacdo termo-oxidativa das fibras poliméricas. Para
essa mesma amostra, observou-se dois pequenos patamares a mais de degradacéo
(143,0 e 480,0 ° C) comparada as outras amostras (DUTTA et al., 2014,
MOHAMMADKAZEMI et al., 2015; PADMANABHAN et al., 2022). Tal fato,
provavelmente esta relacionado a complexidade da fonte de carbono utilizada, pois
0 extrato de levedura tem sua composi¢cao formada basicamente por uma mistura de
aminoacidos e proteinas (LATEF et al., 2019).

Analisando a principal faixa degradativa da CB- Manitol (Figura 22), houve
uma perda percentual de massa de 36,3 % em uma temperatura maxima de
degradacdo de 322,0 ° C, correspondendo a desidratacdo, despolimerizacéo,
decomposicdo de unidades glicosidicas e degradacdo termo-oxidativa. De forma
geral, 0 que se observa para estes dois tipos de amostra € que as fontes de
carbono, Extrato de levedura e Manitol, proporcionaram aos biopolimeros de CB
uma maior estabilidade térmica comparada aos demais.

Em 2015, Mohammadkazemi et al. avaliaram a produgédo de CB utilizando
diferentes fontes de carbono e meios de cultura. Como principais resultados, os
pesquisadores observaram que o meio HS suplementado com manitol produziram
CB com valores de temperatura superiores as demais (390 ° C).

As curvas TGA / DTG para CB-Frutose mostraram um resultado com dois
estagios de decomposi¢do. Nessa amostra, a reducao percentual da massa até 100

° C foi 3,46%, correspondendo principalmente a perda de agua. A partir da faixa
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degradativa que comecou em 273,2 ° C e continuou até a temperatura maxima de
315,3 ° C, houve perda de massa de 32,7% relacionada a degradacdo termo-
oxidativa, bem como despolimerizacdo e decomposicao de unidades glicosidicas.

Tureck et al., (2021) avaliaram a obtencdo e caracterizacdo de celulose
bacteriana sintetizada por Komagataeibacter hansenii a partir de fontes alternativas
de nitrogénio e carbono. Em seus estudos a producéo de CB utilizando licor de milho
e frutose como fontes de nitrogénio e carbono obteve, a partir da analise de TGA,
temperatura maxima de decomposicao de 337 ° C.

Para Tureck a temperatura onde a taxa de degradacdo é maxima mostrou-se
entre 318 ° C e 339 ° C, sendo que as mais estaveis termicamente foram CB manitol
(339 ° C) > CB frutose (337 ° C) > CB Glicose (333 ° C) > CB sacarose (326 ° C) >
CB Glicerol (318 ° C).

A temperatura maxima de decomposicéo € um critério de estabilidade térmica
e tais comportamentos sédo afetados por alguns parametros, como estrutura
molecular, cristalinidade e orientacdo das fibras. Contudo, alguns pesquisadores
levam também em consideracdo a massa residual como critério para estabilidade
térmica. Dessa forma, a CB-Glicerol que apresentou maior percentual de residuo,
49%, é formada a partir de uma fonte de carbono relativamente estavel ao calor em
comparacao as demais (BARUD et al., 2007; PECORARQO et al., 2008; DE SALVI et
al., 2012; PACHECO et al., 2012; QUAN et al., 2016).

Portanto, estudar minimamente tais parametros ira contribuir, por exemplo, na
formulacdo de meios de cultura a fim de se obter materiais com caracteristicas e

aplicacdes desejadas.

Tabela 9 - Resultados da perda de massa das CB até 100 ° C

Amostra Minicial (MQ) Myinal (MQ) Perda (%)
CB-Manitol 2,36 2,27 3,69
CB-Extrato de Levedura 2,80 2,70 3,75
CB-Gilicerol 2,32 2,25 3,10
CB-Sacarose 291 2,83 2,68
CB-Glicose 2,48 2,45 1,13
CB-Frutose 2,14 2,07 3,46

Fonte: A autora (2022).
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Tabela 10 - Temperaturas iniciais, finais e maxima para o principal estagio de degradacao das CB.

Amostra Tonset (°C) Toffset (°C) Tmax. (°C) Residuo (%)
CB-Manitol 283,3 344,3 322,0 33,4
CB-Extrato de Levedura 259,1 381,7 350,7 45,8
CB-Glicerol 268,0 340,2 306,7 49,3
CB-Sacarose 225,0 3247 300,7 47,2
CB-Glicose 198,2 312,7 284,5 45,0
CB-Frutose 273,2 332,0 315,3 38,5

Fonte: A autora (2022).

Figura 22 - Curvas TGA / DTG para filmes CB produzidos em meio salino com diferentes fontes de
carbono.
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Fonte: A autora (2022).

5.2.1.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A Figura 23 mostra os difratogramas de raios X referentes as biomembranas
estudadas. Pode-se observar que as membranas apresentaram picos caracteristicos
de celulose bacteriana que sao os picos de difracdo 26 em torno de 14,9° 17,4°,
23,3° e 29,5° podendo corresponder aos planos cristalogragicos 101, 010, 110 e
122 (PADMANABHAN et al., 2022). Os difratogramas de raios-X para as amostras
produzidas em meios com diferentes fontes de carbono mostraram uma estrutura
semicristalina. No geral, esses dados sugerem que as amostras de CB possuem

perfil tipico da estrutura cristalina da celulose tipo | (YASUMURA et al., 2012).
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A celulose nativa | é sintetizada pela maioria das plantas e por bactérias
acéticas em cultura estatica. Panicker et al. (2017) revelaram que a celulose |
compreende dois subalomorfos chamados celulose la e IB, essas formas séo
alocadas para células unitarias triclinicas e monoclinicas, respectivamente (SASKA
et al.,, 2012; VAZQUEZ et al., 2013; MOLINA-RAMIREZ et al., 2017; KAMAL e
ALZUBAIDY, 2019). Os difratogramas da Figura 23 apresentam picos largos e como
os biopolimeros foram produzidos a partir de fontes de carbono diferentes, percebe-
se diferencas entre as intensidades e configuracdes desses picos (PADMANABHAN
et al., 2022).

Figura 23 - Difratogramas das CB obtidas nos diferentes meios de cultura.

—— Ext. Levedura
Frutose
— Gilicerol
—— Glicose
—— Manitol
Sacarose

Intensidade (u.a.)

26 (°)
Fonte: A autora (2022).

Os resultados apresentados no DRX foram utilizados para avaliar a fragéo
cristalina dos biopolimeros produzidos a partir do método descrito por Segal et al.
(1959). A Tabela 11 descreve a fragao cristalina das membranas de CB produzidas

com diferentes fontes de carbono em meio de cultura salino.
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Tabela 11 - Fracgao cristalina das membranas de CB produzidas com diferentes fontes de carbono.

Fonte de Carbono Fracdo cristalina (%)
Ext. Levedura 31
Frutose 66
Glicerol 59
Glicose 58
Manitol 45
Sacarose 44

Fonte: A autora (2022).

De acordo com os valores apresentados na Tabela 11, observa-se que a
amostra com maior cristalinidade (66%) foi a CB produzida com meio de cultura
utilizando apenas a Frutose como fonte de carbono. O resultado encontrado foi o
valor mais proximo ao percentual de 79% para CB-HS, descrita anteriormente (Item
5.1.1.2). Contudo, muitos trabalhos relatam, comumente, um percentual de
cristalinidade em torno de 65-79% (AMORIM et al., 2020). Para os biopolimeros CB-
Glicerol e CB-Glicose a fracdo cristalina variou em torno de 59% e 58%,
respectivamente. Esse resultado foi semelhante ao obtido por Goelzer et al. (2009),
onde os pesquisadores produziram CB utilizando meio HS e glicose, obtendo fragc&o
cristalina de 56%. Apesar da cristalinidade, para os biopolimeros CB-Glicerol e CB-
Glicose, ser relativamente inferior a média encontrada na literatura, ambos os
percentuais ainda se encontram dentro da normalidade dos valores encontrados
para polimeros de celulose bacteriana.

Os biopolimeros CB-Manitol, CB-Sacarose e CB-Extrato de Levedura
apresentaram fracao cristalina de 45%, 44% e 31%, respectivamente. O meio cultura
tem sua composicado formada basicamente por sais, 0 que poderia se esperar uma
alta cristalinidade das CB, no entanto, ndo foi isso que se observou. Os meios de
cultura ofereceram condi¢cdes para que a organizagédo das fibras de celulose fosse
menos ordenada, o que poderia explicar o baixo percentual de cristalinidade. Esse
fato pode ser observado principalmente em trés fontes de carbono: Manitol,
Sacarose e Ext. Levedura. Esses meios de cultura associados as respectivas fontes
de carbono atribuiram aos biopolimeros caracteristicas, majoritariamente, amorfas.
Dessa maneira, de acordo com a aplicacdo, algumas fontes de carbono (Extrato de
levedura), se bem dosadas, poderdo oferecer ao meio de cultura condi¢cdes para

producao de CB mais cristalinas, ou ndo, e termicamente estaveis.
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Dentre todas as amostras, a CB-Extrato de Levedura foi a que apresentou
menor fracdo de cristalinidade. Tal caracteristica se deve, provavelmente, pelo fato
de o extrato de levedura ndo ser puramente uma fonte de carbono assimilavel e
“pobre” para o processo de polimerizagdo, contendo cerca de 40% de aminoacidos,
5 a 7% de nucleotideos, além de peptideos, minerais e vitaminas (SILVA, 2006;
LATEF et al., 2019).

Na literatura, outros pesquisadores obtiveram percentual de cristalinidade de
53% e 47% para as CB produzidas em meios contendo Manitol e Sacarose,
respectivamente. Os mesmos utilizaram o meio de cultura Zhou (Z), composto por
glicose, licor de milho, (NH4)2SO4, KH2PO4 e MgSQO4.7H.0 (MOHAMMADKAZEMI et
al., 2015). Logo, esses resultados estdo de acordo com as observagdes
apresentadas nessa tese, indicando que os biopolimeros produzidos sédo afetados

pelo tipo, como também, a concentracéo da fonte de carbono utilizada.
5.2.1.3 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram realizados com a finalidade de
determinar os picos caracteristicos das bandas de celulose bacteriana, bem como, a
possivel ocorréncia de novos picos inerentes a interacfes entre a celulose e os
componentes do meio de cultura salino e fontes de carbono. Os espectros dos
biofimes estdo apresentados na Figura 24 e mostram semelhancas entre as
celuloses produzidas nos diferentes meios de cultura, além da confirmacdo dos

grupos vibracionais pertencentes a estrutura da celulose bacteriana.



77

Figura 24 - Espectros de infravermelho das membranas de celulose bacteriana produzidas em meio
salino com diferentes fontes de carbono.
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Fonte: A autora (2022).

As principais bandas da CB destacadas nos espetros foram: uma banda
intensa na regido de 3344 cm atribuida ao alongamento vibracional dos grupos
hidroxilas (O-H), um pico em 2894 cm™ que corresponde ao estiramento CH de
alcanos e estiramento assimétrico (-CH2-), CH2-OH a deformagé&o corresponde ao
pico 1647 cm, picos nas regifes de 1427 cm™ e 1313 cm referentes as ligacdes
C-OH e C-H; nas regifes de 1160 cm™ e 1109 cm™ o estiramento dos grupos C-O e
C-OH, além de uma banda em 1052 cm™ atribuida ao alongamento das ligacdes C-
O-C e C-OH (MOLINA-RAMIREZ et al., 2017; REVIN et al., 2018). De forma geral,
em pesquisas de caracterizacdo de CB, bandas vibracionais semelhantes foram
também identificadas nos trabalhos de Saska et al. (2012), Gea et al. (2011) e

Pecoraro et al. (2008).
5.2.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfologica das diferentes amostras de CB foi realizada
utilizando Microscopia Eletrénica de Varredura, gerando um conjunto de micrografias

selecionadas da superficie dos biopolimeros, conforme a Figura 25.
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Figura 25 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de celulose bacteriana.
CB-Manitol (A); CB-Extrato de Levedura (B); CB-Glicerol (C); CB-Sacarose (D); CB-Glicose (E); CB-
Frutose (F).
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Fonte: A autora (2022).

Para cada fonte de carbono, a dispersédo das fibras celulsicas e a adesao
interfacial entre elas sdo mostradas. Contudo, € possivel observar que as CB
produzidas em meio contendo Glicose (Figura 25-E) e Sacarose (Figura 25-D)
possuiram areas de estruturas fibrilares mais dispersas, tornando a estrutura,
aparentemente, mais porosa. Por outro lado, os demais biopolimeros apresentaram
nanofibras mais densas e compactas. E possivel observar também, que os filmes
CB-Glicerol e CB-Extrato de Levedura apresentaram estruturas menos homogéneas,
com a possivel formacao de agregados ou falhas na superficie desses filmes.

Nas micrografias, Figura 25-A e Figura 25-F, € possivel perceber a presenca
de alguns bacilos bacterianos presos a estrutura nanofibrilar. A presenca das células
bacterianas na rede de CB € comum e 0 processo de esterilizacdo sera decisivo na

inativagéo desse microrganismo.
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Em suas pesquisas, Molina-Ramirez et al. (2017) avaliaram o efeito de
diferentes fontes de carbono na estrutura das nanocelulose. Eles observaram que a
porosidade e dispersdo das fibras CB frutose foi menor do que as membranas
produzidas em meio contendo glicose ou sacarose.

Os resultados encontrados por Molina-Ramirez et al. corroboram com as
principais observacgdes obtidas nesta tese, de que as fontes de carbono sacarose e
glicose geraram, visivelmente, biopolimeros com fibras menos compactadas e de
maior porosidade. Tal fato, no entanto, encontra-se em maior evidéncia na CB-
Glicose, que também apresentou uma boa dispersédo das fibras dentro da matriz
polimérica, sem agregados perceptiveis.

5.3 ETAPA 3: PROTOTIPAGEM DE EMBALAGEM PARA ALIMENTOS DO TIPO
PAPEL UTILIZANDO CELULOSE BACTERINA

Em virtude de suas propriedades, a CB vem sendo produzida, estudada e
indicada como matriz para elaboracdo de novos materiais, como por exemplo, 0
papel que pode ser utilizado na confecgédo de “embalagens verdes”. Na Figura 26-a
e Figura 26-c temos um material piloto denominado CB papel, que pode ser
comparado, visualmente, ao papel sulfite (Figura 26-b). Na Figura 26-d é possivel
observar um protétipo de uma embalagem feita a partir de CB mais aditivos. A
impressado obteve boa aderéncia ao papel de CB, sem descorar ou manchar,
conferindo a embalagem caracteristicas promissoras e diversas aplicabilidades no
setor de embalagens alimenticias, por exemplo.

O CB papel apresentou gramatura de 139 g/m?, ja o Papel comum (sulfite),
calculado pelo método padronizado (NBR NM-1SO 536/2000 ABNT), foi de 75 g/m?.
Um dos papéis de embalagem de uso extensivo é o papel “kraft”, com gramatura
predominantemente entre as 70 e as 180 g/m2. Além da utilizacdo como matéria-
prima para fabricacdo de cartdo ondulado e para sacos de papel, o papel “kraft’
pode ser utilizado para envolvimento direto de produtos ou combinado com outros
materiais para obter boa resisténcia mecanica e protecdo contra umidade
(CAMPOS, 2011).

Outros autores, durante o desenvolvimento de um papel bioativo
antimicrobiano feito de CB, obtiveram um papel com gramatura de 70 g/m?, que
corresponde ao peso em gramas por metro quadrado de CB, cargas e aditivos.
(BURUAGA-RAMIRO C et al., 2020).
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Segundo Donini et al. (2010), uma produgcdo de celulose bacteriana
equivalente a 1 hectare de eucalipto em sete anos poderia ser produzida em
aproximadamente 22 dias. A face do exposto, substituir a celulose oriunda do setor
florestal teria enormes implicacées econdmicas, sociais e ambientais. Haja vista as

indmeras aplicacdes da CB e seu carater sustentavel.

Figura 26 - Papel Comum (B), CB Papel (A e C) e protétipo de embalagem feita a partir de CB (D).

Fonte: A autora (2022).

5.3.1 Caracterizacdo do Papel de Celulose Bacteriana
5.3.1.1 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 27 e Tabela 12 mostram principais resultados para a analise TGA /
DTG das amostras CB Papel e Papel Comum.

Figura 27 - (A) Curvas de TGAe DTG para CB Papel; (B) Curvas de TGA e DTG para Papel Comum.
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Fonte: A autora (2022).

Avaliando os termogramas, podemos observar uma diminuicdo da perda de

umidade em temperaturas proximas a 100 ° C para as amostras CB Papel e Papel
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Comum. Nessa temperatura, 0s papéis tiveram perdas de aproximadamente 3,4%
de agua relacionada a umidade presente em ambos 0s materiais.

Ao analisarmos o CB Papel, observamos a faixa degradativa que comecou
em 257,8 ° C e continuou até a temperatura maxima de 311,8 ° C; havendo cerca de
25,5% de perda de massa relacionada a degradacdo termo-oxidativa, bem como
despolimerizacdo e decomposicdo de unidades glicosidicas presentes na CB. A
terceira regido em torno de 412 ° C esta associada a decomposicao e carbonizacao
do polimero poli (acetato de vinila). Essa resina é responsavel por colar as fibras de
CB, o que € uma pratica normalmente utilizada em alguns papéis (ABU-SAIED et al.,
2012; GOMAA et al., 2018).

No Papel comum a faixa degradativa comecou em 314 ° C e continuou até a
temperatura méxima de 356,6 ° C; durante esse nivel de degradacdo houve uma
perda de massa em torno de 46,0% relacionada a degradacao termo-oxidativa, bem
como despolimerizacdo e decomposicdo de unidades glicosidicas tambéem
presentes na celulose vegetal. Por fim, a terceira regidao em torno de 524 ° C pode
estar associada a decomposicdo de fracdes de lignina ou outros aditivos/residuos.
Kumar et al. (2017) avaliou termograficamente papéis de escrita/impressdo. Em
parte de sua pesquisa, 0s pesquisadores observaram alguns picos extras na faixa
de temperatura de 400 a 500 ° C. Esse tipo de comportamento pode ser explicado
pela presenca de algumas impurezas ou de ingredientes inorganicos durante o
revestimento do papel no processo de fabricacéo.

Tabela 12 - Dados das temperaturas inicias (Tonset), temperaturas finais (Toffset) e Temperaturas
maximas de degradacéo (Tmax) dos filmes Papel comum e CB Papel.

Resultados das Analises Termogravimétricas - TGA

Perda de Umidade (Até 100 ° C)

Amostra Minicial (MQ) Minal (MQ) Perda (%)
Papel Comum 2,37 2,29 3,38
CB Papel 2,88 2,78 3,47

Principal Faixa Degradativa
Tonset (°C) Toffset (°C) Tmax (°C) Residuo (%)
Papel Comum 314,0 375,8 356,6 211
CB Papel 257,8 349,3 311,8 47,6

Fonte: A autora (2022).
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De forma geral, o papel tradicional que utilizamos é constituido principalmente
por celulose, fragbes de hemicelulose, CaCOs, CaSOs, aglutinantes, resinas e
materiais de revestimento (FARDIM, 2002; CORDEIRO, 2018;). Tais diferencas,
entre os comportamentos térmicos, podem ser explicadas pelo fato de que o CB
Papel possui como base uma celulose mais pura, quando comparada ao Papel
Comum de composicéo complexa (BURHENNE et al., 2013; SKOCAJ, 2019).

Alguns aditivos, como por exemplo, o poli (acetato de vinila) e o carbonato de
calcio poderdo oferecer certa estabilidade térmica as fibras de celulose (ABU-SAIED
et al.,, 2012; GOMAA et al.,, 2018). Gao et al. (2013) relatou que a energia de
ativacdo dos nanocompésitos aumenta com a adicdo de CaCOs. Ou seja, 0
carbonato aumenta ligeiramente a estabilidade térmica da matriz polimérica através
das interacdes com os grupos OH. Apesar da menor estabilidade térmica observada
no CB Papel, que teve uma diferenca de 56,2 ° C, tal fato néo inviabiliza a aplicacédo
do CB Papel em novas embalagens sustentaveis. Pois, alguns processos, como por
exemplo a selagem, ndo exigem temperaturas extremas.

Segundo Merabtene et al. (2022), a temperatura € crucial para o
emaranhamento das cadeias poliméricas durante o processo de selagem em
embalagens flexiveis de papel. Esses pesquisadores detalharam também que
materiais a base de papel tinham uma janela de selagem maior, até uma
temperatura de 220 ° C, antes do material comecar a ficar marrom. Portanto, a
estabilidade térmica encontrada no CB Papel é suficiente para aplicacdo em
embalagens flexiveis e sustentaveis.

Durante as degradacdes termogravimétricas pode-se observar diferencas
significativas entre os percentuais de residuos (Tabela 12). Esse fato esta associado
aos aditivos incorporados a papéis, que agem melhorando as propriedades, bem
como diminuicdo dos custos, na forma de cargas de enchimento. Segundo Rodolfo
et al. (2006), Carbonatos de calcio, em baixas concentra¢des, podem ser definidos
como cargas funcionais, que conferem um determinado grau de reforco, enquanto
em altos teores atuam como carga de enchimento em compostos. Sendo assim,

cerca de 40 % do residuo para o CB Papel se deve ao carbonato utilizado.
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5.3.1.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

As avaliagbes de DRX dos biomateriais (CB Papel e Papel Comum) foram
realizadas para assegurar a integridade dos materiais utilizados. A Figura 28 mostra
os Difratogramas para os filmes de papel utilizando celulose vegetal e o papel
produzido utilizando celulose bacteriana. E possivel notar claramente a presenca de
dois picos iniciais da celulose e a seis picos associados ao carbonato de calcio que
€ um aditivo comum do papel. Os picos P3 (30,2°), P3’ (30,0°), P4 (36,8°), P4’
(36,6°), P5 (40,2°), P5’ (39,9°), P6 (43,9°), P6 (43,7°), P7 (48,3°), P7’ (48,1°), P8
(49,3°), e P8’ (49,0°) correspondem a (104), (110), (013), (202), (018) e (116) planos
de CaCOgs, respectivamente, enquanto os picos P1 (16,3°), P1’ (16,3°), P2 (23,6°) e
P2 (23,2°) estdo associados a celulose vegetal do papel sulfite e a celulose
bacteriana presente no papel desenvolvido em laboratério, respectivamente. A
celulose € composta de dominios cristalinos e amorfos, sendo, portanto, um material
semicristalino, onde os difratogramas apresentam picos largos. (DASARI et al.,
2016).

Figura 28 - Difratogramas de DRX para as amostras CB Papel e Papel Comum.
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Fonte: A autora (2022).
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O percentual de cristalinidade para a amostra Papel Comum foi de 61,29%,
enquanto a cristalinidade do papel produzido a partir da CB apresentou 86,42%.
Essa diferenca de percentual pode ser explicada, primeiramente, pelo fato de que a
nanocelulose tem maior cristalinidade frente a celulose vegetal e, segundo, pelos
aditivos de carga comuns ao papel, como por exemplo, o carbonato de calcio
(PECORARO et al.,2008; CHAWLA et al., 2009; MOON et al., 2011; YOUSEFI et al.,
2013; CAMPANO et al., 2018).

Alguns aditivos comuns ao papel podem influenciar, de forma significativa, no
percentual final de cristalinidade. Imani et al., 2022 avaliou a obteng&o de um filme
superhidrofébico a partir de celulose e carbonato de célcio derivados de
componentes do papel ou residuos. Os pesquisadores verificaram que a presenca
de particulas de carbonato de célcio no compdsito aumentava a cristalinidade da

celulose.
5.3.1.3 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Nos espectros de FTIR das amostras CB Papel e Papel Comum (Figura 29),
as bandas atribuidas a calcita podem ser observadas em 1418 cm™, 874 cm™ e 712
cm?, sendo em menor intensidade para o CB Papel (MATEI et al., 2019). Essas trés
absorcdes sdo atribuidas respectivamente a ligagdo simples modo de estiramento
assimétrico de CO, ao modo de estiramento simétrico de CO ligacdo simples e aos
modos de flexdo OCO (deformacdo no plano) da calcita, um dos polimorfos do
carbonato de calcio (HAJJI et al., 2015).

A banda larga que surge em 3327 cm? é resultado de associacdes
poliméricas de estiramento do grupo OH da celulose e o pico em 2891 cm™ é
atribuido a vibracdo de alongamento assimétrico de C-H no anel piranose. A
presenca das bandas de absorcdo em torno de 1500 a 1700 cm™ confirmam a
presenca do grupo carboxila (-COO). As bandas em torno de 1300 cm™ e 1400 cm*
sdo atribuidas a vibracdo em tesoura de metil (-CH2) e ao grupo hidroxila (-OH),
respectivamente. A banda em torno de 1050 cm?® a 1100 cm? é devido ao
estiramento (CH-O—-CH) (ISCA et al., 2016; WEI et al., 2017).
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A diferenca de intensidade entre os graficos pode estar associada a
diminuicdo das ligacdes de hidrogénio, ocasionada pela quebra das ligacdes da
estrutura cristalina das cadeias de CB durante o processo de preparo da pasta para
fabricacdo do CB Papel (MOHKAMI & TALAEIPOUR, 2011).

Figura 29 - Espectros de FTIR das amostras CB Papel e Papel Comum.
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Fonte: A autora (2022).

5.3.1.4 Microscopia Optica (MO)

A andlise microscopica foi realizada com lentes objetivas de aumento 20x.
Ambos 0s papéis receberam tinta de caneta esferografica vermelha na superficie. A
dispersao do pigmento foi observada nas imagens microgréficas.

As imagens microscoépicas do CB Papel (Figura 30-a) e do Papel Comum
(Figura 30-b), apresentam filmes homogéneos com morfologias semelhantes.
Porém, na amostra de Papel Comum é possivel visualizar as fibras, visto que foi
produzido com celulose vegetal, enquanto o papel produzido com membrana CB
possui fibras nanométricas que ndo podem ser observadas no microscopio Optico
(HUSSAIN et al., 2019).
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Figura 30 - Imagens de microscopia 6ptica do CB Papel (a) e Papel Comum (b), com lentes objetivas
para aumento de 20x.

Fonte: A autora (2022).

5.3.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Observacdes realizadas por microscopia eletronica de varredura ampliam a
morfologia tipica dos dois tipos de papel e a estrutura das fibras, com destaque
especial para a diferenca de dimensdo entre as fibras do Papel CB e do Papel
comum. E possivel notar uma estrutura tipica formada por feixes vasculares,
conforme mostrado nas micrografias da Figura 31. A morfologia fibrosa do Papel
Comum ¢€ feita de grandes fibras ndo rasgadas com porosidade irregular e
distribuicdo aleatéria. Ja o papel feito a partir da celulose bacteriana possui fibras em
carater nanométrico, e contendo porosidade irregular e distribuicdo aleatéria das
fiboras. O aparecimento de muitas manchas brancas incorporadas as fibras esta
relacionado aos enchimentos, calcita, de ambos os papéis analisados (HAJJI et al.,
2015).

Observacdes realizadas por microscopia eletronica de varredura na secéo
transversal dos filmes ampliam a morfologia tipica dos dois tipos de papeis e a
estrutura das fibras. Nas imagens Figura 31-e e Figura 31-f da se¢ao transversal do
papel produzido com CB € possivel observar que as fibras em carater nanometrico
ficaram pouco evidenciadas. Tal fato pode estar relacionado aos enchimentos de
calcita e da resina poli (acetato de vinila).

Nas imagens Figura 31-g e Figura 31-h da secéo transversal do papel

Comum, é possivel notar uma estrutura tipica de uma amostra de papel, contendo
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fiboras de madeira entre as quais sdo encontrados volumes de vazios, normalmente
preenchidos por ar e materiais de carga (YU et al., 2006). De forma geral, as
maiores diferencas dizem respeito ao carater nanométrico das fibras de CB e
micrométrico das fibras de celulose vegetal.

Figura 31 - Micrografias do CB Papel (ae b), Papel Comum (c e d) e Micrografias com vistas de topo

e secdo transversal das amostras CB Papel (e e f) e Papel Comum (g e h).
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6 CONCLUSAO

Durante a primeira etapa do estudo, o processo de hidrdlise do amido pelo
fungo Aspergillus oryzae ofereceu uma nova alternativa para a produgédo de CB a
partir de graos e tubérculos, uma vez que a glicose presente nos mesmos nao esta
disponivel para microrganismos produtores de celulose e, portanto, ndo ha energia
para a producéo de CB.

A hidrolise do amido de arroz e milho disponibilizou a glicose como fonte de
carbono nas fermentacfes, possibilitando a utilizacdo de meios alternativos para a
producédo de CB. Os resultados mostraram um rendimento maximo de 2,80 + 0,43 g/
L de CB obtida com o meio de arroz hidrolisado.

Além disso, a celulose bacteriana produzida nos meios de arroz e milho
apresentaram cristalinidade em torno de 55%. Através da andlise de IV foi possivel
confirmar os grupos funcionais existentes na celulose bacteriana sem a presenca de
guaisquer contaminantes oriundo do processo de producdo. Ja com relacdo a
analise termogravimétrica, os polimeros formados a partir dos meios alternativos
apresentaram maior estabilidade térmica. Na analise da microscopia eletrénica de
varredura, observou-se uma estrutura morfolégica com orientagdo aleatoria de
nanofibrilas em ambos os filmes poliméricos.

Os meios propostos (hidrolisados de amido: arroz e milho) possibilitaram a
producdo de CB eliminando a necessidade de glicose sintética (Comercial),
reduzindo o custo de producédo de biopolimeros.

Na segunda etapa dos experimentos, a producdo de CB foi realizada
utiizando uma solucédo salina e fontes de carbono (Glicose, Glicerol, Sacarose,
Frutose, Peptona, Extrato de Levedura ou Manitol). O rendimento maximo de 5,72 +
0,01 g/ L de CB foi obtido com o0 meio contendo Sacarose.

As avaliacbes por DRX mostram difratogramas com picos largos, e
percentuais de cristalinidade que variaram de 31% (Extrato Levedura) a 66%
(Frutose) a partir da fonte de carbono. J4 a andlise de IV confirmou os grupos
funcionais existentes na celulose bacteriana. Com relacdo a avaliacédo
termogravimétrica, as fontes de carbono Extrato de levedura e Manitol
proporcionaram aos biopolimeros de CB temperaturas maximas de degradacéo
superiores. No entanto, a CB-Glicerol gerou maior percentual de residuo ao final do

processo termogravimeétrico.
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A partir das micrografias, observou-se que as CB produzidas em meio
contendo Glicose e Sacarose possuiram areas de estruturas fibrilares mais
dispersas em comparacéo as demais.

O meio de cultura salino desenvolvido possui enorme versatilidade podendo
ser utilizado em testes bioquimicos, bem como na producédo de biopolimeros de
celulose bacteriana, e essa formulacdo, de composicdo controlada, podera ser
dosada com diferentes fontes de carbono a fim de se obter materiais com
caracteristicas e aplicacfes desejadas.

Ap6s a producdo da CB, a terceira etapa do estudo trouxe uma aplicacao
para CB de melhor rendimento (CB-Sacarose: 5,72 g / L). Sendo assim, uma
“embalagem sustentavel” foi prototipada.

O CB papel, base da nova embalagem, apresentou gramatura de 139 g/m? e
obteve uma boa estabilidade térmica; o percentual de cristalinidade para a amostra
Papel Comum foi de 61,29%, enquanto a cristalinidade do CB Papel foi de 86,42%.
As caracteristicas do protétipo desenvolvido proporcionaram a embalagem boas
caracteristicas para aplicacao desejada.

De forma geral, os resultados encontrados trouxeram alternativas a celulose
vegetal com o intuito de reduzir os inUmeros impactos ambientais ligados ao setor de
embalagens, oferecendo novos animos a uma geracdo de materiais naturais e

sofisticados.
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Abstract

Bacterial cellulose (BC) is a promising option for ecologically viable processes. In this work, BC was produced using starch
hrydrolysate (rice and corn flakes) a carbon sources. The starch was hydrolyzed by fungus for glucose producton. A
macimunn yield of 2.80 +0.43 gl of BC was abtained with the hydrolyzed rice medium. Moreover, BC produced in the rice
and corn media had crystallinicy of around 50%. Fourier-transform infrared spectrometry confirmed the functional groups in
BC = well ax the shsence of contaminants from production process. The thermogravimerric analysis revealed thar the
polymeers formed with alternatve media had greater thernal seabilicy. Scanining electron microscopy revealed 3 nvorp hol ogi cal
structure with the randon arrangenent of nanofibrils in 2 non-uniform manner distributed in te weave of both polymeric
films. The biofilms produced in diferent media had similar properties to those of films ob tined with 2 convent onal medium,
revealing that the polymeric characteristics are not modified.

Keywords
Bacterial cellulose, Komagataeibacter rhaeticus, rice, com
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Introduction

Bactenial celluloze (BC) is a biodegradable, non-toxic polysacchande with considerable liquid retention capacity and im-
portant properties for applications in the medical field and tissue engineering. '~ This biopolynver has similar chamcteristics to
celluloze polymer of a vegetable origin, but it differs in terms of the degree of polymerization and purity and has more stable,
resistant mancfibers with an ulta-fine reticular structure, high crystallinity, tensile strength, elasticity, and durahility **

Cellulose can beproduced by algae, fungi, protozea, and prokaryotic mgmﬂmm.aﬁnmg the producers of BC, bacteriaof
the genus Komagairatbacter (recendy reclassified from the genus (uconacerabacter based on the phylogenetic, phenotypic,
ecological, and chemotax onomic charactenistics ofthe 165 rRNA sequence ) are gaining prominence in the prodection of this
biopolymer of considerable scientific vahe. ™ The production of pure cellulose nanofibrils by bacteria of the genus Ko-
magainabacier oocurs through the consumption of glucese i the medium, which is metabolized into cellulose by the
mll:mm.g (ilucose can be obtained from different sources; it may be a free sugar or may be ob@ined through the
hydrolysis of polysaccharides, such as starch, In the microbial hy drolysis of sarch, filamentous fungi are the most adaptable to
growth on zolid substrates, can ﬁmw in environments with low humidity, and have high enzymatic activity for the hydmlysis
of sarch in glucose molecules.'™'*

During the metabolic process, the components of the medium are assimilated by the microorganisms either through
degradation or polymerzation, resulting in the synthesis of specific metabolites. This metabolic process requires carbomn,
hydrogen, cxygen, nitrogen, and elements such as iron and zinc, which can be found in various agro-industrial byproducts.
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Plant and bacterial nanocellulose: production, properties
and applications in medicine, food, cosmetics, electronics
and engineering. A review
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Abstract

Cellulose is the main strectural component of plant cell walls. Cellulose is a fibrous, water-insoluble substance and is con-
sidered to be the most abundant bio-derived polymer onearth. From an industrial perspective, plant cellulose has been the
mainstay of the wood industries for the past 100 years. The hierarchical organization and semicrystalline nature of cellulose
found in plant fibers allows the extraction of nanofibers and nanocrystals wsing mechanical and chemical top-down de-
structuring strategies. Bacterial cellulose has also been increasingly investigated. Bacterial cellulose is composed of cellulose
nanofibers secmeted extracellularly by some bacteria; bacterial cellulose is therefore obtained using bottom- up synthesis.
The unigue nanofibrillar structure of bacterial cellulose confers excellent physical and mechanical properties such as high
porosity, high elastic modulus and high crystallinity. Research on nanocellulose is accelerating doe actual fossil fue] issves
such as C0; emissions, plastic pollution and lack of renewable energy. Nanocellulose materials are non-toxic, biodegrad-
able and recyclable, with no adverse effects on bealth and the environment. Here, we review cellulose production methods,
propertics and applications, focusing on the food industry, hiomedical materials and electronic devices. We compare ve getal
nanocellulose and bacterial cellulose. The increase in the number of publications on nanocellulose is also discussed.

Keywords Manocellulose - Plant nanocellulose - Bacterial cellulose - Nanomaterials - Biotechnology - Nanotechnology

Introduction

Plants and wood ame natural biccomposites consisting of
microfibril cellulose. Along with pectin, lignin and hemi-
=] Lionie Asfora Sarubbo cellulose, cellulose accounts for 35-30% of the biomass of

leonic sarubbe @ unicap.br plants (Rinaldi and Schuth 2009). It is the most abundant
1 polymer on Earth and is non-toxic, making it the strongest
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candidate for feedstock in the production of natural poly-
meric materials that can meplace petroleum-hased poly-
mers, offering the advantages of renew ability and biocom-
patibility (Gama et al. 2012}, Cellulose can be used for the
production of chemicals and monomers through catalytic
processes (Rose and Palkovits 20117, and these mono-
mers can be employed in the prodection of biopolymers
with usefulness in different industries, like oral delivery
sysiems (Javanbakht and Shasbani 2019), food packag-
ing application (Ebrahimi et al. 20019) and photozlectro-
chemical cells production (Suresh et al. 2019} Indeed,
significant progress has been made in the production of
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