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RESUMO

A celulose é um polimero de cadeia longa e biodegradavel, mesmo sendo muito
comercializada, apresenta alguns fatores que limitam a sua utilizagdo em &reas especificas, como
por exemplo suas caracteristicas mecanicas. Diante dessa situacdo, comegaram a aparecer estudos
relacionados a utilizacdo de celulose bacteriana como sendo uma alternativa, por apresentar
melhores caracteristicas mecanicas para determinada utilizacdo, sendo possivel uma substituicao
da celulose vegetal. A membrana de celulose pode ser utilizada em diversas areas, desde areas
médicas, inddstrias alimenticias, até em eletrénica e mineragcdo. A celulose bacteriana pode ser
produzida por diversas bactérias em diferentes meios, porém é essencial que o meio de cultura
contenha uma fonte de carbono e composicdo de nutrientes adequados. Durante a sintese da
celulose bacteriana, muitos parametros podem ser variados como: temperatura, pH, tempo de
inoculagdo, meio estético ou agitado. Neste trabalho, os ensaios para a producdo da membrana de
celulose bacteriana foram feitos via fermentacdo durante 7, 14, 21, 28 e 35 dias a uma
temperatura de 25°C de forma estatica com a utilizacdo de uma coldnia de SCOBY (symbiotic
culture of bacteria and yeast) e sacarose como fonte de carbono a uma concentracdo de 150 g/L.
Apbs a producdo da membrana de celulose, foi realizada a sintese dos biofilmes de celulose pelo
método casting. O biofilme de celulose bacteriana foi caracterizado em relacdo as analises de
maodulo de elasticidade (MOE) e tensédo de ruptura (MOR) e o teor de aglcares presente no meio
de cultura durante o processo fermentativo foi quantificado pelo método DNS. A membrana de
celulose bacteriana apresentou maior espessura visivelmente nos 21° e 28° dias de fermentacéo.
Foi observado que a medida que o tempo de fermentacdo aumenta, a concentracdo de sacarose no
meio de cultura diminui até atingir uma concentra¢do constante, sendo que esta concentracao
minima é observada nas amostras coletadas aos 21° e 28° dias de fermentacdo. O maior valor do
MOR foi representado pelo biofilme feito a partir de celulose produzida com 14 dias de
fermentacdo (12,254 + 0,3311 MPa), enquanto o maior valor de MOE foi determinado com o
biofilme feito a partir da celulose produzida com 21 dias de fermentacao 0,195 + 0,0418 GPa.

Palavras-chave: Celulose Bacteriana. SCOBY. Biofilmes. Material biopolimérico.



ABSTRACT

Cellulose is a long-chain and biodegradable polymer, even though it is widely commercialized, it
has some factors that limit its use in specific areas, such as its mechanical characteristics. Given
this situation, studies began to appear related to the use of bacterial cellulose as an alternative, as
it presents better mechanical characteristics for a particular use, making a replacement for
vegetable cellulose possible. Cellulose membrane can be used in several areas, from medical
areas, food industries, to electronics and mining. Bacterial cellulose can be produced by different
bacteria in different media, but it is essential that the culture media contain an adequate carbon
source and nutrient composition. During bacterial cellulose synthesis, many parameters can be
varied such as: temperature, pH, inoculation time, static or stirred medium. In this work, the tests
for the production of bacterial cellulose membrane were carried out via fermentation for 7, 14,
21, 28 and 35 days at a temperature of 25°C in a static way using a SCOBY colony (symbiotic
culture of bacteria and yeast) and sucrose as a carbon source at a concentration of 150 g/L. After
the production of the cellulose membrane, the synthesis of cellulose biofilms was carried out by
the casting method. The bacterial cellulose biofilm was characterized in relation to the analysis of
modulus of elasticity (MOE) and tensile strength (MOR) and the sugar content present in the
culture medium during the fermentation process was quantified by the DNS method. The
bacterial cellulose membrane showed visibly greater thickness on the 21st and 28th days of
fermentation. It was observed that as the fermentation time increases, the sucrose concentration in
the culture medium decreases until it reaches a constant concentration, and this minimum
concentration is observed in samples collected on the 21st and 28th days of fermentation. The
highest MOR value was represented by biofilm made from cellulose produced at 14 days of
fermentation (12.254 + 0.3311 MPa), while the highest MOE value was determined by biofilm
made from cellulose produced at 21 days of fermentation 0.195 + 0.0418 GPa.

Keywords: Bacterial Cellulose. SCOBY. Biofilms. Biopolymer material.
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1. INTRODUCAO

A celulose é um polimero de cadeia longa, linear e ndo ramificada, classificada como
polissacarideo biodegradavel. Um exemplo que pode ser citado é a celulose vegetal,
caracterizando um constituinte fundamental das paredes celulares das plantas, visto que
representa a maior parte. Ela pode ser obtida diretamente da madeira de arvores coniferas e
folhosas (BIAZUS, HORA E LEITE 2010). A celulose vegetal mesmo sendo muito
comercializada, apresenta caracteristicas ndo tdo evoluidas para implementacdo em certas
funcBes, como por exemplo, como embalagem devido as suas caracteristicas mecanicas. Dessa
forma, seus fatores limitam suas aplicacGes em areas mais especificas, trazendo a necessidade de
buscar alternativas que apresentem caracteristicas melhores em determinados pontos. Diante
disso, a celulose bacteriana (CB) apresenta-se como uma possivel alternativa (DUARTE, 2019).

A celulose bacteriana (CB) é um biopolimero que apresenta a mesma férmula quimica
que a celulose vegetal, porém tem em sua constituicdo finas fibras e pequenos poros,
apresentando uma diferente organizacdo das cadeias e estrutura fibrosa, 0 que proporciona suas
propriedades distintas, como o alto teor de pureza e cristalinidade (COIMBRA, 2015). Sua
producdo ocorre através da inoculacdo do microrganismo a partir de um meio de cultura rico em
carboidratos, em condi¢bes controladas. As propriedades mecéanicas, bem como as micro e
macroestruturas da CB, sdo influenciadas pelas condi¢Ges da fermentacdo durante sua sintese.
Em sinteses que ocorrem por microorganismos, geralmente sdo geradas impurezas, mas como a
celulose bacteriana € um produto extracelular, ndo é necessario que ocorra 0 processo de
tratamento, tornando mais acessivel o seu uso (DUARTE, 2019).

A CB apresenta diversas vantagens em relacdo a celulose vegetal, como por exemplo:
apresenta maior resisténcia fisica e mecanica (alto grau de resisténcia e elasticidade), é livre de
lignina e hemicelulose, apresenta alta capacidade de absorcdo de agua, é biodegradavel, atoxica e
biocompativel. Dentre suas principais propriedades destacam-se sua hidrofilicidade, alta
cristalinidade e sua morfologia. A sintese da CB por bactérias produtoras de celulose é regulada
de maneira bastante precisa e especifica, envolvendo muitas enzimas e complexos de proteinas
cataliticas e regulatérias, cuja estrutura supramolecular ainda ndo estad bem definida. Suas
propriedades podem ser justificadas atraves das ligacGes de hidrogénio que s@o responsaveis pela
formacéo das fibras de celulose. Mesmo com todas suas caracteristicas, a celulose bacteriana

apresenta desvantagens, como por exemplo, um elevado custo para sua producéo, por se tratar de
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microorganismos vivos também apresenta altas chances de contaminacdo em seu manuseio
(DONINI et al., 2010).

A celulose bacteriana tem se destacado por ser um material Unico com propriedades que
permitem aplicacbes em diversos ramos. Com um olhar mais industrial, essa celulose € muito
utilizada na producdo de papel, por exemplo, como emulsificador. J& na &rea da salde, é
considerada um dos biomateriais mais vantajosos. Além dos ramos ja comentados, ela também é
utilizada em area alimenticia, podendo atuar como filme de protecdo a alimentos. Alguns outros
exemplos de utilizacdo podem ser citados: adesivos, absorventes, lubrificantes, embalagens,
materiais estruturais de alta performance, dispositivos computacionais, veiculos para a liberacdo
controlada de farmacos e matrizes biomédicas. Essa diversidade de aplicacdo se justifica pelo
fato deste homopolissacarideo sofrer modificacGes estruturais, que sdo realizadas para se adequar
a outras caracteristicas desejadas (DUARTE, EDEN B. et al, 2019).

2. OBJETIVO

2.1. Geral
Este trabalho teve como objetivo geral a producdo de biofilmes de celulose bacteriana

através do método casting e avaliacdo de suas propriedades mecanicas.

2.2. Especificos

» Determinar a quantidade 6tima de sacarose para producédo de celulose bacteriana;
» Auvaliar a influéncia do tempo de fermentagdo na producdo de celulose bacteriana;
» Avaliar as propriedades mecanicas dos biofilmes produzidos pelo método casting;

» Auvaliar as influéncias de sacarose presente no meio de cultivo da celulose.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Celulose

As fibras vegetais estdo organizadas em camadas primaria e secundaria, que €
basicamente composta por hemicelulose, lignina e celulose (SILVA et al., 2009). A celulose é
biossintetizada pelas plantas superiores e algas através da fotossintese, como também por
organismos ndo-fotossintetizantes, por exemplo, as bactérias. E por isso, ela se torna o polimero
natural mais abundante na natureza, € nao tdxica e nédo alergénica (KLEMM et al., 2005). Esse
composto é formado pela repeticdo das ligacdes do tipo B-1,4-glicosidicas, que sdo unidades de
D-glicose (Figura 1) deslocada 180° em relacdo aos seus vizinhos, que é chamada entdo de
celobiose (Figura 2). O tamanho da molécula de celulose pode ser definido pela média do seu
grau de polimerizacdo, ou seja, 0 numero de unidades de glicose, que pode ser de até 15000
(KLEMM et al., 2005).

Figura 1 - Estrutura da molécula D-Glicose.

Fonte: Adaptada (Klem et al., 2005).
Figura 2 - Unidade manomeérica celobiose e estrutura do polimero celulose.

OH

O OH
HO HO— H
HO~_) o)
OH (o] OH
Unidade de anidroglucose, AGU
OH n = valor de GP OH

Terminacho nfo redutora Celobiose: unidade repsatitiva da celulose Terminagho redutora

Fonte: Adaptada (Klemm et al., 2005).
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A molécula D-glicose apresenta dois estereoisdbmeros, devido ao carbono quiral formado
em sua forma ciclica, que diferem devido a posi¢do espacial da hidroxila do carbono 1. Dessa
forma, devido a posicdo equatorial do grupo hidroxila do carbono 1 no anémero B, diminui o
efeito estérico e favorece a ligacdo de hidrogénio que ocorre entre o oxigénio do anel
piranosidico com o hidrogénio da hidroxila, sendo assim, B-D-glicose predomina (Figura 3), ou
seja, € a conformacdo de menor energia livre da molécula (SILVA et.al., 2018). A celulose tende
a formar ligacdo de hidrogénio, devido aos grupos de hidroxilas livres presentes em cada
molécula de D-glicose, sendo essas ligacdes extremamente importantes para suas caracteristicas
quimicas e fisicas (KLEMM et al., 2005).

Figura 3 - Representacdo dos dois esteroisomeros da D-glicose.

CHiOH
o C
[ H / | H
CH Cl/ H \C a form
OH H
| |
W= —on 0N __ 1/
CH,0H CI C
HO —C —H L\
C . . Jo OH .. S H OH
H—C—OH ‘cl/*}‘ L CIHIOH
G
, OH H /X C
H-2C — o SN T N
— V / H \: )
“CH,OH i C| OH H & Bfem
Glucose H OH HO\I /H
{a polyhydroxy aldehyde) CI w—
H OH

Fonte: Adaptada (Silva et.al., 2018).

Essas ligagdes de hidrogénio presentes na celulose podem ser separadas em dois tipos:
intramolecular e intermolecular. As ligacdes intramoleculares sdo aquelas que ocorrem entre
grupos hidroxilas da mesma cadeia e conferem rigidez. J& as intermoleculares sdo ligacGes que
ocorrem entre grupos hidroxilas de cadeias adjacentes, formando a estrutura supramolecular
(Figura 4) (de ALMEIDA, 2009).
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Figura 4 - Representacdo das ligagdes de hidrogénio intramolecular (B) e intermolecular (A).

OH

OH

OH

OH OH

Fonte: Adaptada (de Almeida, 2009).

As cadeias de celulose apresentam uma forte habilidade para se agregar em entidades
estruturais muito bem ordenadas devido a sua conformacéo espacial e sua constituicdo quimica,
ou seja, a base das ligacGes de hidrogénio que sdo representadas pelas ligagdes intramoleculares e
intermoleculares sdo as responsaveis pela formacdo de estruturas ordenadas. As estruturas
supramoleculares especificas da celulose sdo utilizadas como molde para pesquisas relacionadas
a cristalinidade, estrutura e reatividade, e assim h& o estudo e desenvolvimento de biomateriais e
materiais (KLEMM et al., 1998).

3.2. A Celulose Bacteriana e suas aplicagdes

A CB vem despertando um maior interesse para aplicacdo em novos campos e para
producdo em larga escala, buscando por desenvolvimento de métodos. Quando comparada com a
celulose vegetal, ela apresenta a mesma formula quimica, mas se difere em relagdo a sua estrutura
fibrosa que da a CB propriedades distintas, essencialmente manométrica, cristalinidade e pureza.
Ela também apresenta a vantagem de ser desprovida de lignina, hemicelulose e outros produtos
biogénicos que veem da parede celular vegetal (LEE et al., 2014). Dessa forma, é destacada suas
importantes propriedades, como a alta resisténcia mecéanica e fisica, seu alto teor de 4gua mesmo
sendo insolavel, elevado grau de polimerizagéo, flexibilidade e a possibilidade da adicdo de
material para obtencdo de compdsitos (DONINI et al., 2010). Esse polissacarideo também néo é
digerivel, pelo fato de que as enzimas digestivas humanas ndo reconhecem as mesmas, mas é
biodegradavel (FAKHOURI, 2006).
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A celulose bacteriana é obtida através da fermentacdo, dessa forma toda sua micro e
macroestrutura sofrem influéncia das condi¢des de fermentacdo durante sua sintese, pela bactéria
utilizada e o seu tratamento apds a sintese. Com a variacdo da composi¢cdo do meio de cultura, da
temperatura e pH, por exemplo, vai ocorrer uma modificacdo na porosidade da membrana (LEE
etal., 2014; SILVA, 2012).

Alguns dados comparativos entre a celulose vegetal e a bacteriana sédo apresentados a
seguir, na Tabela 1. E pela Figura 5 é possivel observar a diferenca da largura e do arranjo entre
suas fibras quando micrografadas. E possivel observar que a CB apresenta um conjunto de fibras

finas e uma diferente organizagéo de suas estruturas.

Tabela 1 - Dados comparativos da celulose vegetal versus celulose bacteriana.

Propriedade Celulose Vegetal  Celulose Bacteriana
Largura da fibra (mm) 1.4 -4.0x10-2 70-80
Cristalinidade (%) 56 — 65 65-79
Grau de polimerizacao 300 -1.700 800 — 10.000
Resisténcia a tracdo (MPa) 10 — 250 91 - 260
Mddulo de Young (GPa) 55-12.6 15-30
Quantidade de agua (%) 60 98,5

Fonte: Adaptado (Pecoraro et al., 2008 e Klenn, 2005).

Figura 5 - Diferenca entre as fibras de celulose bacteriana (A) e vegetal (B).

:20‘

e
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{0kV4 "“%

Fonte: Adaptada (Donini et al., 2010).
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Foram realizados varios estudos referentes a aplicagdo das propriedades da celulose
bacteriana, algumas inddstrias que podem ser citadas, sdo aquelas do ramo de efluentes, téxteis,
eletrbnica e em biomedicina. Essa diversidade se da pelas modificacBes que podem ocorrer em
sua estrutura, assim, a membrana pode se adaptar nas caracteristicas ideais para cada funcédo a ser
implementada; um exemplo de modificacdo seria a substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos
substituintes (COIMBRA, 2016). Algumas aplicagdes podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Diversos ramos e aplicacdes da celulose bacteriana.

Area Aplicacdo

Industria Téxtil Roupas para esportes, tendas e equipamentos para acampamento;
_ 3 __ Esponjas para coleta de vazamento de 6leo, materiais para
Mineracdo e Refinaria y .
absorcéo de toxinas;

Industria de alimentos  Celulose comestivel (“nata de coco”);

Industria de Papel Substituicdo artificial de madeira, obtencao de papéis especiais;
Laboratorios Técnicas cromatogréaficas, meio para cultura de tecidos;
Medicina Pele artificial temporaria, componentes de implante dentario;
Cosméticos Estabilizador de emulsdes;

Purificacdo de esgoto  Ultrafiltracdo de agua, purificacdo de esgotos urbanos;
Energia Membranas célula combustivel,

Eletronica Materiais opto-eletronicos;

Fonte: Adaptada (Donini et al., 2010).

A tentativa de producdo de CB em escala industrial ainda apresenta dificuldades, por isso
ainda é limitada. Uma de suas razdes pode ser citado o custo de producéo elevado, que é referente

a energia necessaria para o desenvolvimento bacteriano (LEE et al., 2014).

3.2.1. Sintese da Celulose Bacteriana

Existem diversas bactérias que podem sintetizar a celulose bacteriana, sendo
principalmente as gram-negativas, pertencentes aos géneros Acetobacter, Achromobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Escherichia, Komagataeibacter xylinus

Gluconacetobacter xylinus (YAMADA et al., 2012), Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina
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(HASSAN et al., 2015; HUANG et al., 2014). Dentre todas as espécies, a Komagataeibacter
xylinus é a mais utilizada como organismo modelo para estudo da biossintese de CB, devido a sua
elevada produtividade, sendo considerada para utilizacdo em escala comercial (MORGAN et al.,
2013).

A sintese da celulose bacteriana ocorre em vérias etapas. Sendo a primeira delas, a
sintetizacdo da cadeia de celulose. Essa cadeia ird formar um aglomerado, que é chamado de
microfibrilas. Em seguida, sua proxima fase é a formacao da fita de celulose, através da juncao
dessas microfibrilas. Apds essa formacdo, ela é eliminada para se unir com a bactéria e entéo
ocorrer a fermentacdo (ANDRADE et al., 2010).

Para uma sintese com qualquer organismo produtor de celulose, sdo presentes duas fases:
a formacéo de B-1,4-glucano e a montagem e cristalizacdo da cadeia de celulose. As células da
bactéria possuem muitos poros em sua membrana para extrusao de celulose, cada poro produz
uma cadeia de celulose que vai se juntar com outras cadeias para formar uma fibrila elementar,
medindo aproximadamente 3,5 nm de didmetro. Cerca de 46 fibrilas se agrupam através de
ligacGes de hidrogénio para criar uma fita, que tem largura entre 40 e 60 nm (Figura 6(a)). Essas
fitas se enrolam para ocorrer a formacdo de uma fibra (Figura 6 (b)) que fica entrelacada,
originando uma pelicula gelatinosa na superficie do meio de cultura liquido (Figura 6(c)). Esse
filme que contém a bactéria é chamado de zooglea (¢ uma massa gelatinosa das bactérias Gran-
negativas, aerébicas em forma de bastonetes) (Figura 6 (d)), sendo a espessura dependente do
tempo de cultivo, podendo chegar a 1 ou 2 cm (Figura 6 (e)). Quando essa membrana é produzida
em meio estatico, seu crescimento ocorre bruscamente (ganho elevado de massa) apos o periodo
de inducdo, e tende a diminuir apds aproximadamente uma semana ou 10 dias (IGUCHI et al.,
2000; HIRAI et al., 2002).
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Figura 6 - a) Micrografia eletrénica mostrando as fitas de largura ~ 60 nm; b) a seta a esquerda
indica o local onde as fibrilas estdo enrolando; c) K. xylinus produzindo uma fibra de celulose; d)

sem zooglea; e) zooglea recentemente colhida em cultura estatica.

Fonte: Apatpada (lguchi et al., 2000; Hirai et al., 2002).

Iguchi, Yamanaka e Budhiono (2000) descreveram que as fibras de celulose estdo
dispostas em camadas (uma sob a outra), formando uma membrana de alto valor de médulo de
Young, que representa a elasticidade do material, e isso é justificado pelas liga¢fes de hidrogénio
e pequeno diametro das fibrilas. A Figura 7 representada abaixo, mostra 0 esquema da
composic¢do da celulose bacteriana, sendo a unido de varias moléculas de celulose, que formam
um aglomerado de ligagdes produzindo a microfibrila, sendo esta quando em conjunto formam as

fibras de celulose bacteriana.
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Figura 7 - Representacdo esquematica da producédo da celulose bacteriana.
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Fonte: Adaptada (Recouvreux, 2008).

Por mais que a CB ndo apresenta tantas impurezas, pelo fato de todo produto gerado ser
obtido através de microorganismos, € preciso que ela passe por um processo de tratamento para a
remocdo das células e contaminantes. Mas como trata-se de um produto extracelular, todo esse
processo de recuperacdo e purificacdo torna-se mais barato (CHAWLA et al., 2009). O método
de purificacdo mais adequado € aquele que garante a eliminacdo das células bacterianas e do
meio de cultura (residuos da membrana), dessa forma é requerido agua destilada, solucdes de
hidréxido de sédio e hipoclorito de sédio (IGUCHI et al., 2000).

3.2.2. Cultivo da Celulose Bacteriana

Para o crescimento de um microorganismo é necessario um meio de cultura adequado,
contendo fonte de carbono e fdsforo, suprimento de oxigénio, entre outros. Em relacdo as
condicdes de cultivo, pode ocorrer de forma estatica, onde a CB ¢é sintetizada na interface
ar/liquido; ou submersa, o qual se obtém celulose de formas variadas devido a agitacao.

A cultura estatica é mais vantajosa para a producdo de CB por apresentar uma grande
simplicidade e resisténcia mecanica, e ndo apresentar impurezas, 0 que faz baratear o seu custo.
Ela ocorre de forma que inicialmente as bactérias consomem o oxigénio dissolvido no meio para
se reproduzirem, comecando a formar uma fina pelicula. Essa pelicula é gerada como meio de
protecdo dos sinais ambientais (luzes, evitar desidratacdo, facilitar a difusdo de nutrientes, entre

outros). Apoés varios dias de inoculagdo e fermentagdo com a temperatura entre 25-30°C e um pH
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de 3-7, pode ser feito o cultivo da CB. Durante esse tempo, somente as bactérias que estdo na
interface ar/liquido sdo capazes de manter a sua atividade e continuar produzindo, aquelas que
ndo estdo em contato com o ar, estdo em estado dormente, podendo ser reativadas e usadas como
inéculo em novas culturas (LAVOINE et al., 2012). Assim uma camada gelatinosa e espessa vai
se formando na superficie, nesta pelicula estd presente bactérias, ingredientes do meio de cultura
e uma grande porcdo de agua. Sua forma final, chamada de celulose bacteriana, € uma membrana
flexivel de cor desbotada, com um aspecto liso e homogéneo na parte superficial, rugosa e
gelatinosa na parte em contato com o meio (PARTE et al., 2020). Terminada a producao, ela
apresenta 99% de &gua com aspecto gelatinoso, e quando seca, se assemelha a uma folha de
papel. Cada tipo de fermentacdo resulta em um diferente formato e cor de celulose, o qual
depende do pH, temperatura e da fonte de carbono (NASCIMENTO, 2014). Portanto, quando a
producdo ocorre em cultivo estatico, ela é limitada pela quantidade de oxigénio em contato com a
superficie do meio e do tempo de fermentacdo (CAKAR et al., 2014).

Jé& a cultura agitada, representa um processo de crescimento de microorganismos no seu
meio de cultura normalmente com sistema de agitacdo, produzindo formas irregulares de celulose
em suspensdo fibrosa. Sua vantagem é uma maior produtividade, mas ainda ocorre problemas
como o surgimento de mutantes ndo produtores de celulose que acabam por dominar a cultura,
resultando em baixo rendimento (REINIATI et al., 2017).

3.2.3. Meios de fermentacdo para sintese da celulose bacteriana

Meios de cultura sdo substancias que fornecem nutrientes para 0s microorganismos se
desenvolverem, e entdo ocorrer a fermentacdo. Eles podem ser classificados como aqueles que se
desenvolvem em um meio complexo, obtido através de substratos naturais; e aqueles em que ja
apresentam uma composicao de meio definida. O que geralmente ocorre é a utilizacdo do meio
com composic¢do ja conhecida, devido a sua facilidade de uso (ADNAN, 2015).

Para a producdo desse polissacarideo microbiano, a capacidade produtiva esta ligada ao
controle rigoroso de todos os parametros do processo fermentativo (BOLDRIN, 2015). Para seu
desenvolvimento, eles necessitam de uma fonte de nitrogénio (obtida como sulfato de aménio) e
fosforo (através de fosfato de potassio) em quantidades ideais; precisa também de uma reserva
energética que seria a fonte de carbono (glicose, frutose, sacarose, etc.) e alguns oligoelementos

que atuam como cofatores enzimaticos nas vias de producdo da CB, que seria Na*, K*, Ca?*,
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entre outros. Para que ndo aconteca a competicdo pelo substrato e para que possa aumentar a
colonizagdo do meio, a celulose produzida pode atuar como matriz extracelular, além disso ela
evita que ocorra o ressecamento dos substratos naturais, protege o organismo contra a luz
ultravioleta e fornece nutrientes por difusdo (ANDRADE et al., 2010).

Segundo Anténio et al. (2012), a temperatura influencia diretamente a producdo e a
morfologia da CB, sendo a temperatura 6tima é de 27°C geralmente, podendo haver variacao de
1°C acima. Se ocorrer um aumento da temperatura, pode afetar a hidrofilicidade das membranas
de CB, tanto positivamente quanto negativamente. Ja o pH 6timo para a producédo da celulose
bacteriana, depende de qual microorganismo sera utilizado, de acordo com Antdnio et al. (2012)
a faixa de pH que melhor se desenvolveu foi de 4,0 — 6,0. Oxigénio dissolvido no meio é
essencial para o metabolismo celular, quando em baixa concentracdo ndo ocorre 0 metabolismo
microbioano, assim ndo had producdo do polimero; ja em altas concentraces ha uma alta
producdo de acido glucdnico, que pode inviabilizar a producdo (BOLDRIN, 2015).

A CB pode ser sintetizada por varios microorganismos a partir de varias fontes de
carbono. Dessa forma, glicose (a mais utilizada), frutose e sacarose sdo fontes convencionais
baseadas em carbono e alguns nutrientes. Isto se justifica pelo fato de 30% do custo do processo
ser referente aos meios de fermentacdo (JOZALA et al., 2016). No entanto, varios residuos ou
subprodutos da agroindlstria podem ser utilizados como fonte energética sem alterar as
caracteristicas da CB, eliminando o custo gasto com o meio. Por exemplo: residuos
agroindustriais como restos de frutas, hortalicas, bagacos; da industria de papel e celulose tem-se
lodo do processo de producdo, tratamento da agua utilizada e residuos da madeira; curtumes
encontra-se aparas de couro e lodo do processo; nas usinas sucroalcooleiras, 0 melagco é um
subproduto com custo baixo e disponivel, que contém elevado teor de agUcares totais, sendo,
portanto, uma 6tima fonte de carbono (DANTAS, 2010; RIVAS et al., 2004).

Assim como citado anteriormente, na Tabela 3 tem-se alguns exemplos de residuos que

atuam como fonte de carbono para a fermentagéo.



Tabela 3 - Residuos como meios de fermentacdo alternativos para producéo de celulose
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bacteriana.
Residuo Microorganismo Referéncias
Sucos de frutas
Coco G. xylinus (TISTR 998, 975, 893) Kongruang, 2008
_ G. xylinus (TISTR 998, 975, 893), A.
Abacaxi ) Kongruang, 2008
xylinum NBRC 13693
Cana-de-acgucar G. swingsii sp Castro et al., 2011
Melaco / xarope
Bordo A. xylinum BPR 2001 Zengetal., 2011
Melaco da indUstria cervejeira G. xylinus ATCC 23768 Khattak et al., 2015

Residuos de industria alimenticia
G. xilynus (ATCC 10821 e 23770),

Permeado de soro de queijo Carreiraetal., 2011
G. sacchari

Casca de arroz A. xylinum ATCC 23769 Goelzer et al., 2009

Glicerol G. sacchari, G. xylinus NRRL B-42  Carreiraetal., 2011;

Licor de cozimento G. sacchari Carreiraetal., 2011

Fonte: Adaptada (EMBRAPA, 2019).

3.3. Producéo filmogénica

Os biofilmes sdo geralmente produzidos com materiais biologicos, podendo citar as

proteinas, polissacarideos, lipidios e derivados. Sua producdo ocorre através da solubilizacdo dos
biopolimeros em um solvente, e a adigdo de aditivos caso seja necessario, obtendo uma solucao
filmogénica (HENRIQUE, C. M., CEREDA, M. P.; SARMENTO, S. B. S, 2008). A
modificacdo que ocorre no filme é consequéncia das interagdes intermoleculares e
intramoleculares, dessa forma as caracteristicas mudam de acordo com a concentracdo das
macromoléculas (THARANATHAN, 2003).

Um biofilme pode ser caracterizado por somente uma espécie de bactéria ou por varias (0
gue é mais comum), como por exemplo as placas bacterianas encontradas em nosso dente.

Aqueles biofilmes que sdo constituidos de apenas uma espécie de bactéria, existem em diversos
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implantes médicos. VVarios pesquisadores das areas médicas tém dado atencdo extra, uma vez que
a formacgdo de biofilme produz uma resisténcia a agente antimicrobianos, gerando infecgdes
complexas (O’TOOLE et al., 2000).

A producéo do biofilme vem sendo estudada, em um elevado nivel de detalhamento para
algumas espécies de bactérias. O’Tolle et al. (2000) analisaram organismos mutantes deficientes
na producdo de biofilmes, e esses estudos mostraram que a interacdo inicial das bactérias ocorre
através de pilos e flagelos. Quando em contato com a superficie, as bactérias utilizam os pilos
para se moverem até encontrar outras bactérias para formar um aglomerado e entdo iniciar a
producdo de exopolissacarideos (EPS), vale ressaltar que quando em col6nias, podem apresentar
genes diferentes quando em forma isolada. A celulose tem sido identificada como EPS da matriz
extracelular, que pode ser produzido por diferentes bactérias, durante a formacdo do biofilme
(SPIERS et al., 2003).

Os filmes podem ser classificados em biodegradaveis ou comestiveis, e isso vai depender
de sua composicdo, ou seja, 0s constituintes e suas quantidades (LEMOS, 2006). Filmes
poliméricos sdo utilizados como embalagem de alimentos, isso se da pelo fato de ter um baixo
custo e boas caracteristicas mecanicas e de barreira; também estdo disponiveis em grande
quantidade. Dessa forma o tipo de aplicacdo para o filme é quem vai definir a escolha de sua
composicdo (HENRIQUE, 2008).

A maioria dos filmes apresentam um polimero de alto peso molecular como um
componente importante para producdo. Esse polimero é escolhido com base na sua capacidade de
formar filmes que contenham matriz com forca de coesdo, sendo ela influenciada pela estrutura
quimica do polimero, natureza do sistema-solvente, modo em que é aplicado, a formacdo do
filme e sua diluicdo, assim como alguns outros fatores. Em geral, a coesdo quando apresenta
elevados valores é devido a polimeros polares ordenados, que sejam de cadeia longa e precipitam
de forma cristalina (RIGO, 2006). Analisando todos os polissacarideos utilizados para producéo
de filmes, o mais utilizado € o amido, devido a sua disponibilidade e a facilidade no manuseio
(AYDIN e ILBERG, 2016).

Os filmes biodegradaveis podem ser produzidos através de diversas técnicas como dip-
coating, spin-soating e casting. Destaca-se 0 método casting, devido ser uma técnica muito
utilizada. Para que ocorra a formacao do filme é preciso que a macromolécula utilizada tenha a

capacidade de formar uma matriz continua e seca, se baseia no espalhamento da solugéo
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precursora sobre um substrato. Ap6s toda a evaporagao do solvente em que é utilizado, é formado
o filme sobre a superficie do substrato (AMBROSI et al., 2008). Essa técnica além de apresentar
um elevado potencial para aplicacdo em cenério industrial, apresenta também um baixo custo e
alta produtividade; permitindo que ocorra a utilizacdo de solucdes ou dispersdes a base de agua
sem a necessidade de empregar aditivos no processo. Uma caracteristica de grande importancia
no processo de secagem € a umidade relativa dos filmes, sendo que filmes com maior teor dessa
umidade apresentam estruturas com maior grau de cristalinidade e maior teor de umidade
residual, sendo esta uma caracteristica que tornam os filmes mais faceis de alteracdes durante a
utilizacdo e armazenamento (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Mesmo que essa técnica seja muito utilizada, ela apresenta algumas desvantagens como a
dificuldade de incorporacdo de materiais de natureza diferente, problemas de retirada do filme no

suporte utilizado na secagem e um periodo maior para que ocorra a secagem (MORAES, 2013).

3.3.1. Caracterizacao dos biofilmes

Testes de resisténcia a tragdo, modulo eléstico e compressdo podem ser realizados com
polimeros. As propriedades mecanicas e térmicas dos biofilmes, sua espessura e a permeabilidade
sdo caracteristicas que sdo influenciadas conforme sua estrutura, condi¢cGes de armazenamento e

incorporacgdo de compostos (PINHEIRO et al., 2010).

3.3.1.1. Propriedades mecanicas
Em filmes flexiveis, as propriedades mecéanicas dependem da sua espessura, das
caracteristicas inerentes ao material e do processo de fabricacdo. Os polimeros tém suas
propriedades dependentes da estrutura quimica do material, da aditivacdo, da estrutura molecular,
da densidade, do peso molecular, da composicdo de blendas e outros, diz Sarantopoulos et al.
(2002). A resisténcia a tracdo, propagacao de rasgo, rigidez, resisténcia ao impacto e a perfuracdo
sdo caracteristicas muito influenciadas pelos fatores relacionados a orientacdo das moleculas, ao
grau de cristalinidade, a homogeneidade da espessura do filme e a ocorréncia ou ndo de defeitos

superficiais (SARANTAOPOULOS et al.,2002).
A resisténcia absorvida pelos materiais e a deformag&o por alongamento submetido a um
esforco de tracdo é representado pelas propriedades de tracdo. Dessa forma, essa caracteristica
pode ser alterada de acordo com a espessura da amostra, 0 metodo de processo e a velocidade do
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ensaio, entdo para que obtenha um bom resultado elas devem ser controladas, dessa forma
impacta na qualidade da membrana, de acordo com a norma D882-91 da ASTM (1996).

O ensaio de tracdo ocorre da seguinte forma: o equipamento com as duas garras prende as
extremidades do material e exerce uma forca de sentido oposto a uma velocidade constante,
sendo analisado ao longo do tempo a resistétncia que ela apresenta a deformacéo
(SARANTOPOULOS et al., 2002). Um dos ensaios de tracdo que pode ser realizado é o modulo
de ruptura (MOR). Resisténcia maxima a tracao: € a resisténcia maxima oferecida pelo material
quando submetido a tragdo. E expressa em MPa, N/m? ou Kgf/cm?, é denominada nominal pelo
fato do célculo ser feito através de suas dimensGes originais, ou seja, antes do tracionamento
(MATTA JR, 2009).

F
Omax — AI::;: (1)

Onde: F,,.€ a forca méxima (N); A,,»€é @ area minima transversal inicial do corpo de prova

(m?).

O mddulo de Young, é um outro ensaio realizado no material, que é representado pela
relacdo entre a resisténcia a tragéo e a porcentagem de alongamento apresentada na regido linear
da curva de resisténcia a tracdo x deformacdo. Ele € um indicador de rigidez do filme, de modo
que, quanto maior o modulo, mais rigido é o material. Para que ocorra a comparagdo por meio do
modulo de elasticidade, todos os corpos de prova devem apresentar dimensdes idénticas (RIGO,
2006)

Ou seja, 0 modulo de ruptura (MOR) é representado pelo limite que o material suporta
antes de seu rompimento quando exposto a um esforco maximo; ja o médulo de elasticidade
(MOE) é o quanto o material pode ser elastico até o limite de proporcionalidade.

Com a aplicagdo de um ensaio de for¢ca em um material, pode ser construido uma curva de
tensdo-deformacdo que caracteriza o tipo de material e sua natureza. Nesse grafico pode-se obter

diversas informacdes, como mostrado na Figura 8 abaixo.
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Figura 8 - Curva tenséo-deformacéo.

tensdo de ruptura real

,
Lo p
s limite de
esis! -
0 — — resistencial o
limite de proporcionalidade de ruptura
Crupf— e i
/ limite de elasticidade
O ilimite de!*gscoamemo
O’Ip 4
€
regiaqo | escoa- endurecimento estricgao
elastica | mento por deformacio
compor- s it
tamento comportamento pldstico
clastico

Fonte: Adaptada (Google imagens, 2021).

3.3.1.2.  Andlises quimicas

Acucares sao carboidratos que sdo caracterizados por suas caracteristicas quimicas. Eles
podem ser classificados como monossacarideos (sendo os mais simples) e os complexos (aqueles
que apresentam mais de um monossacarideo ligados entre si). A glicose, frutose e galactose sdo
exemplos de monossacarideos, ja a sacarose € um € um dissacarideo, que representa a ligacao
entre dois monossacarideos, sendo eles a glicose e a frutose. Os monossacarideos também podem
ser chamados de acucares redutores (AR) por apresentar um grupo carbonilico e ceténico livres,
capazes de se oxidarem na presenca de agentes oxidantes em solucGes alcalinas. Ja os demais
acucares sao os agucares ndo redutores (ANR), pois apresentam essa mesma caracteristica sem
sofrer hidrolise da ligacdo glicosidica, a soma destes acucares resulta nos agulcares totais (AT)
(BRUICE, 2014).

Para a realizacdo de analises em aclcares ndo redutores, carboidratos complexos, €
necessario uma hidrolise prévia, que pode ser conhecida também como reacdo de inversdo, com
isso serd possivel a realizagdo da titulacdo de oxirreducdo do método de Eynon-Lane. Essa
hidrélise causa uma alteracdo na substancia, sendo ela quebrada em moléculas menores; é
utilizado juntamente com a 4gua um catalizador, sendo um &cido ou uma enzima
(MCWILLIAMS, 2016).

A Figura 9 mostrada a seguir, é referente a hidrolise da sacarose, onde obtém-se glicose e

frutose, que sdo dois monossacarideos redutores (ART) isdbmeros de estrutura. A sacarose possui
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uma caracteristica de inverter o plano da luz polarizada. 1sso acontece quando essa luz polarizada
incide sobre a molécula de sacarose (agucar comum) se fazendo uma molécula dextrdgira, e com

a luz incidente sendo desviada, o acUcar invertido € uma molécula levédgira (GABRIEL, 2009).

Figura 9 - Mecanismo de hidrdlise da sacarose em meio &cido.
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Fonte: Adaptada (Gabriel, 2009, p. 19).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microorganismos
A producdo de membranas de celulose bacteriana foi feita utilizando-se no meio de
cultura um SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeast) obtido de uma cultura replicada do
Laboratdrio de Nanotecnologia Florestal pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais no

Complexo de Biomateriais da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.2. Avaliacdo da condicdo 6tima da concentracdo de sacarose

Para a producdo dos filmes, foi necessario a realizacdo de um pré-teste para a
determinacdo da quantidade 6tima de sacarose no meio de cultura para maximizar a producdo de
membranas de celulose. Este experimento foi realizado em triplicata, em um meio composto por
cha verde, em concentracdo 40 g/L, cada replicata com 2,5 g de membrana e 3 mL do liquido
presente no SCOBY, que foi 0 substrato da fermentag&o. Foram utilizadas 5 concentragdes de
sacarose distintas (100, 150, 200, 250 e 300 g/L). A producdo das membranas de celulose foi
conduzida em cultura estatica durante 21 dias a temperatura de 25°C na auséncia de luz. O tempo
de fermentacdo foi definido com base no estudo de Grushkin (2015) no experimento chamado de

Biocouture onde foram obtidos bons resultados com 21 e 30 dias de inoculagdo. Apos a
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fermentacdo, a membrana de celulose foi coletada e homogeneizada no Turrax 102, em uma
velocidade de 14000 rpm durante 15 min e posteriormente, ser levada em Estufa de Secagem e
Esterilizacdo (SOLAB/SL-100) por 24 horas a temperatura de 105°C para quantificacdo de sua

MasSa Seca.

4.3. Producdo das membranas de celulose bacteriana

O meio de cultura foi preparado a partir de cha verde, que foi adquirido comercialmente
(a granel). Como a primeira etapa do procedimento foi realizado a preparacdo do cha em uma
concentracdo de 40 g/L em agua destilada, utilizando um béquer de 5 L. Este béquer foi tampado
para a infusdo do cha durante 5 minutos, assim como no experimento realizado por Paludo
(2017). Apos esse processo, aguardou-se a temperatura atingir aproximadamente 30°C para
continuar com o experimento, de acordo com Biz e Zohrer (2017). Ap6s o decréscimo da
temperatura, foi necessario fazer a filtracdo do ch4, para retirada dos particulados. Dessa forma,
na etapa 2, foi adicionado em cada béquer aproximadamente 300 mL do cha e 45 g de sacarose.
Para completar, colocou-se aproximadamente 2,5 g da membrana e 3 mL do cha concentrado de
membrana, tampando o mesmo com papel toalha. Posteriormente, na etapa 3, as amostras foram
incubadas em Estufa de Secagem e Esterilizacdo (SOLAB/SL-100) a 25°C, sem a presenca de luz
por 7, 14, 21, 28 e 35 dias, para que ocorressem a formacdo da membrana de celulose. Cada
ensaio foi realizado com 4 repeticoes.

A producdo de celulose bacteriana, foi baseada no fluxograma representado pela Figura
10.

Figura 10 - Etapas de producdo da celulose bacteriana.
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Fonte: Do Autor (2021).
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4.4. Producéo dos filmes

Os biofilmes foram produzidos a partir de solugdes homogeneizadas a 1% de teor de
solidos, através do método casting. Este 1% de teor de s6lidos é devido ao valor minimo
encontrado na amostra de 7 dias de fermentacéo.

Apbs finalizar cada periodo de fermentacdo, a primeira etapa foi a separacdo das
biomembranas e de 50 mL do liquido fermentado para a realizacdo das anpalises quimicas. Em
seguida, na etapa 2, as membranas foram homogeneizadas em um misturador Turrax 102, em
uma velocidade de 14000 rpm com duracdo de 15 min. Na terceira etapa, foi feito o calculo da
umidade dos filmes em base Umida (para que todos estejam em um mesmo teor de sélidos) da
seguinte forma, o recipiente utilizado foi pesado antes e depois da adi¢cdo de 3 mL da suspensao e
inseridas em Estufa de Secagem e Esterilizacdo SL-100 (SOLAB) a uma temperatura de 105°C
por 24 horas. Realizou-se entdo o seguinte calculo referente a Equacdo 2 (STANDER
METHODOS, 1967).

h =-"05100% 2)
Onde: h é o percentual de umidade, mi a massa inicial pesada e mfa massa final apos o periodo
de secagem. Célculo realizado em base umida.

Para a producdo de cada filme na etapa 3, foram utilizados 60 mL de suspensdo, sendo
entdo colocado em placas de Petri para ocorrer a secagem, ou seja, a evaporacao do solvente e
contato com o meio. Foram produzidos 3 filmes correspondente ao tempo de fermentagdo. O
periodo de secagem dos filmes foi de 5 a 15 dias em condi¢Ges ambientais (25°C + 2°C).

As etapas de producéo dos filmes estdo apresentadas na Figura 11.
Figura 11 - Producao dos filmes de celulose bacteriana.

Etapa 1: Separacdoehomogeneizaciodasmembranas Etapa 2: Teor de solidos Etapa 3 Produgio dos filmes
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Fonte: Do autor (2021).
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4.5. Caracterizacao dos filmes

4.5.1. Anélises mecéanicas

Para realizacdo das analises mecanicas do modulo de elasticidade (MOE) e de ruptura
(MOR) baseados na norma ASTM D882-0, foi necessario inicialmente confeccionar um total de
10 corpos de provas com dimensdes especificas de 10 mm de largura e 100 mm de comprimento,
a espessura de cada filme era de 0,03 mm. Em seguida, esses corpos de provas foram para o
ensaio de resisténcia a tracdo, utilizando-se o texturdmetro (Stable Microsystems, TATX2i,
England) que é equipado com célula de carga de 1 KN e uma velocidade de 2 mm/s durante o

ensaio.

4.5.2. Andlises quimicas

Foram realizadas analises quimicas para quantificacdo da sacarose presente nas amostras
do meio de cultura coletado durante os ensaios da fermentacao.

Foram utilizados dois métodos para a realizacdo dos experimentos: primeiramente uma
hidrolise acida da sacarose e posterior, a quantificacdo dos aclcares redutores pelo método do
DNS (MILLER ,1959) de acordo com o procedimento de Vasconcelos, et al. (2013), publicado
pela Embrapa.

45.2.1. Determinacéo da curva padrao

Preparou-se uma solucdo mée de glicose e frutose 1 g/L, para a quantidade de ponto da
curva (10 pontos). Para um volume final de 5 mL no tubo de ensaio, foi necessario fazer uma
diluicdo para cada concentracdo de sacarose e entdo analisar a quantidade ideal de volume seria
necessario adicionar, isto pode ser mostrado na Tabela 4, a qual foi utilizada a Equacéo 3:

Cr*xVy=Ci xV; 3

Onde: Cy ¢ a concentracéo final (g/L), C; € a concentragdo inicial (g/L), V; o volume final (L) e
V; o volume inicial (L).

Apbs a diluicdo de cada solugéo, separou-se 0,5 m/L de cada uma delas, e adicionou-se
0,5 mL do DNS em cada tubo. Apos a agitacdo dos tubos, sdo levados para o banho-maria
(Centauro — Banho Maria/lCBMO08A) a temperatura de 100°C durante 5 min. A reacdo €

interrompida transferindo-se os tubos em um recipiente com gelo e agua fria por 5 min. Feito
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isso, as solugdes contidas nos tubos foram completadas até um volume de 4 mL com &gua
destilada e entdo homogeneizada, para realizar a leitura da absorbancia através do
Espectrofotdmetro BEL V- M5 a 540 nm, considerando a amostra de calibracdo chamada de

branco.

Tabela 4 - Diluigdo das amostras para realizagdo do experimento.

Ct Vs Agua destilada

Amostra QL) (mL) (mL)
1 0,1 0,5 4,5
2 0,2 1,0 4,0
3 0,3 15 3,5
4 0,4 2,0 3,0
5 0,5 2,5 2,5
6 0,6 3,0 2,0
7 0,7 3,5 1,5
8 0,8 4,0 1,0
9 0,9 4.5 0,5
10 1,0 5,0 0,0

Fonte: Do Autor (2021).

Com as absorbancias e as concentracfes, criou-se a curva padrdo através de uma média

com o desvio padrdo das duas replicatas, e depois o coeficiente angular. De acordo com a
Equacdo 4 foi calculada a quantidade de agUcares redutores presente na amostra.

C=ABSxfxd 4)

Onde: C é a concentracdo de acucares redutores totais (g/L); ABS a média das absorbancias lidas;

f € o fator de concentracdo (inverso do coeficiente angular) e d a diluicdo da amostra.

45.2.2. Hidrolise da sacarose
A sacarose pode ser fragmentada em glicose e frutose quando esta sob influéncia de uma
enzima invertase ou quando reage com &cidos. Esse procedimento foi realizado com base no de
Brasil (2016), publicado pelo MAPA.
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Antes de iniciar o procedimento da hidrolise, a amostra foi colocada em uma centrifuga
(FANEM 2206) por 3 min a 3000 rpm para a decantagédo dos particulados. Como foi considerado
uma solucdo com alto teor de sacarose, utilizou-se 1,25 mL da amostra da fermentacdo e
adicionado 0,25 mL de HCL concentrado. Esses valores foram encontrados atraveés da propor¢édo

a seguir. Na metodologia tem-se:

5 mL de amostra + 1 mL de &cido —> 100 mL de solucao

Para uma reducdo no volume da solucédo, diminuiu-se entdo em 4x. Resultando em:

1,25 mL de amostra + 0,25 mL de &cido —> 25 mL de solucéo

Portanto tem-se uma primeira dilui¢do, 1:20 (D = 20).

Feito isso, o recipiente foi imerso em banho maria (70°C) durante 15 min para ocorrer a
inversdo dos aclcares. Passados 0s 15 min, a solu¢éo foi neutralizada utilizando NaOH 5 Molar e
papel tornassol para registrar o pH, e depois completou-se o volume com agua destilada até 25
mL e homogeneizou-se.

Os ensaios foram feitos com o sobrenadante coletado dos ensaios de fermentagdo com o
tempo de incubacdo de 7, 14, 21, 28 e 35 dias. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Apbs a realizacdo de todos os ensaios, a concentracdo da solucdo ainda ndo se encaixa na
curva padrdo de 1 g/L, sendo necessario uma segunda diluicdo. A solucdo inicial que foi utilizada
no meio de cultivo apresenta uma concentracdo de 150 g de sacarose em 1000 mL, como foi
utilizado apenas 1,25 mL do liquido fermentado para hidrélise, tem-se teoricamente 0,1875 g do
acucar que foi diluido para um volume de 25 mL, logo sua concentracdo é de 3,75 g/L. Com a
obtencdo deste valor, para a realizacdo da quantificagdo com DNS, foi necessario diluir em 4x
para que essa concentracdo fique dentro da utilizada como curva padrdo. Dessa forma, obteve-se
uma segunda diluigdo, 1:4 (D = 4).

45.2.3. Quantificacdo dos acucares redutores com DNS
Para realizar a quantificacdo da amostra de sacarose hidrolisada, primeiramente foi
diluida essa solugdo em 4 vezes, para que ndo ocorresse a extrapolacdo na curva padrdo, como
citado anteriormente. Em seguida, foi transferido 0,5 mL dessa solucdo hidrolisada e diluida para

0 tubo de ensaio, juntamente com 0,5 mL do reagente DNS. Agitou-se o0s tubos e foram para o
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banho maria, a uma temperatura de 100°C durante 5 min. Com a finalizagdo do tempo, os tubos
foram para banho frio com gelo por 5 min para que a reacdo fosse estagnada. Para medir a
absorbancia do mesmo, com um volume final de 5 mL nos tubos de ensaios, foi acrescentado 4
mL de agua destilada para a homegeneizacdo. Apds a homogeneizacao, foi transferido o liquido
para os tubetes e entdo realizado a medida de sua absorbancia. Com a curva padrao ja calculada e
com o valor médio das absorbancias foi possivel determinar a concentracao de aglcares redutores
totais de acordo com a Equacéo 4. Visto que a sacarose se quebra em uma molécula de glicose e
uma de frutose, e com a obtencdo de suas concentracdes, foi feito a quantificacdo de sacarose

presente na solucdo. Através da estequiometria, tem-se que:
C12H22011 (sacarose) + H20 (agua) — CsH1206 (glicose) + CsH1206 (frutose)

MM: 342 g/mol MM: 18 g/mol MM: 180 g/mol MM: 180 g/mol

A relacdo entre os agUcares redutores e sacarose pode ser representada por:

frutose+glicose — 360 — 1'053 (5)
sacarose 342
Dessa forma, temos que:
sacarose = 0,95 x ART (6)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo da condicdo 6tima da concentracdo de sacarose
Todos os dados obtidos no experimento para avaliacdo da concentracdo 6tima de sacarose

para producdo da membrana de celulose bacteriana estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores de umidade, massa seca de CB e massa seca de CB/grama de substrato.

Saz;z;llr_(;se Umidade (%o) Massa seca (g) stﬂbﬁizts’:ﬁ/&a(sgﬁ%i)
100 97,19 +0,0011 0,7002 £ 0,0264 7,0020 £ 0,000264
150 96,75+ 0,0003 0,8176 £0,0113 5,4507 £ 0,000075
200 97,37 £0,0013  0,6555 + 0,0302 3,2775 £ 0,000151
250 97,44 +0,0008 0,6355 £ 0,0218 2,5420 £ 0,000081
300 97,78 £ 0,0006  0,5508 £ 0,0140 1,8360 + 0,000047

Fonte: Do autor (2021).

Em um primeiro momento, nota-se que o teor de umidade da celulose bacteriana
apresenta valores proximos. Os elevados valores de umidade condizem com a teoria citada no
referencial tedrico, quando caracterizam a celulose bacteriana como um hidrogel, e isso péde ser
comprovado pelo fato da celulose ser capaz de reter elevada porcentagem de agua em sua
estrutura, chegando a aproximadamente 99% seu teor de &gua (NASCIMENTO, 2019).

Ao analisar a coluna de massa seca, observa-se que apos 24 horas de estufa, 0 seu maior
valor é representado com a concentracdo de 150 g/L, ou seja, com 150 g/L de sacarose a
membrana apresenta uma maior quantidade de material presente (celulose bacteriana). Dessa
forma, quanto menos agua tiver presente na membrana, mais material estara disponivel, sendo
este 0 objetivo para uma melhor producdo de filme. A coluna de massa seca em relacdo a massa
de substrato, representa a quantidade de massa seca produzida por grama de substrato consumido.
Um outro ponto a ser observado, é que a medida em que a concentracdo de sacarose do meio foi
aumentando, a massa seca de CB produzida, foi diminuindo. Umas das justificativas possiveis
para esse acontecimento, pode ser pelo fato de o meio estar supersaturado, dessa forma as
bactérias presentes ndo conseguem se desenvolver e acabam em estado de laténcia; outro ponto a
ser analisado é que se tratando microorganismos vivos ndo especificados, outras reacdes podem
estar acontecendo devido as condicBes aplicadas, dessa forma consumindo o agucar que estava
presente no meio para formacéo de outros produtos, como citado por Biz e Zohrer (2017) e Vieira
(2013).

Como o objetivo é uma maior presenca de material para fazer o estudo, utilizou-se a

concentracédo de 150 g/L para dar continuidade na producdo dos filmes. Assim como no estudo de
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Schroeder (2019), a melhor amostra produzida foi a que obteve a maior massa seca advinda da

membrana de celulose, resultando em um melhor biofilme.

5.2. Producdo das membranas de celulose bacteriana

Na Figura 12 estdo apresentadas as membranas produzidas através de seu respectivo
tempo de fermentagdo. Assim como no estudo realizado por Grushkin (2015) citado
anteriormente, onde o tempo indicado para se obter maiores membranas de celulose bacteriana é
de 21 a 30 dias, resultados semelhantes foram obtidos neste trabalho, visto que as membranas de
celulose de maior espessura sdo aquelas formadas com 21 e 28 dias (Figura 12). Pode-se
comparar também com Morais (2017), que citou em sua tese que com o passar do tempo, a
membrana tende a se tornar mais grossa, obtendo a espessura maxima em 30 dias. Vale ressaltar
que, pode ter havido alguma forma de contaminacdo com a membrana de celulose bacteriana
formada com 35 dias, pelo fato de ndo apresentar o comportamento esperado. Essa contaminagéo
pode ter ocorrido por diversos fatores, como por exemplo a utilizagdo de algum equipamento com
sujidade, devido a passagem de ar no papel que fechava o recipiente. De acordo com Paludo
(2017), o recipiente se ndo fechado corretamente, pode ocorrer a passagem de ar com insetos e/ou

sujeiras fisicas, contaminando a amostra.

Figura 12 - Membranas de celulose bacteriana produzida por tempo de fermentagéo: a) 7 dias;
b)14 dias; )21 dias, d)28 e €)35 dias, respectivamente.

Fonte: Do autor (2021).
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5.3. Caracterizacao dos filmes
Para a caracterizacdo dos filmes produzidos pela celulose bacteriana, foram feitos os
testes de MOE e MOR, ou seja, foi analisado 0 modulo de elasticidade e de ruptura do mesmo. E
realizou-se também o estudo da concentracdo de sacarose que foi consumida do meio para a

formacé@o da membrana de celulose.

5.3.1. Anélises mecanicas

Foram realizados os testes de tracdo e elasticidade com base na metodologia citada, e
obtiveram-se entdo os dados referentes a estes testes. Eles foram realizados em triplicata, de
acordo com cada amostra e seu respectivo tempo de fermentacao.

Foi aplicada uma forga no material, que se deforma até fraturar. Dessa forma, foi medido
em todos os tempos, a tracdo suportada e o alongamento dos corpos de prova. Na Figura 13 séo

mostradas as fases do material enquanto esta sob a acdo de uma forca.
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Figura 13 - llustracdo do processo de realizacdo da analise mecanica MOR e MOE até o

rompimento do filme.

Fonte: Do autor (2021).

Inicialmente, o filme se apresenta sem tensdo aplicada; na segunda fase, é possivel
observar o filme sendo deformado; na seguinte, acontece a ruptura da estrutura do filme
(parcialmente); e por fim, cessa a resisténcia aplicada e o filme se apresenta rompido e
deformado.

Através desta analise mecénica, é criada uma curva de tensdo-deformacdo para cada
amostra referente ao seu tempo de fermentacdo. Essas curvas sdo mostradas na Figura 14, através

de varios pontos que representam diferentes valores de tensdo e deformacéo.
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Figura 14 - Dados comparativos obtidos atraves da média dos ensaios realizados da curva tenséo-

deformacdo referentes ao tempo de fermentacéo.
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Fonte: Do autor (2021).

Através da Figura 14, é possivel analisar o comportamento de todas as curvas de tensdo-
deformacéo referentes ao tempo de fermentacdo de forma comparativa. Pela curva de 7 dias, é
possivel observar que quando o filme comeca a sofrer uma forca, logo acontece sua ruptura total,
ndo ha mais nenhuma resisténcia sendo colocada sobre o material; pode-se observar entdo
comportamento elastico, sendo que o material apresenta uma deformacdo e quando cessada a
forca, ele volta ao seu estado inicial.

Ja na curva referente a 14 dias, € possivel avaliar que o material suporta uma forca maior
comparado ao anterior. A tensdo méaxima de ruptura, ocorre quando o filme € estendido ao
maximo e acontece o rompimento das fibras do material. Seu comportamento pode ser
caracterizado como sendo plastico, visto que a curva chega até o momento de estriccdo, que €
onde ocorre um estiramento do material e entdo ocorre seu rompimento.

Analisando a curva caracteristica de 21 dias, observa-se que suportou uma menor tensao
quando comparada com as outras, mas em relagdo ao comportamento da curva, € proximo da
curva de 14 dias, visto que apos sofrer a tensdo maxima de ruptura, o filme ndo ocorre seu

rompimento por completo, porém o que interessa é até onde o filme aguentaria sem se romper.
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Com relagdo a curva de 28 dias, € notavel sua grande deformacéo especifica e sua tensdo
méaxima, ndo tdo alta. Isso pode ser avaliado de uma forma em que houve um grande estiramento
do filme enquanto uma carga era aplicada sobre 0 mesmo, apresentando maiores deformacdes em
sua estrutura. Assim como nas Ultimas curvas citadas, seu comportamento também pode ser
plastico, com a andlise dos dados sua curva chega até a tensdo maxima e em seguida chega ao seu
limite de ruptura. Comportamentos plasticos se caracterizam pelo material ndo voltar mais ao seu
estado inicial quando a forca é retirada, diferente do comportamento elastico.

A curva de 35 dias, apresentou um comportamento elastico ndo linear, devido aos pontos
do seu ensaio representar uma curva e ndo uma reta como é o esperado de uma regido elastica.
Isso pode ser devido ao fato das amostras do dia 35, ter sido contaminada. Dessa forma
apresentou um comportamento diferente dos demais.

Na Tabela 6, estdo apresentados os dados obtidos para a maxima tensdo de ruptura
(MOR) e ao modulo de elasticidade (MOE) caracteristicos de cada curva comentada
anteriormente, os quais sdo referentes a cada tempo de fermentacdo que foi realizado o

experimento.

Tabela 6 - Dados do médulo de elasticidade e do médulo de ruptura relacionados aos diferentes

tempos de fermentacéo

Tempo MOR (MPa) MOE (GPa)

7 dias 10,789 + 0,7830 0,386 + 0,0461
14 dias 12,254 +0,3311 0,195 + 0,0418
21 dias 8,341 +0,5709 0,068 + 0,0020
28 dias 5,858 + 0,4806 0,069 + 0,0034
35 dias 5,128 + 0,4189 0,067 + 0,0008

Fonte: Do autor (2021).

Com os dados da Tabela 6 referentes a analise de ruptura do filme, o MOR, é possivel
observar a forca maxima que pode ser exercida sobre o filme produzido antes de seu rompimento,
sendo ele total ou parcial. Dessa forma, nota-se que aqueles filmes produzidos com 14 dias de
fermentagdo, suporta a maior forca de tensdo com baixo desvio padrdo; e & medida que o tempo

aumenta, essa forca € reduzida. Esse comportamento pode ser justificado por suas ligacbes
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intramoleculares conferirem uma resisténcia ao material, ligagdes que ocorrem entre 0S grupos
hidroxilas da mesma cadeia, apresentando um arranjo mais compacto.

Ja em relacdo ao MOE, observa-se que nos filmes produzidos com maior tempo de
fermentacao o valor do mddulo de Young diminui, e isso se refere a um filme mais elastico, pois
quanto maior este modulo, mais rigido e menos eléstico o material é. Assim, tem-se que com 21
dias, o material apresenta alta flexibilidade, se mantendo constante nos pontos seguintes. Essa
elasticidade pode ser explicada devido a sua estrutura, a qual é formada por diversas camadas
sobrepostas que sdo conectadas por ligacdes de hidrogénio e devido o diametro das fibrilas ser
pequeno; todas essas caracteristicas podem justificar o material apresentar grande elasticidade,
segundo Iguchi, Yamanaka e Budhiono (2000).

Dessa forma, de acordo com MULLER et al. (2013), SAIBUATONG (2010) e ZHONG
et al. (2013), pode-se concluir que os valores obtidos para MOR estdo de acordo com a literatura,
ou seja, a faixa de valores representados para filmes de CB é de 3-85 MPa para tensdo de ruptura;
ja para 0 médulo de elasticidade é de 0,1- 16GPa, o que comprova os valores obtidos até 14 dias
de fermentacdo, porém os valores referentes aos tempos de fermentacdo seguintes continuam
decaindo e estdo proximo de 0,1GPa. A discrepancia entre os dados do MOE de 21, 28 e 35 dias
pode ser justificado pelo fato de se tratar de microorganismos vivos e ndo ser possivel controla-
los; cabe também o fato de ter sido utilizado SCOBY, que é constituido por diversas bactérias e
levedura, e cada qual com sua particularidade. Mesmo com essa variacdo de acordo com a
literatura, pode ser observado no estudo de Cordeiro (2015), que avalia as propriedades de uma
pelicula de amido com incorporacdo de celulose bacteriana, que o0 modulo de Young obtido foi de
aproximadamente 0,08 GPa. Contudo, um maior diferencial da CB em relacéo a celulose vegetal
é sua elevada elasticidade, visto que o0 modulo de elasticidade da celulose vegetal apresenta uma
faixa de 5,5 — 12,6 GPa de acordo com Pecoraro et al., 2008 e Klenn, 2005.

Vale ressaltar que, os dados foram obtidos a partir de microorganismos nao identificados
do SCOBY, contudo, as variaveis que foram fixadas nos ensaios (temperatura, condi¢éo, tempo,
etc) podem afetar diferentemente cada bactéria e levedura presentes no meio. Assim, para cada
aplicacdo a ser utilizada, temos vérios fatores a serem analisados e levados em consideragéo,
como por exemplo, a necessidade de um filme com alta elasticidade, o ideal seria optar pelo
tempo de fermentagdo de no minimo 21 dias. Mas como o valor do MOE tende a ser constante,

ndo faz sentido utilizar mais de 21 dias, pois havera gastos ndo necessarios com a producdo. Com
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0 estudo de Chawla (2009) que aborda a utilizag&o de biofilmes para o tratamento de ferimentos

cronicos na pele tem em suas caracteristicas 6timas, a alta elasticidade.

5.3.2. Analises quimicas

5.3.21. Determinacédo da curva padréo
De acordo com a metodologia citada anteriormente, foram obtidas as curvas-padrdo da
solucdo de glicose + frutose 1 g/L, que foi realizado em duplicata. Na Figura 15 apresentada a

seguir, tem-se a curva padrdo obtida da solugcdo mae.

Figura 15 - Curva padréo para frutose + glicose.
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Fonte: Do autor (2021).

Ao analisar a curva padrdo, observa-se que o coeficiente de determinacdo (R?) apresenta
um alto valor, isso quer dizer que 0s pontos estdo préximos da linha de regressdo ajustada (R=1).

Para a determinacdo da concentracdo dos agUcares redutores que serd calculado em
seguida apos a hidrolise da sacarose, sera aplicada a Equacéo 3, e para sua utilizacéo € preciso do
fator de concentracdo (f) que representa o inverso do coeficiente angular, representado pela

equacéo da reta da Figura 15, encontrando um valor de 2,513 g/L.
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5.3.2.2.  Quantificacdo da sacarose

Para a quantificacdo de sacarose, a metodologia utilizada foi a mesma utilizada para
realizacdo da curva padrdo a partir do DNS, apresentada anteriormente. Com a solucdo de
sacarose para cada tempo de fermentacéo ja diluida, foram realizados os experimentos e a leitura

da absorbéancia, sendo representada pela Tabela 7.

Tabela 7 - Valores obtidos da absorbéancia, concentracdo de agUcares redutores e da concentragdo

de sacarose no meio

Ter_npo Absorbancia Concentracdo de Concentracdo de
(dias) ART (g/L) sacarose (g/L)
7 0,505+0,0141  101,425+0,9954 96,353 £ 0,9456

14 0,317 £ 0,0221 63,730 + 1,5655 60,543 + 1,3572
21 0,120 + 0,0189 24,125 +0,5686 22,919 + 0,5402
28 0,076 + 0,0016 15,279 +£0,8529 14,515 +0,8103
35 0,195 + 0,0014 39,203 +0,2843 37,243 + 1,0569

Fonte: Do autor (2021).

Através da Tabela 7, pode-se observar uma diminui¢do nos valores da absorbancia da
solucdo, com excessdo de 35 dias (a qual apresentou um comportamento diferente devido a sua
contaminacdo), que a absorbancia representa a fracdo da energia luminosa que € absorvida pela
solucdo e a transmitancia a funcdo contraria, o quanto de luz é transmitida pela solucdo. Dessa
forma, é observado que com o passar do tempo 0s microorganismos presentes no meio vao
consumindo o agucar e sintetizando a membrana de celulose, com isso a transmitancia tende a
aumentar e a absorbancia a diminuir, visto que a cor vai ficarndo mais clara, passando mais luz
sob a solucdo. De forma que com uma solucdo mais escura, mais acgucar é presente no meio,
podendo ser confirmado com os valores de concentracdo da Tabela 7. Logo, pode-se confirmar
com a pratica os resultados esperados. De acordo com Nascimento (2018), a turbidez da solugéo
é diretamente proporcional a sua concentragcdo, com isso, quanto mais turva em suspensao, mais
concentrada a solucdo vai estar.

Ao observar o ponto referente ao dia 21, ele mostra uma queda brusca, e isso pode ser
comprovado com a mudanca da estrutura da membrana de celulose bacteriana referente. O

comportamento dos dados pode ser explicado pelas fotos das membranas respectivas mostradas



44

na Figura 12, visto que a membrana do dia 21 estd com uma maior espessura, sendo seguida pela
de 28 dias, podendo ser mais bem vista; isso também pode ser observado no experimento de
Schroeder (2019), o qual obteve melhor resultado de filme (mais espesso) com 21 dias. Pode-se
notar também, que a partir do dia 28, 0s microorganismos nao consomem quantidade
consideravel de sacarose, apresentando uma membrana ndo muito efetiva, isso se da pela
contaminacgdo que ocorreu nas amostras de 35 dias podendo justificar seu comportamento.

Para a quantificacdo da sacarose, foi utilizada a Equacao 4 para realizar o calculo da
concentracdo de acUcares redutores das amostras referente a cada tempo de fermentagéo. O fator f
utilizado é 2,513 g/L e as diluicbes D consideradas é de 20 e 4, como foi explicado
anteriormente, na metodologia. Em seguida, através das EquacBes 5 e 6, foram calculados os
valores de sacarose presentes no liquido de cada fermentacdo. Ambos os valores estdo mostrados
na Tabela 7.

Portanto, como o esperado, a concentracao de sacarose diminui com o passar do tempo de
fermentacgdo, entdo quer dizer que o decréscimo na concentracdo de sacarose apresentado na
Tabela 7 mostra que o agUcar que era presente no meio foi utilizado para producdo da membrana;
a qual pode ser comprovada pelo aumento da espessura visivelmente das membranas. Este
comportamento ocorre com excessdo do tempo de 35 dias de fermentacdo, sendo que o mesmo
ndo apresentou 0 comportamento esperado, visto que sua concentracdo deveria continuar
decrescendo; porém como houve a contaminagdo, esse comportamento apresentou discrepancia
em relagéo aos outros.

Pode-se dizer que dois pontos apresentam melhores resultados se 0 objetivo é ter uma
maior quantidade de material (celulose), o ponto de 21 e 28 dias, porém, vale ressaltar que em um
periodo de tempo de 7 dias, ainda houve um consumo de agUcar consideravel pelos
microorganismos, o que fez acontecer uma modificacdo na sintese da membrana de celulose, mas
a escolha do tempo vai depender da aplicabilidade que sera utilizada, uma vez que um longo

tempo de producédo pode néo ser viavel em relagdo ao custo gasto para tal.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos verificar que a melhor concentragéo de agucar
para utilizar na producdo do filme foi de 150 g/L, a qual obtem-se o maior valor de massa seca
presente. Um outro ponto € analise da etapa de producéo de CB, pode-se concluir que o tempo de
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fermentagdo que apresentou a membrana de celulose com maior espessura e maior massa seca,
foi com 21 dias. Ap6s esse tempo, ainda foi obtido um crescimento com 28 dias, porém
mostrando constancia. Em seguida, avaliando a producdo dos biofilmes e realizando a
caracterizacdo de suas propriedades mecanicas, observa-se um melhor desempenho em relacédo ao
maodulo de ruptura na amostra sintetizada com 14 dias, pois oferece o maior valor em MPa. Ja em
relacdo ao médulo de elasticidade, a amostra com 21 dias foi a que apresentou maior resultado,
apresentando uma constancia apos esse tempo. Diante desta situacdo, deve ser analisado qual sera
a aplicabilidade que terd o filme, se é necessdria uma maior tensdo de ruptura ou um
comportamento mais elastico. J& em relacdo &s analises quimicas realizada pelo liquido da
fermentac&o, foi possivel confirmar toda analise feita anteriormente, que a membrana de celulose
se torna mais espessa a medida que aumenta o tempo, de forma que a concentracdo de sacarose
foi decrescendo, com excessdo da amostra de 35 dias de fermentacdo, a qual a concentracdo de
sacarose ndo se comportou conforme o esperado, visto que ocorreu uma contaminacao da mesma.
Assim, conclui-se que 0s microorganismos estava consumindo o aguUcar para a sintese da
membrana de celulose.

A partir da obtencdo e avaliacdo dos dados, pode-se concluir que os resultados e
comportamentos esperados foram alcancados. Vale ressaltar que pelo fato do trabalho ser
desenvolvido com um SCOBY contendo coldnias de espécies de bactérias e leveduras nao
identificadas, a comparacdo dos dados obtidos com a literatura torna-se mais dificil, uma vez que
a podemos estar comparando resultados com outros obtidos a partir da utilizacdo de outros

microorganismaos.
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