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RESUMO

A utilizacdo de fontes agroindustriais como meios de cultivo alternativos em
processos fermentativos, como na producdo de celulose bacteriana, vém
despertando interesse ja que sdo de baixo custo e esta € uma maneira de agregar
valor as cadeias agroindustriais. A celulose bacteriana € um biopolimero natural que
apresenta caracteristicas singulares como fibras com dimensdes nanométricas, alto
indice de cristalinidade e elevado grau de pureza o que a concede uma vasta
aplicabilidade e interesse industrial. Nesse trabalho avaliou-se a producdo de
celulose bacteriana sintetizada por Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582
utilizando suco de caju. Para a producdo de CB o microrganismo foi cultivado
estaticamente por 10 dias em meio padrdo sintético, no suco de caju puro e em
diferentes meios formulados com suco de caju e diferentes suplementos. As
peliculas purificadas foram caracterizadas por Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de Raios-X (DRX),
Andlise Termogravimétrica (TGA) e Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). A
producdo de CB no suco de caju puro foi de 2,3 g.L™* correspondendo a 52% da
producdo em meio padrao sintético. Nos meios com suco de caju suplementados, a
maior producdo (4,4 g.L™) foi obtida no meio com extrato de levedura, peptona,
acido citrico e fosfato de sodio, sendo tal producéo estatisticamente semelhante a
producédo obtida em meio sintético padrdo. As caracterizacdes das peliculas obtidas

apresentaram resultados tipicos de celulose bacteriana.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Fontes agroindustriais, Suco de caju,

Gluconacetobacter hansenii.



ABSTRACT

The use of agro-industrial sources as alternative culture medium in fermentation
processes, such as production of bacterial cellulose (BC), have attracted interest
since they are low cost and this is a way of adding value to agro-industrial chains.
Bacterial cellulose is a natural biopolymer that exhibit unique characters: fibers with
nanoscale dimensions, high crystallinity degree and, high purity, providing a wide
applicability and industrial interest. In this study was evaluated BC production by
Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582 using cashew juice. For CB production, the
microorganism was cultivated statically for 10 days on standard synthetic medium,
pure cashew juice and 3 different media with cashew juice and supplements. Purified
BC films were characterized by Fourier Transform Infrared spectroscopy (FTIR), X-
Ray Diffraction (XRD), Thermal Gravimetric Analysis (TGA) and Scanning Electron
Microscopy (SEM). BC production in pure cashew juice was 2.3 g-L™ corresponding
to 52% of the production standard synthetic medium. In cashew apple juice media
supplemented, the higher production (4.4 g-L™!) was obtained in medium with yeast
extract, peptone, citric acid and, sodium phosphate, and this production was
statistically similar to production in standard synthetic media. The characterizations of

the films obtained in all media showed typical of bacterial cellulose.

Keywords: Bacterial Cellulose, Agro-industrial sources, Cashew apple juice,

Gluconacetobacter hansenii.
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1 INTRODUCAO

A celulose é o biopolimero mais abundante na natureza, presente
principalmente na parede celular de plantas, porém, microrganismos como algumas
espécies de bactérias sdo capazes de produzi-la durante os processos metabdlicos.
A celulose bacteriana (CB) possui estrutura quimica semelhante a celulose vegetal,
porém muitas de suas caracteristicas fisicas sdo distintas, como fibras com
dimensdo nanométrica, alta pureza (livre de lignina, pectina e hemicelulose), elevada
cristalinidade, alta resisténcia mecanica, entre outras (SHODA & SUGANO, 2005;
DONINI et al., 2010).

Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, alta resisténcia
mecanica e alta pureza a CB tem uma vasta aplicabilidade em diversas areas, como
biomédica, alimenticia, tecnologica, entre outras (TIBONI, GRZYBOWSKI &
FONTANA, 2014; RAJWADE, PAKNIKAR & KUMBHAR, 2015; ESA, TASIRIN &
RAHMAN, 2014).

A celulose bacteriana € produzida em meios de cultura compostos por
acucares e outros nutrientes adequados para o crescimento dos microrganismos. Os
componentes nutricionais na sua forma pura apresentam um custo elevado e isso
tem limitado a producdo de CB em escala industrial. Uma alternativa para superar
essa limitacdo € o desenvolvimento de meios de cultura com fontes de carbono e
nutrientes de baixo custo e que apresentem uma producdo similar ou superior aos
meios sintéticos.

A producdo agricola gera biomassa que na maioria das vezes sao
descartadas de maneira inadequada no meio ambiente. Muitos delas séo ricas em
acucares e nutrientes, sendo possivel utiliza-las em processos fermentativos para
sintese de produtos de interesse industrial.

A utilizacdo de varios tipos de fontes agroindustriais na sintese de CB tem
sido estudada, dentre eles estdo sucos de frutas, dgua de coco, residuos de
levedura de cerveja, melago de beterraba, liquido do sisal, extrato de algaroba, entre
outros (KUROSUMI et al., 2009; LIN et al., 2014; ALMEIDA et al., 2008; KESHK et
al., 2006; LIMA, 2014; NASCIMENTO, 2014).

A cajucultura é de grande importancia econémica para regido nordeste do

Brasil. Industrialmente, a castanha (verdadeiro fruto) € o produto de maior interesse,
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e com isso o pedunculo (pseudofruto) que é rico em aglcares e nutrientes, apesar
de também ser utilizado pela indastria na producdo de varios produtos alimentares,
apresenta cerca de 90% de desperdicio (FONTES et al., 2013).

O pedunculo do caju, por ser desperdicado e ser rico em agucares e
nutrientes, pode ser utilizado em processos fermentativos agregando valor a
biomassa e reduzindo a sua perda (HONORATO & RODRIGUES, 2010, FONTES et
al., 2009).

O presente trabalho propde a producdo de celulose bacteriana sintetizada
por Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582 utilizando o suco de caju como fonte

de carbono e nutrientes.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818112001375#bib13
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818112001375#bib9
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818112001375#bib9
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a producdo de celulose bacteriana por Gluconacetobacter hansenii ATCC
53582 em cultivo estatico utilizando o suco de caju como fonte alternativa.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito de diferentes suplementacbes do suco de caju na producdo de

celulose bacteriana;

Determinar o Teor de Umidade (U%), a Capacidade de Absorcéo de Agua (CAA%) e
a espessura (E) das peliculas de CB obtidas nos diferentes meios;

Caracterizar as peliculas por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios-X (DRX), Analise

Termogravimétrica (TGA) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Celulose

A celulose (CgH1005)n € a macromolécula com maior abundancia na
natureza. Estruturalmente, apresenta uma cadeia ndo ramificada constituida por
uma sequéncia de unidades de glicose associadas por ligacdes glicosidicas [3-
(1->4), com grau de polimerizagdo variando de 13.000 a 14.000 (celulose vegetal) e
de 2000 a 6000 (celulose bacteriana) (SIQUEIRA, BRAS & DUFRESNE, 2010;
SAMIR, ALLOIN & DUFRESNE, 2005; PECORARO et al., 2008).

As cadeias lineares de celulose (microfibrilas) estédo unidas por ligacdes
de hidrogénio inter e intramoleculares, que séo responsaveis pela formacao das
fibras celuldésicas e pela sua resisténcia mecanica, respectivamente (figura 1)
(ABDULKHALIL, BHAT & IREANAYUSRA, 2012; DONINI et al., 2010).

Figura 1 — Estrutura da celulose.

Fonte: Xu, Wang & Wang (2009).

As fibras celulGsicas apresentam regides cristalinas e amorfas. Das varias
formas polimérficas que a celulose apresenta, as mais estudadas sdo a celulose tipo
| (celulose nativa) e a celulose tipo Il . A celulose I, forma disponivel na natureza,
consiste na mistura de duas fases cristalinas, uma monoclinica (celulose Ig)
produzida principalmente por bactérias e algas, e outra triclinica (celulose Iy)
presente abundantemente na parede celular de plantas. (KLEMM et al., 2005;
LAVOINE et al., 2012) As duas estruturas cristalinas da celulose | estdo ilustradas

na figura 2.
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Figura 2 — Estruturas cristalinas da celulose |, (a) triclinica e (b) monoclinica.
A
niZ:
a
Ao submeter a celulose | a um tratamento quimico ou térmico obtém-se a
celulose Il e os outros tipos de polimorfos (Il e 1V) (KLEMM et al., 2005; LAVOINE et

Adaptado: Silva & D’ Aimeida (2009).

al., 2012). A celulose Il, sendo constituida de cadeias antiparalelas, raramente pode
ser encontrada na natureza, e esta € termodinamicamente mais estavel que a
nativa, que apresenta cadeias paralelas (KHALIL, BHAT & YUSRA, 2012;
BESSEUILLE & BULONE, 2008).

A parede celular das plantas € composta principalmente de celulose, que
se encontra ligada tanto quimicamente quanto fisicamente com lignina, pectina e
hemicelulose (UMMARTYOTIN & MANUSPIYA, 2015). A celulose ndo é encontrada
apenas nas plantas, outros seres vivos como algumas espécies de bactérias, fungos
e algas também sdo capazes de produzi-la (FANG, CATCHMARK, 2015;
MAEHARA, et al, 2013; MIHRANYAN, 2010). Na figura 3, estdo apresentadas duas

vias de biossintese da celulose.

Figura 3 — Vias naturais de obtenc¢é&o da celulose.

O
O
HO CH
CO, + HO HO ;}‘"‘
Flantae Biossintese Bacterias, algas &

fungoe

OH H
Cla ot Lo o B
G M o aH o
OH CH

Adaptado: Klemm et al. (2005).
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A sintese de celulose em qualquer organismo produtor segue
duas etapas principais, que sao: (1) formacdo das ligacdes glicosidicas B-(1->4)
com a polimerizagdo das unidades de glicose, e (2) a formacao
e cristalizacdo da cadeia de celulose (CHAWLA, et al, 2008)

Estima-se que a producdo mundial de celulose vegetal aproxime-se de
180 bilhdes de toneladas por ano, enquanto que a nacional é de cerca de 15,1
milhdes de toneladas por ano (MESQUITA, 2012; BRACELPA, 2014).

3.2 Celulose bacteriana

Durante 0s processos metabdlicos, bactérias dos géneros
Gluconacetobacter, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter,
Rhizobium, Sarcina, Salmonella e Escherichia produzem celulose (SHODA &
SUGANO, 2005; HUANG et al., 2014).

A producdo de celulose bacteriana foi relatada pela primeira vez, em
1886, quando Brown observou a formacdo de uma pelicula gelatinosa (na época
conhecida com “Mé&e do vinagre”) na superficie do caldo de fermentacéo do vinagre.
Apoés alguns estudos, Brown identificou a cepa produtora de CB como Acetobacter
xylinum (BROWN, 1886).

Durante a sintese da celulose bacteriana as unidades de glicose séo
polimerizadas em cadeias lineares por ligagdes glicosidicas B-(1->4), entre a
membrana externa e a membrana citoplasmatica. Em seguida, as cadeias lineares
sdo secretadas para fora da célula através dos poros existentes na membrana
plasmatica e entdo agregadas por ligacées de hidrogénio formando as nanofribras
(ribbons). Portanto, a celulose bacteriana pode ser descrita como um
exopolissacarideo (CZAJA, et al, 2006; DONINI, I. A. N., et al., 2010; ROSS, MAYER
& BENZIMAN,1991). A figura 4 ilustra a formacao da celulose bacteriana.
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Figura 4 — Representacdo da formacéo da celulose bacteriana.

. — 1 Ay
Cadeias de celulose ‘ | | | if’ ‘\l
agregadas B )

f f

Microfibrila Ribbon

Adaptado: O proprio autor.

O mecanismo de formacdo de celulose é realizado pelas bactérias
objetivando um maior acesso ao oxigénio (favorecendo ao crescimento celular), uma
protecdo contra a radiacdo ultravioleta e outros microrganismos e bem como uma
reducédo da desidratacdo do meio de cultivo (GONCALVES, 2007).

A celulose sintetizada por bactérias apresenta estrutura semelhante a
celulose vegetal, porém possui propriedades fisicas e quimicas bastante singulares.
As fibras da celulose bacteriana tém dimensfes nanométricas enquanto as fibras de
origem vegetal sdo micrométricas. Outras caracteristicas atribuidas a CB sao: alta
pureza (livre de lignina, pectina e hemicelulose), alta cristalinidade, excelente
biodegradabilidade e biocompatibilidade, elevada capacidade de absor¢cdo de agua,
alta resisténcia mecanica, entre outras. (SHODA & SUGANO, 2005; DONINI et al.,
2010).

3.3 Aplicacdes da celulose bacteriana

A celulose bacteriana pode ser aplicada em diversos campos, como
biomédico, alimenticio, tecnoldgico, entre outros (TIBONI, GRZYBOWSKI &
FONTANA, 2014; RAJWADE, PAKNIKAR & KUMBHAR, 2015; ESA, TASIRIN &
RAHMAN, 2014).

Por ser biocompativel e ndo toxica a celulose bacteriana é bastante

estudada para aplicacdo na area biomédica. Em estudos realizados por Fu et al.,
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(2012) e Solway et al. (2010), a CB aplicada como curativo demonstrou ser eficiente
na regeneracdo de tecidos com queimaduras e Ulceras. No Brasil, as empresas
Bionext® e Membracel® ja produzem tecidos bioldgicos a base de celulose
bacteriana com a principal funcéo de substituir temporariamente a pele de pacientes
gue apresentam feridas, queimaduras e Ulceras.

Na engenharia de tecidos a CB também pode ser utilizada no
desenvolvimento de vasos sanguineos artificiais (KLEMM et al., 2005), material de
assepsia no tratamento de canal dentario (YOSHINO et al., 2013), entre outros.
Além disso, membranas de CB veem sendo testadas como sistemas de liberacéo de
farmacos, como drogas anestésicas (TROVATTI et al., 2011), antibiéticos (STOICA-
GUZUN et al., 2007) e analgésicos (SILVA et al., 2014).

Na industria de alimentos, a CB tem vasta aplicabilidade devido a sua alta
pureza, textura e variedade de formatos. Dentre as muitas aplicagcdes a celulose
bacteriana pode ser utilizada como espessante e gelificante (SHI et al, 2014).
Produtos como a “Nata de coco” (figura 5), originado nas Filipinas, ja séo
comercializados pelo mundo como sobremesa e sua producdo ocorre a partir da
fermentacédo da agua de coco por G. hansenni (PHISALAPHONG et al, 2012).

Figura 5 — “Nata de coco”.

Adaptado: Coconut (2015); Nata de coco (2015).
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A CB tem sido associada a polimeros condutores e com isso aplicada em
baterias recarregaveis, dispositivos eletrénicos, sensores quimicos, térmicos e
mecanicos, entre outros (PECORARO, 2008).

A celulose bacteriana também tem sido utilizada no desenvolvimento de
compositos que sdo materiais que possuem propriedades mecanicas e térmicas
melhores que materiais comuns. Dentre os materiais adicionados a CB, para
formacdo dos compdsitos, estdo: plaquetas de grafite com a funcdo de condutor
elétrico (ZHOU et al., 2013), hidroxiapatita aplicado na engenharia 6ssea (TAZI et
al., 2012), nanoparticulas de prata com a aplicacdo em curativos antimicrobianos
(WU et al., 2014).

3.4 Sintese de CB por Gluconacetobacter hansenii e condi¢cdes de cultivo

Dentre as bactérias do género Gluconacetobacter, as cepas de
Gluconacetobacter hansenii realizam a fermentacéo incompleta de varios agucares e
alcoois, destacando-se como bactérias modelos em estudos de sintese de CB
(DONINI, I. A. N., et al.,, 2010; PACHECO, et al., 2004). Estes organismos sao
bacilos gram-negativos, estritamente aerobios, ndo patogénicos e geralmente sao
encontrados em frutas e vegetais em estado de decomposicdo, em bebidas
alcodlicas e no vinagre. (KLEMM et al., 2001; PECORARO et al., 2008).

A maioria das bactérias tém um pH O6timo de crescimento proximo a
neutralidade. Porém as bactérias G. hansenii sédo tolerantes as condicbes acidas,
podendo crescer em pH menor que 5. A faixa de temperatura 6tima de crescimento
dessas bactérias encontra-se entre 15 e 34°C e a de morte entre 65 e 75°C (VIEIRA,
2013; KLEMM et al., 2001). Na literatura, encontra-se em muitos dos estudos de
producédo de celulose por bactérias do género Gluconacetobacter uma faixa de 28 a
30°C, como temperatura 6tima para a fermentacdo (MOHAMMADKAZEMI, AZIN &
ASHORI, 2015; HAMEED, HAMEED & JASIM, 2012).

A celulose bacteriana pode ser obtida sob duas condi¢cdes de cultivo:
estética e agitada. No cultivo em meio agitado, a celulose é produzida na forma de
pellets e geralmente este método € escolhido quando se tem como objetivo avaliar a
producdo em nivel de reatores. E através dele se obtém uma maior quantidade de
massa de celulose. Em condi¢des estaticas uma pelicula forma-se na superficie do

meio de cultura e sua espessura e massa pode variar devido a diversos fatores,
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como composicdo do meio, pH, temperatura e periodo de incubacdo (CHAWLA et
al., 2009). Varios estudos sao realizados variando estes fatores a fim de encontrar
as condi¢des de cultivo ideais para uma producdo maxima ou obtencéo de peliculas
adequadas para aplicacdes especificas (MOHAMMADKAZEMI, AZIN & ASHORI,
2015; COBAN & BIYIK, 2011).

Os meios de cultivo sintéticos apresentam em sua composic¢ao, fontes de
carbono, nitrogénio e fosforo em concentracées adequadas para o crescimento dos
microrganismos em estudo. O meio HS €& normalmente utilizado como padrédo
sintético em estudos da producédo de CB, tendo em sua composi¢cao glicose, acido
citrico, peptona, extrato de levedura, e fosfato de sddio (HESTRIN & SCHRAMM,
1957). Em diversos outros meios sintéticos que podem incluir modificagdes do meio
HS, a glicose é o acucar preferencialmente escolhido como fonte de carbono, pois
além de ser a fonte energética principal para o desenvolvimento do microrganismo,
ela é utilizada pela bactéria na sintese da cadeia polimérica de celulose (ROSS et
al., 1991; CASTRO et al., 2012).

Alguns trabalhos modificaram a composicdo do meio HS, utilizando
diferentes fontes de carbono, a fim de avaliar mudanc¢as no rendimento da producéo
de CB. Mikkelsen et. al. (2009) ao estudarem a influéncia do manitol, glicose,
glicerol, frutose, sacarose e galactose na producdo de CB por G. xylinus,
observaram um maior rendimento ao utilizar sacarose e glicerol (3,83 e 3,75 g.L™,
respectivamente) apds fermentacdo de 96h. Porém, a glicose, o manitol e a frutose
também apresentaram uma producao consideravel, com rendimento menor que 2,5

g.L™* no mesmo periodo de fermentacao.

3.5 Fontes alternativas para producéao de celulose bacteriana

A glicose e os outros nutrientes que compde o meio de cultivo para a
sintese de CB apresentam um alto custo na sua forma pura, devido a isto a
producdo da celulose bacteriana em escala industrial € limitada. Uma alternativa
para superar essa limitacao é o desenvolvimento de meios de cultura com fontes de
carbono e nutrientes de baixo custo e que apresentem uma producao similar ou

superior aos meios sintéticos.
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O Brasil destaca-se na producdo agricola por possuir uma extensa area
territorial, com clima e solo favoraveis para o plantio. Na atividade agricola é gerada
uma grande quantidade de biomassa que € potencial poluente ao ser descartada de
forma incorreta no meio ambiente. Uma possibilidade para reduzir o descarte e
agregar valor a essa biomassa perdida € a utilizacdo destas como fontes de carbono
em processos fermentativos, jA que sdo ricas em acguUcares (sacarose, glicose e
frutose) e nutrientes (nitrogénio e vitaminas).

Muitas fontes agroindustriais ja foram estudadas como meios de cultivo
alternativos para a produgéo de celulose bacteriana. Dentre eles estdo: sucos de
frutas, como abacaxi, maca, laranja, péra e uva japonesa (KUROSUMI et al., 2009),
agua de coco (ALMEIDA et al., 2008), residuos de levedura de cerveja (LIN, et al.,
2014), melaco de beterraba (KESHK et al., 2006), liquido do sisal (LIMA, 2014),
extrato de algaroba (NASCIMENTO, 2014), entre outros.

Estudos sé&o realizados suplementando meios alternativos puros com
fontes de nitrogénio e fosforo para avaliar a melhoria da producdo de CB. Carreira,
et al. (2011) avaliaram a producao de celulose bacteriana em residuos da industria
agro-florestal (extrato aquoso de casca de uva, soro de queijo, glicerol bruto e licor
de polpacédo de sulfito) puros e com suplementacao (fontes de nitrogénio e fosforo).
Com a suplementacdo observou-se um aumento consideravel da producédo de CB
nos meios de licor de polpacéo de sulfito, extrato aquoso de casca de uva e glicerol
bruto quando comparado com os resultados obtidos sem suplementacdo. E para o

meio de soro de queijo ndo houve aumento significativo.

3.6 Suco de caju

A cajucultura esta concentrada no Nordeste do Brasil e é de grande
importancia econbmica para a regido. Com uma area total plantada de 733.918
hectares, o Brasil apresenta uma producdo de 276.399 toneladas de castanha-de-
caju, com rendimento médio de 377 Kg/hectare. (IBGE, 2013) Sendo que 1Kg de
castanha-de-caju corresponde a 9Kg de pedunculo produzido. O maior produtor de
caju do Brasil € o Ceara que possui uma area total plantada de 413.663 hectares e
detém 52% da producédo nacional, seguido do Piaui e do Rio Grande do Norte
(IBGE, 2012).
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O caju é constituido da castanha (o verdadeiro fruto) e de um pedunculo
(o pseudofruto), como mostra a figura 6. A castanha, que representa apenas 10% do
peso total do caju, fornece a améndoa, o produto de maior importancia comercial, e
o LCC (Liquido da Castanha do Caju). O pedunculo, parte do caju que pode ser
consumida in natura, € rico em agucares, célcio, fésforo, ferro, vitamina C e taninos,
e é utilizado na producdo de uma grande variedade de produtos alimentares, como
sucos (principal produto), néctares, cajuina, doces, geleias, entre outros.

Figura 6 — Fruto com pseudofruto.

Fruto —s \-‘\

{

+«——Pseudofruto

Adaptado: Caju (2015).

A industria interessa-se principalmente pelo beneficiamento da castanha,
com isso o aproveitamento do pedunculo € realizado em escala reduzida. Grande
parte da matéria-prima disponivel é perdida, cerca de 90%, e isso se deve ao fato de
0 pedunculo possuir uma casca muito fina, o que dificulta o seu manuseio e
transporte (AGOSTINI-COSTA et al., 2004, FONTES, et al., 2013).

Devido ao grande desperdicio do pedunculo do caju e ao seu alto valor
nutricional, o suco do caju pode ser utilizado como fonte de carbono e nutrientes em
processos fermentativos (HONORATO & RODRIGUES, 2010, FONTES et al., 2009).

Essa alternativa reduz o custo do processo e ainda agrega valor ao suco de caju.


http://www.sindfrutas.com.br/acao/a-producao-de-caju-e-castanha-no-nordeste-pode-ser-menor/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818112001375#bib13
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818112001375#bib9
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizagdo do suco de caju

O suco de caju foi obtido a partir da prensagem do pedunculo do caju
coletado no campo experimental de Pacajus da Embrapa Agroindastria Tropical.

Caracterizou-se 0 suco quanto os teores de agucares redutores e totais,
nitrogénio total, acido citrico e pH.

4.1.1 Acucares redutores e totais

Os acgucares totais (glicose, frutose e sacarose) foram determinados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com coluna Varian PL Hi-Plex Ca 8
um (300 x 7.7 mm) mantida a 60° e detector de indice de refracdo Varian 355 RI Pro
Star. O teor de acucares redutores (glicose e frutose) foi determinado pelo método
do acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959).

4.1.2 Nitrogénio Total, acido citrico e pH

O teor de nitrogénio total na amostra de suco de caju foi determinado em
Analisador de Carbono Orgéanico Total Elementar (Shimadzu, modelo TOC — V
CPN), utilizando o oxigénio como gas de arraste a uma velocidade de 150 mL/min.

O teor de acido citrico foi estimado por acidez total titulavel segundo os
procedimentos e determinacdes gerais do Instituto Adolf Lutz (LUTZ, 2008).

O pH foi verificado diretamente em pHmetro digital, previamente

calibrado.
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4.2 Avaliacdo do efeito da suplementacdo do suco de caju na producédo de

celulose bacteriana

4.2.1 Meios de cultivo

A producao de CB foi avaliada em diferentes meios de cultivo descritos na
tabela 1. Os meios foram formulados apds a etapa de caracterizacdo do suco de
caju.

Todos os meios foram ajustados para concentracdo de acucares de 20
g/L e pHigual a 5, exceto o0 meio composto apenas com suco de caju puro (SCP) no
gual o processo foi conduzido sem alteracao da concentragéo e do pH do suco.

Os meios foram sequencialmente suplementados, com extrato de
levedura, peptona, acido citrico e fosfato de sédio, a fim de se aproximarem do meio
padrdao HS com composicao descrita por Hestrin & Schramm (1954). Sendo o SC1
um meio composto apenas com suco diluido e o SC4 com composi¢ao quimica mais
proxima do meio padréo.

Nos meios SC2 a SC4 adicionou-se apenas a quantidade de acido citrico
necessario para atingir os valores contidos no meio HS, pois o0 suco € fonte de

alguns dos nutrientes.

Tabela 1- Composicao nutricional dos diferentes meios: SCP, SC1, SC2, SC3 e SC4.

] Extrato de Acido Fosfato
) Acucares Peptona . .
Meios QLY levedura LY citrico de sodio
(9L? (9L (9L
SCP 103,5* - - 2,6* -
SC1 20,0** - - 0,5** -
SC2 20,0** 5,0 5,0 0,5** -
SC3 20,0** 5,0 5,0 1,5 -
SC4 20,0** 5,0 5,0 1,5 2,7
HS 20,0 5,0 5,0 1,5 2,7

* Teores naturalmente oriundos do suco de caju.

** Teores naturalmente oriundos do suco de caju diluido.
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4.2.2 Microrganismo, inéculo e condi¢des de cultivo

No presente trabalho utilizou-se a linhagem de Gluconacetobacter
hansenii ATCC 53582. O microrganismo foi ativado em caldo manitol (composicéo: 5
g.L'de extrato de levedura, 3 g.L'de peptona e 2,5 g.L"'de D-manitol) e incubado a
30°C por 48 horas em B.O.D. Para o preparo do in6culo adicionou-se 3% (v/v) da
cultura em meio HS esterilizado e incubou-se a 30°C por 72 horas.

Para a avaliacdo da producdo de CB nos diferentes meios, utilizou-se 3%
(v/v) de indculo, e a linhagem foi incubada a 30°C (B.O.D) por 10 dias sob cultivo

estatico em frascos Schott (250 mL) e 70 mL de meio.
4.3 Purificagdo das peliculas de CB e analise dos extratos fermentados

ApOs o processo fermentativo as peliculas foram removidas da superficie
do meio e purificadas com tratamento alcalino, baseado em GEA et al.,, 2011 e
GEORGE et al., 2008. ApGs serem lavadas com agua corrente, as peliculas foram
imersas em solucdo de NaOH 4% + H,0O, 1% (v/v) por uma hora, a 80 °C. O volume
de NaOH utilizado foi na proporcdo de 100 mL de solucdo para cada pelicula. Por
fim, as peliculas foram lavadas com agua até alcancarem a neutralidade.

Os meios liquidos remanescentes do processo (meios fermentados) foram
filtrados em membrana de 0,22 um e submetidos a analise de agucares pelo método
de DNS (MILLER, 1959) e verificou-se o pH.

4.4 Producéo (g.L™?)

A producéao de celulose P (g/L) foi determinada utilizando a equacéo 1:
P (g/L) = (ms/ V)*1000 Q)
Onde ms é a massa seca de celulose produzida, V o volume reacional (70 mL).

A massa de celulose (ms) foi determinada através da secagem e

pesagem da pelicula em balanca de infravermelho a uma temperatura de 170 °C.
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4.5 Caracteriza¢cdes das peliculas de CB

4.5.1 Espessura

A espessura de cada pelicula foi medida em micrémetro digital.

4.5.2 Umidade (U (%)) e Capacidade de Absorc&o de Agua (CAA%)

A umidade das peliculas foi determinada pela equacéo 2:

U1(%) = [(my — ms)/my] x100 (2)

Onde my € a massa umida de celulose e ms a massa seca produzida.

Para a determinacdo da capacidade de absorcdo de agua as peliculas
liofilizadas foram imersas em agua destilada. Em periodos de tempo pesaram-se as
peliculas, em balanca analitica, até que a massa se tornasse constante. Antes de
cada pesagem o excesso de agua de cada pelicula era removido (SAIBUATONG &
PHISALAPHONG, 2010). A CAA (%) foi determinada a partir da equacao 3 a seguir:

CAA (%) = [(myr — Mms)/mg] x 100 (3)
Onde mygr € a massa da pelicula imida reidratada nos diferentes tempos e mg_ € a
massa da pelicula seca liofilizada.

Determinou-se também a umidade da pelicula de CB ap0s a reidratacéo
(ocorrida no teste de absor¢éo) de acordo com a equacéo 4:

U2(%) = [(mur — Msy)/myg] x 100 (4)

Onde mygr € a massa da pelicula imida que foi reidratada por 24 horas no teste de

absorcao e mg. € a massa da pelicula seca liofilizada.
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45.3 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

As peliculas secas de CB foram caracterizadas por FTIR utilizando
pastilhas de brometo de potassio (KBr), em um espectrofotbmetro Agilent, modelo
Cary 660, na faixa de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 25 varreduras.

4.5.4 Difracao de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raio X foram obtidos em difratdmetro modelo DMAXB
— Rigaku com tubo de Cu. O intervalo angular (em 20) utilizado foi de 3° a 50° com
uma velocidade de varredura de 0,5°/min.

O indice de cristalinidade foi determinado através de um método empirico

usando a equacdao abaixo (Segal et al., 1959):

IC = [(|002 - |am)/ |002] x 100 (5)

Onde: lgp2 € a intensidade maxima do pico de difracdo para o plano 002 (celulose
tipo 1), localizada no angulo de 26 ~ 22° e lam é a intensidade da parte amorfa da

amostra, localizada no angulo de difracao de 26 ~ 18,0°.

455 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das peliculas secas de CB foi avaliada por analise
termogravimétrica (TGA). A analise de TGA foi realizada em equipamento Shimadzu,
modelo TGA-50 a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, intervalo de temperatura
entre 0 a 600°C, em fluxo de 40 mL/min. A analise foi conduzida em atmosfera de

nitrogénio.
4.5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Para visualizar as amostras em microscopio eletrénico, estas foram

fixadas em solucdo Karnovsky, diluido em solucdo tampé&o fosfato 0,2M, pH 7,2, por

24h, acondicionadas em geladeira. A seguir, foram lavadas com 3 trocas de tampao
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fosfato, pos-fixadas em tetroxido de 6smio (1%) por 1 hora, lavadas novamente em
solucdo tampao e desidratadas em solugcdes de etanol de concentragédo crescente:
(20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90%), por 15 minutos cada e em solucao 100% de &lcool,
por 3 vezes, de 15 minutos cada.

As amostras foram entdo, secas em aparelho de secagem ao ponto
critico, montadas em suporte (stubs) e metalizadas com platina. Por fim, foram
levadas ao microscoépio eletrénico de varredura Zeiss DSM940A e visualizadas sob
uma aceleracéo de voltagem de 15 KV, com distintos aumentos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcdo do suco de caju

As caracteristicas fisico-quimicas do suco de caju utilizado no presente
trabalho estdo mostradas na tabela 2.

O suco de caju ao ser analisado por HPLC mostrou composicao de 72,0
g.L"*de glicose, 31,8 g.L*de frutose e auséncia de sacarose, totalizando 103,9 g.L™
de acucares. Pelo método de DNS a concentracéo de acgucares redutores (glicose e
frutose) foi de 103,5 g.L™ podendo ser considerado bastante proximo ao obtido no
HPLC. Dessa forma para a analise dos extratos fermentativos o0 método de DNS foi
utilizado para a quantificacdo de acucares devido a sua praticidade.

O meio padrdo HS apresenta em sua composicdo 20 g.L™* de glicose,
como o0 suco de caju apresentou uma elevada concentracdo de acUcares foi
necessaria a diluicdo do suco para preparacao dos meios SC1 a SC4.

Pinheiro, et al. (2006) observaram em sucos integrais de caju valores de

pH na faixa de 3,17 a 4,06 e acidez expressa em acido citrico 0,45 e 1,26 g/100g.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do suco de caju.

Parametros Suco de caju
Aclcares Redutores (g.L™) 103,5+0,9
Glicose (g.L™) 72,0+0,1
Sacarose (g.L™) 0,0+0,1
Frutose (g.L™ 31,8+0,1
Nitrogénio Total (g.L™) 0,4+ 0,0
Acido citrico (g.L™) 2,5+0,0
pH 3,9+04

5.2 Producéo de CB em diferentes meios de cultivo

A producdo de CB é apresentada na figura 7. O meio composto apenas
pelo suco de caju puro (SCP) proporcionou uma producdo de 2,3 g.L™,
correspondente a 52,3% da obtida em meio HS (tabela 2). A menor producéo é vista
no meio SC1 onde o suco, embora em pH 5, é diluido para a concentracdo de 20
g.L™! de actcares. Mesmo que tal meio esteja na mesma concentracdo do meio HS,
ocorreu uma diluicdo dos ouros nutrientes (acido citrico e nitrogénio) o que
prejudicou a producéo de CB.

Os meios suplementados (SC2, SC3 e SC4) apresentaram uma producéo
crescente. Observou-se uma producdo maxima de 4,39 g.L™ no meio SC4 sendo

esta estatisticamente igual a producdo em meio sintético HS.
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Figura 7 — Producéo de celulose bacteriana nos meios SCP, SC1, SC2, SC3, SC4 e HS.
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A importancia da suplementacéo pode ser evidenciada no meio SC2 onde
h& o acréscimo de peptona e extrato de levedura a partir do meio SC1. Houve um
aumento no rendimento e um acréscimo de 220% na produc¢ao que aumentou de 1,1
g.L™? (SC1) para 3,5 g.L™ (SC2). Tal fonte de nitrogénio é usualmente utilizada em
muitos trabalhos e muitas vezes é essencial para uma producdo satisfatoria.
Carreira, et al., (2011) ao adicionar extrato de levedura em glicerol puro obtiveram
uma producdo de CB aumentada em aproximadamente 200%. Kurosumi et al.
(2009) obteve producées inferiores a 2 g.L™ ao utilizar sucos de frutas puros
(laranja, abacaxi, maca, péra japonesa e uva) para produzir CB. Ao suplementar os
sucos puros com fonte de nitrogénio obteve-se um aumento da producao atingindo
producédo de 5,9 g.L™.

No meio SC3 onde ha acréscimo de acido citrico houve um aumento néo
significativo na produgéo de CB quando comparado com o ocorrido meio SC2. Isso
pode ser explicado pelo fato de que a quantidade de &cido citrico naturalmente
presente no suco de caju ja é suficiente para induzir uma producdo satisfatoria. O
mesmo acontece com a suplementagéo final com fosfato de sodio no meio SC4
onde induz um pequeno aumento (nao significativo) quando comparado com o0 meio

SC3. De qualquer forma quando comparado com o meio SC2 que € menos
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suplementado h4 um aumento de 0,9 g.L™ da producéo e a adicdo de fosfato de
sadio pode ser considerada importante.

Como visto na tabela 1, o suco de caju puro apresenta elevada
concentracdo de acUcares, baixo teor de nitrogénio e baixo pH. Esses fatores podem
ser responsaveis pela producao inferior de CB quando comparada a obtida em meio
sintético e nos meios SC2, SC3 e SC4 que estdo em pH ideal (5) e contém
nitrogénio orgéanico e outros suplementos. Em estudos realizados por Son (2003), a
producdo de CB foi investigada variando a concentracéo de glicose (5 a 50 g.L™") no
meio e observou-se um decréscimo da producao a partir da concentracdo de 20 g.L
!, Mesmo assim a producdo de CB no suco puro é satisfatéria quando comparada
com outros trabalhos da literatura que também utilizaram sucos de frutas como
fontes de carbono e obtiveram resultados inferiores. Kurosumi, et al. (2009) ao
avaliar a producao de CB, por Acetobacter xylinum, utilizando alguns sucos de frutas
sem suplementacdo como fontes de carbono obteve producdes inferiores a 2 g.L™.
Portanto o suco de caju puro tem grande potencial para ser utilizado como meio de

cultivo na producéao de celulose bacteriana.

Tabela 3 — Dados obtidos do processo de producdo de CB nos diferentes meios, por
Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582.

Acucares .
Peliculas  consumidos prZ?rile(:lct)a(taixvt(;ato Rendimento Produgao
(g/L) (%) (9/L)
SCP 35,5°+0,7 31°+£0,1 6,4° £0,4 2,3°+0,1
sc1 5,3°+0,2 3,6°+0,2 20,3°+£1,0 1,1+ 0,0
Sc2 9,6°+0,3 52°+0,1 36,32 +1,8 3,52+0,2
sc3 12,22+ 0,4 5,82+0,1 31,72+0,3 3,9%+0,0
Sc4 12,12+ 0,2 5,62 + 0,0 36,312+ 0,3 4,4 +0,1
HS 12,82+ 0,6 42°+0,1 36,12 + 5,0 4,6°+0,6

Letras iguais na coluna ndo apresentam diferengas significativas (a=0,05).
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Uma analise econbémica do processo de obten¢cdo de um produto de CB
para aplicacdes especificas podera indicar com maior clareza a necessidade de
suplementacdo do suco, j& que a producdo aumentou em 91% com a
suplementacdo mais proxima ao meio sintético (de 2,3% (SCP) para 4,4% (SC4)).

Na producdo de CB utilizando a glicose como fonte de carbono ocorre a
formacao de &cidos organicos, principalmente o acido glucordnico, com isso espera-
se uma reducédo do pH do meio. Porém, ao verificar o pH dos extratos fermentados
dos meios suplementados observou-se um aumento deste em relagdo ao pH inicial,

enquanto o pH dos outros meios diminuiu como esperado.

5.3 Caracterizac@es das peliculas de CB

5.3.1 Espessura

As peliculas produzidas estdo apresentadas na figura 8. As espessuras
das peliculas variaram de 2,05 a 8,80 mm e as massas secas, como mostrado na
tabela 5, sendo que as peliculas do meio sintético HS foram as mais espessas. As
peliculas obtidas nos meios suplementados apresentaram espessuras
estatisticamente iguais e embora tenham massas proximas as peliculas do meio HS,

as suas espessuras foram menores.

Tabela 5 — Valores de massa seca, espessura e densidade das peliculas produzidas nos diferentes
meios.

Peliculas Massa seca (g) Espessura (mm)
SCP 0,16°+ 0,01 5,48°+ 0,86
sc1 0,07+ 0,00 2,05+ 0,24
SC2 0,242 £ 0,01 4,422 + 0,32
SC3 0,27% + 0,00 4,792 + 0,26
SC4 0,31+ 0,01 4,522 + 0,23

HS 0,32°+ 0,04 8,80% 0,72

Letras iguais na coluna ndo apresentam diferengas significativas (a=0,05).
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Figura 8 — Imagens das peliculas de CB (impuras nos meios de cultura e purificadas)
produzidas nos meios HS (A), SCP (B), SC1 (C), SC2 (D), SC3 (E) e SC4 (F).
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5.3.2 Umidade (U%) e Capacidade de Absor¢édo de agua (CAA%)

Os valores de umidade das peliculas variaram de 98,2 a 99,2% (tabela 6)
e estdo em concordéancia com a literatura que reporta valores variando de 95 a 99%
(PECORARO et al., 2008).

Tabela 6 — Teores de umidade das peliculas produzidas nos meios SCP, SC1, SC2, SC3, SC4 e HS.

Umidade apo6s

) Absorgéao _ . ;
Peliculas o Umidade (%) absorcao de agua
maxima (%)
(%)
SCP 6758° + 2222 99,1°+0,0 98,52+ 0,0
SC1 6985° + 66,5 99,2+ 0,0 98,52 + 0,1
SC2 4906% + 120,2 98,72+ 0,0 98,0 + 0,1
SC3 45442 + 363,8 98,6+ 0,0 97.8°+0,1
SC4 33909+ 122,1 98,2°+ 0,0 97,19+ 0,1
HS 5733+ 408,6 98,99+ 0,0 98,3%° + 0,2

Letras iguais na coluna n&do apresentam diferencgas significativas (a=0,05).

Ao avaliar a capacidade de absorcdo de agua das peliculas de CB
produzidas, observou-se um perfil semelhante para todas as peliculas. A maior
absorcao ocorre nos primeiros 15 minutos e a partir de 250 minutos a massa das
peliculas comeca a ficar constantes.

As peliculas CB SCP e CB SC1 apresentaram maior capacidade de
absorver agua aproximando-se de 7000%, como pode ser visto na figura 9. Ja as
peliculas produzidas nos meios suplementados apresentaram menor capacidade de
absorver agua, atingindo percentuais menores que 5000% e a CAA destas foi
reduzindo a cada suplementacdo do meio. Os menores valores de absorcédo das
peliculas SC2, SC3 e SC4 deve-se ao fato de possuirem uma estrutura compacta

em relacdo as outras peliculas.
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Figura 9 — Cinética de absorcao de 4gua das peliculas de CB SCP, CB SC1, CB SC2, CB SC3, CB
SC4 e CB HS.
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Ao calcular a umidade das peliculas apdés o experimento de CAA
observou-se que a umidade n&do variou em relacdo a umidade calculada apods a
etapa de purificacao.

Vieira (2013) produziu membranas de celulose a partir de residuos de
frutas (laranja e mamao), residuos vegetais (beterraba), folhas de cha verde, vinho e
colageno em condicdes estaticas. As membranas produzidas apresentaram CAA
entre 73 e 2144%, sendo que a membrana produzida em meio de mamao

apresentou a maior capacidade de absorcao de agua.
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5.3.3 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A celulose bacteriana segundo a literatura apresenta bandas em 3400 e
2900 cm?, atribuidas as vibracdes de estiramento O-H de &lcool e C-H de
hidrocarbonetos saturados, respectivamente. Frequéncias de absorcdes referentes a
vibracdo de O-H de moléculas de agua absorvida sdo observadas na regido de
1635-1645 cm™. Apresenta bandas de absorcdo em1425-1435 cm™ devido as
deformacdes de HCH e OCH eem 1146-1160 cm™ atribuidas ao estiramento C-O-C
e deformacéo de CH. Frequéncias em 1096 cm™correspondente & vibracdo C-C das
unidades glicosidicas da celulose e em 1036 cm™ referentes as deformacdes C-O de
C-OH de carboidratos também sio observadas. (GEA et al., 2011; MARTINEZ-
SANZ, LOPEZ-RUBIO, LAGARON, 2011).

Os espectros das peliculas de CB produzidas, mostrados na figura 10,

apresentaram bandas caracteristicas de celulose bacteriana.

Figura 10 — Espectros na regido do infravermelho das peliculas de CB SCP, CB SC1, CB SC2, CB
SC3, CB SC4 e CB HS.
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Apenas bandas caracteristicas de CB estdo presentes nos espectros

confirmando a eficiéncia da etapa de purificagdo das peliculas. O alto grau de

pureza obtido apos o tratamento alcalino € caracteristica da CB que € naturalmente

livre de lignina, pectina e hemicelulose em sua estrutura.

5.3.4 Difragéo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas das peliculas produzidas nos diferentes meios,

mostrados na figura 11, apresentaram picos de difracdo mais evidentes em

aproximadamente 14,4° e 22,5° que séo atribuidos as fases la e If da estrutura
cristalina de celulose | (JEON, et al., 2010).

Figura 11 — Difratogramas das peliculas de CB SCP, CB SC1, CB SC2, CB SC3, CB SC4 e CB HS.
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Os indices de cristalinidades para todas as peliculas foram bem proximos

e variaram de 81 a 83% (Tabela 7). Os valores de IC para a celulose bacteriana

obtida foram elevados o que a confere alta resisténcia mecanica, caracteristica

importante que a diferencia da celulose de origem vegetal que geralmente apresenta

IC menor.
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A celulose bacteriana, no geral, apresenta indice de cristalinidade entre
60 e 95%, (TOME, 2008; TROVATTI, 2011). As peliculas de CB produzidas em todos
0S meios apresentaram valores dentro da faixa relatada na literatura.

FANG e CATCHMARK (2015) obtiveram celulose bacteriana, produzida
por Gluconacetobacter hansenii, com indice de cristalinidade de aproximadamente
76%.

Tabela 7 — indices de Cristalinidade das peliculas produzidas nos meios HS, SCP, SC1, SC2, SC3 e
SC4.

Peliculas indice de Cristalinidade (%)
HS 81,7
SCP 81,0
SC1 82,0
SC2 83,0
SC3 82,0

SC4 82,3
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5.3.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas (TGA e DTG) de todas as peliculas
produzidas estdo mostradas nas figuras 12 e 13, respectivamente.

Figura 12 — Curvas termogravimétricas de TGA das peliculas CB HS, CB SCP, CB SC1, CB
SC2, CB SC3 e CB SC4.
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Figura 13 — Curvas termogravimétricas de DTG das peliculas CB HS, CB SCP e CB SC4.
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Através das curvas termogravimétricas, observa-se um acentuado evento
de perda de massa, em torno de 355°C, atribuido a degradacdo da cadeia
glicosidica da celulose. Os resultados estdo de acordo com a literatura, que relata a
ocorréncia do evento de degradacdo no intervalo de 200 — 400°C. O evento
referente a perda de éagua referido na literatura (em torno de 100°C) nédo foi
expressivo para as peliculas produzidas (VAZQUEZ, et al 2013; LIMA, 2014
NASCIMENTO, 2014).

A tabela 8 apresenta os valores de temperaturas e perda de massa das
peliculas no evento de degradacdo polimérica. Observa-se que a temperatura
maxima de degradacdo e a perda de massa das peliculas CB SC3 e CB SC4 foram

as mais elevadas.

Tabela 8 — Temperaturas e perda de massa, no evento de degradacdo, obtidas do TGA e
DTG das peliculas CB HS, CB SCP, CB SC1, CB SC2, CB SC3 e CB SCA4.

CB Temperatura Inicial Temperatura maxima Perda de massa

de degradacéo (°C) de degradacéo (°C) (%)
HS 280 347 62
SCP 300 354 56
SC1 280 352 64
SC2 280 357 66
SC3 280 360 70
SC4 280 360 70

Todas as peliculas se mostraram estaveis a elevadas temperaturas,
sendo a pelicula produzida em suco de caju puro a que se mostrou mais estavel
termicamente, com temperatura inicial de degradacao em 300°C e com menor perda

de massa (56%).
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O fato de as peliculas analisadas apresentarem apenas eventos
caracteristicos de CB confirma a eficiente eliminacdo de impurezas na etapa de
purificagdo. Na literatura, relata-se o aparecimento de um evento de perda de massa

em torno de 158°C para peliculas impuras, e este é atribuido a degradacao de

componentes proteicos do meio de cultivo que permaneceram na pelicula.

5.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias das peliculas de CB produzidas estdo mostradas na
figura 14, 15 e 16.

Figura 14 — Micrografias das peliculas (A e B) CB SCP 5000x e 10000x, (C e D) CB SC1
5000x e 10000x. (Ee F) CB SC2,(GeH)CBSC3,(leJ)CB SC4e (KelL)CBHS.
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Figura 15 — Micrografias das peliculas (A e B) CB SC2 5000x e 10000x, (C e D) CB SC3
5000x e 10000x.
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Figura 16 — Micrografias das peliculas (A e B) CB SC4 5000x e 10000x, (C e D) CB HS
5000x e 10000x.

Em todas as micrografias se observa um emaranhado de fibras

nanometricas, dimenséo caracteristica de fibras de celulose bacteriana. Ao realizar a
medida das dimensdes das fibras obtiveram-se valores variando de 69 a 76 nm
(tabela 9), que estdo de acordo com a literatura. Segundo Pecoraro, et al., (2008) a
celulose bacteriana apresenta fibras com dimensdes de 70 — 80 nm, enquanto as
fibras de celulose vegetal variam de 1,4 — 4,0 x 102 mm.

As micrografias mostram estruturas bastante porosas o que justifica a alta

capacidade das peliculas produzidas em absorver agua rapidamente.
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Tabela 9 — Dimens@es das fibras das peliculas: CB SCP, CB SC1, CB SC2, CB SC3, CB

SCA4.

Peliculas de CB

Dimensdes (nm)

SCP

SC1

SC2

SC3

SC4

75,0°+ 14,0
69.0%+ 8,0
76,0°+ 8,0
76,0°+ 14,0

70,0°+9,0
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6 CONCLUSOES

Foi possivel produzir celulose bacteriana por Gluconacetobacter hansenii
ATCC 53582 sob cultivo estatico, por um periodo de incubacao de 10 dias utilizando
como meio de cultivo o suco de caju puro e com suplementacao.

No meio com suco de caju puro, a producdo de CB foi inferior & obtida em
meio sintético HS. Porém ainda assim a producdo foi bastante expressiva quando
comparada com resultados da literatura que utilizaram outros sucos de fruta como
meio alternativo. Portanto, o suco de caju puro tem grande potencial para ser
utilizado como meio de cultivo na producao de celulose bacteriana.

A producao de CB aumentou com a suplementagdo do meio de cultivo.
Obteve-se a maior producdo ao suplementar com extrato de levedura, peptona,
acido citrico e fosfato de sodio, sendo tal producéo estatisticamente semelhante a
producéo obtida em meio sintético padrao.

As peliculas produzidas apresentaram caracteristicas tipicas de celulose
bacteriana, com elevados indices de cristalinidade, fibras com dimensdes

nanometricas, alta capacidade de absorver agua e estabilidade térmica.
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