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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) é um biomaterial naturalmente nanométrico, com
elevado grau de pureza e excelentes propriedades quimicas e mecanicas.
Existem na natureza fontes renovaveis e residuos ricos em acucares que
despertam um crescente interesse como meios alternativos em substituicdo aos
tradicionalmente empregados na producao de celulose. O objetivo deste estudo
foi avaliar o extrato de vagens de algaroba (Prosopis juliflora) como fonte
alternativa para producdo de CB através de fermentagéo por Gluconacetobacter
hansenii. O extrato foi caracterizado quanto a quantidade de agucares, pH e
sélidos soluveis. Através da fermentacdo do extrato foram realizados testes de
influéncia da concentracdo inicial de acgucares, influéncia do pH e efeito da
variacdo da suplementacdo com fonte de nitrogénio sobre a producéao de CB. A
melhor producéao foi proveniente da fermentacdo do extrato de algaroba diluido
a uma concentracdo de agucares de 30 g/L com pH 4,0 suplementado com 10
g/L de extrato de levedura. As peliculas obtidas do extrato com condicfes
melhoradas foram secas em estufa e caracterizadas por difracdo de raios X
(DRX), espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), e apresentaram resultados tipicos
de celulose bacteriana quando comparados a CB produzida no meio de
referéncia HS. Assim, foi possivel mostrar a viabilidade de producéo de CB com

extrato aquoso de vagens de algaroba.

Palavras-chave: celulose bacteriana, algaroba, fermentacao



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a naturally nanoscale biomaterial with high purity and
excellent chemical and mechanical properties. There are several sugar-rich
renewable sources and wastes that can be used as alternative media for bacterial
cellulose production.The aim of this study was to evaluate the suitability of an
extract of mesquite pods as an alternative carbohydrate source for the production
of BC through fermentation by Gluconacetobacter hansenii. The amount of
sugars, soluble solids, and pH of the extract was characterized. The influence of
the initial sugar concentration, pH, and the source of supplementary nitrogen on
the fermentation were evaluated. The best production of bacterial cellulose was
achieved in the medium with a sugar concentration of 30 g /L, pH 4.0, and
supplemented with 10 g /L of yeast extract. The films from the optimized medium
were oven dried and characterized by x-ray diffraction (XRD), Fourier Transform
Infrared spectroscopy (FTIR), thermal gravimetric analysis (TGA), differential
scanning calorimetry (DSC) and electron microscopy (SEM). The results were
similar to typical bacterial cellulose films produced in the reference medium HS.
Thus, it was possible to demonstrate the suitability of mesquite pod aqueous

extract to produce BC.

Keywords: bacterial cellulose, mesquite, fermentation
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1. Introducéo

O crescente interesse por materiais poliméricos biodegradaveis vem
alavancando estudos que insiram fontes renovaveis como matéria-prima para uma
producdo dentro do conceito de quimica verde, objetivando o desenvolvimento de
produtos com um méximo de eficiéncia e evitando a formacédo de produtos nocivos ao
ambiente. Dentre esses materiais com alto potencial esta a celulose, polimero mais
abundante na natureza e um dos principais constituintes das paredes celulares de
plantas. Além de fonte vegetal, este polimero pode ser, também, sintetizado por micro-

organismos.

A celulose bacteriana (CB) é um biopolimero obtido quimicamente puro a partir
da fermentacdo de meios de cultura ricos em carboidratos. A CB possui uma estrutura
naturalmente nanométrica composta por fibras reticuladas ultra-finas o que a distingue
da celulose obtida a partir de plantas, que para ser obtida precisa passar por
processos quimicos intensos para retirar lignina, pectina e hemicelulose, dentre
outros constituintes (FRICAIN et al. 2004; KLEM et al. 2005; CASTRO et al. 2010).

A CB possui propriedades Unicas, sendo altamente pura, uniforme e
biocompativel. Além destas caracteristicas, a CB possui uma alta capacidade de
absorcéo e retencdo de agua, é atoxica, possui elevado grau de polimerizacado e alta
porosidade sendo possivel, a partir do conhecimento dessas caracteristicas, inserir a
celulose bacteriana em diversos segmentos de aplicagcbes como, industria alimenticia
e téxtil, em baterias recarregaveis, dispositivos eletrbnicos, sensores quimicos,
térmicos e mecanicos, colas, tintas condutoras e mais recentemente esta sendo muito
estudada na biomedicina. (CZAJA et al., 2006; WAN et al., 2006, FU, ZHANG; YANG,
2013).

A CB pode ser sintetizada por varios micro-organismos e dentre eles estéo as
bactérias do género Gluconacetobacter. A fonte de carbono mais comumente utilizada
para a producéo de CB ainda € a glicose, entretanto alguns estudos também avaliaram
a producdo deste biopolimero a partir de outros sacarideos como frutose, xilose e
sacarose (ISHIARA et al., 2002; MIKKELSEN et al., 2008; KESHK, 2005)
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A producéo de CB a partir de fontes alternativas contendo um ou mais desses
acucares tem sido alvo de estudos com o objetivo de um aproveitamento integral de
fontes agroindustriais e residuos ricos em nutrientes, como uma alterativa aos meios
sintéticos, como manitol e Hestrin e Schramm (HS) (HESTRIN; SCHRAMM, 1954;
HONG; QIU 2008, VASQUEZ et al.,, 2013). Nesse contexto, alguns residuos
agroindustriais como sucos de frutas, soro de leite, liquido da casca do café, ja foram
utilizados como fontes alternativas para a producédo de CB (CARREIRA et al., 2011,
KUROSUMI et al.,, 2009; RANI; APPAIAH, 2011). Uma alternativa possivel e
interessante € a algarobeira que pode ser vista como uma fonte em potencial para

desenvolvimento de diversos produtos.

A algarobeira é uma planta xerdfila que se adaptou bem a regido Nordeste
brasileira e que se caracteriza por conter vagens denominadas de algaroba que
contém alto teor de carboidratos, fibras, cinzas e lipidios (SILVA et al., 2007) E,
normalmente, empregada na alimentacdo animal mas, recentemente, tem sido
introduzida em diversos segmentos da industria de alimentos, como producdo de
farinha, mel, bebida similar ao café, entre outros. Porém, ainda ndo ha um

aproveitamento integral do seu alto potencial biotecnoldgico (PEGADO et al., 2006).

A identificacdo de novas formas de aproveitamento das vagens de algaroba é
uma alternativa interessante para agregar valor a um importante recurso natural,
alavancando a utilizacdo das vagens em processos biotecnolégicos de grande
importancia. Nesse contexto, o presente trabalho investigou a potencialidade do uso
do extrato de algaroba na producdo de celulose bacteriana utilizando a bactéria
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23765.
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2. Objetivo Geral

Avaliar o potencial do extrato de algaroba como substrato alternativo alternativa de

nutrientes para producao de celulose bacteriana.

2.1 Objetivos Especificos

— Avaliar a producdo de CB empregando o extrato de algaroba

— Produzir e caracterizar as CBs obtidas por meio de analises térmicas (TGA e
DSC), morfolégicas (MEV), raios X e FTIR
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3. Revisdo Bibliografica

O presente capitulo apresenta aspectos relacionados a algaroba, as bases
tedricas inerentes ao processo de producdao de celulose bacteriana, suas
propriedades e uso de meios alternativos.

3.1 Algaroba: uma breve abordagem

A algarobeira (Figura 1) é uma planta da familia Fabaceae (leguminosae),
subfamilia Mimosodae cujo nome cientifico é Prosopis juliflora. Originaria dos Andes
no Peru, espalhou-se pelo México, sudoeste dos Estados Unidos, india, Africa do Sul
e Australia, Jamaica e Havai. No Brasil chegou na década de quarenta sendo
encontrada em todos os estados do Nordeste brasileiro (ALVES, 2008).

Figura 1 — Algarobeira

Fonte: www.ufpb.com.br

Em sua morfologia, destaca-se sua raiz principal que chega a atingir grandes
profundidades devido a necessidade de buscar dgua no lencol freatico. As folhas séo
bipinadas comumente com poucos pares de pinas opostas; foliolos pequenos e
oblongos. Suas flores possuem inflorescéncia em espigas cilindricas de 7cm de
comprimento (RIBASKI et al 2009, OLIVEIRA, 2010).

A algaroba (Figura 2) é o nome dado ao fruto da algarobeira que possui a forma
de vagens achatadas e um pouco curvas, com tamanho médio de 20 cm de

comprimento e onde se concentra seu valor nutritivo, constituindo-se de uma rica fonte
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de carboidratos com energia bruta comparavel a do milho (STEIN et al., 2005). A
algaroba possui, ainda, excelente palatabilidade, apresentando cerca de 25 a 28%
de glicose, 11 a 17% de amido, 7 a 11% de proteinas, 14 a 20% de acidos organicos,
pectinas e demais substancias (SILVA; TOLEDO; ALBINO, 2001).

Figura 2 — Vagens de algaroba.

Fonte: www.redetec.org.br

As populacdes rurais do Nordeste brasileiro utilizam a algaroba para diferentes
fins. Apds serem trituradas, de forma artesanal, a algaroba da origem a uma farinha
utilizada em diversos pratos culinarios ou podem ser torradas e utilizadas no preparo
de uma bebida que substitui o café (RIBASKI et al. 2009). O extrato aquoso quando
concentrado da origem a um produto escuro e viscoso, semelhante ao mel de abelha
(ALVES, 2008).

A algarobeira também é utilizada na producdo de madeira (mourdes, estacas
para cercas, tabuas, dormentes) e carvao vegetal. Além destes, outras formas de uso
da algarobeira sdo: a protecdo do solo contra erosdo, arborizacdo, suporte a
apicultura, producao de tanino e goma (RIBASKI et al., 2009).

A falta de manejo adequado, a adaptacao regional da espécie, a facilidade de
disperséo promovida pelos rebanhos dentre outros fatores transformam a algarobeira
em um problema que gera muitas discussdes polémicas (PEGADO et al., 2006). Uma

possivel solugdo para esse impasse seria o estudo de como agregar valor a vagem
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de algaroba, explorando seu potencial fermentescivel para desenvolvimento de

produtos com alto potencial biotecnoldgico.

4.1 Celulose: Uma visao geral

A celulose é o biopolimero mais abundante na natureza. Sendo bastante
produzida, € responsavel por incluir o Brasil entre um dos principais produtores
deste polimero em escala mundial. Segundo relatérios da BRACELPA (2014), a
producao de celulose referente ao ano de 2013 foi cerca de 10,5 ton, com crescimento

em torno de 1,8% em relacdo ao ano anterior.

A celulose, cuja molécula esta representada na Figura 3, é um polissacarideo
formado por moléculas de glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) e
cadeia linear ndo ramificada sendo um dos principais constituintes da parede celular
das plantas juntamente com a lignina, pectina, hemicelulose, podendo ser encontrada
de em até quatro formas formas celulose I, Il, lll e IV, caracterizando este material
como polimorfo. (O' SULLIVAN, 1997; HONG; QIU, 2008; VAZQUEZ et al., 2013).

Figura 3 - Molécula de Celulose

CH,0H OH CH,0H OH CH,OH OH
0. 0 0. 0 0. 0
%o J 0 J 0 ) orﬂﬂx
OH OH
OH CH,OH OH CH,OH OH CH,OH

Fonte: (SANTOS et al. 2005)

A celulose tipo | ou celulose nativa € encontrada de forma mais abundante na
natureza com cadeias de glucanas dispostas de forma paralela (Figura 4a),. E
composta por uma mistura fases cristalinas de celulose la e IB. A celulose la é
abundante em celulose sintetizada por bactérias, possui uma estrutura triclinica, é
metaestavel, podendo ser convertida em celulose IB, através de tratamentos

hidrotermais em solucdes alcalinas. A celulose I possui uma estrutura monoclinica e
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€ mais encontrada na parede celular de plantas superiores (SUN et al , 2007;
POLETTO et al. 2013; HUANG et al. 2014)

A celulose tipo Il possui suas cadeias de glucana dispostas de forma anti-
paralelas (Figura 4b ), sendo mais estavel que a celulose | e mais dificil de ser
encontrada em sua forma nativa, pois é produzida apenas por alguns tipos de algas e
através do uso de processos quimicos a partir da celulose | (O' SULLIVAN, 1997;
BROWN, 2004).

Figura 4 — Representacéo das projecdes axiais de a) celulose tipo 1, b) celulose tipo
Il

(A)

Embora a maior parte da celulose disponivel na terra seja produzida por
plantas, alguns micro-organismos, tais como fungos e bactérias, também sao
capazes de produzir uma forma extra-celular de celulose, a qual denomina-se celulose
microbiana (KLEMM et al., 2001; SANTOS et al.,, 2005) e quando €& produzida

exclusivamnte por bactérias, recebe o nome de celulose bacteriana.

3.3 Celulose Bacteriana: Caracteristicas e Aplicagd es

Celulose bacteriana (CB) € um homopolissacarideo extracelular produzido por
varias espécies de bactérias, pertencentes aos géneros Gluconacetobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Rizobium,
Sarcina e Salmonella (SHODA; SUGANO, 2005; HUANG et al., 2014). Esse

polissacarideo é composto por moléculas de glicose unidas por ligagdes glicosidicas
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do tipo B (1—4).Essas cadeias lineares formam pontes de hidrogénio intra e inter
moleculares altamente regulares (TABUCHI, 2007).

A CB comeca a ser sintetizada quando, cada bactéria, inicialmente, origina
cadeias que se agregam originando sub-fibrilas com largura de, aproximadamente,
1,5 nm. Essas sub-fibrilas agrupam-se com outras 36 iguais a elas, formando uma
fibrila elementar com um diametro de 3,5 nm. Aproximadamente 46 fibrilas adjacentes
juntam-se através de pontes de hidrogénio formando um ribbon (Figura 2), nome dado
as fibras de CB. Esses ribbons ultra finos atingem comprimentos que variam entre 1
e 9 um, e formam uma estrutura reticulada densa, que € estabilizada por pontes de
hidrogénio (CANNON; ANDERSON, 1991; PECORARO et al., 2008).

Figura 5 — Representacao da formacao de Celulose Bacteriana

Microfibra ‘ Ribbon

) ¥

Cadeia de glucana )

Agregada
HO Nai
o) OH
< OH /n
HO H OH

Fonte: SHI et al., 2013

A CB possui a mesma formula quimica da celulose vegetal (CV), porém, suas
fibras, apresentadas naturalmente em escala nanométrica, lhe conferem propriedades
distintas tornando-a um material altamente poroso (DONINI et al., 2010). Além disso,
devido a especificidade do micro-organismo, a CB apresenta maior uniformidade em
suas propriedades fisico-quimicas (CZAJA et al., 2006). Possui uma elevada pureza
que esta relacionada ao fato de que € secretada livre de lignina, pectina,
hemiceluloses e outros compostos biogénicos que estdo associados a celulose de
plantas. A CB apresenta ainda elevados grau de polimerizacdo e de indice de
cristalinidade, maior resisténcia a tracao e excelente capacidade de retencao de agua
(YOSHINAGA; TONOUCHI; WATANABE, 1997). Além das caracteristicas ja citadas,

a obtencéo de CB nédo envolve os processos comumente empregados na extracao da
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celulose vegetal, reconhecidamente poluentes. Na Figura 3 estad representado

esquematicamente um dos métodos utilizados (Processo Kraft), incluido insumos e

residuos gerados, para obtencado de pasta de celulose com objetivo de produzir papel

de alta resisténcia (PIOTTO, 2003).

Figura 6 - Processo Kraft — representagédo esquematica incluindo matéria-prima

utilizada, insumos e residuos gerados

Insumos (quimicos)

Agua/

Resfriamento

NaOH; O2; NaClOs3
EDTA; SOz, H202
Os; MgSO04; CaO

Matéria -
prima:
madeiras
e Toras
e Cavacos

D

1 Acido peracético
Preparo da Cozimento Depuragéo Lavagem Remocéao
madeira da lignina
! an Produtos:
Branqueamento Secagem Recuperagdo de Quimicos e de energia » Celulose
Popa p/ papel
Preparacgéo de Caldeiras ETE Manuseio de residuos
Quimicos auxiliares
Residuos solidos
Energia: X Cinzas;
Ar Emlsso,eg Dregs, grits;
Aqua Atmosféricas Lama de cal; cascas;
9 NOx, SOz; CO; COgz; Rejeitos da depuracéo;
TRS; VOC; Lodo primario; lodo bioldgico;
Compostos de cloro; Residuos gerados em areas
Material particulado comuns.
v
Emissdes hidricas
DQO; DBO;
Extrativos da madeira;
AOX (compostos org.
clorados);
Cloratos; N; P;
Solidos suspensos;
Metais e sais com cor
Fonte: PIOTTO, 2003
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Adicionalmente, a producéo de CB, além de ser mais rapida, independe e nao
requer grandes espacos (FARIA, 2002). Uma comparacéo entre as propriedades da

celulose vegetal e a celulose bacteriana pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparacao entre as propriedades da celulose vegetal (CV) e celulose
bacteriana (CB).

Propriedades CB Cv
Largura da fibras 0,07 a 0,13 pm 30a 75 pum
Cristalinidade 65 a 98 % 55 a 65%
Grau de polimerizacao 2000 a 6000 13000 a 14000
Agua 98,5 % 60 %

Fonte: PECORARO, 2008

A aplicabilidade da CB vem sendo estudada nas mais diferentes areas. Na
industria alimenticia, o primeiro uso de CB foi como nata de coco em 1949 (Figura
4). A nata de coco é uma iguaria muito apreciada nas Filipinas e em outros paises,
sendo produzida a partir da agua ou leite de coco (CHAWLA et al., 2009, BUDHIONO
et al.,, 2000). Além de ser consumida como sobremesa, existem empresas que

desenvolvem sucos (Figura 5) contendo nata de coco (SUNLEE, 2013).

Por tratar-se de uma fibra dietética, a CB oferece diversos beneficios a saude
e pode ajudar a reduzir o risco de desenvolvimento de doencas crbnicas como
diabetes, obesidades, doencas cardiovasculares e diverticulites. Em 1992, foi
regulamentada pela FDA (Food and Drug Administration) como segura (Generally
Recognized as Safe - GRAS) (CHO; ALMEIDA 2012; SHI et al., 2013).

A associacdo de nanofibras de CB a polimeros condutores aumenta sua
aplicabilidade tanto na area cientifica como na industria. Alguns exemplos s&o:
baterias recarregaveis, dispositivos eletrénicos, sensores quimicos, térmicos e
mecanicos, colas e tintas condutoras. Na industria de cosméticos, a CB é utilizada
como hidratantes e adstringentes. Em empresas de aparelhos eletroacusticos ela é
utilizada como pelicula para aparelhos de audio de alta qualidade. Uma das areas de
maior desenvolvimento nos ultimos anos e que utiliza a celulose bacteriana é a area

biomédica, com exemplos representativos na engenharia de tecidos, onde a CB é
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utilizada como enxertos vasculares, cartilagem, barreira antimicrobiana, pele artificial,
regeneracao neural e curativos (PECORARO et al., 2008, ANDRADE et al., 2010;
YANG et al,. 2011; MULLER, 2012; HUANG et al. 2014).

Por apresentar estrutura nanofibrilada (cerca de cem a mil vezes mais finas que
a celulose extraida de planta) a CB possui propriedades fisicas e mecanicas Unicas
gue Ihe conferem resisténcia a tracao e valores de extensibilidade semelhantes a pele
humana, além do que foi recentemente demonstrado a compatibilidade da CB com a
pele para aplicacdes dérmicas, 0 que estende ainda mais o leque de aplicacdes desse
biopolimero (ALMEIDA, 2014)

Figura 7 - Nata de coco. Figura 8 - Suco de fruta com nata de coco

Fonte: www.wongcoco.com Fonte: www.sunlee.com

3.4 Micro-organismos: Caracteristicas e biossintese de CB

A celulose pode ser sintetizada por um infinidade de organismos vivos, no
entanto quando se fala da obtencdo deste polissacarideo, logo o nosso raciocinio
associa a recursos como arvores e plantas de algodédo, haja vista que essas séo as
mais conhecidas fontes de producéo industrial e processamento de celulose. No
entanto, a celulose pode ser sintetizada por bactérias (Gluconacetobacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Achromobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Rizobium, Sarcina e
Salmonella) como ja mencionado anteriormente (BROWN, 2004; SHODA; SUGANO,

2005; HUANG et al. 2014), porém as bactérias do género Gluconacetobacter foram
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consideradas as mais eficientes produtoras de CB (STEINBUCHEL,; DOI, 2005) sendo
até hoje as mais estudadas.

O primeiro relato de producao celulose bacteriana foi feito por Adrian Brown em
1886 quando observou, na superficie de uma fermentacédo de vinagre, um material
gelatinoso e constatou que tratava-se de celulose. A bactéria produtora do novo
material foi identificada como Acetobacter xylinum (BROWN, 1886). Com base em
estudos filogenéticos essa bactéria foi reclassificada, sendo incluida no género
Gluconacetobacter como G. hansenii (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA, 1997)

A espécie G. hansenii apresenta morfologia de bastonetes retos ou
ligeiramente curvos, alongados variando de 0,6 a 0,8 x 10 um, podendo ser ou néo
moveis. Sao tolerantes a condi¢bes acidas, gram-negativos, estritamente aerdbios,
nao fotossintéticos, com uma temperatura 6tima para crescimento entre 15 e 34°C, e
temperatura para inativacao entre 65 e 70 °C (KLEMM et al. 2005). Essa bactéria pode
ser encontrada na superficie de frutas e vegetais em decomposicao, no vinagre e em
bebidas alcodlicas e tem a capacidade de utilizar uma variedade de substratos
carbOnicos, tais como glicose, frutose, sacarose, entre outros, para a biossintese de
celulose. A via bioquimica mais compreendida envolve a conversao da glicose como
substrato exdégeno a celulose (TONOUCHI et al 1996, RECOUVREUX, 2008).

Devido a sua capacidade de sintetizar CB, G. hansenii tem sido considerada
um organismo modelo para o estudo da biossintese de celulose (ROSS; MAYER,;
BENZIMAN, 1991; CHAVEZ, et al., 2004; ANDRADE et al., 2010).

A sintese de CB por G. hansenii é constituida por um complexo processo que
envolve trés etapas principais. A primeira etapa refere-se a polimeriza¢édo de residuos
de glicose em cadeias 1—4 glucanas. A segunda, corresponde a secrecao
extracelular das cadeias lineares e a terceira etapa corresponde a organizacao e
cristalizacdo das cadeias de glucana, através de ligacdes de hidrogénio e forcas de
Van der Walls, dispostas em tiras (CHAVEZ et al., 2004; HA et al., 2008; CHAWLA et
al., 2009).

A producédo de celulose bacteriana (CB) por G. hansenii pode ser obtida em
laboratorio utilizando cultivos tanto em meios solidos como liquidos e sob condigbes
estaticas e agitadas (WATANABE et al., 1998; DONINI et al., 2010)
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3.5 Processos de Producéo de Celulose Bacteriana: C  ultivo Estatico e
Agitado
A escolha da condicdo de producdo de CB dependera da sua aplicacédo apos

seu desenvolvimento. As condi¢des utilizadas podem ser estatica e agitada.

No processo de producao estatico, uma pelicula gelatinosa de CB é acumulada
na superficie do meio de cultura na interface ar/liquido (KRYSTYNOWICZ et al., 2002).
IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO (2000) constataram que CB é formada para que
0 micro-organismo se proteja de reacdes adversas do ambiente, como exposicéo a
luz ultravioleta, além de manter o ambiente umido evitando a desidratacéo e facilitar
a difusdo dos nutrientes para a bactéria. Outros autores relataram que, sendo a
bactéria produtora de celulose estritamente aerdbica, a formacdo da pelicula é
simplesmente para manter sua posi¢cao perto da superficie da solucdo da cultura, onde
0 oxigénio é mais abundante (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

A producdo de CB em cultivo estatico possui a vantagem de ser um método
simples, de baixo custo e, embora apresente algumas desvantagens que podem
dificultar o processo, como o controle e padronizac¢do do inéculo, o monitoramento da
temperatura e pH e determinacao da quantidade de oxigénio dissolvido no meio, ainda
€ muito utilizado (HESTRIN; SCHRAMM 1954; KRYSTYNOWICZ et al., 2002;
CHAWLA, 2009).

Tradicionalmente a cultura é desenvolvida em bandejas rasas, permanecendo
cobertas por um periodo de 5 a 20 dias, até que uma pelicula cubra a superficie do
meio de cultivo da bandeja. A pelicula é entdo removida, lavada, geralmente com
hidroxido de sodio, para eliminar as bactérias, e, apés a lavagem, esta pronta para
ser utilizada na aplicagéo desejada (RECOUVREUX, 2008)

A celulose bacteriana produzida sob condi¢cbes agitadas, apresenta-se em
forma de pellet ou de emaranhado de fibras e tem como objetivo o aumento da
producdo. O material obtido apresenta desvantagens de possuir baixa resisténcia
mecanica e menor indice de cristalinidade, quando comparada a CB obtida a partir de
cultivo estético, porém CBs produzidas em cultivo agitado possuem vantagens de ter
uma maior capacidade de absorcdo de agua e uma maior viscosidade (WATANABE

et al. 1998; DONINI et al., 2010). Bactérias produtoras de celulose, quando séo
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transferidas para culturas agitadas, podem espontaneamente se transformar em
linhagens n&o produtoras de celulose, implicando no aumento da densidade celular e
resultando em um baixo rendimento de celulose (RECOUVREUX, 2008).

3.6 Variaveis do Processo em Cultivo Estatico

Diversos fatores influenciam a producéo e as propriedades da CB, desde a
linhagem utilizada até questdes como composi¢cao do meio, pH, temperatura e tempo
de incubacgao. Determinar um meio ideal e um conjunto adequado de condi¢des de
crescimento que permitam altos niveis de producdo de celulose agregaria
caracteristicas necessarias para ampliacdo desta tecnologia para uma situacao
industrial (RUKA; SIMON; DEAN, 2012).

O pH 6timo do meio de cultura para a producdo de celulose bacteriana varia
entre 4,0 a 6,0. Durante a producdo fermentativa, o pH do substrato fermentado
diminui devido ao acumulo de acido glucénico, acético ou latico e o rendimento da
celulose tende a diminuir quando o valor do pH encontra-se abaixo de 4,0. Essa
diminuicdo ocorre, principalmente, quando a celulose bacteriana é obtida a partir de
substrato rico em glicose, portanto, € de vital importancia otimizar e controlar o pH da
fermentacao dentro de um intervalo 6timo de valor de pH (MASAOKA; OHE; SAKOTA,
1993; KONGRUANG, 2008).

A temperatura de incubacdo € um fator de fundamental importancia na
fermentacao, pois afeta tanto o crescimento do micro-organismo como a producéao de
celulose (CHAWLA et al., 2009). Na maioria dos estudo realizados utilizando espécies
do género Gluconacetobacter foi observada uma temperatura O6tima para a
fermentacdo em uma faixa de 28 a 30°C (PECORARO et al., 2008, HUNGUND;
GUPTA, 2010).

No que se refere a composicao do meio de cultura, a literatura relata estudos
realizados relacionados a capacidade das bactéria do género Gluconacetobacter em
metabolizar diferentes fontes de carbono e o impacto sobre o rendimento na producao
de CB, visto que a composicao e a quantidade de acucar disponivel no substrato é de
vital importancia para o metabolismo das mesmas (RAMANA; TOMAR ; SINGH, 2000;
KESHK; SAMESHIMA, 2005; MIKKELSEN et al., 2009).
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Diversas fontes de carbono (monossacarideos, oligossacarideos, alcool, e
acidos organicos) ja foram utlizadas para maximizar a produgdo de celulose
bacteriana por muitas espécies de bactérias do género Gluconacetobacter (YANG et
al., 1998; ISHIHARA et al., 2002; KESHK; SAMESHIMA, 2005; JUNG; JEONG, et al.,
2010).

Glicose, sacarose e manitol, foram consideradas as fontes de carbono 6timas
para a producao de celulose por G. xylinum NCIM 2526 (RAMANA; TOMAR; SINGH,
2000). G. hansenii PJK (KCTC 10505 BP) produziu 1,72 g/L de celulose quando
glicose foi fornecida como fonte de carbono (PARK; JUNG; PARK, 2003).

RAMANA, TOMAR e SINGH (2000) relataram que entre os substratos de
carbono, a lactose, a galactose, acido citrico, amido e maltose produziram menos do

que 2,0 g/L de celulose.

3.7 Fontes Alternativas de Carbono para Producdo  de Celulose

Uma boa parte dos estudos realizados para producdo de celulose bacteriana
baseiam-se em meios de culturas contendo agucares simples e puros como fonte de
carbono, o que chega a aumentar o investimento nesta producéo, visto que a
fermentacao é responsavel por cerca de 30% do custo total do processo. Logo, um
dos aspectos mais importantes do processo fermentativo é o desenvolvimento de um
meio de cultura rico em acucar e de baixo custo (OIKAWA; OHTORI; AMEYAMA,
1995; CHAO; SUGANO; SHODA, 2001; RIVAS et al., 2004; JUNG, JEONG, et al.,
2010).

Ha uma grande quantidade de residuos organicos ou subprodutos
agroindustriais que, em muitos casos, ndo sdo comercializados e acabam sendo
descartados de forma inadequada na natureza acentuando ainda mais a poluicdo. No
entanto, muitos deles sdo ricos em acgucares tais como glicose, frutose, sacarose e
lactose, bem como nutrientes (nitrogénio e vitaminas) que podem ser (teis para a
sintese de celulose (ALMEIDA et al., 2008; CASTRO et al., 2011;KUROSUMI et al.,
2009). Sua utilizacdo na producéo de CB pode ser uma alternativa interessante para
reduzir os custos de producao e agregar valor a importantes cadeias agroindustriais
(JEONG et al., 2010).
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Diversos estudos sobre a producao de CB a partir de substratos de baixo valor,
ja foram realizados, na tentativa de diminuir custos de producao, utilizando sumos de
frutas e residuos ou subprodutos industriais (KUROSUMI et al., 2009; CARREIRA,
2010; GOMES, 2011; GOMES et al., 2013).

A partir de agua de coco e sumo de ananas, ambos suplementados com extrato
de levedura e etanol, produziu-se CB de cerca de 500 g/L (peso umido) apds 14 dias
de cultivo estatico (KONGRUANG, 2008). Sumos de sucos de frutas (ananas, maca
laranja, péra e uva japonesa), foram estudados e quantidades significativas de CB
foram obtidas a partir do sumo da laranja (6,9 g/L) e péra japonesa (4,8 g/L) ambos
suplementados com 2,0 % de peptona, 0,5 % de extrato de levedura e 0,12 % de acido
citrico (KUROSUMI et al., 2009).

Uma alternativa significativa para reducdo de custos é ir além do uso de
residuos industriais utilizando-se também fontes alternativas de carbono vindas de
recursos renovaveis que compdem a flora brasileira, agregando valor a muitas
espécies que ainda apresentam potencial para novas aplicacbes, como € o0 caso da

algaroba, fruto da algarobeira.

Sendo assim, avaliou-se o potencial da algaroba como substrato alternativo
para producdo de CB afim de gerar uma alternativa ao meio sintético e caracterizou-
se essa celulose a partir de métodos que comprovassem que o material obtido era

mesmo CB.
3.8 Celulose Bacteriana: Propriedades

A CB possui propriedades singulares como, alta resisténcia a degradagéo,
retencdo de agua, cristalinidade, hidrofilicidade, além de possuir uma estrutura
tridimensional em escala nanométrica. Essas caracteristicas a tornam um material
promissor e que tem sido utilizado em diversas areas como alimenticia, farmacéutica,
odontologia, eletrénica e biomedicina (CZAJA et al., 2006; TROVATTI et al., 2011;
CASTRO et al., 2011).

A pelicula de CB, apds passar por processo de secagem pode ser aquecida a
temperaturas maiores que 300°C até que comece a se decompor com sua degradacgao
ocorrendo em torno de 500°C (BARUD et al., 2007; CHAWLA et al., 2009; GEA et al.,

2012).Essa caracteristica pode ser observada através de ensaios térmicos, como
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analise termogravimétrica (TGA), que acompanha a variacdo de massa da amostra
em funcéo da temperatura e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) que monitora
as variacOes de entalpia sofridas na amostra em relacdo a um material termicamente
inerte, em funcao da temperatura (DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

A celulose bacteriana é essencialmente caracterizada por ter uma estrutura
cristalina na forma de rede tridimensional, onde as cadeias de celulose se agrupam
por ligacdes por pontes de hidrogénio e formam nano e microfibras (IGUCHI;
YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). A CB apresenta um indice de cristalinidade entre
60 e 90%, considerado elevado, quando comparado ao da celulose extraida de
plantas (40 a 60%). O grau de cristalinidade da CB varia de acordo com sua origem e
pré-tratamento e pode ser definido como a proporcéo relativa de polimero com zonas
altamente ordenadas A cristalinidade de um a pelicula de CB pode ser determinada
por analise de difracdo de Raios X (PECORARO et al., 2008).

A hidrofilicidade da CB € um parametro muito importante a ser determinado,
principalmente quando se tem interesse em interagir a pelicula de CB com outro
material. A hidrofilicidade esta diretamente ligada capacidade de adsor¢éo da pelicula.
O carater hidrofilico/hidrofébico da pelicula de CB é uma propriedade superficial que
pode ser calculada através da medicédo dos angulos de contato formados na superficie
da CB por um liquido de referéncia polar, a agua (NUNES, 2012). A pelicula de CB
possui carater hidrofilico, apresentando medidas de angulos de contato, formados
pela agua, menores que 50°. PERTILE (2010) e NUNES (2012) analisando a
superficie da CB obtiveram medidas de angulos de contato de 27° e 42°

respectivamente.

4. Material e Métodos

4.1 Material: Substrato e Micro-organismo

Obtencéo do substrato

As vagens de algaroba foram coletadas nos municipios de Trairi, CE (TR) e
Campina Grande, PB (CG). A obtencédo do substrato seguiu as etapas representadas
no fluxograma da Figura 8.
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Figura 9 — Fluxograma de obtencéo do extrato de algaroba.

Vagens de Algaroba

Y

Reducado de tamanho — quebra manual

Y

Imersdo em agua destilada na
proporcao 1:2 (m/v) — 24h

4

Trituracdo em liquidificador industrial e
separacao da parte sélida da parte liquida por
peneiragem

J

Centrifugacao (19300 g / 15min/20 °C) e
obtencao do extrato de algaroba

Y

Armazenamento a -18 °C

Micro-organismo

A estirpe de G. hansenii ATCC 23765 foi adquirida da Colecdo de Cultura da
Fundacao André Tosello (codigo CCT 1431) e mantida congelada a temperatura de -
18 °C em 20% (v/v) de glicerol.

4.2 Métodos

Caracterizacao do Substrato

Os extratos de algaroba (TR e CG) foram caracterizados quanto aos teores de
acucares totais, solidos soluveis totais, nitrogénio total e pH. O teor de solidos

soluveis, pH e densidade do extrato de algaroba foram determinados seguindo as
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normas par procedimentos e determinacdes gerais do Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008).
A quantificagcdo de acucares foi medido por cromatografia liquida de alto eficiéncia
(CLAE) e pelo método do acido dinitrosalisilico (DNS) sem nenhuma modificacao.
(GOUVEIA et al., 2009; MILLER, 1959)

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada sob as
seguintes condi¢des: Pré-coluna Varian PL Hi-Plex Ca Guard (50 x 7.7mm), coluna
Varian PL Hi-Plex Ca 8um (300 x 7.7mm) mantida a 60 °C; detector de indice de
refracdo Varian 355 RI Pro Star, tendo como fase moével &gua grau Mili-Q filtrada com
fluxo de 0,5 mL minutol. O volume de amostra injetada foi de 20 pyL. As amostras
foram previamente filtradas em pelicula de acetato de celulose ME25 com poro de
0,45 pm e cartucho C18 (GOUVEIA et al., 2009)

O nitrogénio total foi quantificado empregando-se o método micro-Kjedahl
(AOAC, 1995). A densidade do extrato de algaroba foi obtida através do método do
picndmetro (IAL, 2008).

Obtencéo do Inéculo

O meio de cultura utilizado para producéo de CB e manutencao da estirpe foi
descrito por Hestrin e Schramm (HS) que é composto por 20 g/L de glicose, 5 g/L de
peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 1,15 g/L &cido citrico e 2,7 g/L de NazHPOa4. O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,0 com uma soluc¢do de &cido citrico na
proporcao de 1:1(v/v) (HESTRIN; SCHRAMM, 1954). O meio HS também foi utilizado

como meio de referéncia para producéo de CB.

A estirpe de G. hansenii foi previamente ativada em caldo manitol contendo 5
g/L de extrato de levedura, 3 g/L de peptona e 2,5 g/L de D-manitol e incubada a 30°C
por 48 horas.

O indculo foi obtido por meio da adicdo de 3% da cultura contendo bactéria G.
hansenii, previamente ativada, em caldo HS esterilizado a 121 °C por 15 minutos e

incubado a 30°C por 72 horas.

Um estudo preliminar foi realizado para determinar o tempo de incubacéo ideal
para obtencado do inéculo (72 horas). Este experimento foi realizado através da leitura

espectrofotométrica a 600 nm, por 9 dias de incubacao (Anexo).
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Aumento da Producao da Celulose Bacteriana

Todos o0s ensaios para 0o aumento da producdo de CB (variagcdo de
concentracdo de acucar, pH, influéncia da suplementagéo do extrato de algaroba com
extrato de levedura e do tempo de fermentacdo) foram realizados em 100 mL do
extrato de algaroba, esterilizado a 121 °C por 15 minutos, inoculado com 3% de cultura
(v/v), em placas de Petri de 14,5 cm de diametro, incubadas a 30 °C por cinco dias,
exceto o teste da influéncia do tempo de fermentacdo. Os ensaios foram realizados
em fermentacdo submersa em cultivo estatico com trés repeticdes e as médias dos

resultados foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

(a) Influéncia da concentracéo de acucar inicial na producéo de CB

A partir do extrato concentrado foram realizadas diluicbes para se obter as
seguintes concentragdes iniciais de acucar total: 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 15; 20 e 30 g/L.
Esses ensaios foram realizados fixando o pH em 5 e conduzidas por 5 dias.

(b) Influéncia do pH do meio na producgéo de CB

ApOs a determinacédo da concentracao de acucar onde se estabeleceu a melhor
producéo de celulose em g/L, foi realizada a variagao do pH inicial do substrato com
0 objetivo de verificar em qual pH obtinha um maior rendimento de CB. O pH das

formulagbes, para uma mesma concentragdo de agucar, variou de 4,0 a 8,0.

(c) Influéncia da suplementacao do meio como fonte de nitrogénio na
producao de CB
O extrato de algaroba foi suplementado com extrato de levedura e avaliado em
diferentes concentracdes (0; 1; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 15 g/L), a fim de verificar o aumento
da producao de CB (g/L) fixando os dois paramentos (concentragdo de agucar inicial

e pH) analisados anteriormente.

(d) Influéncia do tempo de fermentacdo na producéo de CB

Um estudo da influéncia do tempo na producédo de CB com duracgéo de 15 dias
foi realizado. As coletas das peliculas e dos extratos fermentados para as analises de
acucares foram realizadas do 1° ao 9° dia com amostras retiradas a cada 24 horas e,
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posteriormente, essas coletas ocorreram em intervalo de dois dias (11°, 13° e 15°
dias). A influéncia do tempo de fermentacao foi avaliada fixando-se os melhores
resultados para concentracao inicial de acucar, valor de pH e suplementacéo obtidos

nos ensaios anteriores realizados no extrato de algaroba.

Nesta etapa, o0 meio de referéncia HS, utilizado como padrdo de comparacéo,
foi utilizado de duas formas: HS modificado (45,8 g/L de glicose,45,8 g/L de frutose,
25 g/L de peptona, 10g/L de extrato de levedura) de acordo com as caracteristicas
do extrato de algaroba em relacdo a acucares predominantes e quantidade de
nitrogénio presentes e meio HS com suas concentracdes de referéncia (20 g/L de
glicose, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 1,15 g/L &cido citrico e 2,7 g/L
de Na2HPOa).

Purificacédo das Peliculas de CB e Analise do Extrato Fermentado

Apbs o processo fermentativo, as peliculas foram coletadas, lavadas em agua
corrente e purificadas em solucado de NaOH 4% (m/v) a 80 °C por 30 minutos para que
toda a carga microbiana e 0 excesso de substrato fossem retirados. Apés a purificagao
as peliculas foram lavadas em agua destilada até pH neutro. Este método foi adaptado
de trabalhos que utilizaram tratamento alcalino como forma de purificagédo da CB
(SON et al. 2001; KESHK; SAMESHIMA, 2005; KONGRUANG, 2008; KUROSUMI et
al. 2009).

A massa de celulose foi determinada através de secagem e pesagem da
pelicula em balanca de infravermelho a uma temperatura de 170 °C. O rendimento
de celulose Ycess (%) foi calculado utilizando a Equacédo 1 e o agucar consumido foi
calculado de acordo com a Equagéo 2.

Yceis (%) = mCB/ (Si— Sr) x 100 Q)
Acucar Consumido (%) = (AS / Si) x 100 (2)
Onde mCB é a massa seca de celulose produzida, Sié a quantidade de agucar

inicial, St € a quantidade de agucar final no meio fermentado e AS é a quantidade de

substrato consumido na fermentagéo.
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4.2 Caracterizacdes da pelicula de CB

As peliculas produzidas nas condi¢cdes melhores condi¢cdes avaliadas foram
previamente secas em estufa a 100 °C por 15 min e caracterizadas por
termogravimetria (TGA), calorimetria exploratdria diferencial (DSC), difracdo de raios
X (DrX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para a
analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) as peliculas foram liofilizadas.

A umidade das peliculas também foi detectada através da desidratacdo das
mesmas em balanca de infravermelho a 170°C apdés retirada parcial de agua com

papel absorvente até peso constante.

As analises termogravimétricas foram realizadas em um analisador
termogravimétrico Shimadzu modelo TGA-50, conduzidas entre 20 e 950 °C, a 10
°C/min, sob atmosfera de nitrogénio em fluxo de 40 mL/min. As massas das amostras

foram uniformizadas para valores compreendidos entre 5-10 mg.

As andlises de calorimetria exploratoria diferencial foram obtidas utilizando um
equipamento DSC-Q20 dpUnion sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50mL/min
a uma razao de aquecimento de 20 °C/ min e temperatura final de 400 °C. O peso das
amostras das peliculas de extrato de algaroba e meio de referéncia HS foram 5,7 e
6,1 mg respectivamente.

O experimento para determinacdo de DRx foi realizado no Departamento de
Fisica da Universidade Federa do Ceara. Os difratogramas de raio X foram obtidos
em difratbmetro para amostras policristalinas modelo XPert Pro MPD — Panalytical,
com tubo de Cu em 40 kV e 40 mA na escala de em 26. O intervalo angular (em 26)

utilizado foi de 3° a 50° com uma velocidade de varredura de 0,5°/min.

A deconvolucéo dos picos do difratograma foi realizada utilizando-se fungéao
Gaussiana feita pelo software PeakFit® da Systat Software Inc (SigmaPlot®). O indice
de cristalinidade foi calculado dividindo-se a area de picos cristalinos pela area total

do difratograma.

A Equacéao 3 foi usada para o célculo do indice de cristalinidade,

1C% = —¢ A3)

Ic+1a
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Onde IC (%) representa a fracdo cristalina em porcentagem, Ic e Ia representam a

area total dos picos cristalinos e do halo amorfo, respectivamente.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier (FT-IR) foram obtidos na faixa de 4000 a 600 cm™, com
resolucdo de 4 cm? e 25 varreduras. O equipamento utilizado foi um Cary 660
(Agilent), do Laboratorio Multiusuério de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa
Agroindustria Tropical, usando-se médulo ATR de seleneto de zinco.

Para a visualizacao por microscopia eletronica de varredura (MEV), secdes das
amostras foram montadas em “stubs” e cobertas com uma fina camada de platina em
aparelho de cobertura metélica, da marca Emitech, modelo K 550, encaminhadas ao
microscopio eletrébnico de varredura Zeiss DSM940A e visualizadas sob uma
aceleracéo de voltagem de 15 KV, em diferentes aumentos.

Os angulos de contato foram medidos de acordo com a norma ASTM D-5725-
99 (ASTM, 2003) para avaliar a hidrofilicidade/hidrofobicidade da CB que foi
observada por meio da variacdo das medidas de angulo de contato em funcéo do
tempo (em segundos). As amostras de CB obtidas da fermentacdo do extrato de
algaroba e do meio sintético HS foram cortadas nas dimensdes de 3 cm de
comprimento e 3 cm de largura. Cada amostra foi colocada ao goniometro de angulo
de contato GBX Instrumentation Scientifique acoplado a uma camera Pixelink Nikon

com sistema de anélise de imagens, operado em atmosfera e a temperatura ambiente.

A analise de angulo de contato foi realizada através do depdsito de gotas de
agua deionizada sobre a superficie das peliculas, com dimensdes de 3 cm x 3 cm,
com auxilio de uma seringa acoplada ao sistema de medida de angulo de contato. As
imagens foram capturadas por uma camera Nikon logo apés a formacéo da gota e o
angulo obtido na superficie do material polimérico foi calculado pelo programa ImageJ.
O éangulo de contato formado entre a superficie da CB e a gota de &gua foi
acompanhado em funcéo do tempo. Para cada amostra, o volume da gota depositada
foi o0 mesmo e medido por meio de uma seringa monitorada por um parafuso
micrométrico. A evolucdo do formato da gota foi acompanhada por um sistema de
andlise de imagens. Devido a variacdo da rugosidade da superficie das amostras,
pode-se obter uma grande disperséo de resultados entre uma gota e outra. A fim de
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minimizar estes erros, para cada material foram realizadas 7 repeticdes e realizada,
pelo menos, 5 medicdes em cada imagem e o valor médio de angulo de contato

formado foi considerado para caracterizar cada material.

5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacéo dos substratos

Os resultados da caracterizacéo fisico-quimica dos extratos de algaroba estao
apresentados na Tabela 2. No presente trabalho, os parametros avaliados foram:
composicdo e identificagcdo de acguUcares, nitrogénio, determinacdo do pH e sélidos

soluveis totais (SST).

Os teores de agucares totais dos extratos variaram de 93,7g/L (TR) a 89,8 g/L
(CG), sendo a frutose o principal constituinte. Esse carboidrato comp&e em torno de
38% (m/v) o extrato de algaroba do Trairi e 35% (m/v) o extrato de Campina Grande,
seguido de celobiose com 33 e 32%, respectivamente e glicose contribuindo com
cerca de 28% (TR) e 31% (CG) (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristica fisico-quimica dos extratos estéreis de algaroba de Trairi
(TR) e Campina Grande (CG)

TR CG

Sdlidos Solaveis Totais (°Brix) 16,3+0,2 15+0,2
Frutose (g/L) 37,2+0,3 33,8+0,1
Celobiose (g/L) 25,6 +1,2 28+1,1

Glicose (g/L) 30,8+0,5 29+0,3
Nitrogénio Total (g/L) 1,10£0,1 2,0x0,1
pH 4,7+0,3 5,02+0,3
AcuUcares Redutores Totais (g/L) 93,7+0,2 89,8+0,3

O teor de nitrogénio dos extratos variou de 1,1 g/L (TR) a 2,0 g/L (CG), sendo
similares ao encontrado no HS (1,2 g/L), meio sintético de referéncia para producao
de CB. Esses resultados séo interessantes pois a frutose e a glicose foram relatados
na literatura como melhores fontes para a producdo de CB (HUNGUND; GUPTA,
2010).
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Estudos realizados por BORGES, 2004, SILVA et al 2007 e OLIVEIRA, 2011
mostram a composicao centesimal da algaroba (vagens, sementes, vagens +
sementes, folhas, farinha das vagens inteiras, melado concentrado das vagens)
porém para o extrato aquoso retirado da trituracdo das vagens ainda nao foi
encontrado nenhum relato na literatura, o que impossibilita a comparagdo com
resultados obtidos nesse estudo devido a diferentes condi¢cbes que a algaroba é
submetida em cada trabalho realizado. O que se pode observar € que, para cada
pesquisa realizada, a algaroba possui quantidades significativas de acucares
redutores, proteinas e nitrogénio total, porém a contribuicdo e identificacdo de cada
acucar nao € mostrada individualmente (GONZALEZ, et al 2008; SILVA et al 2009).

Os teores de acucares redutores totais relatados na literatura variam de acordo
com as condi¢des de cultivo da planta. Borges (2004) e Oliveira (2011), avaliando a
composicao de aclcares redutores das vagens da algaroba encontraram 3,4 g/100g
(32,8 g/L) e 4,03 g/100g (43,5 g/L) respectivamente. Para a farinha da algaroba, Silva
e colaboradores (2007) obtiveram uma concentragdo de agucares redutores de 4,69
g/100g equivalentes a 49,7 g/L. Os resultados da literatura em g/100g foram
convertidos em g/L a partir do célculo (ndo mostrado) pela densidade do extrato de
algaroba (p = 1007,8 g/L).

Vale ressaltar que esse € o primeiro estudo sobre a utilizacdo de extrato de
algaroba na producdo de celulose bacteriana. No entanto ha muitos trabalhos
realizados que utilizam outras fontes de carbono (sumos de frutas, agua de coco, licor
do cozimento de sulfito, licor do folheto de uva, efluente do processamento da batata,
agua da casca do processamento do arroz, residuo da casca do café) alternativas ao
meio sintético HS. (KESHK, RAZEK; SAMESHIMA, 2006; GOELZER et al., 2009;
KUROSUMI et al., 2009; CARREIRA et al., 2011; RANI; APPAIAH, 2011).

5.2 Influéncia da concentracao inicial de agucar na producao de CB a partir
de extrato de algaroba
O efeito da variagdo da concentragdo inicial de acucar utilizando extrato de

algaroba como fonte alternativa € apresentado na Tabela 3.

De acordo com os resultados, observa-se que a bactéria produziu CB em todos
0s pontos do intervalo de concentracdo de agucar estudado e que o ganho de massa
de celulose observada para concentracdes de 5,0 a 30 g/L variou de 0,3 a 0,8 g/L,
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com um aumento gradativo da producdo a medida que a concentragao inicial de

acucares foi aumentando.

A diferenca entre os valores de rendimento nao foi significativa a nivel de 95%
de confianga, permanecendo em torno de 5%, com destaque para a concentracao de
acucar de 5 g/L que apresentou um rendimento de 9%, porém, nesta concentracéo,
foi obtida o menor ganho de massa e uma pelicula visivelmente fragil ao manuseio.
Tais resultados indicam que a essa concentracao a bactéria nao favoreceu a producéo

de CB haja vista o elevado consumo de acglcar nesse experimento.

Tabela 3 - Efeito da concentracdo inicial de agucar na producdo de CB (ACB) e
rendimento (Ycess) por G. hansenii, utilizando extrato de algaroba da regido do Trairi

como fonte alternativa.

Concentragao Actcar
T : 0 :
inicial ?;Sgucar ACB (g/L) Consumido (%) Ycais (%) pH Final
5 0,3 £0,002 66 + 0,012 9,0 +£0,04° 5,5 +0,14¢
7,5 0,4 +0,042° 56,4 +1,13¢ 5,0 +£0,40% 5,6 +0,10¢
10 0,4 +£0,022° 73,0+ 0,212 5,0 £0,122 4,6 £0,012
15 0,5+0,11bc 73,7 +0,15° 4,8+ 1,002 4,7 +0,012
20 0,6 +£0,03°¢ 69,5 + 0,202 4,3+ 0,29% 4,7 +0,028
30 0,8 +0,08¢ 68,3 + 0,042 7,0 +£0,75% 4,5+0,18%

* Letras iguais (a, b, c, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferengas significativas a= (0,05).

Destaca-se, também, a concentracao de acgucar de 30 g/L, na qual foi obtido
um maior ganho de massa de CB, com um rendimento de 7% e um consumo de

acucar maior que 50% (Tabela 3).

Os valores de pH do extrato de algaroba fermentado ndo sofreram variacao

significativa ficando os mesmos em torno de 5.

Alguns trabalhos relatam que quando a quantidade de agucar inicial, € superior
a 20 g/L, ha interferéncia na producéo e rendimento de CB, diminuindo-os (SON et al.
2003, BAE; SHODA, 2004, KESHK; SAMESHIMA et al. 2006, JUNG, et al 2010). No

entanto, em outros estudos envolvendo diferentes meios de cultivo e micro-
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organismos é possivel se obter uma producdo significativa de CB a partir de uma
concentracéo inicial de agucar maior que 20 g/L.

CARREIRA e colaboradores (2011) avaliaram residuos agroindustriais e
observaram que a producdo de CB em cultivo estatico aumentou de 0,10 g/L para
0,63 g/L a partir extrato aquoso de pele de uva diluido contendo uma concentracéo
total de acucar de 46 g/L, sendo a glicose e galactose os carboidratos predominantes.
No presente trabalho pode-se obter uma maior produgéo de CB (0,80 g/L) a partir de
uma menor concentracao inicial de agucares (30 g/L), fato que pode ser explicado
pela diferenca dos tipos de acucares (glicose e frutose) que predominam o extrato de
algaroba utilizado. KUROSOMI et al (2009) obtiveram uma maior producgéo de CB (1,8
g/L), quando comparada com este trabalho, utilizando suco de uva com concentracao
total de acucares de 103 g/L onde a maior contribuicdo foi a da frutose (59 g/L).

Maior valor de producéo de CB (4 g/L) foi relatado em estudo utilizando bagaco
de uva proveniente da producdo do vinho branco, contendo uma concentracdo de
frutose variando de 14,5 a 22 g/L (VAZQUEZ et al. 2013).

Diante dos resultados obtidos nesta etapa, a concentracao inicial de agucar de
30 g/L foi selecionada como sendo a melhor condicao inicial para a producdo de CB

a partir do extrato de algaroba.

5.3 Influéncia do pH inicial do meio na produgéo de CB a partir do extrato
de algaroba

O efeito do pH inicial utilizando extrato de algaroba como substrato contendo
concentracéo inicial de acucar de 30 g/L € apresentado na Tabela 4, com valores de

pH variando de 4,0 a 8,0.

A producdo de celulose bacteriana variou de 0,3 a 0,8 g/L e apresentou
diferenca significativa em relagdo ao pH inicial da fermentacdo. Os melhores
rendimentos (15 e 11%) e a melhor producéo de CB (0,8 e 0,7 g/L) foram obtidos em
pH’s 4,0 e 5,0 respectivamente, e ndo apresentaram diferenca significativa a nivel de

95% de confiancga.

Em valor de pH 4,0, a producéo (0,8 g/L) de CB foi semelhante a encontrada

na Tabela 2, quando se avaliou a concentracao inicial de agucar, porém o rendimento
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(7%) e a quantidade de agucar consumido (68,3%) foram menores do que 0s

resultados encontrados na Tabela 4.

O maior consumo de acucar nao correspondeu necessariamente a maior taxa
de conversédo, pois observa-se que o consumo de acucar durante a fermentacéo
aumentou a medida que o pH do meio aumentava. Neste caso, valores mais elevados
de pH devem priorizar outras rotas metabdlicas que ndo sejam a producao de CB;
como crescimento e producdo de outros metabdlitos, haja vista um consumo de

acucar em torno de 50% e uma baixa producédo de CB em pH’s 7,0 e 8,0.

Tabela 4 - Efeito do pH inicial da fermentacdo na producdo de CB (ACB) por G.

hansenii CCT 1431 utilizando extrato de algaroba como fonte alternativa.

Acucar _
pH CB (g/L) . Yceis (%) pH final
Consumido (%)
4,0 0,8 +0,02¢ 35,7+0,132 15,8 +0,43° 4,2 +£0,022
5,0 0,7 +£0,03¢ 44,4 + 0,012 11 +0,04° 4,4 + 0,292
6,0 0,4 + 0,092 41,2 + 0,042 6,2 £ 0,752 5,6 +0,04¢
7,0 0,3+0,242 37,1+0,212 481+0,12 4,6 +£0,10°
8,0 0,6 +0,032 51,5+0,152 8,0 1,002 4,6 +0,01%

Letras iguais (a, b, c, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferencgas significativas o= (0,05).

Para todos os ensaios o pH final diminuiu ao término da fermentacao, ficando
em torno de 4,5. A literatura relata a formagéo de acidos organicos (acético, citrico,
latico, glucbnico) no meio de cultivo durante a producdo de CB acarretando uma
diminuicdo da producédo apés um determinado tempo de fermentacéo, que varia de
acordo com a estirpe utilizada, destaca-se, ainda, que a producdo de CB diminui
guando o pH inicial do substrato é abaixo de 4,0 (KONGRUANG, 2008; CHAWLA et
al. 2009).

O pH 6timo para producéo de CB depende da estirpe bacteriana, porém o que se
atribui quando esse parametro € estudado é um faixa de pH levemente acida a neutra
(pH de 4,0 a 6,0) (HESTRIN; SCHRAM, 1954; BIELECKI et al., 2005; KONGRUANG,
2008; CARREIRA, 2011).
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Para estudo utilizando bactérias do género Gluconacetobacter (CASTRO et al.,
2012) um maximo de producédo de CB (4,6 g/L) foi obtido em meio &cido, com valor

superior ao encontrado neste trabalho (pH 4,0)

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4, optou-se, por utilizar o

valor de pH 4,0 como valor 6timo para producdo de CB no decorrer do estudo.

5.4 Influéncia da suplementacao do meio com fonte d
producao de CB

e nitrogénio na

Os resultados da influéncia da suplementacdo do extrato de algaroba utilizando
diferentes concentracdes de extrato de levedura como fonte de nitrogénios sao
apresentados na Tabela 5. As concentracoes de extrato de levedura no substrato
variaram de 0 a 20 g/L.

De acordo com a Tabela 5, a produgéao de CB variou de 0,6 a 1,4 g/L. Observa-
se que no intervalo das concentracdes 2,5 a 15 g/L ha um aumento da producéo de
CB, havendo um crescimento ascendente dessa producdo a medida que o agucar é

consumido e, consequentemente, um aumento do rendimento.

Tabela 5 - Efeito da suplementacdo com extrato de levedura na producéo de CB por

G. hansenii utilizando extrato de algaroba como substrato.

Extrato de Acucar

Levedura (g/L) ACB (glL) Consumido (%) Yeass (%) pH final

0,0 0,8 +0,152 80,6 + 0,192 5,0 +0,80P 5,0+0,41°
2,5 0,7 £ 0,062 81,1+2,72 5,5 +1,06°¢ 5,6 +0,10¢
5,0 0,8 £0,02% 78,3 +2,62 7,3 1,672 4,5 +0,012
7,5 1,1 +0,04bc 78,6 +0,30° 9,0 £0,232 4,7 £0,02
10,0 1,2 £0,14¢ 82,1+ 0,622 8,5+0,372 4,7 +0,02%
15,0 1,4 +£0,08¢ 88,6+ 0,15¢ 9,8+0,112 4,5 +0,182
20,0 0,8 +£0,06" 79,6 +0,24° 5,3 0,08 5,0 +0,0°

Letras iguais (a, b, c, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferencgas significativas o= (0,05).

N&o houve diferenca significativa na producdo de CB, acglUcar consumido e

rendimento nas concentracdes de 7,5, 10 e 15 g/L de extrato de levedura, porém a

pelicula de CB obtida a partir da concentracdo de 7,5 g/L de extrato de levedura,
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apresentou-se quebradica e sem resisténcia ao manuseio (HESTRIN; SCHRAMM
1954; KRYSTYNOWICZ et al. 2002; CHAWLA, 2009).

Um aumento de 75% da producédo de CB foi observado quando substrato sem
suplementacdo (ACB = 0,8 g/L) é comparado ao substrato suplementado (ACB =1,2
g/L). Estudos realizados evidenciam que eficacia do extrato de levedura, utilizado
como fonte nitrogénio para producdo de CB, € a maior dentre outros compostos, como
peptona, milhocina, extrato de malte, extrato de carne e sulfato de aménia (SON et al
2001; JUNG, et al 2010; COBAIN; BIYIK 2011; GOTTSCHALK et al 2013).

A producéo e o rendimento de CB diminuiram a uma concentragdo de 20 g/L
de extrato de levedura. GOTTSCHALK e colaboradores (2013) ao avaliarem
diferentes fontes de nitrogénio em meio sintético e cultivo estatico, ndo observaram
aumento significativo na produgcéo de CB no meio de cultivo adicionado 12,5 g/L de
extrato de levedura. SON e colaboradores (2001) perceberam que a partir de uma
concentracdo de 20 g/L, avaliando um intervalo de 10 a 80 g/L de extrato de levedura,

a producéo de CB permanecia praticamente inalterada apds 7 dias de fermentacéo.

COBAN e BIYIK (2011) avaliaram o efeito do extrato de levedura utilizando
diferentes fontes de carbono como, glicose, sacarose e frutose e obtiveram resultados
significativos para a producéao de CB 0,31g/L, 0,299/L e 0,29g/L, respectivamente.
Uma melhor producéo (2,9 g/L) de CB, utilizando Acetobacter sp. A9 foi obtida por
SON e colaboradores, em meio contendo 10 g/L de extrato de levedura como fonte

de nitrogénio.

O extrato de levedura € obtido da autélise da parede celular da leveduras
através de enzimas ou acidos presentes na célula que liberam o extrato celular e tem
como aminoacido predominante o acido glutamico possuindo também o inositol, um
importante promotor do crescimento de micro-organismos. E uma rica fonte de
nitrogénio além de possuir vitaminas e minerais essenciais ao metabolismo celular
(DAWSON, 2002; TIBBETTS, 2002; COSTA, 2004).

Diante dos resultados obtidos na Tabela 5, optou-se por escolher a
concentracdo de 7,5 g/L de extrato de levedura para suplementar o extrato de
algaroba.
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5.5 Influéncia do tempo de fermentacdo na producgao de CB a partir do
extrato de algaroba de Campina Grande em suas melho  res condi¢oes

A partir desta etapa foram consideradas as melhores condi¢des para produgéo
de CB obtidas a partir dos resultados do estudo dos efeitos da concentracéo inicial de
acucar (30 g/L), pH (4,0) e suplementacao (7,5 g/L de extrato de levedura) no extrato

de algaroba.

Os resultados para influéncia do tempo de fermentagc&o na producao de CB foi
analisada nos trés substratos: extrato de algaroba com condi¢cdes melhoradas (ALG),
HS modificado (HS MOD) e HS com suas concentracdes normais de referéncia (HS)

e sdo apresentados na Figura 10.

Observa-se que para os trés substratos utilizados o consumo de acucar
aumentou com o tempo. A producéo de CB no extrato de algaroba variou entre 0,17
e 1,4 g/L, e apresentou maior producao (1,4 g/L) ap6s 5 dias de fermentacdo. O
resultado obtido para o meio HS modificado foi maior do que o extrato de algaroba e
variou de 0,15 a 2,10 g/L, apresentando uma melhor produc¢do no décimo quinto dia

de fermentacdo.

Apenas no HS modificado, 0 maior consumo de agucar (94%) correspondeu a
maior producdo de CB (2,1 g/L), acredita-se que neste substrato a bactéria tenha
utilizado uma rota metabdlica diferente de qualquer outra utilizada pelos outros dois
substratos, favorecendo uma maior producao de CB, visto que para cada fonte de
carbono diferente utilizada na sintese de CB, é seguida uma via diferente durante o
seu metabolismo, (ROSS et al 1991; CHAWLA et al. 2009; CARREIRA, 2010).

KESHK; SAMESHIMA (2005) obtiveram uma producdo maxima de CB de 0,02
g/L, apds 7 dias de cultivo em substrato contendo frutose como fonte de carbono no
entanto, resultados diferentes foram obtidos no presente estudo, onde a producéo
maxima (1,4 g/L) de CB em extrato de algaroba contendo frutose como a principal

fonte de carbono, foi obtida apds 5 dias de cultivo.

A literatura relata que em estudos realizados com meio sintético HS utilizando
micro-organismos diferentes, como: Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245,
Acetobacter sp. V6, a producdo de CB n&o aumenta de 6 a 8 dias de cultivo, sendo
sua maxima producéo obtida de 2 a 4 dias de cultivo (SON et al 2003; KESHK;
SAMESHIMA, 2005; KESHK et al 2006, JUNG et al, 2010; MIKKELSEN et al. 2009;
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WEE et al. 2011), porém neste estudo a producdo maxima de CB em meio HS
sintético (0,91 g/L) foi obtida no décimo terceiro dia de cultivo. Este aumento no tempo
de fermentacao pode ser explicado pelas deferentes estirpes de bactérias do género
Gluconacetobacter utilizadas nos estudos.

Figura 10 — Producéo de CB (===) e consumo de acUcar (====) em extrato de
algaroba com condi¢cbes melhoradas HS modificado e em meio sintético HS em

condicao estatica durante 15 dias de cultivo a 30 °C.
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O resultado para o estudo da influéncia do tempo no rendimento da CB obtida
a partir do extrato de algaroba variou de 3,66 a 6,13% m/m (Figura 11), sendo seu
maior valor obtido no quinto dia de cultivo, o que se leva a acreditar que nesse tempo
a bactéria metabolizou o agucar contido no substrato favorecendo a producgéo e o
rendimento de CB, visto que de acordo com a Figura 10, mostrada anteriormente, a

maior producéo de CB (1,4 g/L) foi obtida também no quinto dia de cultivo.

O resultado do rendimento do extrato de algaroba comeca a decrescer com o
tempo apds atingir seu valor maximo (6,13% m/m), esse decréscimo de rendimento
pode ser explicado pela possivel formacédo de metabdlitos que inibam o crescimento

celular diminuindo a atividade microbiana, existindo, também, a possibilidade do
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micro-organismo utilizar o substrato ndo somente para producdo de CB, mas também
para manutencao celular (IGUCHI et al 2000; KESHK; SAMESHIMA, 2005)

THOMPSON e HAMILTON (2001) avaliando o comportamento de duas
estirpes de Acetobacter xylinus ATCC 10821 e 23770 utilizando glicose proveniente
de efluentes do processamento de alimentos como fonte de carbono obtiveram
maiores rendimentos 48% e 27% respectivamente. Esses valores de rendimento
confirmam que tanto a producédo quanto o rendimento da CB em uma fermentacéo
depende de fatores como, pH, fonte de carbono e principalmente a espécie de micro-
organismo utilizado (HUNGUND; GUPTA, 2010; JUNG et al., 2010)

Figura 11 — Variacao dos rendimentos (Yce/s) durante a producéo de CB no extrato
de algaroba com condi¢cbes melhoradas (&), HS modificado (@) e em meio sintético

HS () em condigdo estatica durante 15 dias de cultivo a 30 °C
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A variacdo do pH durante o estudo da influéncia do tempo de cultivo na

producdo de CB a partir de extrato de algaroba esta representado na Figura 12.

O pH variou de 3,0 a 6,0 conforme Figura 12. No HS houve diminuicdo dos
valores de pH o que frequentemente ocorre em fermentacées com esse substrato

devido a producéo de acidos organicos.
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G. hansenii converte glicose em acido gluconico durante o processo de
fermentacdo devido a conservacdo de parte da D-glicose pelo ATP proveniente do
acido citrico, que acidifica 0 meio diminuindo a producdo de CB, no entanto o agucar
em maior quantidade no xarope de algaroba é a frutose, ndo havendo a converséo
deste agucar em acido glucénico, o que explica o aumento do pH na fermentacdo do
extrato de algaroba e HS modificado (EMBUSCADO, MARKS e BEMILLER, 1994;
VANDAMME et al., 1998)

Figura 12 — Variacdo pH durante a producdo de CB no extrato de algaroba com
condicbes melhoradas (& ) HS modificado (@) e HS () durante 15 dias de cultivo
em condicdo estatica a 30 °C.
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De acordo com os resultados apresentados nos graficos das figuras 9 e 10,
concluiu-se que o melhor tempo para producao de CB a partir do extrato de algaroba

é de 5 dias.

5.6 Caracterizacdo das Peliculas

5.6.1 Analise Termogravimeétrica (TGA)

As curvas das analises termogravimétricas das peliculas provenientes do

extrato de algaroba com condi¢cdes melhoradas (com 30 g/L de acucar inicial, 10 g/L
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de extrato de levedura cultivadas sob pH 4,0) em condi¢des estaticas, e meio sintético
padrdo HS estdo apresentadas nas Figura 13.

Figura 13 — Termogramas de TGA das CB’s obtidas a partir do extrato de algaroba
com condi¢cdes melhoradas (= = = ) e meio sintético de referéncia HS (=) a

temperatura de 30 °C, sob pH 4,0 por 5 dias.
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Em ambas as curvas ocorre um primeiro evento na temperatura em torno de 100
°C que é caracteristico da perda de umidade. Essa perda de umidade foi menos
expressiva na CB obtida a partir do meio HS sintético e ficou em torno de 3,6% (Tabela
7). Na CB obtida a partir do extrato de algaroba com condi¢cdes melhoradas a perda
de umidade foi de 5,2 %, indicando um maior teor de umidade na CB obtida a partir

do extrato de algaroba.

Em um segundo evento, observado no grafico, a curva da CB obtida a partir do
meio HS sintético apresentou uma perda de massa equivalente a 74,2% que ocorreu
no intervalo de temperatura de 273,6 a 322,5 °C, caracteristica da decomposicao
térmica da celulose bacteriana (BARUD et al., 2007). O mesmo evento ocorre na CB
obtida a partir do extrato de algaroba com condigbes melhoradas porém, ocorre uma
perda de massa em torno de 67,4% em um intervalo de temperatura de 288,6 a 338,7
°C (Tabela 6). Pode-se perceber, analisando as temperaturas iniciais das duas
amostras de CB, que a CB obtida a partir do extrato de algaroba é 5,5% mais estavel
termicamente do que a CB obtida a partir do HS sintético. Acima de 350 °C, observa-
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se a degradacdo termo-oxidativa da celulose, que pode se estender até 500 °C
(ROMAN; WINTER, 2004)

Observa-se, ainda, no grafico da Figura 13, que a ocorréncia de somente
eventos caracteristicos de perda de umidade, decomposicdo e degradacdo de CB
indicam que a purificacdo da CB com NaOH 4% foi efetiva na remocéo de material

biolégico e impurezas.

Tabela 6 — Resultados dos eventos da analise termogravimétrica de CB obtida a partir

de extrato de algaroba com condic6es melhoradas e HS sintético.

Onset

Amostras Eventos (°C) Perda de massa (%)
10
CB ext. de algaroba 100 5,2
2° 288,6 67.4
10
CBHS 100 3,6
2° 273,6 74.2

Estudos que investigam a estabilidade térmica de CB por termogravimetria
apontam perfis de degradacao térmica semelhantes aos encontrados neste trabalho,
pois relatam curvas com a ocorréncia de dois eventos principais correspondentes a
perda de massa pela desidratacdo da pelicula, a uma temperatura em torno de 100
°C e uma segunda perda de massa relacionada a degradacgéo térmica a um intervalo
de temperatura de 200 a 400 °C (BARUD et al. 2007; GEA, et al 2001; VAZQUEZ, et
al 2013).

5.6.2 Determinacao da umidade da CB

A umidade das CB’s obtidas a partir do extrato de algaroba com condi¢des
melhoradas e meio HS sintético ficou em torno de 98%. Como era esperado, esses
resultados comprovam a alta umidade da CB em relacdo a umidade da celulose
vegetal (60%), caracteristica que permite a utilizacdo da CB em diversas areas como
a biomedicina e engenharia de tecidos, farmacéutica e alimenticia, como j& foi relatado
(ANDRADE et al. 2010; PECORARO et al. 2008).
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5.6.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial das CBs obtidas a partir dos
extrato de algaroba e meio sintético de referéncia HS estdo apresentadas na Figura
14.

Figura 14 — Termogramas de DSC das CBs obtidas a partir do extrato de algaroba

com condi¢cdes melhoradas ( — — — ) e meio sintético de referéncia HS ( ) a

temperatura de 30 °C, sob pH 4,0 por 5 dias.
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As duas curvas apresentaram picos endotérmicos em torno de 100 °C
caracteristico da perda de umidade. Moléculas de agua fisicamente adsorvidas e

ligacbes de hidrogénio podem ser perdidos neste primeiro estagio (BARUD et al.
2007).

As peliculas de CB obtidas do xarope de algaroba apresentaram um pico
exotérmico acima de 300 °C caracteristico da decomposi¢do da celulose bacteriana
(PECORARO et al. 2008). Porém o pico mais largo observado para a CB de algaroba
sugere que esta amostra termicamente mais estavel do que a obtida em HS,

corroborando com os dados de TG.
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A literatura relata que o perfil caracteristico das curvas de DSC obtidas a partir
da analise de CB apresenta temperaturas referentes a desidratacdo em torno de 90
°C e a decomposic¢do da CB em torno de 370 °C (BARUD et al. 2007; PECORARO et
al., 2008; WONG et al 209).

5.6.4 Difracédo de Raios X (DRX)

O difratogramas de raios X de CB produzidas a partir do extrato de algaroba e

HS estéo apresentados na Figura 15.

Os difratogramas das peliculas de CB do extrato de algaroba e HS apresentaram
padrdes tipicos de celulose do tipo I, dominante em CBs sintetizadas por bactérias,
com picos de difracdo 26 em 14°, 16° e 22° normalmente atribuidos aos planos
cristalograficos (101), (101) e (002) (MAEDA et al., 2006, VAZQUEZ et al. 2013).

Os indices de cristalinidade (IC) da CB proveniente do extrato de algaroba e
meio sintético de referéncia HS foram de 92% e 91,5%, respectivamente. Esses
resultados confirmam que a estrutura da CB obtida a partir do extrato de algaroba nao
foi alterada no que concerne a uma das mais importantes caracteristicas da CB, visto
qgue o grau de cristalinidade exerce influéncia sob algumas caracteristicas fisico-
quimicas e fisicas da pelicula como sua resisténcia a tracéo e capacidade de retencéo
de 4gua (SCHENZEL et al., 2005; KLEMM et al. 2005). E devido a alta cristalinidade
e fibra de didmetro pequeno que a CB possui excelente resisténcia mecanica e
elevada area superficial, quando comparados a celulose derivada de plantas
(SOKOLNICKI et al. 2006).
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Figura 15 — Difratogramas de raio X das peliculas de CB de extrato de algaroba com

condi¢cdes melhoradas (- — —) e meio sintético de referéncia HS (——) a temperatura
de 30 °C, sob pH 4,0 por 5 dias.
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A literatura relata que o indice de cristalinidade da CB encontra-se ente 60 e 95
% (TOME, 2008, TROVATTI et al., 2011). MIKKELSEN e colaboradores (2009); RUKA
e colaboradores (2012) avaliando a influéncia de diferentes fontes de carbono na
producéo de CB por Gluconacetobacter xylinus ATCC 53524, encontraram indices de
cristalinidade com valores em torno de 90%, confirmando os valores de IC

encontrados nesse estudo.

5.6.5 Angulo de Contato

As medic¢des do angulo de contato (AC) nas CB’s provenientes do extrato de
algaroba com condic6es melhoradas e meio HS sintético sdo apresentadas na Figura
16.

Os valores dos AC foram obtidos com o objetivo de medir um dos parametros
importantes das peliculas de CB, seu carater hidrofilico/hidrofébico, que determina a
interacdo da CB com varios compostos, aumentando ainda mais o leque de aplica¢gfes
deste biopolimero (NUNES, 2012).

Na Figura 16 pode-se observar que ambos os valores de AC obtidos das duas

amostras de CB (extrato de algaroba e meio sintético HS) apresentaram o mesmo
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perfil, com uma acentuada diminuicdo com o tempo na CB proveniente do extrato de

algaroba.

A CB obtida do extrato de algaroba apresentou um valor médio para o angulo
de contato em torno de 44°, porém um valor menor foi obtido para a CB do meio HS
sintético, ficando este em torno de 32°. Embora as duas amostras de CB’s tenham
apresentado diferencas nos valores de angulos de contato, ambas apresentaram
carater hidrofilico, o que corrobora com o descrito por GARDNER (2008) e PERTILLE
(2010). As propriedades hidrofilicas da celulose devem-se aos grupos hidroxilo (OH)
gue se encontram em posi¢ao equatorial no tipo de conformacédo adoptada pelo anel
glicopiranosidico, o que provoca a formacéo de um local hidrofilico paralelo ao plano
do anel (KONDO, 2005).

Como a cristalinidade da CB da algaroba é maior que a do HS é razoavel que
no tempo zero o angulo de contato da algaroba tenha sido superior, em razdo de
cristais de celulose serem menos hidrofilicos que celulose amorfa, pois nos cristais as
pontes de hidrogénio estdo todas ligadas entre as glicoses, sem estarem muito
disponiveis para a agua circundante. Depois que a agua entra em equilibrio, ela
comeca a difundir ao longo dos poros da pelicula (TOME, 2008)

Figura 16 — Valores dos angulos de contato versus tempo, medidos com agua, nas
CB'’s provenientes do extrato de algaroba com condi¢cdes melhoradas (= = =) e meio

sintético HS ( = ), cultivados a temperatura de 30 °C, sob pH 4,0 por 5 dias.

Angulo de Contato
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Uma superficie hidrofilica possui um angulo de contato com a 4gua, abaixo de
90°, quanto menor o angulo de contato com a superficie, mais hidrofilica ela sera. Ja
para a superficie hidrofébica esse angulo é acima de 90°, podendo ser maior que 160°,
nesse caso € caracterizada de super hidrofébica (HEURISON, 2010; NUNES, 2012).

5.6.6 Espectroscopia do Infravermelho por transform ada de Fourier
(FTIR)

A Tabela 8, mostra os intervalos das frequéncias de absorcao caracteristicas
da CB e as frequéncias de absorcao encontradas nas CB’s provenientes do extrato
de algaroba e HS. Para frequéncia de onda ha uma atribuicdo que corresponde ao

grupo funcional encontrado na CB

As principais bandas que caracterizam a CB sdo as que se encontram na regido
de 3390 cm? correspondente ao estiramento dos grupos hidroxilo, 2921 cm;
estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico; CH2 1636 cm™ deformacéo do
OH; 1410 cm™ deformacédo CH2; 1340 cm deformacdo OH. Essas frequéncias ndo
foram encontradas na CB proveniente do extrato de algaroba, porém na Tabela 8,
estdo apresentadas algumas frequéncias de ondas que caracterizam a celulose

bacteriana.

A técnica de FTIR permitiu verificar e confirmar a efetividade da purificacdo da
celulose bacteriana através de lavagens da pelicula com NaOH 4% (m/v), pois os

espectros ndo apresentaram nenhuma vibracéo diferente das caracteristicas da CB.

Figura 17 - Espectros de FTIR obtidos de CB’s de extrato de algaroba com condicdes

melhoradas (= = = ) e meio sintético de referéncia HS ( == ).
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Tabela 7 - Frequéncias de absorcdo de infravermelhos tipicas para a celulose

bacteriana
0o
N de,or_lda N°de onda-CB N°deonda-CB o
caracteristico de algaroba (cm ) HS (cm ) Atribuicdo
CB (cm 1) 9
3500 - 3300 3342 3342 v OH
3000 - 2870 2850; 2918 2894 U CH e CH2 (CHOH; CH20H)
1430 - 1330 1369 1331 8s C-OH e CH
1200 - 1 000
1056 1053 L C-O (-C- O-H)
1146- 1160 1159 1159 Va (C- O-C); deformagio CH
900 - 700 Oas No plano CH2
718 898 5 C_H
700 -400 666: 612 665: 612 o fora do plano OH

Fonte: GEA et al., 2011; PECORARO et al., 2008.

5.6.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das peliculas de CB obtidas do extrato de algaroba e meio
sintético de referéncia HS esta representada pelas micrografias da Figura 18.

A estrutura em rede, composta por um emaranhado de fibras tipicamente
nanometricas, € mostrada pelas micrografias das CB’s obtidas a partir do extrato de

algaroba com condi¢des melhoradas e do meio sintético HS (Figura 18)

Foram realizadas 50 medi¢Ges das dimensdes das fibras das CB’s partir das
micrografias obtidas. Para a CB do extrato de algaroba a largura da fibra ficou em
torno de 74 + 7 nm e para a CB obtida do meio sintético HS essa largura foi de 76 +
nm, esses valores estdo de acordo com os valores relatados por PECORARO et al
(2008) e CHAWLA et al (2009), que afirmam que os valores de largura das fibras de

CB estao no intervalo de 70 a 80nm.

Diante dos resultados das caracteristicas da CB obtida a partir do extrato de

algaroba, observa-se que esse material polimérico € compativel com a CB obtida a
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partir do meio sintético (HS) utilizado como referéncia, permitindo assim em estudos
posteriores, que essa CB obtida a partir do extrato de algaroba possa ser aplicada na
biomedicina, industrias farmacéutica, materiais elétricos, 6pticos e magnéticos,
alavancando o interesse pela sua funcionalidade enquanto nano material de alta
cristalinidade, juntamente com a crescente demanda de desenvolvimento de novas
tecnologias como dispositivos eletronicos e sensores inteligentes (GOMEZ et al.
2011; MULLER et al. 2012; HUANG et al. 2014).

Figura 18 - Micrografias de CB obtidas a partir do extrato de algaroba com condi¢gbes
melhoradas e meio HS sintético. A e B — CB algaroba 5000x e 10000x / C e D — CB
HS 5000x e 10000x.
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6. Conclusdes

As melhores condi¢des estabelecidas para obtencdo de CB utilizando o extrato
de algaroba foram: pH 4,0, concentracéo inicial de agucar 30 g/L, suplementacdo com
extrato de levedura a uma concentracdo de 10 g/L, durante cinco dias de cultivo a
temperatura de 30°C. As peliculas de CB produzidas nas condi¢cdes otimizadas
apresentaram-se com aspecto gelatinoso e adequada resisténcia ao manuseio. As
caracterizacdes térmicas (TGA e DSC) e as analises de Raios-x e FTIR comprovaram
ser possivel obter peliculas com caracteristicas padroes de CB obtidas em escala
nanométrica, como alto grau de cristalinidade e termicamente mais estavel, utilizando

extrato de algaroba como substrato alternativo.
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ANEXO

O crescimento da bactéria G. hansenii ATCC 23769 para a obtencdo de um
inoculo ideal, foi avaliado através do monitoramento da absorbancia do mesmo em
um tempo de 9 dias. A analise foi iniciada através de medicéo da absorbancia do meio
HS sem adic¢do de cultura, como ponto inicial (dia zero) e posteriormente, nos demais
dias, essa medicao era realizada no caldo HS contendo bactérias G. hansenii ATCC

23769, considerando a turbidez do meio como indicativo de aumento de biomassa.

De acordo com o grafico da Figura Al, no tempo de 3 dias de incubacéao € o
periodo que indica a fase logaritmica do crescimento microbiano, sendo este o periodo
escolhido como ideal para o tempo de incubacédo do indculo contendo G. hansenii
ATCC 23769. Segundo, BORGES e colaboradores (2013), a absorbéancia esta

diretamente relacionada com a concentracdo de células ativas.

Figura Al - Variagdo da absorbancia do inoculo de G. hansenii ATCC 23769 com o

tempo de incubacdo em caldo HS a 30°C, sob cultivo estatico.
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