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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o extrato de vagens de algaroba (Prosopis juliflora) como
fonte alternativa para producdo de CB através de fermentagdo por Gluconacetobacter
hansenii. O extrato foi caracterizado quanto a quantidade de acucares, pH e sélidos
soluveis. Foram realizados testes de influéncia da concentracdo inicial de acgucares,
influéncia do pH e efeito da variagdo da suplementacédo com fonte de nitrogénio sobre a
producéo de CB. A melhor produgéo foi proveniente da fermentacao do extrato de algaroba
diluido a uma concentracédo de agucares de 30 g/L, pH 4,0 e suplementado com 10 g/L de
extrato de levedura. As peliculas obtidas do extrato com condigbes melhoradas foram secas
em estufa e caracterizadas por, DSC, TGA, DRX, FTIR e MEV apresentando resultados
tipicos de celulose bacteriana quando comparados a CB produzida no meio de referéncia
HS.
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1 INTRODUGAO

O crescente interesse por materiais poliméricos biodegradaveis vem alavancando
estudos que insiram fontes renovaveis como matéria-prima para uma produgédo dentro do
conceito de quimica verde e dentre estas fontes renovaveis encontra-se a algaroba, fruto da
algarobeira, planta do género prosopis, rica em carboidrato fermentescivel, com energia
bruta comparave a do milho (STEIN et al., 2005; OLIVEIRA, 2011). Os avangos
tecnolégicos inserem a celulose bacteriana (CB) no campo dos biomateriais de alto
potencial por ser uma forma pura de celulose secretada por bactérias pertencentes,
principalmente, ao género Gluconacetobacter. Trata-se de um material com propriedades
Unicas, incluindo altas hidrofilicidade e cristalinidade, alta resisténcia a tensao, rede de fibras
ultrafinas e a possibilidade de ser moldada em estruturas tridimensionais e nanométricas
(3D) durante a sua sintese (ANDRADE et al., 2010).

A espécie G. hansenii € gram-negativa, tolerante a condi¢des acidas, cresce em uma
faixa de temperatura entre 15°C - 35°C e utiliza diversas fontes de carbono para produzir, de
forma estatica ou agitada, celulose bacteriana que devido as suas caracteristicas fisicas e
mecanicas possui um papel bastante promissor para aplicacdes em diversas areas
(CHAWLA et al., 2009; TROVATTI et al., 2011).

Nesse contexto, o presente trabalho investigou a potencialidade do uso do extrato de
algaroba como fonte de nutrinetes, na producdo de CB utilizando a bactéria
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23765.

2 EXPERIMENTAL

As vagens de algaroba, provenientes da regido do Trairi, CE (TR) e Campina
Grande, PB (CG). Os extratos obtidos foram caracterizados quanto ao teor de sélidos
soluveis, pH e densidade do extrato de algaroba seguindo as normas do Instituto Adolf Lutz
(IAL, 2008). A quantificacdo de agucares foi medido por cromatografia liquida de alto
eficiéncia (CLAE) e pelo método do acido dinitrosalisilico (DNS) (MILLER, 1959). O
nitrogénio total foi quantificado empregando-se o método micro-Kjedahl (AOAC, 1995).
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O in6culo foi previamente ativado utilizando bactéria G. hansenii CCT 1431 em caldo
HS proposto por Hestrin e Schramm (1954) esterilizado (121°C / 15 min) e incubado a 30°C
por 72 horas.

O efeito da concentracdo inicial de agucares (2,5 a 30 g/L), do pH inicial da
fermentacéo (4 a 8), concentracdo de extrato de levedura (E.L) (0 a 15 g/L) como fonte de
nitrogénio e do tempo de fermentacdo (0 a 15 dias) na producéo e rendimento de CB (g/L),
foram avaliados. O extrato de algaroba estéril (121°C / 15 min) foi distribuido, adicionando
100mL em placas de Petri com 14,5cm de didmetro e 3% (v/v) de inéculo e em triplicata,
incubadas em estufa (30°C / 5 dias). Ap6s o periodo de incubacdo, as peliculas foram
purificadas em solugdo de NaOH 4% (m/v) (80 °C / 30 min.) e o extrato fermentado foi
separado para analises posteriores. Foi utilizado o meio comercial Hestrin e Schramm (HS)
como referéncia (HESTRIN; SCHRAMM, 1954). Ap6s a purificagdo as peliculas foram
lavadas em agua destilada até pH neutro, secas em estufa a 100 °C por 15 min e
caracterizadas por termogravimetria (TGA), calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
difragcdo de raios X (DrX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). Para a analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) as peliculas foram
liofilizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Produgao de CB: Estudo dos parametros

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). Oliveira (2011), avaliando a composi¢cado de agucares redutores das vagens da
algaroba encontrou um total de 43,5 g/L. 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 producéo de CB.

O resultado das avaliagbes realizadas do estudo da concentragdo de acgucar, pH,
suplementagcdo com extrato de levedura e tempo utilizando extrato de algaroba como fonte
alternativa s&o apresentados na Figura 1. A concentracdo de acucar de 30 g/L apresentou
um maior ganho de massa de CB, com um rendimento de 7%, sendo, portanto selecionada
como a melhor condi¢do inicial de agucar para a produgdo de CB a partir do extrato de
algaroba.
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Figura 1 - Efeito da concentracéo inicial de agucar (a), pH (b), suplementagdo com E.L(c) e tempo (d)
na producédo e rendimento de CB por G. hansenii, utilizando extrato de algaroba da regido do Trairi
como fonte alternativa. Em relag&o ao pH inicial da fermentacéo, os melhores rendimentos (15
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e 11%) e a melhor producédo 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.
Um aumento de 75% da producdo de CB foi observado quando substrato sem
suplementacdo (ACB = 0,8 g/L) € comparado ao substrato suplementado (ACB = 1,2 g/L).

Estudos evidenciam que a eficacia do extrato de levedura, utilizado como fonte
nitrogénio para producdo de CB, é a maior dentre outros compostos, como peptona e
milhocina (JUNG, et al 2010; GOTTSCHALK et al 2013). O resultado para o estudo da
influéncia do tempo no rendimento da CB obtida a partir do extrato de algaroba variou de 3,6
a 6,1% m/m, 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 também
a producgéo visto que o maior resultado (1,4 g/L) foi obtido no quinto dia de cultivo.

De acordo com os resultados analisados a CB pode ser obtida com produgéo e
rendimento melhorados a partir do extrato de algaroba com concentracao inicial de acgucar
de 30g/L, pH 4,0, suplementada com 10g/L de E.L e fermentacéo de 5 dias.

3.2 Caracterizagoes

As curvas das analises de TGA e DSC (Figura 2) apresentaram perfis caracteristico
de CB. Nesta etapa todas as analises foram comparadas com o HS, meio sintético padrao.
Em ambas as curvas ocorre um primeiro evento na temperatura em torno de 100 °C,
caracteristico da perda de umidade, e um segundo evento em temperatura acima de 350°C
indicando decomposicdo e degradagdo da celulose (ROMAN; WINTER, 2004). Os indices
de cristalinidade (IC) da CB proveniente do extrato de algaroba e meio sintético de
referéncia HS foram de 92 e 91,5%. Esses resultados confirmam que a estrutura da CB
obtida a partir do extrato de algaroba né&o foi alterada no que concerne a uma das mais
importantes caracteristicas da CB, visto que 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 agua (SCHENZEL et al., 2005; KLEMM et al. 2005).
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Figura 2 - Termogramas de TGA (a) e DSC (b) das CB’s obtidas a partir do extrato de algaroba com
condi¢cdes melhoradas

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
mostram perfis caracteristicos de CB. A estrutura em rede, composta por um emaranhado e
fibras tipicamente nanométricas, € mostrada pelas micrografias das CB’s obtidas a partir do
extrato de algaroba com condigbes melhoradas e do meio sintético HS.
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Figura 3 - Micrografias de CB obtidas a partir do extrato de algaroba com condi¢des melhoradas e
meio HS sintético. A e B — CB algaroba 5000x e 10000x / C e D — CB HS 5000x e 10000x.

4 CONCLUSAO

As melhores condigbes estabelecidas para obtencéo de CB utilizando o extrato de
algaroba foram: pH 4,0, concentracao inicial de acucar 30 g/L, suplementacdo com extrato
de levedura a uma concentragdo de 10 g/L, durante cinco dias de cultivo a temperatura de
30°C. As peliculas de CB produzidas nas condi¢gdes otimizadas apresentaram-se com
aspecto gelatinoso e adequada resisténcia ao manuseio. As caracterizagdes térmicas (TGA
e DSC) e as analises de Raios-x e FTIR comprovaram ser possivel obter peliculas com
caracteristicas padrbes 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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