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Resumo: No presente trabalho, avaliou-se a produg@o de peliculas de celulose bacteriana (CB) obtidas por cultivo de
bactéria super produtora (Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582) em suco de caju puro (em pH 5). As peliculas
obtidas em suco de caju apresentaram boas propriedades térmicas, pureza, cristalinidade e capacidade de absorgdo de
agua. A produgdo de CB foi de 2,28 g/L correspondendo a 49% da produgdo em meio sintético padrdo, sendo bastante
expressiva bastante expressiva quando comparada com alguns resultados da literatura para meios ndo suplementados.
Palavras-chave: Biotecnologia, Polimero natural, Fontes agro-industriais

PRELIMINARY EVALUATION OF BACTERIAL CELLULOSE PRODUCTUION FROM
CASHEW JUICE

Abstract: In present work, bacterial cellulose (BC) films production was evaluated. BC was obtained by superproducer
bacteria cultivation (Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582) using cashew juice (pH 5). The BC films from cashew
juice presents good thermal properties, purity, crystallinity and water absorption capacity. BC production was 2.28 g/L.
and, corresponds to 49% when compared with synthetic medium. This production is very significant when compared
with literature results for not supplemented media.
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Introducio

A celulose (C¢H0Os)n, polimero de maior abundancia na natureza, ndo € encontrada apenas em
plantas; outros seres vivos como bactérias sdo capazes de produzi-la [1,2]. A celulose sintetizada
por bactérias, conhecida como celulose bacteriana (CB), possui propriedades fisicas e quimicas
bastante singulares, como alta pureza (livre de lignina, pectina e hemicelulose), alta cristalinidade,
excelente biodegradabilidade, biocompatibilidade, elevada capacidade de absor¢do de agua e alta
resisténcia mecanica [2].

Bactérias do género Gluconacetobacter sio comumente utilizadas para produgdes significativas de
CB [1,3]. Algumas linhagens desse género sdo conhecidas como bactérias "super produtoras" por
apresentarem naturalmente uma grande capacidade de sintetizar celulose, gerando estruturas de
grande espessura quando comparadas com outras linhagens da mesma espécie que também sdo
utilizadas para produzir CB. A linhagem Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582 destaca-se
nesse grupo sendo bacilos gram-negativos, estritamente aerdbios € ndo patogénicos. Desde a
descoberta da CB autores investigam a possibilidade de utilizagdo de meios de cultura alternativos
para a producdo e em muitos casos a substituicdo de meios sintéticos € viavel [4,5]. Novas fontes de
carbono de baixo custo ainda sdo investigadas.

No Nordeste a cultura do caju se destaca pela sua importincia economica e quantidade de residuos
gerados em seu beneficiamento. Na producdo do caju, cujo principal produto de interesse ¢ a
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castanha, ha um desperdicio de 90% de todo o pedunculo gerado, que por sua vez representa 90%
do peso total do caju. Atualmente, o suco de caju tem sido estudado em processos fermentativos por
ser rico em nutrientes e apresentar uma alternativa vidvel para a produgdo de biossurfactantes,
proteinas unicelulares, oligossacarideos e outras substancias [6,7]. A agrega¢do de valor ao suco de
caju pode ser obtida por meio da obtengdo de produtos biotecnologicos por via fermentativa
reduzindo assim o impacto ambiental proveniente da disposi¢do final dessa fonte e reduzindo custos
do produto ou processo desenvolvido.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho consiste em avaliar a producao e caracterizar peliculas
de CB produzidas por Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582 em suco de caju como fonte
alternativa de carbono.

Experimental

Produgdo e purificag¢do das peliculas de CB

As peliculas de CB foram produzidas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, da Embrapa
Agroindustria Tropical, apos o cultivo estdtico da bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC
53582 em meio padrdo HS (pH 5) (Hestrin e Schramm) [8] e em suco de caju puro (pH 3,7). Apos
esterilizados (autoclave, 121 °C, 15 minutos) e inoculados (3% v/v), os meios foram incubados a
30°C por 10 dias em frascos Schott de 250mL contendo 70 mL de meio. Apds o processo
fermentativo, as peliculas formadas foram purificadas através de tratamento alcalino em solugdo de
NaOH 4% (m/v) + H2O, 1% a 80 °C por 1 hora. As peliculas foram lavadas em 4gua destilada até
pH neutro. A producdo de CB (g/L) foi determinada apds secagem da pelicula em balanca de
infravermelho (170°C) e o rendimento Yxss (%) calculado apds divisdo da produgdo de CB (g/L)
pelo consumo de agucares (g/L), sendo a fragdo expressa em porcentagem. O teor de agticares do
extrato fermentativo (meio residual apos remog¢do da pelicula da superficie) foi determinado pelo
método de DNS [9] e o pH final do extrato foi obtido por leitura direta em pHmetro.

Caracterizagoes das peliculas de CB

As peliculas purificadas foram caracterizadas por Andlise Termogravimétrica (TGA),
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), raios-X, umidade,
espessura e capacidade de absor¢do de dgua. As andlises termogravimétricas foram realizadas em
analisador termogravimétrico Shimadzu modelo TGA-50 sob atmosfera de nitrogénio. Os espectros
vibracionais das amostras foram obtidos, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), em um
espectrofotometro Agilent, modelo Cary 660, com resolugdo de 4 cm™ e 25 varreduras. As analises
de raios-X (DRX) foram realizadas no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara,
sendo conduzidas em difratometro da marca Rigaku modelo DMAXB, com tubo de cobre. O indice
de cristalinidade foi estimado pelo método de Segal [10], usando a Eq. 1.

1o = o Lw) 109 (1)

002

A umidade foi calculada por secagem em balanga de infravermelho (170°C). A espessura das
peliculas imidas foi obtidas em micrometro digital (Mitutoyo). Para determinar a capacidade de
absor¢do de agua das peliculas de CB produzidas, imergiram-se as peliculas liofilizadas em agua
destilada e apos periodos de tempos a massa destas foi medida até se atingir massa constante. O
percentual de dgua absorvida (%) foi calculado pela Eq. 2 onde m;, € massa da pelicula umida e m;
massa da pelicula seca.
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Resultados e Discussio

Na Fig. 1 sdo apresentadas fotos das peliculas de CB obtidas. Alguns parametros fermentativos sao
apresentados na tabela 1. A produ¢do de CB no meio alternativo foi de 2,28 g/L correspondendo a
49% da producdo em meio sintético HS. O rendimento do processo foi inferior 6,1% ja que houve
consumo de grande quantidade de agucares (35 g/L) e menor conversdo em celulose. O pH final do
processo foi inferior ao inicial nos dois meios indicando que houve producdo de acidos organicos
durante a sintese de CB. Tal fato é esperado no cultivo desse tipo de bactéria. Ressalta-se aqui a
capacidade de adaptacdo da bactéria super produtora em ambientes com baixa acidez como
observa-se no meio suco de caju onde houve producdo de CB em pH abaixo de 4. A literatura
reporta que a sintese de CB ¢ favorecida em pH entre 4 e 6, podendo haver paralisagdo da mesma
em ambientes muito 4cidos.

- 3 : 4 ' (, s & ~ .—
Figura 1 - Peliculas de CB: Peliculas impuras no sistema de cultivo (A), pelicula purificada de meio
sintético HS (B) e pelicula purificada de meio alternativo suco de caju (C).

Tabela 1 - Parametros fermentativos do processo produtivo de CB apds 10 dias de cultivo da bactéria
Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582

Teor de Consumo

, . AL . pH final do
Meio acucares Nitrogeénio Produgio(g/L) ’de Rendlmgnto . pH extrato
redutores total (g/L) acucares - Yxs (%) inicial
o fermentado
(g/L) (%) a
HS 20 0,95 4,63" 62,3" 36,1° 5,00 4,12°
Suco de Caju 103* 0,4* 2,28 34.2° 6,1° 3,73 3,23°

Letras diferentes na coluna representam valores com diferenga significativamente pelo teste de Tukey (0=0,05)
*Dados obtidos apds caracterizagdo prévia - Nitrogénio total pelo método de Kjedal [13] e agucares por DNS [9].

O suco de caju puro apresenta alta concentragdo de agucares, baixo teor de nitrogénio e pH inferior
a 5, fatores que podem ser responsaveis pela produ¢do inferior de CB quando comparada a obtida
com o meio sintético. Entretanto convém ressaltar que ainda assim essa producdo de 2,28 g/L ¢
bastante expressiva quando se compara com resultados da literatura. Em estudos da producdo de CB
utilizando sucos de frutas (laranja, abacaxi, maga, péra japonesa e uva) como fonte de carbono
atingiu-se produgdes inferiores a 2 g/L ao utilizar os sucos sem suplementacdo e produgdes bem
mais elevadas (1,8 a 5,9 g/L) ao suplementar o meio com fonte de nitrogénio [5].

Quanto as caracterizagdes das peliculas obtidas, os perfis de degradagdo térmica apresentaram boa
similaridade entre si com existéncia de duas etapas distintas de perda de massa caracteristicas de
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Celulose bacteriana. As temperaturas iniciais ¢ maximas de degradacgdo (Tabela 2) e os eventos de
degradagdo observados estdo em concordincia com os resultados relatados na literatura [14], sendo
o primeiro deles relacionado com a perda de dgua, o segundo a decomposi¢do da cadeia polimérica.
As celuloses obtidas nos diferentes meios apresentam estabilidade térmica semelhante (Fig. 2).

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas das celuloses obtidas.

Temperatura Temperatura
Inicial de maxima ~d ¢ (Cristalinidade Umidade Capac1df| de de Esp essura (.1a
Celulose deoradacio degradacio - (% - R%: 0,98) (%) absorcio de pelicula umida
g ° ¢ DTG (pico) 0 T ° agua (%) (mm)
°0) °C)
CB HS 265 347 81 98,9" 5971 8,8"
CB CAJU 298 354 74 99,1* 8140 5,5

Letras diferentes na coluna representam valores com diferenca significativamente pelo teste de tukey (0=0,05)

Os espectros (FTIR) da CB HS e CB CAJU (Fig. 2) apresentaram bandas caracteristicas de celulose
bacteriana [11,12] como 3328 e 2872 (vibragdes de estiramento O-H e C-H), 1626 cm’ (vibracdo
de O-H de moléculas de 4dgua absorvida), 1400 cm™ (deformagdes de HCH e OCH), 1141 cm™
(estiramento C-O-C e deformacdo de CH), 1096 cm™ (vibragio C-C das unidades glicosidicas da
celulose) e 1036 cm’ (deformagoes C-O de C-OH de carboidratos). Bandas referentes a nitrogénio
de proteinas (1535, 1730-1735, 3150-3220) ou de contaminantes ndo foram encontradas nos
espectros confirmando a eficiéncia da etapa de purificagdo das peliculas. O alto grau de pureza
obtido apds o tratamento alcalino € caracteristica da CB que ¢ naturalmente livre de lignina e
hemicelulose em sua estrutura.

As duas celuloses apresentam alta cristalinidade sendo a CB CAJU um pouco inferior e estdo em
concordancia com o esperado para CB que naturalmente apresenta valores superiores a celulose
vegetal [3] (Fig. 2). A umidade ndo foi afetada pelo uso do suco de caju para produzir CB e as
peliculas apresentaram elevada capacidade de absorver dgua, sendo capazes de absorver mais de
5000 vezes o valor da sua massa inicial ao final de 30 horas de imersdo. Em 15 min as celuloses
apresentaram absorcdo de agua de 3000%. A alta capacidade de absor¢do de dgua torna a CB ideal
para aplicagdes como curativos e substitutos tempordrios de pele no tratamento de queimaduras
[15]. A espessura das peliculas umidas apresentaram diferencas (Tabela 2) sendo a pelicula obtida
com o caju de menor espessura (5,5 mm) quando comparada com o meio padrdo (8,8 mm).
Peliculas obtidas em diferentes espessuras podem direcionar para aplicagdes especificas
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Figura 2 — Perfis de: Degradagio térmica (A), Espectros de FTIR (B) e Raios-X (C) das celuloses obtidas.
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Conclusdes

E possivel obter CB com boas propriedades térmicas, pureza, cristalinidade e capacidade de
absor¢do de dgua utilizando suco de caju como meio alternativo. O uso do suco de caju como fonte
de carbono para a produgdo de CB ndo comprometeu as caracteristicas desejaveis esperadas para
aplicagdes tecnologicas da CB. A producgdo de CB no meio alternativo foi inferior a obtida em meio
sintético HS, porém ainda assim pode ser considerada bastante expressiva quando comparada com
resultados da literatura que utilizaram meios sintéticos ou outros meios alternativos para a obtencdo
de membranas de CB em cultivo estatico.
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