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Resumo: No presente trabalho caracterizou-se peliculas de celulose bacteriana (CB) obtidas por cultivo de
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 utilizando suco de caju, extrato de algaroba e liquido de sisal como fontes
alternativas. As peliculas obtidas ndo diferiram do meio padrdo sintético, usualmente utilizado para produzir CB,
quando ao perfil de degradacéo térmica, pureza e cristalinidade. Tais celuloses apresentaram indices de cristalinidade
acima de 91%, temperatura maxima de degradagéo acima de 315°C e umidade acima de 97%.
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CHARACTERIZATION OF BACTERIAL CELLULOSE FROM AGRO-INDUSTRIAL
SOURCES

Abstract: In present work, bacterial cellulose (BC) films was characterized. BC was obtained by Gluconacetobacter
hansenii ATCC 23769 cultivation using cashew juice, mesquite extract and sisal juice as alternative sources. Thermal
degradation profile, purity and crystallinity are similar for all BC films and not differ from the synthetic standard
medium usually employed to produce CB .The celluloses presented crystallinity above 91%, degradation temperature
(maximum) above 315°C and humidity above 97%.

Keywords: Biotechnology, Natural Polymer, Mesquite extract, Sisal juice, Cashew juice

Introducao

A celulose bacteriana (CB) é um material polimérico natural bastante estudado desde a sua
descoberta uma vez que apresenta caracteristicas especiais como estrutura hanométrica, alto indice
de cristalinidade, alta capacidade de absorcdo de agua, pureza e biocompatibilidade. Tais
caracteristicas tornam a CB um material versatil com vasta aplicabilidade em areas como
biomedicina, cosmética, alimentos, farmacéutica, compositos e eletrénica [1,2]. Bactérias do género
Gluconacetobacter sdo as principais responsaveis pela sintese de CB em diversos meios [1,2].
Quando cultivada estaticamente obtém-se uma pelicula porosa com alta resisténcia mecéanica e
absorcdo de agua [2]. A CB pode ser facilmente produzida em meios alternativos sendo possivel
obter bons rendimentos [3].

No Brasil diversas fontes agroindustriais, incluindo residuos, tém sido estudados para a producgéo de
diferentes produtos biotecnoldgicos. Dentre eles tem-se o extrato de algaroba, suco de sisal (ou
liquido de sisal) e suco de caju que, mesmo sendo ricos em alguns nutrientes, apresentam poucos
trabalhos explorando seu potencial de forma significativa. A algaroba é o nome dado ao fruto da
algarobeira (Prosopis juliflora) que encontra-se distribuida em todo Nordeste brasileiro, é rica em
carboidratos e gera um extrato aquoso viscoso de cor escura com alto poder fermentescivel [11]. O
sisal (Agave sisalana) é cultivado no Brasil para a obtencéo da fibra de sisal e gera uma grande
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quantidade de residuo liquido que corresponde a aproximadamente 80% do peso total das folhas.
Tal liquido é rico em nitrogénio e agUcares. O Brasil €, atualmente, o principal produtor de fibras de
sisal no mundo e todo o residuo gerado tem sido descartado no campo de producédo [12]. A cultura
do caju (Anacardium ocidentale, L.) também é muito importante no Brasil e como o maior produto
de interesse € a castanha, uma grande quantidade de peddnculo (90%) é desperdicada. O pedunculo
quando prensado d& origem ao suco de caju que é rico em acucares (glicose e frutose) e acido
citrico [13].

A agregacdo de valor a essas fontes pode ser feita por meio da obtencdo de produtos
biotecnologicos por via fermentativa reduzindo assim o impacto ambiental proveniente da
disposigdo final dessa fonte e reduzindo custos do produto ou processo desenvolvido.

O objetivo deste trabalho consistiu em caracterizar peliculas de CB produzidas a partir de trés
fontes alternativas de carbono (suco de caju, suco de sisal e extrato de algaroba) comparando com
uma pelicula obtida em meio padréo.

Experimental

Producéo e purificacdo da CB

As peliculas de CB foram produzidas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Embrapa
Agroindustria Tropical utilizando bactérias Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 em cultivo
estatico. Trés diferentes meios foram formulados (Tabela 1) utilizando-se extrato de algaroba,
liquido de sisal e suco de caju separadamente como fontes alternativas na composic¢do. Os meios
foram ajustados e suplementados adequadamente para uma producdo mais adequada de CB. O meio
de cultura utilizado para producdo de CB em meio padrdo (HS) e manutencéo da estirpe foi descrito
por Hestrin e Schramm (HS) [4]. Apos esterilizados (autoclave, 121 °C, 15 minutos) e inoculados
com 3% de cultura (v/v), os meios foram incubados a 30°C por 5 dias em placas de Petri de 14,5 cm
de didmetro contendo 100 mL de meio. Apds o processo fermentativo, as peliculas foram
purificadas com solucdo de NaOH 4% (m/v) a 80 °C por 1 hora e lavadas em &gua destilada até pH
neutro.

Tabela 1 - Composicédo dos meios de cultura utilizados para a producéo de CB: Extrato de algaroba (MA),
liquido de sisal (MS), suco de caju (MC) e HS.

Meio / Acticar (g/L) Peptona de Extrato de Acido citrico Fosfato de H
Composicao ¢ g caseina (g/L) levedura (g/L) (g/L) sodio (g/L) P

MS 15* 0 7.5 0 0 5

MA 30* 0 10 0 0 4

MC 20* 5 5 0,49* 0 5

HS 20 (Glicose) 5 5 1.15 2.75 5

* Teores naturalmente presentes nas fontes alternativas

Caracterizacoes

As peliculas obtidas nos diferentes meios (CBMS, CBMA, CBMC E CBMHS) foram
caracterizadas por analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), Raios-X e umidade. Para as analises de TGA, DRX e FTIR as
peliculas foram desidratadas em estufa a 60°C por 24 horas a fim de serem utilizadas nas analises.
As analises termogravimétricas foram realizadas em um analisador termogravimétrico Shimadzu
modelo TGA-50, a 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio em fluxo de 40 mL/min. A analise
termogravimétrica (ATG) foi realizada em um analisador termogravimétrico Shimadzu, modelo
TGA-50, conduzida no intervalo de 0 a 600°C, na taxa de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio a
40 mL/min. A Espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier (FTIR) foi analisada no
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espectrémetro Nicolet 800 associado a uma célula MTech PAS. O preparo das amostras foi feito
com KBr pulverizado, sob as seguintes condic¢Ges: porcentagem de transmitancia (%T) com
resolucdo de 4 cm™, na faixa de absorcdo de 4000-600 cm™. As anélises de raios-X (DRX) foram
conduzidas em difratdmetro da marca Rigaku modelo DMAXB, com tubo de Cobre. O intervalo
angular (em 20) utilizado foi de 10 a 30° com uma velocidade de varredura de 0,5°/min. O indice de
cristalinidade (IC) foi estimado por deconvolugdo utilizando-se fungdo Gaussiana feita pelo
PeakFit® (Systat Software Inc - SigmaPlot®) no software Origin 9.1 (OriginLab®). O indice de
cristalinidade foi calculado seguindo a equacdo 1 onde dividiu-se a &rea de picos cristalinos pela
area total do difratograma, onde IC (%) representa a fracdo cristalina em porcentagem, Ac a area
total dos picos cristalinos e Aja a area total dos picos amorfos.

IC (%) = Aic/(AictAia) (1)

Para a determinacdo de umidade, as peliculas de CB em estado Umido foram submetidas a secagem
em balanca de infravermelho (170°C) apds breve drenagem do excesso de &gua com papel de filtro.

Os resultados de FTIR, Raios-X e as curvas de DTG foram expressas em unidades arbitrérias para
fim de comparacéo dos perfis graficos.

Resultados e Discusséo

Os perfis de degradacédo térmica (A, B), FTIR (C), e Raios-X (D) das diferentes celuloses obtidas
apresentaram boa similaridade entre si (Fig.1). Nas analises de TG verifica-se a existéncia de trés
etapas distintas de perda de massa caracteristicas de CB (Fig. 1A). O primeiro evento, que vai da
temperatura ambiente (=30°C) até aproximadamente 100°C, é responsavel pela perda de massa
relacionada a evaporacgdo de agua residual do processo de secagem. Na segunda fase (250 a 400°C),
as amostras sofrem uma acentuada perda de massa, relacionada a degradacdo da celulose
(desidratacdo e decomposicdo das unidades glicosidicas). A terceira e Ultima fase se estende até 500
°C e corresponde a degradacdo termo-oxidativa da celulose. Na CBMC e CBMA verifica-se que a
temperatura inicial de degradacdo no inicio da segunda fase de perda de massa inicia-se a uma
temperatura um pouco mais elevada do que para a CBHS e CBMS. Tal diferenca pode estar
associada a ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares mais fortes. Porém tal diferenca pode ser
considerada minima tendo em vista o erro relacionado ao método. Em todas as celuloses as
temperaturas iniciais € maximas degradacdo térmica ocorreram ao redor de 215 e 330°C
respectivamente (Tabela 2, Fig.1B). Este comportamento térmico estd em concordancia com 0s
resultados obtidos por Wong e colaboradores [10], que observaram uma maxima degradacao
térmica (DTG) da CB no intervalo de 300 a 350°C. As temperaturas iniciais e maximas de
degradacéo (Tabela 2) da CB e os eventos de degradacdo observados estdo em concordancia com
outros resultados relatados na literatura [7]. Presume-se que as celuloses obtidas nos diferentes
meios apresentam estabilidade térmica semelhante. A CB é um material que pode alcancar uma
faixa maior de aplicagdes quando compara-se com a celulose vegetal uma vez que pode ser
aquecida até 350°C antes de comecar a se degradar.

Tabela 2 - Algumas caracteristicas das celuloses obtidas no presente trabalho

Temperatura Inicial de  Temperatura méxima de Cristalinidade (% -

Meio Umidade (%)

degradacdo (°C) degradacdo - DTG pico (°C) R%: 0,98)
MS 204 319 96 97
MC 211 333 93 99
MA 218 336 91 97
HS 210 339 96 99
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Figura 1 - Perfis: Degradagdo térmica - TGA (A), DTG (B), Espectros de FTIR (C) e Raios-X (D) das
celuloses bacterianas obtidas no presente trabalho

Na andlise se Raios-X, os indices de cristalinidade estdo bastante préximos com maiores valores
para CBMS e CBMHS. Todos os indices encontram-se acima de 90% estando assim em
concordancia com a literatura para CB. Além disso, esses valores sdo superiores quando
comparados com a celulose vegetal [8]. A cristalinidade é uma caracteristica de grande importancia
para a CB pois guarda uma relacédo direta com as propriedades mecanicas do material. Os dois picos
predominantes encontrados nas analises permitem avaliar a presenca de celulose tipo | e Il. Em
andlises de raios-X, a celulose tipo | é caracterizada por picos de 18° <26 < 19° na regido amorfa e
22° <20 < 23° na regido cristalina. A celulose tipo II apresenta picos de 13° <26 < 15° na regido
amorfa e 18° <20 < 22° na regido cristalina. A presenca de celulose tipo I e II ¢ caracteristica da
celulose bacteriana enquanto que a vegetal apresenta apenas celulose tipo 1 [1,2].

No FTIR varias bandas relevantes caracteristicas da CB foram encontradas em todas as amostras,
muitas delas relacionadas com as ligacdes OH e CH. Bandas referentes a nitrogénio, estruturas
proteicas, ou possiveis contaminantes (1535, 1730-1735, 3150-3220) nao foram encontradas, sendo
indicativos de pureza nas amostras de CB [9]. O tratamento alcalino empregado na purificacéo visa
apenas a remocdo de células bacterianas e outros compostos orgénicos remanescentes do
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metabolismo celular apds fermentacdo do meio de cultivo. O alto grau de pureza obtido apos o
tratamento alcalino é caracteristica da CB que € naturalmente livre de lignina em sua estrutura.

As umidades da CBMS e CBMA apresentaram valores ligeiramente inferiores (97%) quando
comparadas com umidades da CBMHS e CBMC (99%). Os resultados estdo de acordo com dados
da literatura onde mencionam que a CB geralmente apresenta umidade variando de 95 a 99% [5]. A
alta capacidade de absorcdo de adgua torna a CB ideal para aplica¢cdes como curativos e substitutos
temporarios de pele no tratamento de queimaduras [6].

Conclustes

Suco de caju, extrato de algaroba e suco de sisal sdo fontes agroindustriais capazes de produzir CB
com boas propriedades térmicas. A utilizacdo de tais meios alternativos para a producao de CB nédo
prejudicou a cristalinidade das peliculas obtidas.
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