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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) é um biopolimero sintetizado por diversas espécies de
bactérias, que apresenta propriedades superiores a celulose vegetal, como elevada
cristalinidade, porosidade, resisténcia térmica e mecanica. Devidos as suas
caracteristicas, a CB possui diversas aplicagdes, como curativos, construcdo de
vasos sanguineos artificiais, etc... que demandam propriedades especificas, que
podem ser obtidas através de funcionalizagbes ou a partir da manipulagdo do
processo fermentativo. O presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito
do tempo de fermentacéo e da cepa de microrganismos nas propriedades da CB. O
cultivo foi estatico com as cepas K. xylinus ATCC 53582 e K. hansenii ATCC 23769,
meio de cultura sintético HS e 4, 6, 8 e 10 dias de fermentacdo. As CBs obtidas
foram purificadas e caracterizadas por espectroscopia de infravermelho (FTIR),
analise termogravimétricas (TGA), difracdo de raios-x (DRX), ensaios de tensao,
absorcdo de &gua, termoporometria (TP-DSC), microscopia eletrénica (MEV), grau
de polimerizagdo (GP), produtividade e producdo foram medidas para cada
fermentacdo. Os resultados de FTIR, porosidade, resisténcia mecanica e absorcéo
de agua foram submetidos a uma andlise estatistica multivariada. O tempo de
fermentacdo teve influéncia direta nas propriedades das CBs produzidas,
independente da bactéria utilizada. Com exce¢do da composicdo quimica e da
estabilidade térmica, a cepa de microrganismos também influenciou as propriedades
das CBs obtidas.

Palavras-chave: Biopolimero. Fermentacdo estatica. Grau de polimerizacao.

Quimiometria.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a biopolymer synthesized by several bacteria, which has
properties superior to plant cellulose, such as high crystallinity, porosity, thermal and
mechanical resistance. Due to its characteristics, BC has several applications, such
as dressings, construction of artificial blood vessels, etc ... that demand specific
properties, which can be obtained through functionalization or through the
manipulation of the fermentation process. This study aimed to determine the effect of
fermentation time and the strain of microorganisms on the properties of BC. The
cultivation was static with the strains K. xylinus ATCC 53582 and K. hansenii ATCC
23769, synthetic culture medium HS and 4, 6, 8 and 10 days of fermentation. The
obtained BCs were purified and characterized by infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA), x-ray diffraction (XRD), stress tests, water
absorption capacity, thermoporometry (TP-DSC), electron microscopy (SEM), degree
of polymerization (DP), productivity and production were measured for each
fermentation. The results of FTIR, porosity, mechanical resistance and water
absorption were submitted to a multivariate statistical analysis. The fermentation time
had a direct influence on the properties of the CBs produced, regardless of the
bacteria used. Except for chemical composition and thermal stability, the strain of

microorganisms also influenced the properties of the obtained CBs.

Keywords: Biopolymer. Static fermentation. Degree of polymerization. Chemometric

analysis.
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1 INTRODUCAO

O crescente impacto causado por plasticos e outros materiais de origem fossil
vem atraindo, cada vez mais, o interesse de estudiosos por alternativas menos
poluentes com grande potencial para aplicacdo em larga escala. Nesse sentido, os
polimeros biodegradaveis, obtidos a partir de fontes renovaveis, se destacam, por
suas propriedades Unicas, apresentando caracteristicas desejaveis para diversas
aplicacbes, como € o caso da celulose bacteriana (CB) (ANDRIANI; APRIYANA,;
KARINA, 2020).

A celulose é um homopolissacarideo composto por mondémeros de celobiose
(duas moléculas de B-D-glicopiranose unidas por ligacdo 8 1>4) e € o polimero de
origem natural mais utilizado por industrias na atualidade sendo sua producdo, em
maior parte, de origem vegetal (LAMPUGNANI et al., 2019). Entretanto, a celulose
também pode ser produzida por bactérias, com destague para 0 género
Komagataeibacter, através da fermentacdo de meios ricos em carbono e nitrogénio,
sendo denominada celulose bacteriana que, diferente da celulose vegetal, n&o
possui outras macromoléculas, como lignina e hemicelulose, ligadas as suas fibras.
Isso torna o processo de obtencdo da celulose bacteriana mais simples e menos
agressivo ao meio ambiente, quando comparado ao processo de obtencdo da
celulose vegetal (VASCONCELOS et al., 2017).

Apesar de quimicamente semelhante a celulose vegetal, a celulose
bacteriana, devido sua conformacdo tridimensional, garantida pelas interacfes
intermoleculares das fibras, apresenta diversas caracteristicas superiores a celulose
vegetal, como elevada cristalinidade, alta capacidade de absorcdo de agua, 6tima
resisténcia mecanica, elevado grau de polimerizagdo, biocompatibilidade, entre
outras (GAO et al., 2019; WANG et al., 2019). Essas caracteristicas garantem a esse
material aplicacbes em biocurativos, membranas acusticas e como matéria prima em
industrias, onde a celulose vegetal dificimente pode ser utilizada, como filme de
carbono condutor, produtos para substituicdo de pele e tecidos danificados,
membranas de ultrafiltracdo e comidas de baixo teor calérico (AZEREDO, 2018;
NASCIMENTO, et al., 2019; SHI et al., 2013).

Atualmente, a comunidade cientifica adota algumas maneiras para a
modificacdo dessas propriedades da celulose bacteriana, podendo serem feitas

ainda no processo fermentativo, manipulando parametros como meio de cultivo, tipo
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de cepa, adicionando aditivos, ou podem ser feitas pos-fermentacdo através de
funcionalizac6es (CHOI; SHIN, 2020; SHCHANKIN et al., 2018; ZHAO et al., 2018).
A modificacdo dessas propriedades pode definir a aplicabilidade da CB, uma vez
que aplicacbes diferentes requerem propriedades especificas, como por exemplo
para um biocurativos € interessante que a CB possua elevada porosidade, para uma
embalagem a resisténcia mecéanica € uma das principais propriedades de foco,
etc...(CHEN et al., 2018).

As mudancas feitas durante o processo fermentativo tém, normalmente, como
foco principal o aumento da producédo de celulose bacteriana ou a reducdo do custo
da producao. O tempo de fermentacao utilizado na producdo de celulose bacteriana
pode afetar diretamente as propriedades do material obtido, esse parametro sofre
variagbes de estudo para estudo, mas s&o raros os trabalhos que avaliam a
influéncia desse tempo em alguma propriedade da celulose bacteriana. Shi e
colaboradores (2013), foram uns dos poucos que o fizeram, avaliando a influéncia
do tempo de fermentacdo no grau de polimerizacéo da celulose bacteriana.

Uma vez que o estudo as propriedades finais da celulose bacteriana sao de
extrema importancia para o direcionamento da aplicacdo desse material e visando
estudar de maneira aprofundada o efeito do tempo de fermentacdo e da cepa de
microrganismos em diversas propriedades da celulose bacteriana, como estabilidade
térmica, resisténcia mecanica, cristalinidade e capacidade de absorcdo de agua,
esse trabalho tem como objetivo investigar como essas e outras propriedades da
celulose bacteriana podem ser afetadas por estes dois fatores, ainda no processo

fermentativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Determinar os efeitos de duas cepas de microrganismos e dos tempos de
fermentacao nas propriedades finais (quimicas, fisicas e morfologicas) das peliculas

de celulose bacteriana produzidas em cultivo estatico.

2.1 Objetivos Especificos

Sintetizar celulose bacteriana a partir da cepa Komagataeibacter xylinus
ATCC 53582, avaliando a produc¢éo nos tempos de 4, 6, 8 e 10 dias de fermentagéo.

Sintetizar celulose bacteriana a partir da cepa Komagataeibacter hansenii
ATCC 23769, avaliando a producéo nos tempos de 4, 6, 8 e 10 dias de fermentacao.

Caracterizar quimica, fisica e morfologicamente as peliculas de celulose
bacteriana obtidas com diferentes tempos de fermentacdo e cepas de
microrganismaos.

Avaliar o efeito do tempo nas propriedades de absorcdo de agua, porosidade,
resisténcia mecanica e composicao (espectroscopia) aplicando analise estatistica

multivariada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Celulose: Visao Geral

A celulose, além de renovavel e biodegradavel, é o polimero natural mais
abundante no mundo, por ser o principal componente da parede celular das plantas.
Estima-se que 102 toneladas desse polimero sejam obtidos por ano para aplicacdes
industriais, com cerca de 60% desse material é destinado as industrias de papel,
téxteis e quimicas (GUPTA et al., 2019; KHANDELWAL; WINDLE, 2013; SIMON et
al., 1998). O Brasil, até o ano de 2015, foi considerado o importador com o menor
preco para a tonelada de celulose, devido a grande aplicacdo de biotecnologia na
agricultura e aos solos férteis que facilitam a producao deste polimero. (MOURA et
al., 2018).

A celulose é um homopolissacarideo composto por monémeros de celobiose
(duas moléculas de B-D-glicopiranose unidas em ligaces  1->4), onde a segunda
molécula apresenta uma rotacdo de 180° no eixo molecular em relagdo a primeira
(Figura 1) (ALTANER et al., 2014).

Figura 1 — Interacdes inter (a) e intramoleculares (b) da celulose
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Fonte: Nascimento, 2019 adaptado.

Os grupos hidroxila presentes na celulose tem uma forte tendéncia a formar
interacdes intra e intermoleculares, do tipo ligacdo de hidrogénio, que influenciam na
solubilidade e nas propriedades mecéanicas deste material. A separagdo das cadeias
celulésicas minimiza a forca (influéncia) das ligacdes de hidrogénio e isso favorece a

dissolucéo da molécula em agua, como exemplo a adicdo de cargas em cadeias de
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celulose aumenta a solubilidade devido ao intumescimento das microfibras
(LANGAN et al., 2014).

O efeito alavanca na interacdo 30-H...5’ garante a celulose um elevado
modulo de Young axial. Durante a aplicacdo da tensao na celulose (elongacéo) o
alinhamento da cadeia que possui um formato de zig-zag ocorre ao redor da ligacdo
glicosidica C-O-C e ocorre a quebra da interacdo 30-H...5’, enquanto a distancia da
interagcdo 60-H...2" ndo sofre alteracdo. Portanto, uma pequena deformacdo na
ligagéo glicosidica C-O-C previne a compressdo da interagdo 60-H...2’ e aumenta a
influéncia da interacdo 30-H...5’ na rigidez da celulose (ALTANER et al., 2014;
LANGAN et al., 2014).

Ao se agruparem as moléculas de celulose tendem a formar microfibrilas,
devido as interacdes intermoleculares, que por sua vez se unem formando fibras
(Figura 2). Essas microfibrilas possuem regibes altamente organizadas,
denominadas cristalinas, e regides com baixa organiza¢do, conhecidas como
amorfas (WANG et al., 2019).

Figura 2 — Estrutura da fibra de celulose.
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Fonte: Lavoine et al., 2012 adaptado.

A celulose é um material polimorfo, ou seja, pode ser encontrada em diversas

formas (I, I, Ill e IV) como pode ser observado na Figura 3.



Figura 3 — Polimorfismo da celulose
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A celulose tipo | pode ser encontrada naturalmente e classificada de duas

maneiras celulose: tipo la, (sistema cristalogréfico triclinico que exibe cristais de

simetria mais pobre, com trés eixos cristalograficos, todos diferentes entre si, o

mesmo acontecendo com os angulos entre eles) e tipo IB (sistema cristalografico

monoclinico com trés eixos cristalograficos de comprimentos diferentes, onde os
angulos a e y tém 90° e o angulo 3, um valor diferente de 90°) (Figura 4). A celulose

tipo Il pode ser obtida por duas rotas: recristalizagcdo ou mercerizacao partindo da

celulose tipo I. A principal diferenca estrutural entre a celulose tipo | e tipo Il é que a

tipo | possui um arranjo paralelo e a tipo Il possui um arranjo antiparalelo, esses

arranjos serdo mantidos nos outros tipos de celulose provenientes destes dois.
(CHAWLA et al., 2009; KLEMM, D. et al., 2005).

Figura 4 — Estruturas cristalinas da celulose tipo |, (a) triclinica e (b) monoclinica.

Fonte: Silva e D’Almeida, 2009.
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As celuloses tipo IIli e llln podem ser obtidas através do tratamento com

amonia da celulose tipo | e tipo Il, respectivamente. As celuloses tipo Vi e Vi sé&o
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obtidas através do aquecimento com glicerol das celuloses tipo Il e i,
respectivamente (LAVOINE et al., 2012; SIQUEIRA; BRAS; DUFRESNE, 2010).

3.2 Celulose Bacteriana (CB)

CB é um homopolissacarideo de cadeia linear, quimicamente semelhante a
celulose vegetal. Inicialmente descrita por Brown (1886), que, ao observar uma
dorna de fermentacdo de vinagre, percebeu a formacdo de uma pelicula gelatinosa
na superficie, que foi identificada posteriormente como celulose e a bactéria

produtora, como Acetobacter xylinum (BROWN, 1886)

3.2.1 Microrganismos

A CB pode ser sintetizada por varios géneros de bactérias, como:
Komagataeibacter (LIMA et al., 2017), Salmonella (GARCIA et al., 2004), Rizhobium
(ROBLEDO et al., 2012), Sarcina (YANG et al.,, 2013), Alacaligenes (FIEDLER,;
FUSSEL; SATTLER, 1989), Agrobacterium (BARNHART et al., 2013), entre outros.

As bactérias utilizadas no presente estudo foram do género Komagataeibacter
(antiga Gluconacetobacter), mais especificamente K. xylinus ATCC 53582 e K.
hansenii 23769.

A Komagataeibacter € uma bactéria gram-negativa, aerébia, que metaboliza
de forma incompleta diversos alcoois e acucares. Essas bactérias podem ser
encontradas naturalmente em frutas e vegetais em processo de decomposicao
(COLLADO et al., 2009).

A Komagataeibacter é amplamente usada para producdo de CB, que se da
em meios de cultura, sélidos ou liquidos, ricos em carbono e nitrogénio, sendo HS
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954) um dos mais comumente utilizados (COSTA, A. F. S.
et al., 2017; HUANG et al., 2016; ZHAO et al., 2018). A bactéria usa a CB produzida
como um mecanismo de flotacdo, fazendo com que a bactéria permaneca na
interface meio de cultura/ar facilitando a obtencédo de oxigénio. A CB atua também
como uma barreira que protege a bactéria de radiacdo ultravioleta, além de captar o
substrato para a bactéria e seu carater higroscopico previne a desidratacdo do
substrato (WILLIAMS; CANNON, 1989).
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A bactéria K. xylinus ATCC 53582 € conhecida como bactéria super-produtora
devido sua capacidade elevada de producdo de celulose bacteriana quando
comparada a outras bactérias do mesmo género (AUGIMERI; STRAP, 2015; JACEK
et al., 2019). A K. hansenii ATCC 23769 é bastante referida em publicacdes
académicas associada ao meio de cultura sintético e alternativo e apresenta boa
producdo de CB (ILLA; SHARMA; KHANDELWAL, 2019; WU et al., 2019; YE et al.,
2019).

3.2.2 Sintese

Bioquimicamente, a CB ¢é sintetizada via fermentacdo através da
metabolizacdo de aglUcares como glicose. Esse processo ocorre entre a membrana
celular e a membrana plasmatica da célula (CAMPANO et al., 2016). As cadeias de
glicose, apos sua formacdo, sdo secretadas por poros existentes na membrana
plasmatica e entao interagem entre si, por meio de ligacdes de hidrogénio, formando
uma rede nanoestruturada de fibras de celulose (ribbons) como pode ser observado
na Figura 5 (HIRAI; TSUJI; HORII, 2002).

Figura 5 — Microscopia eletrénica de transmissao da bactéria K. hansenii excretando
microfibras de celulose.

w

bactéria

fibrilas

Fonte: Hirai, Tsuji e Horii (2002).

A biossintese da celulose é uma reacdo com multi-etapas que envolvem
enzimas individuais, complexos cataliticos e proteinas reguladoras, que contém
quatro principais etapas quando a fonte de carbono é a glicose. A etapa 1 se d& pela

fosforilacdo da glicose pela hexoquinase, seguida pela isomerizacdo da glicose-6-
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fosfato (Glc-6-P) em glicose-1-fosfato (Glc-1-P) através da acéo da fosfoglicomutase.
Na etapa 3 ha a formacéo da uridina-difosfato-glicose (UDP-Glic ou UDPG) atraves
da acdo da UDPG-pirofosforilase (UGPase), e, finalmente, a quarta etapa € a reacdo
de sintese da celulose. UDPGIc, que é comum em muitos microrganismos, é o
precursor direto da celulose e, possivelmente, desenvolve um importante papel na
sua sintese ja que microrganismos produtores de celulose possuem cerca de cem
vezes mais UDPGIc do que os nédo produtores (LEE, K.Y. et al., 2014; UL-ISLAM et
al., 2017).

Ullah e colaboradores (2016) sintetizaram celulose a partir de enzimas obtidas
da bactéria G. hansenii PJK (KCTC 10505BP) e formularam rotas baseadas em
seus estudos e literatura prévia associada a via das pentoses, a via de Entner
Doudoroff (ED) e ao ciclo de Krebs. Grande parte das bactérias que produzem
celulose oxidam etanol e produzem &cidos orgéanicos a partir de acucares (glicose
sendo a mais comum) (CAMPANO et al.,, 2016; ULLAH et al., 2016). A rota

simplificada da sintese de CB pode ser observada na Figura 6.

Figura 6 — Rota simplificada de biossintese da celulose bacteriana.
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3.2.3 Propriedades e Aplicacdes da Celulose Bacteriana

Apesar de ser quimicamente semelhante a celulose vegetal, a CB apresenta
propriedades quimicas e fisicas diferentes. A propriedades fisicas superiores podem

ser atribuidas ao elevado grau de polimerizacdo (2000 — 6000) e as fibras de carater
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nanomeétrico desse material (TABUCHI, 2007). A CB tem propriedades como
biocompatibilidade, elevada resisténcia mecanica, biodegradabilidade, elevada
cristalinidade, elevada pureza e atoxicidade (ANDRIANI; APRIYANA; KARINA, 2020;
CHAWLA et al., 2009; PACHECO et al., 2017).

Devido a alta aglomeracdo de fibras nanoestruturadas e ao elevado
comprimentos dessas fibras, a celulose bacteriana apresenta um elevado grau de
polimerizagdo, propriedade esta que mede a quantidade de mols de monGmero
(glicopiranose) que estdo presentes em um mol do polimero (CB). Esse elevado
grau de polimerizacdo favorece as propriedades mecanicas da CB e a utilizacdo da
CB como espessantes, uma vez que o grau de polimerizacdo estad diretamente
ligado a viscosidade do material (KUMAR et al., 2009; SHI et al., 2013; SHINODA et
al., 2012).

Devido sua estrutura naturalmente nanométrica e tridimensional, a CB
também possui uma elevada porosidade, caracteristica que lhe confere uma alta
capacidade de absor¢cdo de solventes de diferentes polaridades, como agua e 6leo
por exemplo, e por isso, sua aplicacdo em diferentes areas da biomedicina. Nesse
contexto, o Biofill® um curativo composto por celulose bacteriana, poroso,
semitransparente, dotado de uma permeabilidade seletiva que permite a passagem
apenas de vapor de agua, blogueando as bactérias, € um dos produtos pioneiros na
aplicacdo da CB na biomedicina e que, na década de 1980, quando foi criado,
recebeu varias patentes afirmando a eficacia do produto no auxilio do tratamento de
gueimaduras e ulceras (CZAJA, W. et al., 2007). Além do Biofill®, outras aplicacdes
da CB incluem os biomateriais da empresa norte-americana Xylos (CZAJA, Wojciech
et al., 2006), o implante vascular artificial da Basyc (KLEMM, Dieter et al., 2001) e no
diafragma de fones de alta performance da Sony (JONAS; FARAH, 1998).

A CB possui uma caracteristica de poder ser moldada in situ, ou seja,
capacidade de se adequar a diferentes formatos, dependendo das condi¢cdes de
cultivo. Essa caracteristica permite a aplicacdo da CB em scaffolds, além de
liberacdo controlada de farmacos e sensores baseados em células vivas (BADSHAH
et al., 2018; ZHAO et al., 2018)

Na industria sonora, empresas como a Sony Corporation® utilizam peliculas a
base de CB como membranas acusticas em seus fones de ouvido e headsets
(IGUCHI et al., 1988).
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Na industria alimenticia, a CB pode ser encontrada como a Nata de Coco,
uma sobremesa dietética tipica das Filipinas, mas consumida no mundo inteiro. A
nata de coco € uma pelicula gelatinosa (CB) obtida através da fermentacdo da 4gua
de coco (Figura 7). Outras aplicagBes potenciais na area de alimentos podem incluir
filmes para embalagens alimenticias e revestimentos e espessantes na culinaria
(AZEREDO et al., 2019; AZEREDO, 2018; NASCIMENTO et al., 2019).

Figura 7 — Nata de Coco — sobremesa feita com celulose bacteriana

Fonte: NATA DE COCO a; NATA DE COCO b.

3.2.4 Variaveis do processo fermentativo

As caracteristicas da CB estdo diretamente correlacionadas a sua forma de
producdo, pois a variacdo de meio de cultura, temperatura, tempo e pH durante o
processo fermentativo pode alterar bastante suas propriedades e,
consequentemente, direcionar as possiveis aplicacdes (CAMPANO et al., 2016;
KESHK; SAMESHIMA, 2006; WANG, S. et al., 2018).

Essas variaveis, comummente, sdo investigadas com foco no aumento da
producdo de CB, diferentes fontes de carbono (mono, poli e dissacarideos) e
diferentes fontes de nitrogénio (organico e inorganico), concentragdo inicial de
glicose, pH, meio de cultura e temperatura sdo avariaveis muito abordadas em
estudos que focam em aumentar a producdo de CB. (CAKAR et al., 2014; E. P.
COBAN, 2011; KESHK, 2014; LEE, KOON YANG et al., 2014; LIMA et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2016; RAGHUNATHAN, 2013; RANI; APPAIAH, 2011; SON et
al., 2001).
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Entretanto, além da influéncia direta destas variaveis na quantidade de CB
produzida, elas também podem afetar diretamente as propriedades dessa CB. A
mudanca da fonte de carbono utilizada no meio de cultura, pode causar uma
mudanga expressiva na cristalinidade da CB, como estudado por Ruka e
colaboradores (2012) onde um aumento de cristalinidade de 79% para 95% foi
obtido apenas trocando a fonte de carbono usada no meio de glicose para manitol.
Guzel e Ozlem (2019) obtiveram variagdes nos valores de cristalinidade, capacidade
de absorcdo de agua e largura da fibra apenas com a mudanc¢a do meio de cultura
utilizado, com o meio de hidrolisado de casca de limdo apresentando a maior
capacidade de absorcdo de agua (886m.m™), o meio de hidrolisado de casca de
tangerina apresentando a melhor cristalinidade (92%) e o meio sintético HS produziu
CBs com maior espessura de fibras (74 nm). llla e colaboradores (2019) utilizando
duas cepas distintas de bactérias (K. hansenii ATCC 23769 e Bactéria isolada de
uvas) obtiveram mudancas expressivas na area superficial da CB produzida, 146 e
74 m2.gl, para K. hansenii e bactéria da uva, respectivamente e um aumento no
valor do médulo de Young com a bactéria isolada da uva (10,2 GPa) enquanto a K.
hansenii obteve um valor aproximadamente 50% menor (5,6 GPa).

Outra variavel da fermentacdo que contribui bastante para as propriedades
finais da CB obtida é o tipo de fermentacdo. Existem duas formas gerais de
processo fermentativo, o estatico e o agitado, ambas podendo apresentar variacdes.
Na fermentacado estética, ndo ha turbuléncia no meio de cultura o que permite que a
CB seja produzida na forma de uma pelicula gelatinosa e homogénea, que se forma
na interface meio/ar. Isso se da pelo acumulo de bolhas de CO:2 presente nos poros
da pelicula, proveniente das bactérias (AZEREDO, 2018) e a alta pressdao do
oxigénio protege os microrganismos de condi¢cdes ambientais ndo favoraveis, como
baixa concentracdo de &agua, pHs extremos, microrganismos patogénicos, raios
ultravioletas, etc...(GUZEL; OZLEM, 2019; IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000;
ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991).

A fermentacdo agitada pode produzir CB na forma de pellets ou uma massa
sem forma definida, devido a turbuléncia presente no meio de cultura durante o
processo agitado. As CBs obtidas dessa forma tendem a apresentar uma menor
cristalinidade, menor resisténcia mecanica e menor grau de polimerizagdo, mas,

normalmente, apresentam uma maior producdo quando comparadas a CB de cultivo
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estatico (CAMPANO et al., 2016; KRYSTYNOWICZ et al., 2002; SINGHSA, P.;
NARAIN; MANUSPIYA, 2018).

O tempo de fermentacdo também pode causar modificacées na producéo da
CB. A variagcdo do tempo de fermentacdo na producdo de CB é um tema pouco
abordado nos trabalhos publicados, e quando abordado, sdo utilizados poucos
tempos de fermentacdo (normalmente 2 tempos distintos) e o foco € sempre avaliar
a producgéo (CHEN, G. et al., 2018). Entre os trabalhos de CB existe uma variacdo
dos tempos de incubacao utilizados existindo trabalho que produzem CB com 3 dias
(CHEN et al., 2018) enquanto, em outros prolongam a fermentacédo até o 15° dia
(BANDYOPADHYAY; SAHA; SAHA, 2018). O estudo aprofundado da influéncia do
tempo de fermentagcdo nas propriedades da CB serd um dos focos principais deste

trabalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Processo fermentativo

4.1.1 Meio de cultura e microrganismos

Para a producdo de CB utilizou-se duas cepas de microrganismos
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) sendo elas:
Komagataeibacter (anteriormente conhecidos como Gluconacetobacter) xylinus
ATCC 53582 e Komagataeibacter hansenii ATCC 23769. O meio de cultura utilizado
para a producdo das peliculas de CB neste trabalho foi o meio sintético HS
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954), cuja composicao pode ser observada na Tabela 1:

Tabela 1 — Composicdo do meio sintético HS

Componentes Concentracéao (g.L™?)
Glicose 20,0
Extrato de levedura 5,0
Peptona 5,0
Fosfato de sodio 2,7
Acido citrico 1,5

Fonte: elaborado pelo autor

4.1.2 Preparacéo do in6culo

Os microrganismos utilizados foram espalhados em placas de petri contendo
25 mL do meio HS agar a partir de um tubo contendo meio HS inclinado (estoque) e
incubado em estufa B.O.D (biochemical oxygen demand) por 48 h a 30 °C. Apés o
periodo de incubacdo, a biomassa formada na superficie da placa foi transferida
para um frasco Schott de 250 mL contendo 100 mL de meio HS e incubada,

novamente, em estufa B.O.D por 48 h a 30 °C.

4.1.3 Producéo da celulose bacteriana
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Frascos Schott de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura HS foram
inoculados utilizando 10% v.v! do inéculo previamente preparado e incubados em
estufa B.O.D a 30 °C em diferentes intervalos de tempo (4, 6, 8 e 10 dias). Esses
tempos foram escolhidos com base nos seguintes fatos: o menor tempo de
fermentacao (4 dias) foi o minimo de tempo necessario para se obter uma pelicula
de CB uniforme e manuseavel e o tempo maximo de fermentacdo (10 dias) foi
determinado com base em estudos realizados previamente pelo grupo de pesquisa
gque mostraram que do 10° ao 15° dia de fermentacdo praticamente ndo havia

mudanca na quantidade (em massa seca) de CB produzida (CHAGAS, 2018).

4.1.4 Purificagdo e neutralizag&o da celulose bacteriana

ApoOs os periodos de fermentacdo, as peliculas foram removidas do meio de
cultura, lavadas em agua corrente para retirar o excesso de meio e submetidas ao
processo de purificagdo, que é constituido por duas etapas. Na primeira etapa, as
peliculas de CB foram submersas em agua a 100 °C por 1 h; esse procedimento foi
repetido duas vezes. Na segunda etapa as peliculas foram submersas em uma
solucdo alcalina (NaOH 2% m.v1) a 80 °C por 1 h, repetidas vezes, até completa
remocao do meio de cultura e células residuais incorporadas a membrana. Apés a
purificacdo, as peliculas passaram por sucessivas lavagens em agua corrente até
pH 7, para garantir a completa remocdo do NaOH residual da purificacdo. As
peliculas neutras passaram por uma ultima lavagem em agua destilada e foram
armazenadas em frascos de plastico em uma camara de resfriamento com

temperatura controlada (~4 °C) para subsequentes caracterizacoes.
4.2 Caracterizacfes da celulose bacteriana
4.2.1 Umidade, producéao e produtividade
As peliculas purificadas e neutralizadas foram secas em balangca de
infravermelho (Marte — 1D2000) a 170 °C, em triplicata, para a obtencdo da massa

seca de cada pelicula. Com esse valor foi possivel calcular a umidade, a producéo e

a produtividade da fermentacdo seguindo as equacdes 1, 2 e 3, respectivamente.
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- meb_ - 1000
Produgio (g.L™") = —— (1)
. _ mcb_ - 1000
Produtividade (g. L™ . dia™!) = ————— (2)
V't
, _ __ [(meby— mebgh
Umidade (%) = 100 (—mbh ] 100 (3)

Onde mcbs é a massa de CB seca, obtida, em gramas, por secagem em balanca de
infravermelho, mcbu é a massa, em gramas, da pelicula de CB Umida obtida em
balanca analitica, Vm é o volume do meio de cultura, em mililitros, utilizado na

fermentacao e t € a quantidade de dias que durou a fermentacéo.

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

As medidas de FTIR foram realizadas em espectrometro PerkinElmer®
modelo Spectrum Two, com resolucédo de 4 cm?, faixa de leitura de 4000 a 400 cm™
e 32 varreduras. Os espectros foram obtidos com CB na forma de pastilhas de KBr
contendo 5% (m.m). As amostras de CB foram previamente liofilizadas e moidas.

4.2.3 Analises termogravimétricas (TGA)

As medidas termogravimétricas foram realizadas utilizando amostras
liofilizadas e moidas de CB (~4 mg) em equipamento PerkinElmer® modelo STA
6000 com faixa de temperatura de 50 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C/min,

sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 40 mL/min.

4.2.4 Difracéo de Raios-X (DRX)

As analises de DRX foram realizadas no Laboratorio de Raios-X do
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara. Os graficos de difracéo
de DRX foram obtidos com difratbmetro para amostras policristalinas modelo Xpert-
Pro MPD — Panalytical, com tubo de Co em 40 kV e 40 mA na escala 26. O intervalo

angular utilizado foi de 10 a 30°, com uma velocidade de varredura de 0,5 °/min. O
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indice de cristalinidade (IC) foi estimado pelo método descrito por Seagal et al.

(1959) seguindo a equacéo 4:

('{DI}E - "'r:zmj

IC (%) = l l 100 (4)

ooz

onde looz € a intensidade maxima do pico de difracdo para a regido cristalina
referente ao plano cristalografico 002 (celulose 1) e lam é a intensidade da parte
amorfa da amostra. Para difratogramas obtidos com tubo de Cu (radiacdo Cu-Ka, A =
1,540562 A) looz se localiza em 26~22° e lan em 20 ~18° enquanto que para
difratogramas obtidos com tubo de Co (radiacdo Co-Ka, A = 1,788965 A) looz se
localiza em 26v~26° e lam em 20 ~22° (DEMUNER, 2017). O tamanho do cristalito
(CrS) das amostras foi estimado pela equagéo 5, seguindo a metodologia proposta
por Singhsa et al. (2018).
K-4

) ©

Crs (nm) = (—
(nm) FWHM  cosf

onde K ¢ o fator de forma (0,94), A € o comprimento de onda do raio-x (1,788965 A),
FWHM ¢é a largura total em metade da altura do pico loo2 € 8 € 0 angulo de Bragg

referente ao pico looz.
4.2.5 Ensaios mecanicos

Os ensaios de tracdo foram realizados em uma maquina universal de
ensaios (modelo EMIC DL3000) utilizando corpos de prova retangulares (60 mm x
10 mm) obtidos a partir de CB seca em estufa (50 °C, 24 h). A espessura dos corpos
de prova (quintuplicata) foi medida utilizando um micrémetro (Mitutoyo QuantunMike
IP65) e, previamente aos ensaios, eles foram mantidos em dessecador com
umidade controlada (~ 50%) com o auxilio de uma solugcédo supersaturada de sulfato
de magnésio por 48 h. Os ensaios foram realizados seguindo a metodologia ASTM
D882 com adaptacdes, em temperatura ambiente (~ 23 °C) e umidade controlada (~
50% UR). A distancia inicial das garras foi ajustada para 40 mm e o ensaio teve
inicio com velocidade de 12,5 mm/min e carga aplicada de 500 N (ou 50 kgf). Os

valores de resisténcia a tracéo, tensdo na ruptura e modulo de Young foram obtidos.
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4.2.6 Capacidade de absorcédo de agua (CAA)

As analises de absorcdo de agua foram realizadas em triplicata utilizando
amostras de CB liofilizada cortadas (2 cm x 2 cm). As amostras foram submersas em
béqueres contendo 50 mL de agua destilada e submetidas a sucessivas pesagens
até ndo apresentar alteracdo significativa na massa (~3 h). Os valores de

capacidade de absorcdo de 4gua foram estimados utilizando a equacao 6:

CAA(%) = l[mef _me")l-mn (6)

mcbh,

onde mchi € massa, em gramas, do corpo de prova de CB utilizado antes do
intumescimento em &gua/éleo mineral e mcbf é a massa final, em gramas, do corpo

de prova de CB ap0s a analise.
4.2.7 Termoporometria por calorimetria exploratdria diferencial (TP-DSC)

A termoporometria € uma técnica de verificacdo de tamanho de poros em
sélidos que se baseia na analise de um sinal referente a fusdo de uma substancia
contida nos poros. Para a Termoporometria por DSC esse sinal € associado ao calor
de mudanca de fase e para analise de celulose, a substancia utilizada é agua.

A TP-DSC difere 3 tipos de 4gua de acordo com a interagcdo delas com 0s poros.
A FW é considerada a agua livre, aquela que néo esta confinada no interior do material
e congela a 0 °C. A FBW (4gua confinada congelavel) se encontra dentro do poro e
congela a uma temperatura inferior a FW, devido a presséo a qual ela esta submetida.
NFW (dgua ndo congelavel) € a agua que estéa interagindo de maneira tao forte com o
material (dentro do poro) que ndo congela. A TP-DSC utiliza os valores de fluxo de calor
obtidos na leitura de DSC para obter uma distribuicdo de poros por diametro atraves de
modelos matematicos descritos por Rojo e colaboradores (2015).

As medidas de termoporometria foram feitas com peliculas de CB Umidas por
calorimetria exploratoria diferencial utilizando um calorimetro Q20 TA Instruments ®
acoplado com um cooler RCS90 TA Instruments®. Os parametros utilizados na
analise foram baseados em Rojo et al. (2015). O cadinho vazio e a amostra de CB
Umida sdo pesados antes do inicio da analise. A andlise tem inicio com uma

isoterma de 5 minutos a 5 °C para garantir o equilibrio inicial do sistema, seguida por
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um processo de resfriamento a 5 °C/min até -35 °C com isoterma de 10 minutos
para garantir o completo congelamento da agua contida na amostra. Apos essa
etapa, a amostra foi aquecida em 14 etapas até atingir 5 °C, temperatura essa que
garante o descongelamento de toda a &gua livre presente no material, por ser acima
da temperatura de fusdo da agua (0 °C). Todas as 14 etapas de aguecimento sdo
realizadas com uma taxa de 1 °C/min e as isotermas sao utilizadas nas seguintes
temperaturas: -30 °C, -20 °C, -15 °C, -6 °C, 4 °C, -2 °C, -1,5 °C, -1,1 °C, -0,8 °C, -
0,5 °C, -0,3°C, -0,2 °C, 0,5 °C e 5 °C. Obtém-se, ao fim da analise, curvas de tempo
(min) por temperatura (°C) e fluxo de calor (mW). ApGs a analise, o cadinho é furado
e colocado em estufa para completa remocédo da agua na amostra (24 h) e, em
seguida, pesado para se obter, por diferenca, a massa seca da amostra.

Com esses valores e utilizando a teoria matemética descrita pro Rojo et al.
(2015) se obtém um gréafico de FBW (agua confinada congelavel) por diametro de
poros. Entretanto, a unidade de FBW (g.g*!) é dada pela razéo entre a massa de FBW e
a massa da amostra seca. Devido aos calculos envolvidos na técnica, os valores de
FBW sdo cumulativos, ou seja, o valor obtido no ponto 100 nm é referente a toda a
guantidade de poros daquele ponto para baixo. Visando melhorar a exibicdo desses
resultados, procurou-se uma funcdo que se adequava aos graficos de distribuicdo de
poros e foi realizada uma regressao. A funcao utilizada foi uma funcéo sigmoidal que

pode ser vista na equacao 9:

P 1-p
flx)= A, + (spcm 1 + 10@1-x)xh1 } + (span 1 + 10'11?3—13'1?!3) (7)

onde os fatores A1, span, p, bl, b2, hl e h2 foram obtidos por meio da regresséo da
curva de distribuicdo de poros de cada amostra. Com a regressado foi possivel
calcular valores de uma distribuicéo relativa de poros (DRP) em funcdo do tamanho

de poros.
4.2.8 Grau de polimerizacao (GP)

Em uma sala a 25 °C, as amostras de CB liofilizadas foram diluidas em 20 mL
de solucéo de cobre-etilenodiamina (0,5 mol.L-). De acordo com o método TAPPI T
230-08, 0,01 g de CB liofilizada sao adicionadas a 25 mL de agua destilada e 25 mL
de solucdo de cobre-etilenodiamina 1,0 mol.L2. A solugédo foi agitada (~18h), para
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garantir a completa dissolucéo da CB, e o tempo de escoamento foi medido com o
auxilio de um viscosimetro Canon-Fenske. A viscosidade relativa (nr) e a
viscosidade especifica (nsp) foram calculadas pelas equacdes 8 e 9,
respectivamente (BOZTUG; BASAN, 2004).

=t (8)

nsp = nr—1 (9)

onde t € o tempo de escoamento da solucdo com celulose e t0 é o tempo de
escoamento da solugéo de cobre-etilenodiamina (0,5 mol.L?) sem celulose.

De acordo com o método de ponto Unico, a viscosidade intrinseca (n) foi

determinada usando a férmula geral (equacdo 10) (BOZTUG; BASAN, 2004).

[2(nsp — Int
p= Y (nsp ") (10)
C

onde c é a concentracdo da solucédo de CB em g.mL™.

O grau de polimerizacdo foi determinado pela equacdo de Mark-Houwink-
Sakurada para grau de polimerizacao superior a 950 (equacédo 11) (BLANCO et al.,
2018; COSTA, 2009).

n = 2,28- GP"™® (11)

4.2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV foram realizadas na Central Analitica da Universidade
Federal do Ceara. Para a visualizacdo por microscopia eletronica de varredura,
fragmentos das amostras liofilizadas de CB foram montadas em “stubs”, cobertas
com uma fina camada de ouro em aparelho de cobertura metalica Emitech, modelo
K550 e encaminhadas ao microscoépio eletrbnico de varredura MEV Quanta 450-
FEG (FEI) e visualizadas sob uma aceleracdo de voltagem de 15 kV, em diferentes

aumentos.
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4.3 AvaliacOes Estatisticas
4.3.1 Analise de Variancia (ANOVA)

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados de producao,
produtividade, umidade, termogravimetria, cristalinidade, ensaios mecanicos,
capacidade de absorcdo de agua, grau de polimerizacao e dimensdes de fibras para
verificar se as variagdes entre os tratamentos foram estatisticamente relevantes. As
avaliacdes forma desenvolvidas utilizando o teste de Tukey, com valores de p < 0,05

sendo estatisticamente significantes.

4.3.2 Analise estatistica multivariada (Quimiometria)

Uma matriz numérica foi construida usando dados de propriedades das CBs
produzidas com os dois microrganismos de estudo (K. xylinus ATCC 53582 e K.
hansenii ATCC 23769) e os quatro tempos de fermentacao (4, 6, 8 e 10 dias).

As propriedades submetidas a essa analise foram: capacidade de absor¢éo
de agua, ensaios mecanicos, termoporometria e FTIR. As matrizes obtidas com o0s
dados supracitados foram importadas para o software PLS Toolbox™ (versao 8.6.2,
Eigenvector Research Incorporated, Manson, WA USA). Uma avaliacao estatistica
multivariada ndo supervisionada por analise de componente principal (PCA) foi
desenvolvida, separadamente, para cada uma das propriedades analisadas. Antes
da abordagem quimiométrica, os dados foram autoescalonados, ou seja, foram
centralizados em torno da média com posterior escalonamento pela variancia, dando
0 mesmo peso (for¢a) as varidveis, aumentando assim a variabilidade das amostras
e permitindo a comparacao entre amostras de unidades diferentes.

O algoritmo da decomposi¢cdo em valor singular (SVD) foi aplicado para
decompor as matrizes principais em matrizes de scores, loadings e erros de
modelagem. As informacdes relevantes das amostras ficaram contidas nas duas

componentes principais (PC), com um nivel de confianca de 95%.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo sdo apresentados os resultados referentes a umidade, producéo,

produtividade, cristalinidade, espectroscopia de infravermelho, estabilidade térmica,
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porosidade, grau de polimerizacéo, resisténcia mecanica, capacidade de absorcao
de agua e estrutura das amostras de CB produzidas com K. xylinus ATCC 53582 e
K. hansenii ATCC 23769 com meio HS e diferentes tempos de fermentacao (4, 6, 8
e 10 dias). As amostras obtidas utilizando as cepas K. xylinus ATCC 53582 e K.
hansenii ATCC 23769 seréo referidas como HSKx e HSKh, respectivamente, e o
tempo de fermentacéo representado pelo numero de dias seguido pela letra d (4d,
6d, 8d e 10d).

5.1 Umidade, producéo e produtividade

Nas Figuras 8 e 9 é possivel observar os valores de producédo (g.L?) e
produtividade (g.L*.dia!) das amostras estudadas no presente trabalho e na Tabela
2 os valores de umidade (%).

Figura 8 — Producdo (g.L') de peliculas de celulose bacteriana por
Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh)
em diferentes tempos de fermentacéo (4d, 6d, 8d e 10d). Letras iguais (a, b, c, d, e,
f) ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas a= (0,05).
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Figura 9 — Produtividade (g.Ll.dia') de peliculas de celulose bacteriana por
Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh)
em diferentes tempos de fermentacéo (4d, 6d, 8d e 10d). Letras iguais (a, b, c, d, e,
f) ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas a= (0,05).
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Tabela 2 — Umidade (%) de peliculas de celulose bacteriana produzidas
por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC
23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra Umidade (%) Amostra Umidade (%)
HSKx 4d 99,17 + 0,102 HSKh 4d 99,64 + 0,012
HSKx 6d 99,04 £ 0,102 HSKh 6d 99,28 £ 0,102
HSKx 8d 98,93 £ 0,102 HSKh 8d 99,27 £ 0,102
HSKx 10d 98,93 +0,102 HSKh 10d 99,25 + 0,032

Letras iguais (a, b, ¢, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferencas

estatisticamente significativas a= (0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Na HSKx é possivel observar que os valores de producéo, de maneira geral,

aumentam com o tempo de fermentagdo, com excec¢do dos tempos 6d e 8d, que

apresentaram producao igual, segundo teste Tukey. J& na HSKh é possivel observar

que a producdo nos tempos 4d e 6d assim como os tempos 8d e 10d, sé&o
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estatisticamente iguais, ou seja, nesses intervalos de tempo de fermentacdo nao
houve uma biossintese significativa de CB. Isso pode indicar que as células
produtoras de CB entraram em estado de laténcia. A literatura mostra que, uma vez
que a bactéria produz CB suficiente para se envolver por completo, ela entra em um
estado de laténcia, cessando a producdo do biopolimero (STEPANOV;
EFREMENKO, 2018). A Figura 10 evidencia a diferenca visual entre as producdes

obtidas.

Figura 10 — Diferenca visual de peliculas de celulose bacteriana
produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K.
hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacao (4d,
6d, 8d e 10d).

Fonte: elaborado pelo autor

Os valores de produtividade dao uma ideia de quantidade de CB seca
produzida por dia de fermentagéo, o que, de um ponto de vista industrial, pode ser
mais interessante do que o resultado de producdo, uma vez que pode ajudar a
otimizar o processo e diminuir gastos referentes a fermentagao (CHEN et al., 2018).

A HSKXx apresentou maiores valores de producdo que a HSKh, evidenciando
a maior eficiéncia da K. xylinus sobre a K. hansenii, esse comportamento pode ser
observado em diversos estudos. Cao e colaboradores (2018) obtiveram melhores
resultados de produgdo com a K. xylinus do que com a K. hansenii, incubando
ambas no mesmo meio e com 0s mesmos parametros de fermentagdo. Todos 0s

resultados de produtividade da HSKh foram estatisticamente iguais, enquanto 0s
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resultados da HSKx apresentaram maiores valores nos dois primeiros dias de
fermentacédo estudados (4d e 6d) (~0,40 g.Lt.dia! para ambos) indicando uma maior
producdo de CB pela bactéria no inicio da fermentacao.

As umidades de todas as CBs produzidas foram iguais (~99%), o que condiz
com a literatura e indica que esse material se comporta como um hidrogel que

possui capacidade de retencdo de agua de ~99% (NASCIMENTO, 2019;
ZMEJKOSKI et al., 2018).

5.2 Espectroscopia na regidao do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

Na Figura 11 é possivel observar os espectros de infravermelho para todas as

amostras estudadas.

Figura 11 — Espectros de FTIR para de peliculas de celulose bacteriana produzidas
por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC 23769
(HSKh) em diferentes tempos de fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).
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Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados dos espectros de FTIR mostraram bandas tipicas de CB,
coincidindo com as mesmas caracteristicas das bandas de celulose vegetal, uma
vez que ambas possuem a mesma composi¢cdo quimica (ANDRIANI; APRIYANA;
KARINA, 2020).

A banda larga na faixa de 3300 - 3500 cm™ é correspondente ao estiramento

dos grupos hidroxila. A banda 2890 cm™ esta associada ao estiramento —CH de

alcanos e estiramento assimétrico de —CHz dos grupos —CH—OH e —CH2—OH.
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Multiplas bandas entre 1300 e 1430 cm™ sdo associadas a deformacéo angular das
ligacGes C—OH e —CH. As bandas em torno de 1060 cm™ e 1030 cm™* podem ser
relacionadas com deformacbes C—O e C—OH, tipicas de carboidratos. A vibracao
C—C dos anéis da glicose pode ser observada em 1111 cm™ (DU et al., 2018; GEA
et al., 2011). A banda em 1650 cm™ pode ser referente ao estiramento da ligagdo
O—H referente a 4gua adsorvida na amostra, 0 que indica que a amostra ainda
apresentava umidade no momento da analise, mesmo que baixa (GAO et al., 2020;
GEA et al., 2011; GUZEL e OZLEM AKPINAR, 2019).

A auséncia de bandas em 1700 — 1735 cm referentes ao estiramento de
ligacbes C=0 indica a auséncia de amidas proveniente das bactérias e a auséncia
de banda em 1538 cm exclui a presenca de compostos nitrogenados provenientes
do meio. A presenga de mlltiplas bandas entre 1150 e 1300 cm? é comumente
relacionada a estiramento da ligacdo C—N, mas também sao consideradas bandas
caracteristicas de celulose e sinais referentes ao estiramento da ligacdo P-OC,
proveniente de &cidos nucleicos, sdo localizados entre 1100 e 1050 cm™. Esses
sinais ndo mostram grande evidéncia nas amostras estudadas, indicativo de que o
processo de purificacdo das amostras foi eficaz (FULLER; ANDAYA; MCCLAY,
2018; GEA et al., 2011).

De acordo com Molina-Ramirez e colaboradores (2018) as bandas presentes
entre 1150 e 1300 cm™ apresentam uma duplicidade de significado, pois elas sédo
caracteristicas de CB mas alguns compostos nitrogenados também aparecem nessa
faixa, o que faz com que ndo se possa concluir sobre a presenca de contaminantes,
provenientes de residuos de meio de cultura e células mortas de microrganismos
apenas com o FTIR. Outras analises, como TGA podem corroborar para um veredito
mais preciso de uma purificacéo eficaz (MOLINA-RAMIREZ et al., 2018).

5.3 Analises Termogravimétricas (TGA)

A analise de TGA foi realizada para se obter o perfil de comportamento
térmico das amostras estudadas. Os termogramas obtidos e as derivadas dos
mesmos podem ser observados na Figura 12.

E possivel observar um Unico evento de perda de massa em todas as

amostras analisadas. O evento é referente a degradacdo das cadeias glicosidicas
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gque compdem a celulose, que ocorreu em ~250 °C para todas as amostras, o que
corrobora com as referéncias bibliograficas que reportam a degradacao da CB entre
200 e 300°C (GUZEL; OZLEM, 2019; MOLINA-RAMIREZ et al., 2018; VAZQUEZ et
al., 2013).

Eventos entre 150 e 250 °C sdo associados a degradacdo de proteinas
residuais do microrganismo e do meio de cultura utilizados no processo fermentativo
e a auséncia desses e de outros eventos ndo caracteristicos de CB apontam que a
purificacéo realizada foi efetiva e ndo existem contaminantes na amostra (GEA et al.,
2011; MOLINA-RAMIREZ et al., 2018).

Figura 12 — Termogramas (a) e derivadas (b) para de peliculas de celulose
bacteriana produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K.
hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacdo (4d, 6d, 8d e
10d), em atmosfera inerte (N2).
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Fonte: elaborado pelo autor

Os valores de temperatura inicial de degradacdo (Tonset), temperatura
maxima de degradacdo (Tmax) e perda de massa por degradacdo podem ser
observados na Tabela 3. Todas as amostras apresentaram resisténcia a elevadas
temperaturas (~237°C) e comportamento térmico semelhantes. A amostra que
apresentou maior temperatura inicial de degradacéo foi a HSKx 10d (~261 °C),
enquanto a menor foi apresentada pela amostra HSKx 4d (~237 °C). Esse
comportamento pode ser explicado por uma maior interacdo entre as moléculas de
celulose das CBs produzidas nas amostras com maior tempo de fermentagéo (maior
grau de polimerizacdo), o que torna a rede de fibras tridimensional dessas amostras

mais resistente, sendo assim necessario uma maior quantidade de energia para
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romper essas ligacdes, garantindo a elas uma maior estabilidade térmica quando

comparadas com amostras obtidas com menores tempos de fermentacéo.

Tabela 3 — Temperatura inicial de degradacdo (Tonset),
temperatura maxima de degradacao (Tmax) e perda de massa
por degradacdo para peliculas de celulose bacteriana
produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKXx)
e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de
fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra Tonset (°C) Tmax (°C) Perda de

Massa (%)
HSKx 4d 238,3+1,22 291,8+1,22 85
HSKx 6d 244,6 +1,2> 304,6 +1,3° 90
HSKx 8d 2448 +2,6° 2945 +1,22 92
HSKx 10d 265,5+2,5¢ 302,3+1,7° 85
HSKh 4d 256,2+ 1,29 312,1+0,5° 84
HSKh 6d 252,6 £2,1¢ 311,2+1,7°¢ 90
HSKh 8d 255,4+1,39 312,1+1,7° 90
HSKh 10d 255,1+0,5¢ 311,3+0,8° 88

Letras iguais (a, b, ¢, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas a= (0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Nas amostras de HSKx é possivel observar que houve o aumento da Tonset
com o aumento do tempo de fermentacédo o que indica que, para esse tratamento, a
pelicula de CB se torna termicamente mais resistente com o passar do tempo. Assim
como nos resultados de producéo (Figura 8) é possivel perceber uma diferenca de
Tonset significativa de 4d para 6d e de 8d para 10d, indicando que esse aumento no
tempo de fermentacédo causou de fato uma mudanca estrutural na CB. J& em HSKh
ndo houve uma grande variagcdo na estabilidade térmica em diferentes tempos de
fermentacdo com excecdo da amostra HSKh 6d que apresentou um Tonset um
pouco inferior aos demais do mesmo tratamento (~252°C). E importante ressaltar

que mesmo as temperaturas de inicio de degradacdo mais baixas ainda se
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encontram na faixa referida como padrdo para CB na literatura (200 — 300 °C)
(GUZEL e OZLEM AKPINAR, 2019; NASCIMENTO et al., 2016).

Os valores de temperatura maxima de degradacdo se encontram na faixa de
290 — 311°C e nao apresentam padrao evidente, a semelhanca desses valores
destaca a alta resisténcia térmica da CB mesmo quando se varia o tempo de
fermentacdo. Analise analoga pode ser feita com os valores de perda de massa que
se encontram todos no intervalo de 84 — 92%. Vale ressaltar que ndo ha nenhum
trabalho publicado, de conhecimento do autor, que estude a influéncia do tempo de

fermentacao na estabilidade térmica da celulose bacteriana.

5.4 Difragédo de raios-X (DRX)

A Figura 13 apresenta os difratogramas das amostras de CB. Todos 0s
difratogramas apresentam picos caracteristicos de celulose bacteriana que se
encontram em, aproximadamente, 20 igual a 16°, 19° e 26° relacionados aos planos
cristalograficos (101), (10-1) e (002), caracteristicos de celulose tipo |, que é
reportada na literatura como a celulose produzida por bactérias (MAEDA et al., 2006;
TSOUKO et al., 2015; VAZQUEZ et al., 2013). O uso do tubo de Co, ao invés do
tubo de Cu, nas analises realizadas causa um deslocamento dos picos referentes a

celulose tipo I, que originalmente se encontrariam em 14°, 16° e 22°.

Figura 13 — Difratogramas para de peliculas de celulose bacteriana produzidas por
Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh)
em diferentes tempos de fermentacéo (4d, 6d, 8d e 10d).

— HSKx 10d

@] HSKh 4d (b)
—— HSKx 4d ——HSKh 6d )
—— HSKx 6d ——HSKh 8d
—— HSKx 8d ——HSKh 10d
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Fonte: elaborado pelo autor

Os indices de cristalinidade (IC) e o tamanho dos cristalitos (CrS) das
amostras podem ser observados na Tabela 4. As amostras apresentaram tamanhos
de cristalito variando de 8,1 a 15,5 nm. Esses valores justificam a utilizacdo do
método proposto por Seagal e colaboradores (1959) para o calculo do indice de
cristalinidade, a utilizacdo deste método para amostras com tamanho de cristalito
superior a 5 nm se torna igualmente eficiente ao método que utiliza a deconvolucao
dos picos cristalinos (FRENCH; SANTIAGO CINTRON, 2013).

Tabela 4 — indice de cristalinidade e tamanho do cristalito para de peliculas de
celulose bacteriana produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582
(HSKx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de
fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra IC (%) CrS (nm) Amostra IC (%) CrS (nm)

HSKx 4d 97,6 £ 0,6° 15,5 HSKh 4d 96,7 £ 0,52 8,1

HSKx 6d 95,4 +0,4° 14,9 HSKh 6d 97,8 + 0,32 8,3

HSKx 8d 94,6 + 0,3 12,0 HSKh 8d 97,0+0,1° 8,4

HSKx 10d 93,1 +£0,62 8,9 HSKh 10d 97,9 +0,3° 8,4
Letras iguais (a, b, c,) na mesma coluna ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas

o= (0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Nas amostras de HSKx foi possivel observar um pequeno decréscimo no
valor do indice de cristalinidade com o aumento do tempo de fermentacéo, passando
de ~97% com 4 dias para ~93% com 10 dias de fermentacdo, o que indica uma
reducdo no nivel de organizacdo das fibras para este tratamento. Ja nas amostras
de HSKh, os indices de cristalinidade ndo apresentaram variacdes significativas,
obtendo-se valores de ~97% para todas as amostras deste tratamento.

Essa reducéo que ocorre nas amostras de HSKx pode se dar pelo aumento
da pressédo hidraulica no interior do frasco quando a pelicula de CB comeca a
ocupar toda a superficie do meio de cultura, isso pode ocasionar contorcbes nas
fibras excretadas pelas bactérias enquanto flotam para a superficie para se unir com
a pelicula de CB ja formada. O mesmo comportamento ndo é evidente em HSKh

provavelmente pela espessura bem reduzida das peliculas e baixa producéo,



44

guando comparadas a HSKx, o que causaria uma pressao hidraulica menor no meio
de cultura e néo influenciaria na conformacédo das fibras excretadas. Apesar dessa
reducdo observada nas amostras de HSKx, todas as amostras de HSKx e HSKh
apresentaram elevada cristalinidade quando comparadas a celulose de origem
vegetal, que varia de 56 a 65% e IC dentro do padrao reportado na literatura para
CB que varia de 65 a 95% (PECORARO et al., 2008; TSOUKO et al., 2015). Essa
caracteristica garante a CB maior resisténcia mecanica quando comparada a
celulose vegetal. E valido ressaltar que ndo ha, de conhecimento do autor, trabalhos
publicados que estudem a influéncia do tempo de fermentacdo na cristalinidade da

CB de forma aprofundada.

5.5 Ensaios mecanicos

Na Tabela 5 é possivel observar os valores de tensdo maxima, tensdo na
ruptura e médulo de Young para todas as amostras estudadas obtidas através do
ensaio de tragéo.

Tabela 5 — Tensdo maxima, tensdo na ruptura, elongacao na ruptura e modulo de
Young para de peliculas de celulose bacteriana produzidas por Komagataeibacter
xylinus ATCC 53582 (HSKXx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes
tempos de fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostras Tenséo Tenséo na Elongacéo Médulo de
Maxima (MPa) Ruptura na Ruptura Young (GPa)
(MPa) (%)

HSKx 4d 133,2+ 1,52 135,3+1,62 3,0+0,22 6,40 £ 0,022
HSKx 6d 154,0 £ 1,5 156,5 + 2,6° 2,1+0,2° 9,42 + 0,04°
HSKx 8d 176,5+ 2,8 177,8 +2,6¢ 3,0+0,22 10,51 £ 0,09¢
HSKx 10d 254,3 + 3,34 255,6 + 1,61 3,1+0,12 11,09 + 0,049
HSKh 4d 20,6 £ 0,5¢ 20,9 £ 0,2¢ 1,0 £0,1¢ 2,08 £ 0,07¢
HSKh 6d 22,6 £ 1,2¢ 23,4 +1,0¢ 1,3+0,4° 2,50 + 0,041
HSKh 8d 24,9 + 2,68 25,0 £ 2,4¢ 1,5+0,2° 2,70 £ 0,099
HSKh 10d 106,9 + 0,9 108,3 = 0,8f 2,7+0,42 5,10 £ 0,04"

Letras iguais (a, b, c, d, e, f) na mesma coluna ndo apresentam diferengcas estatisticamente

significativas a= (0,05).
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Fonte: elaborado pelo autor

As amostras de HSKx apresentaram valores crescentes de tensdo maxima,
tensdo na ruptura, e médulo de Young com o aumento do tempo de fermentacéo
utilizado. Conforme citado no preparo das amostras para esta andlise, as
membranas sdo secas em estufas e posteriormente cortadas em formato retangular
(60mm x 10mm), em pressa estampadora pneumatica. Os valores obtidos para
HSKx sdo maiores do que aqueles para HSKh (Tabela 5). Isso pode ser explicado
pela maior quantidade de CB, em massa, presente nas amostras HSKX,
representada por maiores valores de producao (Figura 8). O que torna a rede de
fibras tridimensional mais densa e compacta quando comparada com as amostras
de HSKh que, por possuirem menor quantidade CB, em massa, apresentam uma
rede menos compacta e menos densa o que influi diretamente nas propriedades
mecanicas do material (STEPANOV; EFREMENKO, 2018).

Para as amostras de HSKh, durante os trés primeiros tempos estudados (4d,
6d e 8d) ndo houve diferenca estatistica nos valores de tensdo e moédulo de Young
ocorrendo apenas um aumento desses valores na amostra HSKh 10d.

Os baixos valores de elongacao na ruptura para ambas as amostras podem
ser relacionado com a alta cristalinidade das amostras, o que contribui para uma
maior resisténcia mecéanica, mas deixa o material mais rigido e menos elastico
(CHEN, S. Q. et al., 2018; SINGHSA, Pratyawadee; NARAIN; MANUSPIYA, 2018).

A tensdo maxima e a tensdo na ruptura sempre se mostram bem proximas,
em valor numérico, para amostras de CB. O comportamento semelhante exibido
pela tensdo maxima e o modulo de Young das amostras é explicado pelo fato de
que o modulo de Young € um valor obtido em funcédo da tensdo e da deformacéo,
como a deformacdo ndo apresenta alteracdo significativa nos dois tratamentos, o
aumento da tensdo méxima acarreta, de maneira direta, 0 aumento do modulo de
Young (CHEN et al., 2018).

A amostra com melhores resultados de propriedades mecéanicas foi a HSKx
10d que apresentou tensdo maxima ~255 MPa e modulo de Young ~11 GPa,
valores estes considerados altos quando comparados a celulose vegetal. Essa
elevada resisténcia mecanica pode direcionar a aplicacdo desta amostra para a
industria alimenticia no setor de embalagens, uma vez que essa propriedade é de

fundamental importancia para esse tipo de aplicacdo (AZEREDO, 2018; AZEREDO
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et al., 2019). Todos os valores obtidos para as amostras estudadas se encontram
dentro dos padrdes citados na literatura para CB que reportam valores de tensdo
maxima variando de 7 a 280 MPa e mddulos de Young 6 a 10 GPa (ILLA et al.,
2019; MOLINA-RAMIREZ et al., 2018; STEPANOV e EFREMENKO, 2018).

Nenhum trabalho publicado, de conhecimento do autor, estuda a influéncia
direta do tempo de fermentacdo nas propriedades mecéanicas da CB. O valor
méaximo de tensdo méxima reportado na literatura (280 MPa) é maior que o obtido
neste trabalho. No trabalho citado foi utilizado um meio de cultura diferente (banana
podre) e uma bactéria diferente (Komagataeibacter medellinensis) resultando em um
valor de producdo superior ao maior obtido neste trabalho (~4,8 g.L'!) o que tem
influéncia direta na resisténcia mecéanica da CB (MOLINA-RAMIREZ et al., 2018).

5.6 Capacidade de absorcao de agua (CAA)

Os valores de capacidade de absorcédo de agua para as amostras estudadas
podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Capacidade de absorcao de agua para de peliculas de celulose
bacteriana produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKXx)
e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacéo
(4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra CAA (%) Umidades apés Espessuras dos
absorcao (%) corpos de prova
(mm)
HSKx 4d 3218 + 150¢ 96,9 £ 0,12 1,43 +0,10¢
HSKx 6d 3226 + 144¢ 96,9 £ 0,12 1,47 £0,10¢
HSKx 8d 3299 + 123¢ 97,0+0,12 1,53 £0,30¢°
HSKx 10d 3360 * 125°¢ 97,1+0,12 1,55+ 0,20¢
HSKh 4d 2213 + 782 97,8 +0,12 0,03 +0,122
HSKh 6d 2486 + 932 96,1 +0,12 0,27 £ 0,10°
HSKh 8d 2904 + 96° 96,6 £ 0,12 0,46 £ 0,11¢
HSKh 10d 3261 + 111° 97,0+ 0,12 0,73+0,114

Letras iguais (a, b, ¢, d, ) na mesma coluna ndo apresentam diferencas estatisticamente

significativas a= (0,05).
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Fonte: elaborado pelo autor

A capacidade de absorcdo de agua das peliculas de CB estudadas n&o variou
significativamente com o aumento do tempo para HSKx. Para HSKh houve o
aumento em funcdo do tempo de fermentacdo, o que pode ser explicado pelo
aumento na espessura dos corpos de prova mais acentuado nas amostras de HSKh
do que nas amostras de HSKx. Isso pode indicar uma area superficial de contato
semelhante entre os dias de fermentacdo para amostra HSKx e um aumento no
volume de poros para HSKx.

O maior valor de CAA foi observado nas amostras de HSKx, enquanto o
menor foi observado na amostra HSKh 4d. Phisalaphong e colaboradores (2008)
obtiveram valores de CAA variando de 500% a 600% para CB adicionada de
diferentes concentracdes de quitosana, todas as amostras apresentaram valores de
absorcdo de agua superiores aos reportados na literatura, o que indica que o
material € obtido € de alto interesse para aplicacdes em biocurativos, uma vez que a
capacidade de absorcéo de fluidos polares € uma propriedade muito importante para
esse tipo de aplicacdo (PHISALAPHONG; JATUPAIBOON, 2008; SAIBUATONG,;
PHISALAPHONG, 2010).

Pelos valores de umidade calculados ao final da andlise de absor¢céo de agua
(~98%) € possivel inferir que, mesmo que a CB tenha absorvido uma quantidade
significativa de agua durante a andlise, esse material ndo consegue voltar ao seu
estado de umidade inicial (pré liofilizacdo) (~99%), o que pode ser resultado de um

colapso parcial dos poros das amostras durante o processo de secagem.

5.7 Termoporometria por DSC (TP-DSC)

Na Figura 14 é possivel observar a distribuicdo de poros em funcdo de FBW

(agua confinada congelavel) para as amostras de CB estudadas.
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Figura 14 — Distribuicdo de poros para as amostras de HSKx e HSKh. Valores de
FBW sao cumulativos.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Como explicado na secdo 4.2.7 os valores exibidos na Figura 14 sdo valores
cumulativos e com o intuito de deixar os resultados mais didaticos foi realizada uma
regressao para se obter a distribuicao relativa de poros (D.R.P.) por diametro de poros
(Figura 15). Vale ressaltar que todas as regressfes foram muito efetivas

apresentando R2 ~0,999 para todas as amostras estudadas.

Figura 15 — Distribuicéo relativa de poros em fungdo do tamanho de todas as
amostras de HSKx (a) e HSKh (b).

(a)

Il HSKx 4d
I HSKx 6d
Il HsKx &d
I HSKx 10d

2,0

1.8

1,6 4

1,4

—_—

T 5]
T2

o 1,04
m_ 4
0 0,84
0.6
0.4

0,2

0,0 - . . '
2-50 50 - 100 100 - 150 150 - 200

Diametro (nm)



49

Bl HsKh 4d
I HsKh 6d
Il HsKh 8d
[ HsKh10d |

2-50 50 - 100 100 - 150 150 - 200
Diametro (nm)

Fonte: elaborado pelo autor

E possivel observar que para todas as amostras a maior densidade de poros
se encontra na faixa entre 2 e 50 nm, o que indica uma presenca intensa de
mesoporos no material, jA que, segundo a IUPAC, poros abaixo de 2 nm sao
considerados microporos, entre 2 e 50 nm estdo 0os mesoporos e acima de 50 nm se
encontram os macroporos (LANDRY, 2005). A HSKx 10d se destaca entre todas as
amostras estudadas mostrando uma elevada intensidade de poros seguida pela
HSKh 4d. A maior intensidade de poros da HSKx 10d pode ser corroborada com 0s
resultados de capacidade de absorcdo de dgua nos quais essa amostra apresentou
os melhores resultados. Orsolini (2017) relata resultados semelhantes (poros
inferiores a 50nm) para a porometria por adsorcdo de nitrogénio da celulose
nanofibrilada seca e destacou que isso se deve a polidispersdo dos diametros das
nanofibrilas.

Essa porosidade dos materiais estudados torna estes materiais interessantes
para aplicacbes em biocurativos, pois a presenca de poros elevada possibilita a
imobilizacdo de enzimas e farmacos nos biocurativos, 0 que aumenta a eficiéncia do

produto.

5.8 Grau de polimerizacéao (GP)

Os valores de grau de polimerizacdo para as amostras estudadas estao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Grau de polimerizacdo para de peliculas de celulose bacteriana
produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKx) e K. hansenii ATCC
23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacgéo (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra Grau de Polimerizacao Amostra Grau de Polimerizacao
HSKx 4d 2931 + 502 HSKh 4d 2815 + 472
HSKx 6d 3373 + 49d HSKh 6d 3111 + 44bc
HSKx 8d 3398 + 48¢ HSKh 8d 3132 + 49¢
HSKx 10d 3719 + 84¢ HSKh 10d 3320 + 50¢

Letras iguais (a, b, c, d, €) ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas a= (0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Observando os dados da Tabela 7, os valores de grau de polimerizacdo para
as amostras de HSKx foram superiores quando comparados as amostras de HSKh,
inferindo que a bactéria K. xylinus tende a formar fibras de CB com uma maior
guantidade de mondmeros (glicopiranose) do que a K. hansenii. Entretanto todos os
valores de grau de polimerizacdo obtidos se encontram dentro do padrdo esperado
para CB (2000 — 6000), que apresenta um grau de polimerizacédo elevado quando
comparado a celulose de origem vegetal (300 — 1700) (BLANCO et al., 2018;
IGUCHI; YAMANKA; BUDHIONO, 2000).
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Figura 16 — Grau de polimerizacéo vs. tempo de fermentacdo para de peliculas de
celulose bacteriana produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC 53582 (HSKXx) e
K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes tempos de fermentacéo (4d, 6d, 8d e
10d).
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Fonte: elaborado pelo autor

Na Figura 16, fica mais evidente que os valores de grau de polimerizacao
aumentaram, para ambas as amostras (HSKx e HSKh), com o aumento do tempo de
fermentacdo, apresentando um comportamento bem semelhante para os dois
microrganismos. Esse comportamento também ¢é observado nos valores de
producao (tépico 5.1), e essa relacdo pode se dar pelo fato de que, com o aumento
da excrecao de fibrilas de CB pelo microrganismo, as fibras formadas tendem a ter
um maior comprimento, indicando maior polimerizacdo de unidades de
glicanopiranose que resulta em maior grau de polimerizacdo, uma vez que o GP
estd relacionado ao niumero de unidades de glicanopiranose em um mol de CB
(HIRAI; TSUJI; HORII, 2002; SHINODA et al., 2012).

O estudo de grau de polimerizacdo para amostras de CB é pouco abordado
na literatura. Shi e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia do tempo de
fermentacao no grau de polimerizagéo para CB produzida por G. intermedius BC-41
em meio SH (Schenk and Hildebrandt) e cultivo agitado, obtendo valores de GP
entre 2156 e 2342. Vale ressaltar que os valores de GP obtidos no presente trabalho
foram superiores aos valores obtidos por Shi e colaboradores (2013), o que é
esperado pois CB produzida em cultivo agitado tende a ter menor grau de

polimerizacdo, e também outros trabalhos que aplicaram essa técnica a CB (ALGAR
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et al., 2014; ANDRITSOU et al., 2018; DHAR et al., 2019; JUNG et al., 2010; SHI et
al., 2013; SURMA-SLUSARSKA; PRESLER; DANIELEWICZ, 2008).

5.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura teve como intuito examinar a
morfologia da rede tridimensional das CBs produzidas nesse trabalho e suas
micrografias sao apresentadas nas Figura 17 e 18.

As micrografias obtidas para as amostras estudadas apresentaram uma
estrutura nanofibrilada e entrelacada, com diametros de fibras variando de 77 a 85
nm (Tabela 8), esses valores estdo de acordo com a morfologia padrao da celulose
bacteriana (CASTRO et al., 2012; PECORARO et al., 2008; SHEYKHNAZARI et al.,
2018).

Tabela 8 — Dimensdes das fibras para de peliculas de celulose
bacteriana produzidas por Komagataeibacter xylinus ATCC
53582 (HSKXx) e K. hansenii ATCC 23769 (HSKh) em diferentes
tempos de fermentacao (4d, 6d, 8d e 10d).

Amostra Dimensdes (nm)
HSKx 4d 78+8
HSKx 6d 77+7
HSKx 8d 786
HSKx 10d 797
HSKh 4d 797
HSKh 6d 81+9
HSKh 8d 83+8
HSKh 10d 85+8

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figuras 17 e 18, pode-se observar o aumento da agregacéo das fibras
com o aumento do tempo de fermentacdo para as amostras de HSKx e HSKh. Para
as amostras de K. xylinus (HSKXx) a rede nanofibrilada é visualmente mais fechada e
0 aumento da densidade é aparente com o aumento do tempo de fermentagéo, o

que pode explicar, juntamente com os diametros de fibras estaveis, os valores



53

similares de capacidade de absorcdo de agua (Tabela 6) para as amostras de HSKXx.
Ja para as amostras de K. hansenii (HSKh) essa mudanca é mais perceptivel do 8°
para o 10° dia de fermentacédo. Esse padrao corrobora com os dados obtidos nos
ensaios mecanicos onde as propriedades mecéanicas das amostras HSKx aumentam
com o tempo de fermentacdo e os dados obtidos para as amostras de HSKh so6
apresentam aumento significativo do 8° para o 10° dia de fermentacdo (AMASON et
al., 2020). O tempo de fermentacdo ndo apresentou um efeito de tendéncia aparente
na espessura das fibras das amostras de CB, para ambas as bactérias.

Figura 17 — Micrografias da rede nanofibrilada das membranas de CB obtidas nos
meios com o microrganismo K. xylinus ATCC 53582 com 4, 6, 8 e 10 dias de
fermentacao (aumento de 10000x).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 — Micrografias da rede nanofibrilada das membranas de CB obtidas nos
meios com o microrganismo K. hansenii ATCC 23769 com 4, 6, 8 e 10 dias de
fermentacdo (aumento de 10000x)

Fonte: Elaborado pelo autor

5.10 Andlise estatistica multivariada (Quimiometria)

Quimiometria € a combinacdo da matematica, da estatistica e de outros
métodos baseados em ldgica para interpretar dados de origem quimica, entretanto
essa técnica pode ser aplicada a dados de diversas origens (bioldgicas, fisicas,
etc...) (HASWELL, 1992). A quimiometria € baseada em uma avaliacdo estatistica
multivariada que possibilita detectar a variabilidade amostral, bem como as
correlacdes entre as amostras e variaveis experimentais.

Visando extrair a maior quantidade de informacdes possiveis dos dados
obtidos, bem como as correlacbes entre amostras e variaveis, nesse trabalho, uma
analise estatistica multivariada foi desenvolvida para algumas das caracterizacdes
realizadas nas amostras de estudo (capacidade de absor¢cdo de &gua, ensaios
mecanicos, termoporometria e FTIR). A andalise quimiometrica foi viavel devido ao
grande numero de repeticdes (GRANATO et al., 2018).

Com base nos dados, foi desenvolvida para cada amostra a analise
multivariada nao-supervisionada por PCA (analise de componentes principais), que
€ usada para encontrar padrdes e tendéncias nos dados analisados e expressar
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esses dados de forma que se dé énfase as correlagdes entre amostras e variaveis
experimentais. A PCA divide uma matriz muito grande de dados em matrizes
menores, ou seja, reduz a dimensionalidade dos dados, baseando-se em suas
semelhancas e diferencas e definindo um numero limitado de componentes
principais (PCs) que retenham a maior parte das informa¢des dos dados. Quando
trés ou mais variaveis sao estudadas, a PCA facilita a visualizacdo da variabilidade
amostra de uma forma mais eficiente, sem perda de informag0Oes relevantes
(KAMAL-ELDIN; ANDERSSON, 1997).

5.10.1 Capacidade de Absorcéo de Agua

A analise quimiométrica para capacidade de absorcdo de agua foi aplicada
em todas as amostras estudadas levando em consideracdo os seguintes tempos de
absorcéo de agua: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 min. A Figura 19 mostra os
gréaficos de scores e loadings de PC1 x PC2 resultantes de andlise de PCA para a
capacidade de absorcdo de agua das amostras produzidas com os dois

microrganismaos.
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Figura 19 — Sistema de coordenadas de PCA para a avaliacdo da capacidade de
absorcdo de a&gua nos tempos de 0 a 180 min, para as CBs produzidas com K.
hansenii e K. xylinus em 4, 6, 8 e 10 dias de fermentacdo: (a) CBs de ambas as
bactérias, (b) apenas CB produzida com K. hansenii (HSKh) e (c) apenas CB
produzida com K. xylinus. 2eixos referentes aos scores; Peixos referentes aos

loadings com as variaveis representadas por estrelas pretas.
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Fonte: elaborado pelo autor

Observando a Figura 19a, as amostras produzidas com K. xylinus (em azul)
apresentaram absorcdo de agua mais expressiva independentemente dos tempos
de fermentacao (4 a 10 dias) e analise (0 a 180 min), corroborando com a discussao
presente no item 5.6. Além disso, as amostras de 4 dias para K. xylinus
aglomeraram com as amostras de K. hansenii em scores negativos de PC1, o que
indica uma similaridade entre essas amostras, comportamento esse, que nao foi
possivel observar sem a analise quimiometrica. CBs produzidas com K. hansenii (em
vermelho) apresentaram caracteristicas de absorcdo de agua muito mais
semelhantes (agrupamento conciso) entre os tempos de fermentacdo do que as
amostras de K. xylinus.

Depois da comparacao feita entres as amostras produzidas com os dois
microrganismos, avaliagcbes de PCA mais detalhadas para cada microrganismo
foram desenvolvidas (Figura 19b e 19c). Esse detalhamento mostra o aumento da
absorcdo de agua com o tempo de fermentacdo para os dois microrganismos

(independente do tempo de absorgcédo), aumento esse que foi estatisticamente
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expressivo com a analise de variancia (item 5.6). Ainda a andlise de PCA permitiu a
identificacdo de uma tendéncia de maior absorcdo de agua nos tempos iniciais de

analise (15 — 45 min) para as amostras de 10 dias dos dois microrganismos.

5.10.2 Ensaios Mecéanicos

A andlise quimiometrica para os ensaios mecanicos foi aplicada em todas as
amostras estudadas levando em consideracdo os seguintes parametros: modulo de
Young (YM), tensdo maxima (TS), tensdo na ruptura (BS) e elongacdo na ruptura
(EB). A Figura 20 mostra os gréficos de scores e loadings de PC1 x PC2 resultantes
de andlise de PCA para os ensaios mecanicos das amostras produzidas com os dois

microrganismos.

Figura 20 — Sistema de coordenadas de PCA para a avaliacdo dos ensaios
mecanicos relacionados com maédulo de Young (YM), tensdo méaxima (TS), tensao
na ruptura (BS) e elongacdo na ruptura (EB) para as CBs produzidas com K.
hansenii e K. xylinus em 4, 6, 8 e 10 dias de fermentacéo: (a) CBs de ambas as
bactérias, (b) apenas CB produzida com K. hansenii (HSKh) e (c) apenas CB
produzida com K. xylinus. 2eixos referentes aos scores; Peixos referentes aos
loadings com as variaveis representadas por estrelas pretas.
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A Figura 20a, mostrando a analise de PCA para os dois microrganismos
revela os valores elevados de modulo de Young (YM), tensdo maxima (TS), tenséao
na ruptura (BS) e elongacéo na ruptura (EB) para as amostras de K. xylinus (em
azul), quando comparadas as amostras de K. hansenii (em vermelho), corroborando
com os resultados expostos no item 5.5. O eixo de PC1l evidencia o aumento
conjunto de todos os parametros (YM, TS, BS e EB) com o aumento do tempo de
fermentacao (4 a 10 dias), independente da cepa de microrganismo.

Depois de da comparacao feita entres as amostras produzidas com os dois
microrganismos, avaliacbes de PCA mais detalhadas para cada microrganismo
foram desenvolvidas (Figura 20b e 20c), visando avaliar informac¢des particulares de
cada bactéria com relagcdo as propriedades mecéanicas. Essa andlise mais detalhada
evidencia que apesar de ocorrer um aumento das propriedades com o tempo esse
aumento sO se mostra expressivo para a K. hansenii no 10° dia de fermentacao, uma
vez que os dias 4 a 8 se apresentam muito agrupados. Ja para a K. xylinus os
pardmetros mecanicos aumentam de forma mais relevante com o tempo de

fermentacéao.

5.10.3 Termoporometria

A andlise quimiométrica para os dados de termoporometria foi desenvolvida
para todas as amostras estudadas levando em consideracdo os intervalos de
didmetro de 2 — 50 nm, 50 — 100 nm, 100 — 150 nm e 150 — 200 nm. A Figura 21
mostra os graficos de scores e loadings de PC1 x PC2 resultantes de andlise de
PCA para os dados de termoporometria das amostras produzidas com os dois

microrganismos.
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Figura 21 — Sistema de coordenadas de PCA para a avaliacdo da porosidade nos
intervalos 2 — 50 nm, 50 — 100 nm, 100 — 150 nm e 150 — 200 nm para as CBs
produzidas com K. hansenii e K. xylinus em 4, 6, 8 e 10 dias de fermentacao: (a)
CBs de ambas as bactérias, (b) apenas CB produzida com K. hansenii (HSKh) e (c)
apenas CB produzida com K. xylinus. 2eixos referentes aos scores; Peixos referentes
aos loadings com as variaveis representadas por estrelas pretas.
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Fonte: elaborado pelo autor

A analise quimiométrica dos dados de termoporometria nos permitiu extrair
informacdes que com apenas o gréafico de barras presente no tépico 5.7 ndo seriam
possiveis de extrair. Na Figura 21a é possivel observar os valores de porosidade
mais expressivos para as amostras de K. hansenii (em vermelho), independente do
diametro de poro e do tempo de fermentacdo. Para as amostras de K. xylinus (em
azul) os dias 4 e 6 apresentaram 0s valores menos expressivos de porosidade,
independente do diametro de poro. Uma similaridade entre as amostras de 8 dias e
10 dias dos dois microrganismos pode ser observada devido ao agrupamento
dessas amostras no grafico.

Uma PCA mais detalhada foi desenvolvida para cada microrganismo
separadamente (Figuras 21b e 21c). Na Figura 21b pode se observar, para as
amostras de K. hansenii, um aumento do tamanho de poros de 4 e 6 dias (2 — 150

nm) para 8 e 10 dias (150 — 200 nm). Para a K. xylinus esse aumento também foi
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observado com uma pequena diferenca, saindo de 2 — 50 nm em 4 e 6 dias para 50

— 200 nm em 8 e 10 dias de fermentacéo.

5.10.4 Espectroscopia de infravermelho

A Figura 22 ilustra o grafico PC1 x PC2 de scores (a) e seus respectivos
valores de loadings (b) para a avaliacdo dos espectros de infravermelho das
amostras dos dois microrganismos. Também para a melhor avaliacdo dos dados as

amostras de cada microrganismo foram avaliadas separadamente (Figura 23).

Figura 22 — Resultados da PCA dos dados de FTIR das amostras de CB produzidas
com K. hansenii (em vermelho) e K. xylinus (em azul). O grafico de scores (a) esta
apresentados em duas dimensdes (PC1 x PC2) e os loadings estdo apresentados
na forma de linhas para os eixos PC1 (b) e PC2 (c).
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Figura 23 — Grafico de scores (PC1 x PC2) dos dados de FTIR das amostras de K.
hansenii (a) com os loadings relevantes plotados em forma de linha (b). Gréafico de
scores PC1 x PC2 para as amostras de K. xylinus (c) com os loadings relevantes
plotados em forma de linha (d)
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Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados de PCA para as amostras das duas bactérias juntas (Figura
22a) evidenciam um menor efeito do tempo de fermentacdo (maior agrupamento)
nas amostras de K. xylinus do que nas amostras de K. hansenii. As bandas de
absorcdo entre 970 e 1600 cm? e 2500 e 3250 cm? (Figura 22b e 22c)
apresentaram crescimento constante com o tempo de fermentagéo para as amostras
de K. hansenii (em vermelho).

As bandas que se encontram nesses intervalos e que sdo aparentes nos
espectros no topico 5.3, estdo relacionadas com bandas tipicas de carboidratos
(1060 cmt, 1300 cm?, 1430 cm™?) e com bandas referentes aos estiramentos — CH e
— CH: de alcanos (2890 cm™) e o estiramento dos grupos hidroxila (3200 — 3500 cm-
1). O aumento dessas bandas nas amostras de HSKh (K. hansenii) pode se dar ao
fato do aumento significativo de produgao durante os dias de fermentagcéo apara as
amostras de HSKh, aumentando assim a quantidade de cadeias carbbnicas e
interagdes de hidrogénio presentes na amostra (GAO, H. et al., 2020; GUZEL;
OZLEM, 2019).
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A PCA detalhada para o FTIR das amostras de cada bactéria (Figura 23a e
23c) enfatizam o comportamento inverso das amostras de CB de cada
microrganismo em relagcéo ao tempo de fermentacgéo. Figura 23b e 23d destacam a
banda de absorcéo entre 500 e 750 cm™ que foi maior para a amostra HSKh 10d (K.
hansenii, 10 dias) e HSKx 4d (K. xylinus, 4 dias)
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6 CONCLUSOES

O aumento do tempo de fermentagédo influenciou diretamente a porosidade, a
resisténcia mecanica, a densidade da rede de fibras e o grau de polimerizacdo das
amostras de celulose bacteriana, independente da cepa utilizada. Com excecédo da
composicdo quimica e da estabilidade térmica, o tipo de cepa selecionada para a
producéo de celulose bacteriana influenciou nas propriedades das peliculas obtidas.
Como a cepa e o tempo de fermentacdo foram efetivamente influentes nas
propriedades da celulose bacteriana, estratégias de estudo e controle dos mesmos
podem ser desenhadas para manipular as propriedades da celulose bacteriana

visando diferentes tipos de aplicacéo.
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