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RESUMO

CANCI, Isabela Eliza. Producéo e Analises Mecanicas de Filmes de Celulose
Produzidos a Partir de Gluconacetobacter hansenii em melaco. Trabalho de
Conclusédo de Curso. Curso Engenharia de Alimentos. Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana-campus - Medianeira.

A celulose é o polimero natural mais abundante na terra, podendo ser obtido do
processamento da madeira ou por micro organismos, como € o caso da celulose
bacteriana. O objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar mecanicamente
as membranas de celulose bacteriana produzidas a partir de Gluconacetobacter
hansenii em melaco de cana-de-aglucar. As membranas de celulose foram
produzidas em melaco tratado com acido, com concentracéo de 7% de acucares
redutores totais e, apos lavados e acondicionados em dessecadores com
umidades relativa de 33 e 75%, foram caracterizados quanto a espessura,
atividade de &agua, elongacdo e tensdo na ruptura. As espessuras dos filmes
foram medidas com auxilio do micrometro manual, onde a média obtida foi de
0,2mm, a atividade de agua foi medida, tendo para ambas umidades relativas
valores médios de 0,32. Nos testes mecanicos, que foram realizados com o
auxilio do texturbmetro, foi constatado que com o aumento da umidade relativa
ocorre a diminuigdo na tenséo de ruptura e ndo houve variagao significativa na

elongacéo.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Gluconacetobacter hansenii, biopolimero.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados de 2012 a producédo de plastico no Brasil neste ano
foi de 180 milhdes de toneladas. O impacto ecolégico causado pelos plasticos
por serem derivados do petréleo e, portanto, ndo biodegradaveis, tem causado
diversos e sérios problemas ambientais. Neste contexto, acredita-se que 0s
biopolimeros constituem uma fonte alternativa para o desenvolvimento de
embalagens devido a sua biodegradabilidade (PINHEIRO et al., 2010; Pinho,
2012).

As crescentes preocupacfes ambientais originadas pelo aumento da
poluicdo causada pela utilizacdo de derivados do petroleo, associada as
oscilacdes de preco e provavel futura extingdo das suas reservas naturais,
obrigam a determinadas mudancgas no comportamento da sociedade atual. Uma
delas consiste na transicdo da economia baseada em recursos fésseis, para uma
economia predominantemente baseada em materiais renovaveis como matérias-
primas para a producdo de produtos quimicos e energia (HUBER; IBORRA;
CORMA, 2006). Por isso, houve crescimento no investimento e investigacao no
uso de materiais renovaveis em substituicdo aos materiais de origem
petroquimica (EL-SAIED et al., 2008).

Polimeros provenientes de fontes naturais renovaveis tem sido foco
de interesse para o desenvolvimento de novas tecnologias que visam a
preservacao ambiental e a busca de potenciais alternativas de substituicdo de

plasticos convencionais a partir do petréleo (PINHEIRO et al., 2010).

Nas fermentacGes microbianas, o meio de fermentacdo tem grande
importancia nos custos finais do processo, sendo assim, € de suma importancia
0 desenvolvimento de substratos de baixo custo (CARREIRA, 2010). Com o0 uso

de subprodutos industriais os custos da fermentacéo séo reduzidos, diminui-se
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o problema ambiental com o destino deste subproduto e os residuos podem ser
utilizados pelos micro-organismos como matéria-prima para producao de novos

materiais, ja que séo ricos em nutrientes (PAIVA, 2014).

O melago destaca-se como meio de cultivo na fermentagdo, em
virtude do alto teor de agucares, nitrogénio e vitaminas. Cerca de 14 milhdes de
toneladas de melaco de cana-de-aglUcar sdo produzidos por ano no Brasil
durante a fabricacdo do acUcar. Por ser rico em agucares, ter baixo custo e alta
disponibilidade no territério brasileiro, o melago de cana-de-aclcar é sugerido
como substrato para melhorar e reduzir custos na producéo (HAULY; OLIVEIRA,;
OLIVEIRA, 2003; EMBRAPA, 2011).

Segundo Madla et al. (2005), desde a década de 70 o interesse na
procura de novos polimeros produzidos por micro-organismos (biopolimeros)
aumentou significativamente e muitos polissacarideos foram isolados a partir de

cogumelos, fungos, algas, liquens e plantas.

A alta densidade de ligacdes de hidrogénio oferece uma grande
resisténcia mecanica, forca de tenséo, elasticidade e elevada capacidade de
absorcéo e retencédo de agua (MORMINO; GOSTOMSKI; BUNGAY, 2002). Além
de ser quimicamente idéntica a celulose vegetal, a celulose bacteriana é
produzida em uma forma praticamente pura, livre de hemiceluloses, pectinas e
lignina (NGE; SUGIYAMA; BULONE, 2010).

Assim, a pesquisa teve como objetivo a padroniza¢do do método de
producdo e analises mecanicas de filmes de celulose produzidos a partir de

Gluconacetobacter hansenii em melaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar mecanicamente as membranas de celulose
produzidas a partir de Gluconacetobacter hansenii em melaco de cana-de-

acucar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o melaco de cana-de-acUcar quanto a quantidade de cinzas,
proteinas, lipideos, acucares redutores totais e atividade de agua;

e Avaliar o efeito de distintas concentracdes de aclcares no substrato para
a producao de membranas de celulose bacteriana pelo micro-organismo
Gluconacetobacter hansenii;

e Produzir membranas de celulose bacteriana com padronizacdo de
espessura;

e Caracterizar propriedades mecanicas de tracdo e alongamento das

membranas de celulose bacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOPOLIMEROS

Os polimeros provenientes do petréleo, cujo desenvolvimento
tecnoldgico tem sido realizado j& h& muitas décadas, possuem um papel
relevante na sociedade moderna (PRADELLA, 2006). Como as preocupacodes
ambientais, causadas pelo aumento da poluicdo pelo uso de derivados do
petréleo, vem aumentando, mudancas sdo necessarias no comportamento da
sociedade moderna (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006).

Os biopolimeros sdo uma das principais alternativas aos materiais
plasticos derivados do petrdleo. Sdo produzidos a partir de matérias-primas
renovaveis como cana-de-acucar, milho, mandioca e batata, e 6leos de girassol,
soja e mamona. Com esse material, a industria ja produz sacolas, sacos para
acondicionar alimentos e/ou lixo e até produtos com maior rigidez, como pratos,
copos e talheres. Enquanto o plastico derivado de petréleo leva, em média, 40
anos para se decompor, os biopolimeros demoram no maximo 180 dias. (PINHO,
2012).

Os biopolimeros representam as combinacdes organicas mais
abundantes na biosfera, estando presentes nos organismos Vvivos como
componentes estruturais das células e tecidos, possuindo amplas e diferentes
funcdes. Eles s&o importantes para a vida, exibindo propriedades como a
conservacdo e expressao de informacdo genética, catélise de reacdes,
armazenamento de carbono, nitrogénio, fosforo e outros nutrientes além de

energia, protegcdo contra o ataque de outras células e/ou fatores ambientais
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intrinsecos perigosos, comunicagcdo com o ambiente e outros organismos e
mediadores de adesdo para superficies (NERIS, 2007 apud KENNEDY;
BANDAIPHET, 2004, KENNEDY; KOSSEVA, 2005).

A producdo de biopolimeros por fermentagdo oferece varias
vantagens, como a diversidade de micro-organismos que o produzem, a
gualidade e quantidade dos filmes produzidos. Sua producdo ocorre em
ambiente controlado, logo, pode ser produzido durante todo o ano sem restricdes
(KONG et al., 2002; PINHEIRO et al., 2010).

Os biopolimeros de maior interesse sdo os extracelulares, devido a
sua maior facilidade de extracdo e purificacdo. Em geral, os polissacarideos
extracelulares (EPS) nédo contém combinacbes organicas Vvolateis ou
substancias quimicas toxicas, e podem ser sintetizados por fermentacédo de
recursos renovaveis que incluem produtos de desperdicios organicos, como
subprodutos derivados da cana-de-actcar (NERIS, 2007 apud PADILHA,
DELLAGOSTIN; VENDRUSCOLO, 1998; HAAG et al., 2004).

Ao estudar biopolimeros deve-se levar em consideracao os impactos
ambientais causados pelos polimeros sintéticos. Os biopolimeros, ao contrario
dos polimeros sintéticos, sdo biodegradaveis e sdo produzidos através de
recursos renovaveis, tendo infinitas aplicacdes, tanto na area de alimentos, como
na area da saude (PINHEIRO et al., 2010).

3.2 CELULOSE BACTERIANA

A celulose € o polimero natural mais abundante na terra, é
biodegradavel, ndo toxica e ndo alergénica. E o principal componente da parede

celular das plantas e é normalmente obtida industrialmente a partir do
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processamento da madeira para a producao de pasta celulésica. Este tipo de
celulose é designado de celulose vegetal. A celulose também pode ser produzida
por micro-organismos como algas, fungos e bactérias, e neste caso designa-se
por celulose bacteriana, pois esta variedade foi observada pela primeira vez em
bactérias (GOMES, 2011).

A industria de celulose geralmente utiliza madeira para produzir
celulose, a utilizacdo de matérias-primas regionais (materiais fiborosos ndo de
madeira), por exemplo, cana-de-acucar, bagaco, bananas, arroz, palha, entre
outros, como uma fonte alternativa para a producédo de derivados de celulose
diminuiria consideravelmente a utilizacdo de madeira para este proposito e
diminuiria igualmente o desmatamento. Além disso, ainda had uma grande
guantidade de poluicdo (durante a extracdo de componentes nao celuldsicos),
devido os efluentes da industria de papel, celulose e materiais fibrosos (KESHK;
SAMESHIMA, 2006).

Acredita-se que a celulose bacteriana é um dos biomateriais mais
présperos para a industria, obtido através de bactérias, com baixo custo e livre
de impurezas (DONINI et al., 2010).

A maioria da producdo mundial de celulose para uso comercial é
obtida através de plantas e na fase final de producédo deve ser separada de
outros compostos como lignina e hemiceluloses, por reacfes que sao
excessivamente poluentes, produzindo compostos como 0s organoclorados.
Comparando a obtencao da celulose vegetal com a celulose bacteriana vemos
gue os processos de preparacdao do meio de cultura, separacdo e purificacédo
das células para celulose bacteriana sdo mais simples, ndo contém compostos
indesejados, tornando o processo mais barato. Com isso, o produto torna-se
mais atrativo para a industria, barato e diminui os impactos ambientais
(BELGACEM; GANDINI, 2008).

O polimero de celulose é associado por ligacdes de hidrogénio que

formardo as fibras de celulose. Moléculas de celulose formam ligacdes de
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hidrogénio intra e intermoleculares, onde as intramoleculares sao as
responsaveis pela rigidez da cadeia e as intermoleculares pela formacao da fibra
vegetal (DONINI et al., 2010).

3.3 GLUCONACETOBACTER HASENII

Donini et al. (2010) afirmam que a celulose bacteriana pode ser
produzida durante todo o ano, independente das condicBes climaticas ou
ambientais, sua producédo através do cultivo de Gluconacetobacter hansenii em

ambiente laboratorial ou controlado, permite essa capacidade.

7

Gluconacetobacter hansenii € uma bactéria Gram-negativa
pertencente a familia Acetobacteriaceae, € aerdbia estrita e realiza a oxidagéo
incompleta de diversos agucares e alcoois, tendo como habitat natural frutos e
vegetais em processo de decomposicdo. A producado de celulose bacteriana por
Gluconacetobacter hansenii pode ser obtida em laboratério utilizando cultivos
tanto em meios sélidos como liquidos. Para a bactéria a membrana formada
auxilia na permanéncia na interface ar/liquido, facilitando seu crescimento, além
de oferecer protecdo contra radiacao ultravioleta (DONINI et al., 2010 apud
WILLIAMS; CANNON 1989).

A espécie Gluconacetobacter hansenii apresenta morfologia de
bastonetes retos ou ligeiramente curvos, alongados, com um tamanho que varia
entre 0,6-0,8-10*% uym, podendo ser ou ndo moveis. Estes micro-organismos séo
tolerantes a condi¢des acidas, nao fotossintéticos, com uma temperatura 6tima
para crescimento entre os 15 e os 34 °C, ocorrendo a sua morte térmica entre
0s 65 e 0s 70 °C (KLEMM et al., 2005).
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Keshk e Sameshima (2006) afirmam que para a producéo de celulose
a partir de Gluconacetobacter hansenii, substratos de carbono de baixo custo
como glicose, sacarose e frutose sdo os mais adequados para a obtencdo de
niveis 6timos. Estudos feitos por Ramana, Tomar e Singh (2000) mostraram que
substratos a base de glicose e sacarose foram os que apresentaram melhores

resultados na producdo da membrana de celulose bacteriana.

A membrana de celulose bacteriana obtida por Gluconacetobacter
hansenii € encontrada na forma de hidrogel, toma a forma do recipiente que a
contém e tem caracteristicas como a alta cristalinidade (60-80%), resisténcia a
tracdo (200-300 MPa), elasticidade (1,5-2%), durabilidade, elevada capacidade
de absorcéao e retencdo de agua, sendo que a principal diferenca em relacédo aos
outros tipos de celulose é o tamanho da fibra produzida (PICCHI, 2010). Na
celulose bacteriana a largura da fibra é de 0,07 — 0,13 pm, ja na celulose vegetal
é de 30 — 75 um (CARREIRA, 2010).

De acordo com Picchi (2010) a sintese de celulose por
Gluconacetobacter hansenii da-se a partir da glicose que € transportada para o
citoplasma da bactéria, sendo convertida por enzimas em celulose. Suas
moléculas agregam-se na forma de microfibrilas, onde h&a a presenca de regifes
altamente ordenadas gque se alternam com regides menos ordenadas. A reunido
destas microfibrilas (10-30 nm) formam as fibrilas e estas se agrupam formando
as fibras celulésicas (100 nm) (CANNON; SKINNER, 2000). A bactéria excreta
entre 50-80 microfibrilas de celulose que possuem 3,0 a 3,5 nm de largura
(RECOUVREUX, 2004).
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3.4 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

Conforme Pinheiro et al. (2010), testes de resisténcia a tracao,
elongacdo, médulo elastico e compressao podem ser aplicados a biopolimeros.
Ainda, os autores afirmam que as propriedades mecanicas e térmicas dos
biofilmes sdo caracterizadas e relacionadas com sua estrutura, concentracéo de

plastificante, condi¢cdes de armazenamento e incorporagdo de compostos.

A norma D 882-91 da ASTM (1996) diz que as propriedades de tracédo
podem variar conforme a espessura da amostra, método de preparacao,
velocidade de ensaio, tipo de aperto usado e forma de medir extensao, portanto,

devem ser controlados, pois € um modo de controlar a qualidade da membrana.

De acordo com Wittaya (2012), a capacidade de associacdo das
moléculas é que determina as propriedades mecanicas dos filmes. Se um filme
possuir alta capacidade de associacdo, diminuird sua flexibilidade e
permeabilidade. Esta capacidade vai depender da presenca de plastificantes e
espessura do filme. Ainda afirma que filmes biodegradaveis fornecem boa
barreira contra oxigénio em baixa umidade e possuem boas propriedades

mecanicas, mas sua barreira contra vapor é pobre por sua natureza hidrofilica.

Conforme Pinheiro et al. (2010), a opacidade de um filme é a
guantidade de luz que o atravessa. Quanto mais opaco, menor € a quantidade
de luz que atravessa o filme, sendo, assim, uma importante barreira no controle

da incidéncia da luz em alimentos.
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3.5 SUBSTRATO PARA PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Cada micro-organismo necessita de nutrientes especificos para seu
desenvolvimento, por isso a importancia do substrato. Este deve ter as
caracteristicas nutricionais necessarias e ser economicamente viavel. O melaco
de cana-de-acucar possui grandes quantidades de acgUcares, tem baixo custo
por ser um subproduto da producdo do aclUcar e tem muitas aplicacdes na
indastria (LIMA, 1987).

De acordo com a EMBRAPA (2011) o melaco (ou mel final) constitui-
se no principal subproduto da industria do acucar, sendo produzido na proporcao
de 40 a 60 quilos por tonelada de cana processada. No Brasil, devido ao elevado
teor de aclcares totais e demais componentes, o melaco € utilizado,
principalmente, na fabricagdo de alcool etilico, sendo aproveitado, também, em
outros processos biotecnoldégicos como matéria-prima para a producdo de
proteina, racdes, levedura prensada para panificacdo, antibiéticos, entre outros.
O melaco de cana-de-acucar, residuo da cristalizacdo durante o processo de
fabricacdo do acucar, tem sido utilizado historicamente como componente na
alimentacdo animal, para obtencédo de leveduras via propagacéo de células, e
guase toda a sua producdo vem sendo destinada a producdo de alcool,
principalmente etanol (MELO, 2003).

Segundo os Padrbes de Identidade e Qualidade para Alimentos e
Bebidas da Resolugdo CNNPA n°12 de 1978, o melaco é o liquido obtido como
residuo de fabricacdo do acgucar cristalizado, do melado ou da refinagdo do
acucar bruto. Deve ser fabricado com matéria prima ndo fermentada, isenta de
matéria terrosa, parasitos e detritos animais e vegetais. E vedada a adi¢&o de

esséncias, corantes naturais ou artificiais, conservadores e edulcorantes.
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O melaco é um material agroindustrial abundante produzido no Brasil
€ em outros paises tropicais. Seu baixo custo, € um fator importante para a
viabilidade econbmica de substancias produzidas por fermentacdo. A sua
composigao é rica em sais organicos como o azoto, fosfatos, célcio e magnésio,
bem como de micronutrientes como zinco, manganés, cobre e ferro, além de
muitos aminoacidos (WALISZEWSKI; ROMERO; PARDIO,1997).

Segundo Roukas (1998), altas concentracdes de metais pesados no
meio causam problemas criticos como a inibicdo do crescimento microbiano,
influenciam o pH do substrato e estdo envolvidos na inativagdo das enzimas
associadas com a biossintese do produto. O autor verificou que, como a frutose
€ a melhor fonte para Gluconobacter xylinus, o tratamento com &cido seguido
pelo tratamento térmico fez com que praticamente toda a sacarose presente
fosse hidrolisada em glicose e frutose, para um melhor desenvolvimento da

celulose bacteriana.

O melagco bruto sem pré-tratamento apresenta altos niveis de metais,
principalmente de potéassio, célcio, sodio, nitrogénio, magnésio e ferro, assim, o
tratamento com &cido é necessario para auxiliar na diminuicdo desses niveis e
ainda contribuir com a clarificacdo dos substratos agroindustriais (VALDUGA et
al., 2007).

Roukas (1998) empregou resinas catibnicas, tratamento com &acido
sulftrico, tratamento com fosfato de calcio, ferrocianeto de potassio e EDTA no
pré-tratamento de melaco de beterraba e os resultados mostraram que o
tratamento com acido sulfdrico foi o que gerou as maximas concentracées do

melaco de beterraba.

Bae e Shoda (2005) pesquisaram a producdo de celulose por
Gluconobacter xylinus BPR-2001, usando melaco pré-tratado com acido
sulfarico como fonte de carbono, obtendo-se aumento na producdo do
biopolimero de 76% quando comparado com o melago ndo tratado, refletindo o

consumo mais rapido do acucar. Em seu trabalho, os autores compararam a
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producédo de polissacarideos e de celulose bacteriana constatando que a solucao
de melaco pode conter compostos que estimulam a sintese de polissacarideos
e algumas substancias que inibem o crescimento celular e a producédo de
celulose bacteriana. Assim, o tratamento do melago é necessario para a
producgéo de celulose bacteriana, pois hidrolisa a sacarose em glicose e frutose,
esta Ultima sendo a melhor fonte de carbono para Gluconobacter xylinus. Seus
estudos mostraram ainda que a taxa de consumo de acucar nao € proporcional
a sua concentracdo, sendo que elevada concentracdo de acucares totais foi

inibitoria para a producéo de celulose bacteriana.

3.6 APLICACOES

Uma das mais antigas e principais aplicacdes da celulose bacteriana
€ na alimentacao por meio de fibra dietética, com a designacao de nata de coco,
qgue € uma sobremesa indigena. Esta celulose bacteriana € produzida a partir da
agua ou leite de coco no sudeste asiatico, onde camadas espessas de celulose
formada sé@o cortadas em cubos, lavadas e fervidas, antes de serem cozidas em
xarope de acucar, podendo ser utilizadas, inclusive, em bebidas com menor teor
de calorias (CHAWLA et al., 2009).

A celulose bacteriana também tem sido utilizada como aditivo
alimentar, como agente dispersante em iniumeros alimentos. Quando dispersa
em meio aquoso a celulose bacteriana apresenta carater pseudoplastico, e esse
comportamento € devido, principalmente, a sua insolubilidade em agua, e sua

estrutura que € estavel a tratamentos fisicos e quimicos (BARUD, 2010).
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Os biopolimeros apresentam potencial de aplicacdo promissor,
principalmente na area de alimentos, portanto, esta pesquisa tem o intuito de
produzir e caracterizar membranas de celulose bacteriana a partir de
Gluconacetobacter hansenii em melaco, visando contribuir para a otimizacéo e

aplicabilidade destes biofilmes na &rea de alimentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Algodao, aparelho extrator de Soxhlet, autoclave, balanca analitica,
baldes volumétricos, banho-maria, béquer, bureta, capsula de porcelana,
cartucho de soxhlet, chapa elétrica, centrifuga de bancada, dessecador,
espatula, estufa, erlenmeyer, frascos Kjeldahl, funil de vidro, Gluconacetobacter
hansenii (ATCC 23769), melaco (doado pela empresa Mellaco de Cana),
micrometro, mufla, papel filtro, phmetro, pinca, pipetas, proveta, texturébmetro e

vidros de conserva.

4.2 REAGENTES

Acetato de zinco, &cido sulfarico, agua destilada, caldo alaban,
carbonato de so6dio anidro, cloreto de magnésio, cloreto de sbédio, éter,
ferrocianeto de potassio, hidroxido de sédio, hidroxido de potassio, solucdo
fenolftaleina, solugbes de fehling A e B, sulfato de cobre, sulfato de potéassio,
sulfato de sédio anidro, vermelho de metila e zinco em pd4. Todos 0s reagentes

utilizados caracterizavam-se como de pureza analitica.
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4.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.3.1 Caracterizacdo do melaco

O melaco foi caracterizado pelas determinacdes de residuos por
incineracdo — cinzas, proteinas — método de Kjedahl classico, andlise de
acucares redutores em glicose (ART) e andlise de lipideo — extracdo direta em
Soxhlet, seguindo as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (2008) e também,
analise da atividade de agua, feita com auxilio do equipamento AqualLab. Para a
retirada da amostra de melaco para a realizacdo das andlises, este foi

homogeneizado e as anélises foram realizadas em triplicata.

4.3.2 Tratamento do melaco

Para a hidrélise acida dos polissacarideos presentes no melaco foi
utilizada a metodologia adaptada descrita por ROUKAS (1998). O melago foi
diluido com agua destilada em Erlenmeyer de 1 L até a obtencao de solugédo com
concentracao total de acucar de 7% e 25%. Foi preparada solucéo 1 N de H2SOa4
(acido sulfurico) e, com auxilio de uma pipeta, a solugéo &cida foi adicionado a
solugéo de melago, ajustando o pH do melaco para 3,0. A solucéo foi deixada

em repouso por 24 horas a temperatura ambiente. Apos este periodo a solugéo
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foi centrifugada a 5.000 rpm por 15 minutos a 5 °C, coletando o sobrenadante.
Foi ajustado o pH do sobrenadante para 5,5 com solu¢cdo de NaOH 10 N. O

sobrenadante coletado foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.3.3 Ativacdo da Bactéria Gluconacetobacter hansenii

A cepa de bactérias Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769) foi
fornecida pela Fundacdo André Tosselo, na forma liofilizada em ampola de vidro.
Para a abertura da ampola, esta foi desinfetada utilizando algodao embebido em
alcool 70 %, em seguida, a ampola foi riscada com uma lima, previamente
desinfetada, e entdo, a ampola foi quebrada préxima ao bico de Bunsen, com
uma pinca foi retirado o tampéao de algodao de dentro da ampola. Foi adicionado
lentamente 0,2 mL de agua destilada com o auxilio de uma pipeta, fazendo voltar
a formar uma suspensao de células, deixando reidratar por 15 minutos, sendo
transferido, em seguida, todo o conteddo da ampola para um tubo de ensaio
contendo 5,0 mL de caldo Alaban (100 g.L* de sacarose, 5 g.L* de fosfato acido
de potassio monobasico, 2,5 g.L* de extrato de levedura, 0,6 g.L* de sulfato de
amonio e 0,2 g.L* de sulfato de magnésio heptahidratado) e incubado a 28 °C
por 24 horas. Apos este periodo, o conteddo do tubo de ensaio foi transferido
para um erlenmeyer contendo 50 mL de caldo alaban, o qual foi incubado nas
mesmas condic¢des e, apds 24 horas 10 mL foram transferidos para um segundo
erlenmeyer contendo 100 mL de caldo Alaban e incubados. A partir deste

segundo erlenmeyer foram feitas as primeiras inoculagcdes em melaco.
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4.3.4 Producgdo das membranas de celulose bacteriana

Para producao das membranas de celulose bacteriana foi adaptada a
metodologia descrita por George et al. (2005). Foram utilizadas duas diluigbes
do substrato, a primeira com 25% de acuUcares e a segunda com 7%. O melaco
tratado com acido foi adicionado em vidros de conserva em volume de 100 mL.
Foi inoculado 10 mL do inoculo produzido em caldo Alaban (Gluconacetobacter
hansenii) no meio de cultura (melaco tratado com H2SO4). Os vidros de conserva
foram incubados a 28 °C durante 7 dias. Apés este periodo, foram retirados os
filmes formados e lavados por imersdo em solucdo de KOH 5% durante 60
minutos a 100 °C. Apds, foram lavados de 4 a 5 vezes em agua destilada, até
gue o pH da &gua drenada estivesse neutro. As membranas lavadas foram secas
em estufa a 40 °C por 48 horas. Em seguida, colocadas em dessecadores
contendo solucéo saturada de cloreto de sddio e cloreto de magnésio, para que

atingissem umidade relativa de 33 e 75 % respectivamente.

4.3.5 Medida de espessuras

Foram realizadas analises em dez membranas de celulose
bacteriana, onde as espessuras foram medidas com o auxilio de um micrometro

manual, sendo feitas trés leituras, duas nas laterais e uma no centro.
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4.3.6 Propriedades mecanicas

Os testes de tracdo foram realizados em analisador de textura
(Texturbmetro Universal TA.HD Plus), e os resultados foram obtidos com o

auxilio do programa Texture Exponent Lite versao 4.0.

As propriedades de tracdo foram determinadas seguindo metodologia
baseada na norma ASTM D-882-91 (1996). As dez amostras foram cortadas nas
dimensdes de 70 mm de comprimento e 30 mm de largura e ajustadas as garras
pneumaticas do equipamento. A distancia inicial entre as garras foi de 60 mm e
a velocidade de tracdo de 50 mm/min. As propriedades de tracdo determinadas
foram: resisténcia maxima a tracao (MPa), alongamento na ruptura (%) e modulo

elastico (MPa).

4.3.7 Andlise estatistica

Os resultados para atividade de &gua e para os testes de tragédo foram
analisados estatisticamente e expressos como média e erro padrao da média.
Para tal analise foi utilizado o software Minitab 17. As médias de todos os dos
resultados observados foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 95%

de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO MELACO

A caracterizacdo do substrato utilizado foi necessaria para garantir a
qualidade do substrato e, consequentemente, a qualidade do biopolimero
produzido.

Os resultados para as analises de cinzas, proteinas, carboidratos e

lipideos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo de cinzas, proteinas, acUcares redutores totais , lipideos e aw
nas amostras de melaco

AcUcares

edutores (%) -'P'deos (a/Kg) aw

Cinzas (%) Proteinas (%) R

MédiaeED 7,91+1,18 0,67 +0,03 49,92 +1,31 4,43 + 0,64 0,68 £ 0,03

*ED: erro padréo

No trabalho de Melo (2003), o qual estudou a producdo de
polissacarideos extracelulares em cana de agucar, a concentracao de cinzas foi
de 9,69%. Keshk e Sameshima (2006), avaliaram diferentes fontes de carbono
para a producao de celulose bacteriana, e no melago de cana obtiveram 12% de
cinzas. Ainda, Feltrin et al. (2000), estudaram a composi¢cdo do melaco de cana,
obtendo 9,98% de cinzas na amostra analisada. Assim, é possivel verificar a
semelhanca dos resultados encontrados na literatura com os dados obtidos no

presente trabalho, no qual o teor de cinzas foi de 7,91% (Tabela 1).
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Segundo estudo feito por Miranda, Sant'‘Anna e Porto (1999), que
utilizaram o melaco de cana como substrato para a producdo de Micrococcus
varians, a concentracao de proteinas presentes no melaco foi de 0,52%, préximo
ao encontrado por Feltrin et al. (2000), que foi de 0,58% e também aos resultados
obtidos no presente trabalho, o qual foi de 0,67% (Tabela 1).

Gutierrez e Silva (1993), estudando a composicao de acidos graxos
de melaco de cana e leveduras, mostraram que a concentracao de lipideos no
melaco foi de 1,02-3,13 g.Kg!. Na Tabela 1 verifica-se que a média de lipideos
encontrado nas andlises do presente trabalho foi de 4,43 g.Kg! de melago. E

possivel afirmar que os resultados estéo préximos e sdo condizentes.

As diferencas encontradas nos trabalhos citados e os resultados aqui
apresentados, para a concentracdo de cinzas, proteinas e lipideos, pode ser
justificado, pois a composicdo do melaco de cana-de-agucar depende de fatores
agricolas, como a variedade da cana-de-agUcar, o grau de maturacao, o clima,

as condicdes de cultura, tipo de corte e a eficiéncia industrial (SILVA, 2008).

Estudos feitos por Bae e Shoda (2005), que produziram celulose
bacteriana por Acetobacter xylinum usando meio de melagco em um fermentador,
mostraram que o melaco por eles utilizado continha cerca de 44% de acUcares
totais. O estudo de Keshk e Sameshima (2006), mostrou um teor de acucares
de 51%. Feltrin et al. (2000), ao avaliar a composicao fisico-quimica do melago
de cana-de-acucar bruto encontrou 48,5% de acuUcares redutores totais.
Segundo os Padrbes de ldentidade e Qualidade para Alimentos e Bebidas da
Resolucdo CNNPA n°12 de 1978 o melaco deve conter aproximadamente 50%
de acUcares redutores totais. Nas andlises realizadas no presente trabalho
verificou-se 49,92% de acucares redutores totais (Tabela 1), valores proximos
aos dos trabalhos relatados por Bae e Shoda (2005), por Keshk e Sameshima

(2006) e também por Feltrin et al. (2000) e em conformidade com a legislacéo.
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Park e Antonio (2006), que analisaram diferentes materiais biologicos,
mostraram que a atividade de agua do melaco fica entre 0,65 e 0,75, valores

préximos aos resultados encontrados (0,68 — Tabela 1).

5.2 PRODUCAO DAS MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

Na diluicdo com 25% de acUcares nao foi observado o crescimento
da membrana de celulose bacteriana. Alguns trabalhos relatam que quando a
guantidade de acucares redutores totais inicial, é superior a 20 %, ha
interferéncia na producado e rendimento de celulose bacteriana, diminuindo-os,
pois h& diminuicdo nos niveis de nitrogénio (BAE; SHODA, 2005; KESHK;
SAMESHIMA, 2006; JUNG et al., 2010). As membranas formadas na diluicdo de

7% estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.

Figura 1: Filmes lavados antes da secagem Figura 2: Filme ap6s a secagem
Apés a lavagem os filmes apresentaram-se mais claros e

assemelhavam-se a um gel, eram maleaveis e escorregadios. Quando secos
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tornaram-se mais opacos e quebradi¢cos, mas podiam ser manuseados sem que

ocorresse ruptura.

5.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE CELULOSE BACTERIANA

5.3.1 Espessura

A espessura € um dos parametros que influencia nas propriedades
dos filmes, € importante para avaliar sua homogeneidade, para definir a
uniformidade dos materiais, para a repetibilidade das medidas das propriedades
e validade das comparacdes entre as propriedades dos filmes (RIGO, 2006 apud
MAHMOUD; SAVELLO, 1992; GENNADIOS et al., 1993; OLIVEIRA et al., 1996;
CUQ et al., 1996).

As espessuras medias dos filmes para as umidades relativas de 33 e
75% foi de 0,02 £ 0,01 mm. Almeida, Woiciechowski, Wosiacki, (2013)
analisaram as propriedades fisicas, quimicas e de barreira em filmes formados
por misturas de celulose bacteriana e fécula de batata, e obtiveram para filmes
de celulose bacteriana pura uma espessura de 0,02 mm, semelhante aos
resultados obtidos no presente trabalho. Rigo (2006), que desenvolveu e
caracterizou filmes comestiveis a base de amido e alginato de sodio, obteve
variacdo de 0,059 a 0,148 mm, valores proximos aos encontrados por Oliveira
(2013), que estudou o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a base de
proteina da torta de mamona reforgado com fibras de celulose, encontrando

valores médios de espessura de 0,127 + 0,004 mm.
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5.3.2 Atividade de agua (aw)

A atividade de &gua esta correlacionada com a 4gua livre de um
produto, e, portanto, produtos com alta atividade de agua trocam agua com o
ambiente mais facilmente, acelerando sua perda de agua e diminuindo sua vida
atil. Quando conhecida a relacao entre a atividade de dgua de um produto e a
umidade relativa do ambiente € possivel prever o comportamento do produto
guando exposto a um ambiente com umidade relativa conhecida, assim é
possivel conhecer a estabilidade deste produto durante sua estocagem
(ALMEIDA, 2010).

Para as umidades relativas de 33 e 75% foi obtida média de
0,3279+0,0074 e 0,3213+0,0020 respectivamente. Observando os resultados
encontrados, verificou-se que nado houve diferenca estatistica (p > 0,05) na
atividade de agua dos filmes obtidos com o aumento da umidade relativa. Os
resultados encontrados comprovam a estabilidade dos filmes com o0 aumento da
umidade relativa. Este fato influencia diretamente nas propriedades mecanicas
dos mesmos, j4 que a quantidade de agua livre ndo é alterada, mantendo a
estrutura das fibras e, consequentemente, ndo ocasionando grandes variacdes
com a mudancga de umidade relativa. No trabalho realizado por Barbosa, Silva e
Ascheri (2009), no qual foram estudados biofilmes de amido de caroco de jaca,
verificou-se que as variacdes na hidrofilicidade das amostras foram dependentes
da atividade de agua dos filmes e que a umidade de equilibrio das amostras

aumentou a medida em que se aumentava a atividade de agua dos filmes.
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5.3.3 Caracterizagcdo mecanica — testes de tracao

As propriedades mecanicas mais importantes decorrem de processos
nos quais ha grandes relaxacbes moleculares, que sdo dependentes da
temperatura e umidade relativa. S8o Uteis para identificacdo e caracterizacao de
filmes flexiveis e podem ser medidas através de testes de perfuracdo, tracéo e
relaxacdo. A caracterizacdo mecanica expressa a resisténcia do material ao
alongamento e ao rompimento, quando submetido a tracdo e é a propriedade
mais relatadas na literatura (HENRIQUE, 2002; MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; MARTINS, 2012).

A figura 1 apresenta a variacdo do alongamento (strain) com a
variagdo da umidade relativa e a figura 2 apresenta a variagcdo da tensao na

ruptura (stress) com a variacdo da umidade relativa.
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Figura 1: Grafico de intervalos Strain (%) versus Umidade Relativa de condicionamento de

filmes de celulose bacteriana.
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Figura 2: Grafico de intervalos Stress (MPa) versus Umidade Relativa de condicionamento

de filmes de celulose bacteriana.

Barud (2010) que estudou novos materiais baseados em celulose
bacteriana, apontou que esta tem alongamento entre 1,5 - 2,0%, valores
inferiores aos encontrados no presente trabalho, que foram de 3,12% para
umidade relativa de 33% e 3,56% para umidade relativa de 75% (Figura 1).
Oliveira (2009), estudando biofilmes obtidos a partir de carboximetilcelulose em
diferentes umidades relativas encontrou para carboximetilcelulose pura com
umidade relativa de 43%, 75% e 98% elongacéo de 8,95%, 11,16% e 21,03%
respectivamente. Ferreira et al. (2009) estudaram os efeitos da umidade relativa
sobre as propriedades mecanicas em filmes de amido e obtiveram para umidade
relativa de 33% cerca de 3% de elongacéao e para umidade relativa de 75% cerca

de 12% de elongacgéo.

Oliveira (2009) encontrou ainda, para carboximetilcelulose pura, tenséao
na ruptura para as umidades relativas de 22,12 MPa, 20,38 MPa e 1,25 Mpa para
43%, 75% e 98% de umidade relativa respectivamente. Nas umidades relativas

de 43 e 75% os valores se aproximam aos encontrados nesta pesquisa na
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umidade relativa de 33% que teve média de 22,79 MPa. Ferreira et al. (2009)
encontraram para umidade relativa de 33% e 75% cerca de 10 MPa, valores
estes que se aproximam aos encontrados no presente trabalho para as

membranas de celulose bacteriana com umidade relativa de 75% (Figura 2).

Para o alongamento, ndo foi encontrada variagdo significativa com o
aumento da umidade relativa (p > 0,05). Para a resisténcia a tracao, foi verificada
diminuicdo significativa da resisténcia a tracdo com o aumento de umidade
relativa de armazenamento (p < 0,05). Essas mudancas foram relacionadas com
a variagdo do teor de agua nestes materiais hidrofilicos e foram relatados
previamente (FERREIRA et al., 2009 apud CUQ et al., 1995; PARRIS et al.,
1995; MONTERREY; SOBRAL, 1999, MALI et al., 2004). A atividade de agua
dos filmes produzidos no presente trabalho ndo aumentou significativamente
com o aumento da umidade relativa de armazenamento, mostrando que estes
sdo estaveis a absorcao de umidade do meio, o que pode ser relacionado a
pouca absorcao de agua pelos filmes a ponto de néo influenciar na sua atividade

de agua.

Segundo Barud (2010) os resultados encontrados séo justificados
devido a estrutura das fibras de celulose bacteriana e ao seu elevado
desempenho. Com o aumento da umidade relativa h4 aumento da saturacéo das
moléculas de agua aumentando o volume livre entre as cadeias poliméricas o
gue causa a diminuicao na tensao de ruptura e aumento na elongacao dos filmes
(OLIVEIRA, 2009; FERREIRA et al., 2009). Isto deveria causar o0 aumento da
elongacéo dos filmes pela modificacdo da sua estrutura, no entanto esse efeito
nao foi observado devido a baixa atividade de agua dos filmes de celulose
bacteriana, a qual ndo aumentou com o aumento da umidade relativa, fazendo
com gue a quantidade de agua livre ndo aumentasse mantendo a flexibilidade

dos filmes semelhantes.

Apesar da igualdade estatistica dos resultados de atividade de agua
para os filmes armazenados em diferentes umidades relativas, o comportamento

mecanico foi caracteristico, aumentando para os valores de alongamento (ndo



35

apresentando diferenga estatistica) e diminuindo para os valores de tensdo na

ruptura.
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6 CONCLUSAO

O melago caracterizado apresentou caracteristicas semelhantes as
encontradas na literatura e também na legislacdo, atestando a sua qualidade

nutricional, importante para o crescimento do micro-organismo.

Foi possivel observar, que com concentracdo de 25 % de acucares
redutores totais no substrato ndo houve crescimento das membranas de celulose
bacteriana, as quais s6 se desenvolveram na concentracdo de 7 % de acUcares

redutores totais.

N&o foi possivel a padronizacédo das espessuras das membranas de
celulose bacteriana, mas estas apresentaram o comportamento esperado nos
testes mecanicos, diminuindo os valores de tensédo na ruptura e aumento da

elongacédo com o aumento da umidade relativa de armazenamento.
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