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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) € produzida por meio da biossintese de microrganismos,
como as bactérias Gluconacetobacter xylinus. A utilizacdo e aproveitamento de
residuos agroindustriais, alimenticios, cervejeiros, produtos com potenciais
propriedades terapéuticas e/ou medicinais inseridos em meios de cultura para a
obtencdo de CB se fazem crescentes na literatura. A vinhaga, um subproduto da
fabricacdo do etanol, € composta por 93% de agua e 7% de solidos orgéanicos e
inorganicos. A Aloe vera, conhecida popularmente como babosa, é caracterizada pelo
alto teor de agua, cerca de 99%, e os outros 1% de 75 compostos ativos diferentes. A
vinhaca e a Aloe vera apresentam-se como potenciais substratos para a producéo de
CB reduzindo o custo de produgao, minimizando 0os impactos ambientais e revertendo
em beneficios nas necessidades humanas, como aplicagcbes em tratamentos de
queimaduras, entre outros. O objetivo do trabalho foi o desenvolvimento de
membranas de CB produzidas a partir da bactéria Gluconacetobacter xylinus, em
meios de cultura enriquecidos com vinhaga e Aloe vera. A analise de Espectroscopia
na regido do infravermelho (IR) possibilitou concluir que ocorreram alteracdes
qguimicas nas estruturas da CB incorporadas com Aloe vera, presen¢ca de banda
caracteristica de interacdo com grupo amino e na incorporacdo com vinhaca,
presenca de banda caracteristica de regides cristalinas. Na anélise de Difracdo de
Raio — X(DRX), foi possivel identificar incorporacdes com a presenca de celulose |
(CBVvV20, CBV40, CBV60, CBV80 e CBB80) e incorporacbes com a presenca de
celulose Il (CBB20, CBB40 e CBB60). Mecanicamente, a incorporacdo CBB80 de Aloe
vera demonstrou semelhanca nos valores de modulo de elasticidade (MPa), tenséo
maxima (MPa) e alongamento (%), enquanto a incorpora¢do com vinhaca, a CBV40
demonstrou semelhanca nos valores de mdédulo de elasticidade (MPa), tensdo
maxima (MPa) e alongamento (%) quando comparadas as membranas CB (controle);
morfologicamente, a incorporagdo CBB80 de Aloe vera demonstrou uma rede de
microfibrilas com gel de Aloe vera e possivelmente aderidas a superficie. Os
resultados mostraram o potencial uso de incorporagdes da vinhaca e Aloe vera como
substratos alternativos, reduzindo os altos custos envolvidos na producdo, a
valorizacdo do uso de residuos agroindustriais e o potencial uso de plantas com
compostos bioativos.

Palavras-chave: celulose bacteriana; Gluconacetobacter xylinus; substratos
alternativos; vinhaca, Aloe vera.






ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is produced through the biosynthesis of microorganisms, such
as the bacteria Gluconacetobacter xylinus. The use and utilization of agroindustrial,
food, and brewery wastes, products with potential therapeutic and/or medicinal
properties inserted in culture media to obtain CB are increasing in the literature.
Vinasse, a byproduct of ethanol production, is composed of 93% water and 7% organic
and inorganic solids, Aloe vera, popularly known as babosa, is characterized by high
water content, about 99%, and the other 1% of 75 different active compounds, present
themselves as potential substrates for the production of CB reducing production cost,
minimizing environmental impacts and reverting into benefits in human needs, such as
applications in burn treatments, among others. The objective of the work was to
develop CB membranes produced from Gluconacetobacter xylinus bacteria, in culture
media enriched with vinasse and Aloe vera. The IR analysis allowed the conclusion
that chemical alterations occurred in the structures of the CB incorporated with Aloe
vera, presence of a characteristic band of interaction with amino group and in the
incorporation with vinasse, presence of a characteristic band of crystalline regions. In
XRD analysis, it was possible to identify incorporations with the presence of cellulose
| (CBV20, CBV40, CBV60, CBV80 and CBB80) and incorporations with the presence
of cellulose 11 (CBB20, CBB40 and CBB60). Mechanically, the CBB80 incorporation of
Aloe vera showed similarity in the values of modulus of elasticity (MPa), maximum
stress (MPa) and elongation (%), while the incorporation with vinasse, CBV40 showed
similarity in the values of modulus of elasticity (MPa), maximum stress (MPa) and
elongation (%) when compared to CB (control) membranes; Morphologically, CBB80
Aloe vera incorporation demonstrated a network of microfibrils with Aloe vera gel and
possibly adhered to the surface. The results showed the potential use of incorporations
of vinasse and Aloe vera as alternative substrates, reducing the high costs involved in
production, the valorization of the use of agroindustrial waste and the potential use of
plants with bioactive compounds.

Key words: bacterial celulose; Gluconacetobacter xylinus; alternative substrates;
vinasse; Aloe vera.
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1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana (CB) € produzida a partir de vias biossintéticas de
microrganismos dos seguintes géneros: Komagataeibacter, Aerobacter,
Achromobacter, Agrobacterium, Alacaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina e
Salmonella. A bactéria produz as membranas de celulose por meio da fermentacéo
em meio rico em fontes de carbono (C) e nitrogénio (N). Esta membrana de CB é
considerada quimicamente pura, por ser livre de lignina e hemicelulose e nao toxica,
além de possuir alta porosidade e resisténcia mecanica (CHANG; CHEN, 2016; HALIB
et al., 2019; QIU et al., 2016; WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

A utilizacdo e aproveitamento de residuos agroindustriais, alimenticios,
cervejeiros, produtos com potenciais propriedades terapéuticas e/ou medicinais como
substrato alternativo, nos meios de cultura, para a obtencao de celulose bacteriana se
fazem crescentes na literatura, dentre eles, a utilizagao de glicerol (VAZQUEZ et al.,
2013), liquido de sisal (LIMA et al., 2017), suco de caju e melago de soja (SOUZA et
al., 2020b), residuos de cascas de laranja (KUO et al., 2019), residuos de casca de
banana (SIJABAT et al., 2020), mistura de xarope de tamara e soro de queijo
(RAISZADEH-JAHROMI et al., 2020) entre outros. Estes subprodutos, geralmente sao
ricos em aclUcares como: glicose, frutose, galactose e sacarose e podem ser

promissores para a producéo industrial da celulose bacteriana (WU; LIU, 2013).

A vinhaga, um subproduto da fabricacdo do etanol, € rica em nitrato residual liquido,
alto teor de matéria organica, de macro e micronutrientes, altas quantidades de
cations como o potassio (K), ferro (Fe), calcio (Ca) e magnésio (Mg) e menores
quantidades de Nitrogénio (N) e Fésforo (P) (FUESS, 2013). E composta por 93 % de
agua e 7 % de solidos orgéanicos e inorganicos, podendo variar a composicao
conforme o processo de producédo do etanol (ALBANEZ et al., 2018). A vinhaca,
guando depositada no solo, age como recuperador da fertilidade em um processo
chamado de fertirrigagéo (OLIVEIRA, 2015). No entanto, a aplicacdo desse processo
deve ser controlada para evitar impactos no solo e nos lencgois freaticos, pois quando

descontrolada, pode acarretar em lixiviagdo (SULEIMAN et al., 2018).

Conhecida popularmente como babosa, a Aloe vera € uma planta pertencente

a familia das Xanthorrhoeaceae (LIM; CHEONG, 2015). A principal caracteristica € o
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alto teor de agua, cerca de 99 %, com o outro 1 % de 75 compostos ativos diferentes,
como vitaminas, minerais, enzimas, polissacarideos, compostos fendlicos e acidos
organicos, além de derivados antracénicos, sendo as aloinas (barbaloina e
isobarbaloina) os mais conhecidos. Possui grande potencial de aplicacdo nas areas
médicas — engenharia de tecidos, queimaduras e cicatrizacdo. (RAMOS; PIMENTEL,
2011; FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014; RADHA; LAXMIPRIYA, 2015; GAO et
al., 2019).

Uma vez que o meio de cultura deve conter, no minimo, fonte de carbono (C),
fonte de nitrogénio (N), e outros macro e micronutrientes necessarios para o
crescimento do microrganismo, tais como sais de fosforo (P), enxofre (S), potassio (K)
e magnésio (Mg), a Aloe vera e a vinhaca apresentam-se como potenciais substratos
nos meios de cultura para a producéo de celulose bacteriana, podendo tornar-se uma
solucdo economicamente viavel (JOZALA et al., 2016; MOHAMMADKAZEMI; AZIN;
ASHORI, 2015).

Esta dissertacdo de mestrado visa estudar a producédo de CB utilizando os
substratos alternativos de Aloe vera, planta com propriedades terapéuticas e
medicinais, e vinhaca, residuo agroindustrial, enriquecidos no meio de cultura padréo
Alaban.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho propéem o desenvolvimento de membranas de celulose

bacteriana (CB) utilizando meios de cultura enriquecidos com vinhaca e Aloe vera.

2.1.1 Objetivos especificos:

e Produzir membranas de celulose bacteriana por Gluconacetobacter xylinus
utilizando Aloe vera, uma planta com propriedades terapéuticas e medicinais,
como substrato alternativo ao meio de cultura.

e Produzir membranas de celulose bacteriana por Gluconacetobacter xylinus
utilizando vinhaca, residuo agroindustrial, como substrato alternativo ao meio
de cultura.

e Caracterizar a composi¢cdo quimica do substrato de vinhaca e Aloe vera
utilizadas na produgao de membranas de celulose bacteriana.

e Caracterizar as membranas de celuloses bacterianas produzidas
morfologicamente, por microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopicamente, por espectroscopia na regido do infravermelho (IR),

difracéo de raios-X (DRX) e mecanicamente, por testes de tracao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Celulose

A celulose (CeH1005) n foi primeiramente caracterizada pelo quimico francés
Anselme Payen, em 1838. E um polimero renovavel e biodegradavel, abundante na
natureza e possui grande importancia na economia global com uma producéo de 104
toneladas por ano (PACHECO et al., 2017).

Figura 1 — Representacdo esquematica da molécula de celulose
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Fonte: DONINI et al., 2010.

Pode ser encontrada em diferentes formas de vida como em plantas, fungos,
protozoarios e algumas bactérias (KLEMM et al., 2005; PEREIRA et al., 2014).

A celulose vegetal (CV) é o principal constituinte da parede celular e um dos
materiais naturais mais utilizados na industria de papel e fibras téxteis, como algodéo,
e na industria madeireira, como emulsificador (FERRER; PAL; HUBBE, 2017).

Constituida de atomos de carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), é formada
por longas cadeias lineares ndo - ramificadas. As moléculas de glicose sdo unidas por
ligagdes B — 1,4 — glicosidicas, entre o oxigénio ligado ao &tomo de carbono 1 de uma
molécula e o atomo de carbono 4 da molécula de glicose adjacente (ABDUL KHALIL;
BHAT; IREANA YUSRA, 2012).

As moléculas de celulose, ao se agruparem, tendem a formar microfibrilas por

meio das ligagdes intermoleculares. As microfibrilas tém regides chamadas cristalinas,
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que sao altamente organizadas e regides chamadas de amorfas, com baixa
organizacdo (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Figura 2 — Estrutura da celulose: regides amorfas e cristalinas
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Fonte: LAVOINE et al., 2012 (adaptado).

Pertencente ao grupo dos carboidratos, € um material polimorfo, ou seja, pode
ser encontrado em até quatro formas: celulose I, I, Ill e IV (JOZALA et al., 2016;
VAZQUEZ et al., 2013).

A celulose do tipo | é classificada em celulose la (triclinica) e I (monoclinica),
possuindo cadeias paralelas entre si. A celulose Il pode ser obtida através da celulose
| por métodos como mercerizagdo (solubilizacdo seguida de cristalizagdo) ou
recristalizacao (tratamento alcalino) e o arranjo das cadeias € antiparalelo (SOUZA et
al., 2020a).

Figura 3 - Representacao das ligacdes B - 1 — 4 glicosidicas (celulose) e das

ligacOes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares

Fonte: RAVEN et al., 2001.
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Os grupos hidroxilas livres formam ligagbes de hidrogénio do tipo
intramoleculares com grupos hidroxilas da mesma molécula, e ligacées de hidrogénio
do tipo intermoleculares entre grupos hidroxilas de moléculas adjacentes. Essas
ligacdes sao responséaveis pela rigidez da cadeia de celulose e pela formacdo da
parede da fibra vegetal. Inicia-se a formacdo da estrutura polimérica, chamada
celobiose, quando duas moléculas de celulose, entdo, se unem (RAVEN et al., 2001;
KHANDELWAL; WINDLE, 2013).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir celulose da forma extracelular,
chamando a atengéo devido ao potencial elevado de fontes alternativas de celulose,

conhecidas como celulose bacteriana (CB) (KLEMM et al., 2001).

Tanto a CV quanto a CB apresentam mesma formula molecular, porém quando
comparadas nos quesitos das propriedades fisicas, flexibilidade, biocompatibilidade,
disponibilidade e resisténcia mecanica, a segunda demonstra excelentes resultados
em relacéo a primeira (BARUD et al., 2011; CACICEDO et al., 2016).

3.2 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (CB), também conhecida como biocelulose é considerada
uma molécula idéntica a celulose vegetal, com alta cristalinidade, biocompatibilidade,
alto grau de polimerizagdo, porosidade, resisténcia mecanica, durabilidade, alta
capacidade de retencao e absor¢ao de 4gua, biodegradabilidade e atoxicidade (CHOI,
SHIN, 2020; DU et al., 2018; WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Diversos géneros, como Komagataeibacter, (anteriormente
Gluconacetobacter), Aerobacter, Achromobacter, Agrobacterium, Alacaligenes,
Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina e Salmonella podem gerar variedades de celulose
bacteriana (AZEREDO et al., 2019; MOLINA-ROMERO et al., 2021).

A bactéria Gluconacetobacter xylinus, anteriormente chamada de Acetobacter
xylinum, foi descrita por Adrian Brown, em 1886, ao identificar a formagcdo de um
material gelatinoso na superficie do caldo da fermentacédo do vinagre (BROWN, 1886;
SPEROTTO et al., 2021). Depois de 100 anos, os estudos com a celulose bacteriana
foi retomado (SOUZA et al., 2020b).

Presentes em lugares em que ocorrem fermentacbes de acucares e

carboidratos, como nas flores, sucos, frutas em decomposicéo e bebidas alcodlicas,
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estas bactérias produzem CB na presenca de oxigénio e carbono continuo (ESA,;
TASIRIN; RAHMAN, 2014; GORGIEVA; TRCEK, 2019).

Figura 4 — Bactéria Gluconacetobacter xylinus

Fonte: STANISLAWSKA, 2016.

Possuem forma elipsoidal ou de bastonetes retos, podem ser encontradas em
pares, sozinhas ou em cadeias com dimensdes variando de 0,5 — 1,0 um por 2,0 —
10,0 um; sé@o estritamente aerobicas, altamente tolerantes a condigbes &cidas,
crescem em pH menores que 5,0, mesobfilas — crescem em temperaturas moderadas,

sdo gram — negativas e ndo patogénicas (HOMMEL, 2014).

Para a Gluconacetobacter xylinus, a membrana de CB que cresce na interface
meio de cultura/ar atua como barreira fisica, protegendo-a da radiacdo ultravioleta, e
previne o substrato de desidratacdo além de aumentar a capacidade de colonizacéo
total (HALIB et al., 2019; PACHECO et al., 2017).

Em condi¢bes de cultura estéatica, a CB cresce conforme o formato do frasco
gue esta inserido, gerando uma membrana tridimensional e interconectada (SOUZA
et al., 2020a). J4 em cultivo dindmico, cultura com agitacdo, variando a velocidade
rotacional, sdo obtidas membranas que variam quanto a forma e o tamanho, sendo

irregulares e com forma semelhante a pequenas esferas (SOUZA et al., 2020Db).

Parametros como pH, disponibilidade de oxigénio, fontes de carbono, cepa
bacteriana e temperatura podem influenciar no crescimento, morfologia e
consequentemente na producgéo de CB (HU et al., 2014; MOHD NADZIR et al., 2021).
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Em relacdo a estrutura quimica das membranas de CB, podem dispor de até
250 cadeias poliméricas de até 9 nm de comprimento, o que corresponde de 2 mil até
20 mil unidades de glicose estruturadas em nanofitas. Possuem grau de polimerizacao
por volta de 2 mil a 6 mil, nanofibrilas com largura de 2 a 4 nm, que quando agrupadas
formam microfibrilas. As microfibrilas possuem de 50 a 80 nm de largurae de 1 — 9
nm de espessura (CACICEDO et al., 2016; FERNANDES et al., 2020).

Com quase todos os grupos hidroxilas (OH) da celulose ocupados com ligagcbes
de hidrogénio (H), uma extremidade carrega um grupo C4-OH nao modificado e a
outra extremidade carrega um grupo C1-OH livre, representando assim possiveis

pontes para modificacdes quimicas na celulose (GORGIEVA; TRCEK, 2019).

Dentre todas as caracteristicas favoraveis, o alto custo de producdo é fator
limitante, j& que o meio padrao descrito na literatura possui suplementacéo de glicose,
peptona e extrato de levedura. Algumas estratégias vém sendo propostas para a
reducdo dos custos e aumento da producdo, como as modificacbes dos meios de
cultura (CACICEDO et al., 2016; PACHECO et al., 2017).

3.2.1 Biossintese

A biossintese da CB € uma reagcdo com multi-etapas que ocorre tanto em meios
sélidos como liquidos, transformando a fonte de carbono disponivel formando
celulose; dependendo da fonte de carbono utilizada, o microrganismo segue rotas
metabolicas distintas (ULLAH et al., 2021).

O principio da formagcdo da CB ocorre com as condicbes do substrato
adequadas, gerando um crescimento celular/metabolismo microbiano e formacgéo do
subproduto (DONINI et al., 2010).

Para a glicose, como fonte de carbono, a reacdo envolve quatro etapas: etapa
1, onde ocorre a fosforilagdo da glicose pela enzima hexoquinase, seguida da
isomerizacao da glicose — 6 — fosfato (Glc — 6 — P) em glicose — 1 — fosfato (Glc — 1 —
P) por meio da enzima fosfoglicomutase, caracterizando a etapa 2. Na etapa 3, se da
a formacédo da uridina — difosfato — glicose (UDP — Glicose) através da enzima UDPG
— pirofosforilase, e producao de celulose a partir da formacéo da UDP — Glucose, em
cadeias lineares de 3 - 1 — 4 glucano, catalisada pela celulose sintase, na etapa 4.
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Nos monossacarideos, como frutose, ocorre fosforilagdo da frutose para frutose
— 6 — fosfato por meio da enzima hexoquinase, seguida de isomerizacao da frutose-6-
fosfato para glicose — 6 — fosfato pela enzima fosfoglicose isomerase. Transformada
a frutose em glicose — 6 — fosfato, segue o ciclo de sintese da celulose. Para
dissacarideos, como sacarose, ocorre a hidrélise dos dissacarideos em
monossacarideos (frutose ou glicose), seguindo assim duas possiveis vias de
biossintese (CHAWLA et al., 2009; HU et al., 2014; UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012).

3.2.2 Aplicacdes da Celulose Bacteriana

A aplicabilidade das CB nos estudos tem sido explorada nas mais diversas

areas, conforme demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Aplicagbes da CB

Aplicagdes Literatura

e sobremesas dietéticas; (AZEREDO et al.,

e sorvetes; 2019; ULLAH

Alimentos e espessantes na culinaria; HELDER SANTOS

e embalagens comestiveis; TAOUS KHAN,
o modificadores de textura; [s.d.])

Produtos para o fraldas descartaveis; (AZEREDO et al.,
bebés e pomadas; 2019)

_ (ALVES et al.,
) ) e tratamento de lixo;
Meio ambiente 2020; HE et al.,,
e purificacdo de esgotos;

2018)
Eletronica e e membranas acusticas em fones | (UL-ISLAM et al.,
comunicacdes de ouvido e headsets; 2015)
(HUSSAIN WASIM
Mineragéo e e atuando como esponjas na coleta | SAJJAD TAOUS
nas refinarias de vazamentos de 6leo; KHAN FAZLI

WAHID, 2019)
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(FERNANDES et
al., 2020; KAMIN et
al., [s.d.])

Produtos e compensados;

florestais o fibras téxteis;

e cremes condicionadores;

. e mascaras hidratantes embebidas | (LUDWICKA et al.,
Cosmeéticos e

. em extratos vegetais; 2016; YAN et al.,
estética
e polidores de unhas | 2017)
(BioCellulose®);
Produtos de _ (FERNANDES et
o e vestimentas e cal¢cados
couro artificial al., 2020)

e pele artificial temporaria em
pacientes com queimaduras;

e Ulceras e tratamento de lesdes
cronicas (Biofill®, XCell®,
Bionext®);

e substituto temporario de pele

(JORFI; FOSTER;

(Membracell®);

_ o FOSTER, 2014;
o e material de substituicAdo do
Medicina _ ) . _ PICHETH et al,
menisco na articulacao do joelho;
2017; SPEROTTO

e implantes de tubos para vasos
] o et al., 2021)
sanguineos artificiais (Basyc®);

e implantes dentérios;

e dispositivos de liberagdo de
farmacos;

e reconstrugao de tecidos

periodontais (Gengiflex®);

Fonte: Elaborada pela autora.

A aplicacdo de CB, em bioimpressdes 3D na producédo de novos produtos, vem
tomando espaco, gerando melhorias na propriedade do material, otimizacdo dos
processos, reducdo de consumo de energia, aléem do aumento de compra (JANENI;
ADASSOORIYA, 2021).
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3.2.3 Substratos na producéo de CB

O meio padréo utilizado na manutencéo e producéo de CB possui alto custo,
devido a composicao sintética de extrato de levedura, peptona e glicose (KHAN et al.,
2021).

Diversos estudos buscam alternativas em relacdo ao aproveitamento de
residuos agroindustriais, alimenticios, cervejeiros, produtos com potenciais

propriedades terapéuticas e/ou medicinais sdo relatados na literatura.

Durante o processo de formulacdo do meio, € possivel inserir diferentes
materiais para o desenvolvimento de membranas de celulose bacteriana e substituir
0S compostos sintéticos por compostos presentes nestes subprodutos
(ALBUQUERQUE, 2019; SPEROTTO et al., 2021).

A Tabela 2, descreve os diferentes substratos alternativos que podem ser

utilizados para a producéo de CB.

Tabela 2 — Substratos alternativos utilizados na producéo de CB

Substratos Literatura

(SAIBUATONG; PHISALAPHONG,
2010)

Aloe vera

Extrato de casca de uva e soro de
. (CARREIRA et al., 2011)
gueijo

Polpa de licor, casca de arroz e
_ (AL-ABDALLAH; DAHMAN, 2013)
residuos de tecidos de algodéao

Residuos de frutas (VIEIRA, 2013)
Residuos do azeite de oliva (GOMES et al., 2013)
Residuo de abacaxi e 4gua de coco (VAZQUEZ et al., 2013)
Extrato da lichia (YANG et al., 2013),
Melago (CAKAR et al., 2014)
Melaco de cana de agucar, sacarose (MOHAMMADKAZEMI; AZIN;

(acucar), xarope ASHORI, 2015)
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Agua residual de jujuba cristalizada

(LI et al., 2015),

Residuos industriais de bebidas de

cascas e bagacos de citros

(FAN et al., 2016)

Soro de leite e frutas

(JOZALA et al., 2016)

Residuos de cajueiros

(PACHECO et al., 2017),

Liquido de sisal

(LIMA et al., 2017),

Residuos de cascas de laranja

(KUO et al., 2019),

Oleo de soja refinado e tratado

(QIAQ et al., 2019)

Mistura de xarope de tamara e soro

de queijo

(RAISZADEH-JAHROMI et al., 2020)

Vinhaca

(BARSHAN et al., 2019),

Extrato de residuo de tabaco

(YE etal., 2019)

Suco de caju e melago de soja

(SOUZA et al., 2020D),

Residuos de casca de banana

(SIJABAT et al., 2020)

Residuo de manga

(CALDERON-TOLEDO et al., 2021)

Residuo de tapioca liquida

(GHOZALI; MELIANA; CHALID,
2021).

Oleo de coco

(SILVA et al., 2021)

Residuo de cascas de frutas
(abacaxi, laranja, liméo doce e

banana)

(KHAN et al., 2021)

Mucilagem residual do cacau

(SAAVEDRA-SANABRIA et al., 2021)

Casca de vegetais

(BOZDAG et al., 2021)

Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo (SHARMA; BHARDWAJ, 2019), a adicdo de componentes ricos em
carboidratos, minerais, vitaminas e outros compostos, podem aumentar o rendimento

da producédo de CB e torna-la economicamente mais viavel.
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3.3 Aloe vera

Pertencente a familia Xanthorrhoeaceae, género Aloe, a Aloe barbadensis
Miller ou Aloe vera é uma planta medicinal com mais de 400 espécies espalhadas em
varios paises (LIM; CHEONG, 2015). Originaria da Africa do Sul, difundiu-se por
milénios na China, Jap&o, india, Grécia e Egito (MARTINS CARNEIRO et al., 2013).

No Ocidente, especificamente nos EUA, teria sido cultivada e utilizada logo no
inicio como fornecedora de latex. Conhecida popularmente no Brasil como babosa,
sdo perenes, xerofitas, suculentas, adaptadas a viver em baixa disponibilidade de
agua, crescem nas regides de clima seco e quente dos continentes africano, asiatico,
americano e europeu (RADHA; LAXMIPRIYA, 2015).

Figura 5 — Planta de Aloe vera

' 3

Fonte: iStock, Aloe vera, 2021.

A planta possui folhas de coloracédo verde targida unidas ao caule no formato
de roseta, reunindo até 20 unidades. Cada folha tem formato concavo na face superior
e formato convexo na face inferior e nas margens, presenca de espinhos triangulares,
de coloragdo amarelada, curtos e espacados. As folhas mais jovens sao retas e
menores (JOSEPH; RAJ, 2010).
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Figura 6 — Constituintes das folhas de Aloe vera: casca, gel e latex

Fonte: iStock, Aloe vera, 2021

Encontram-se trés camadas constituintes nas folhas: o gel, o latex e a casca.
O gel é extraido do parénquima de reserva e é caracterizado de uma gelatina
mucilaginosa transparente, viscoso (baba) e inodoro. O latex, camada intermediaria,
denominado extrato de parénquima clorofiliano, possui coloragdo amarelada, sabor
amargo, aroma rangoso e consisténcia leitosa. E a camada externa, chamada de
casca, possui funcdo protetora e € responsavel pelo transporte de xilema e floema

(SANCHEZ-MACHADO et al., 2017).

A principal caracteristica desta planta € o alto teor de agua, com cerca de 99
%; o outro 1 % contém 75 compostos ativos diferentes de biomoléculas organicas,
como vitaminas (A, B1, B2, B3, B6, B9, B12, C e E), minerais (Zn, Se, Na, Mn, Mg, K
, Cu, Cr, Ca), lipidios, glicoproteinas, enzimas (peroxidase, lipase, celulase, catalase),
polissacarideos (acemanana), compostos fendlicos e acidos organicos, além de
derivados de antracénicos, sendo as aloinas (barbaloina e isobarbaloina) os mais
conhecidos (ADLAKHA; KOUL; KUMAR, 2021; RADHA; LAXMIPRIYA, 2015).

A acemanana € um heteropolimero encontrado no extrato do parénquima de
reserva, com cadeia de tamanhos variados, formado pela unido de manose e glucose
por meio de ligagbes do tipo B (1—4). A denominacgdo se da pelo grupamento acetil
ligado a casa manose na cadeia. Diversos estudos ressaltam as propriedades

medicinais relacionadas a este polissacarideo (RECOUVREUX, 2008).

Todas as propriedades terapéuticas sdo encontradas na gelatina que se

encontra dentro da folha da planta. A combinacao dos derivados na planta proporciona
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aplicabilidade terapéutica e medicinal - como propriedades imunomoduladoras,
antivirais, antifangicas, anticancer, antibacterianas e antidiabéticas; industria
farmacéutica - como anti-inflamatoria, efeitos laxantes, antioxidante, devido a
estimulacdo dos macréfagos e cicatrizante de feridas e de queimaduras promovendo
0 crescimento de epitélio da pele; industria cosmética — como clareamento de pele,
antienvelhecimento e hidratante; industria alimenticia — em conservantes de
alimentos, retardando o processo de putrefacdo das frutas; industria odontologica —
tratamento de doencas gengivais, reducéo de sangramento e inflamacoes (FREITAS;
RODRIGUES; GASPI, 2014; GAO et al., 2019).

Saibuatong e Phisalaphong (2010), desenvolveram uma membrana composta
por celulose bacteriana e Aloe vera, conhecida pela sigla BCA. Analisaram a estrutura
da membrana, forca de tensdo, a capacidade de absorcdo de agua entre outros
fatores e concluiram que a BCA possuia grande potencial de aplicacdo nas areas

médicas — engenharia de tecidos, queimaduras e cicatrizacédo.

Recouvreux (2008), produziu membranas de celulose bacteriana a partir de
concentracbes de acemanana, polissacarideo presente na Aloe vera; estas

membranas de biocompésitos foram denominadas CB — ACE.

O desenvolvimento de novos biomateriais, combinados com Aloe vera, vem
sendo amplamente estudado, podendo gerar novos produtos com aplicacdes nas
diversas areas da saude, estabelecendo as mesmas caracteristicas quando
comparados aos ja citados na literatura e oferecerem alternativas para producéo,

reduzindo os altos custos quando utilizadas fontes de carbono convencionais.

3.4 Vinhaga

7

A vinhaga, vinhoto, restilo ou caldo da destilaria é o principal subproduto
proveniente da producéo do etanol durante a etapa de destilagdo da mistura alcodlica
gerada da fermentacédo (DE CASTRO et al., 2018). Para cada 1 L de etanol produzido,
sao gerados aproximadamente 13 L de vinhaca (MARAFON et al., 2019).

A vinhaca é caracterizada pela coloracdo marrom-escura devido ao pigmento
denominado melamedina. E um residuo pastoso, com odor forte, composto por 93 %
de agua e 7 % de sdlidos organicos e inorganicos (SHINDE et al., 2020). Apresenta

pH em torno de 4, alto teor de matéria organica, de macro e micronutrientes, altas
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quantidades de cations como o potassio (K), ferro (Fe), calcio (Ca) e magnésio (Mg)
e menores quantidades de nitrogénio (N) e fésforo (P) (ALBANEZ et al., 2018).

E constituida também de componentes organicos, como glicose, sacarose,
citrato, oxalato, acido latico, acido acético, etanol, glicerol, acido latico, frutose e
galactose, sendo variavel a concentracdo dos mesmos devido aos diversos métodos
de processamento e tipo do mosto (HARDER, 2020). Em areas agricolas,
principalmente nas lavouras de cana — de — acgUcar, a utilizagdo de vinhaca promove

beneficios econémicos, sociais e agrondmicos (MEDINA et al., 2021).

Em um processo denominado fertirrigacdo, a vinhaca quando depositada no
solo age como recuperador da fertilidade, sendo capaz de reduzir custos e substituir
adubos minerais devido a presenca de potassio (K) e outros macro e micronutrientes
(DA SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007).

Figura 7 — Processo de fertirrigagdo no solo

Fonte: RPA News, cana & industria, 2021.

A fertirrigacdo deve ser controlada para evitar impactos no solo e nos lencéis
fredticos. Quando descontroladas ou aplicadas em altas doses, podem acarretar
lixiviacdo de varios ions, poluicdo do solo, das aguas subterraneas e superficiais,
salinizacdo do solo, perdas da colheita, aumento da acidez do solo, alteracdo da
nutricdo das plantas e até comprometimento na qualidade da producgéo de agucar. A
acidez e a presenca dos metais na composi¢cdo podem ser as causas da toxicidade
(FUESS, 2013; SULEIMAN et al., 2018).



41

Sendo o meio de cultura um fator importante para o custo total de producgéo de
celulose bacteriana, € importante identificar culturas de baixo custo para o uso como
uma solucdo economicamente viavel (LYRA; ROLIM; SILVA, 2003; OLIVEIRA, 2015).

Para Velasquez-riaiio et al., (2013) e Barshan et al., (2019), a utilizacdo da
vinhaca rica na composi¢cao, como substrato alternativo ao meio de cultura, € uma
pratica promissora que reduziria tanto os custos de producao de celulose bacteriana
como também o volume da producéo do efluente, ja que as membranas produzidas a

partir da vinhaca sdo semelhantes as produzidas em meio de cultura padréo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo

A bactéria utilizada para a producdo de membranas de celulose bacteriana foi
a Gluconacetobacter xylinus ATCC 23768, doada gentilmente pelo Prof. Dr. Sidney
José Lima Ribeiro da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP. Para preservacdo, a bactéria foi
mantida em tubos de eppendorf, em 20% (v/v) de glicerol congelada em um ultra
freezer CL580/86v a — 40 °C.

Com resultados preliminares do projeto FAPESP n° 18/10235-9 de Iniciacao
Cientifica realizado por Jéssyca de Araujo Borro, também desenvolvidos no
laboratério RESIDUALL nos anos de 2018 e 2019. Determinou-se que as melhores
incorporagdes para avaliar a adicdo de um substrato sdo de 100%, 80%, 60% 40% e
20% para cada substrato. Além da definicdo das porcentagens das incorporacoes que
seriam reproduzidas nos estudos do mestrado, durante a iniciacao cientifica, também
foi possivel determinar alguns pardmetros de cultivo, meio de cultura padrdao com

substituicdo de alguns reagentes, pH, tempo de cultivo, entre outros.
4.2 Descricao operacional para producao de CB
A Figura 8 esquematiza as etapas para a obtencao das membranas de celulose

bacteriana desde o preparo do in6culo até a analise dos dados obtidos das

membranas produzidas.
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Figura 8 — Fluxograma experimental das etapas de preparagéo e obtencao das

membranas de CB

Preparo dos Incorporacéo ~
Prli%%ruciodo —>| substratos: Aloe —>| dos substratos |—> Inoggléatgé%g da
vera e vinhaca ao meio
|
\/
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!
\/
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—>
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4.3 Meio de cultura: crescimento e manutencgao

Para garantir o crescimento e viabilidade do microrganismo, foi utilizado o meio

de cultura Alaban modificado (substituicdo de glicose por sacarose — agucar cristal),

preparado em 1 L de agua destilada e pH da
Tabela 3.

Tabela 3 — Composicao do meio de cultur

solucéo ajustado entre 4,5 e 5 conforme

a padrao Alaban

Componentes Concentracéo (g L)
Acucar cristal (C12H22011) 150
Acido citrico (CeHsO7) 6
Fosfato de potassio dibasico anidro 10
(K2HPOJ)
Extrato de levedura 5
Sulfato de magnésio (MgSOa) 0,12
Sulfato de amoénio ((NH4)2S0.) 0,4

Fonte: Elaborada pela autora.

No processo de manutencéo, foi acr

replicagéo ocorreu em placas de petri, tubos

escentado 15 g L de agar ao meio, a
Falcon e Erlenmeyers. As esterilizagoes
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do meio de crescimento e de manutencdo ocorreram em autoclave vertical,

temperatura a 121°C, presséo 1,2 kgf/cm? por 15 min.

4.4 Preparo do in6culo

Para a formacdo do inéculo, cerca de 0,2 mL da aliquota recebida, foram
adicionados em Erlenmeyer com 5 mL de meio de cultura padréo Alaban, esterilizado
a 121°C, pressdao 1,2 kgf/lcm? por 15 min, e incubado por um periodo de 72 horas em

cultivo estatico com temperatura de 28 + 2°C.

Figura 9 — Bactéria Gluconacetobacter xylinus em meio de cultura padréo
Alaban em eppenderff e Erlenmeyer. A — Inéculo recebido em eppenderff / B —

Membrana em meio de cultura Alaban ap6s 3 dias de crescimento

Apbés 72 horas, 3 mL do conteddo anterior foram adicionados em Erlenmeyer
com 50 mL de meio de cultura padréo Alaban e incubados, também, por um periodo
de 72 horas sem agitacdo em temperatura de 28 £ 2°C.

A partir da segunda inoculagdo da aliquota, iniciou-se a producdo das
membranas de celulose bacteriana incorporando os substratos alternativos que foram

avaliadas nesta dissertacdo de mestrado. propostos.
4.5 Preparo do substrato Aloe vera
As folhas de Aloe vera foram coletadas na area externa do Departamento de

Bioprocessos e Biotecnologia, na Faculdade de Ciéncias Agrondémicas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus Botucatu.
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O tratamento das folhas de Aloe vera foi realizado no laboratério RESIDUALL.
Primeiramente as folhas foram lavadas em agua corrente para remocao de impurezas
maiores e logo apds, lavadas uma segunda vez com agua destilada a fim de garantir
a limpeza do material. Para a separagao do gel, foram cortados 2 cm da porc¢éo basal

das folhas e 5 cm da porgao apical.

Para obter o gel, retirou—se a casca, morfologicamente dito como parénquima
clorofilado, em cortes longitudinais e os espinhos laterais. O gel, parénquima de
reserva, foi raspado com uma colher e homogeneizado no liquidificador marca Walita,
velocidade 3 por 2 minutos. A solucéo foi transferida para um béquer de 2 L e aquecida
em estufa a temperatura de 60 °C por 20 minutos, para diminuicdo da espuma que foi
formada apds a mistura no liquidificador (GODINHO et al., 2016).

A Figura 10 apresenta as etapas do preparo da Aloe vera.

Figura 10 — Preparo do substrato Aloe vera paraincorporagcdo nos meios de
cultura. A — Plantas de Aloe vera/ B — Folhas de Aloe vera cortadas / C —
Retirada dos espinhos laterais e da parte convexa das folhas / D — Remocéao do
gel com auxilio de colher / E — Gel para homogeneizacao no liquidificador / F —
Gel homogeneizado com formacado de espuma/ G — Gel apd6s estufa para

diminuicdo da espuma formada
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4.5.1 Incorporacao do substrato Aloe vera no meio de cultura Alaban

O meio de cultura padrdo Alaban e o substrato de gel homogeneizado da Aloe
vera foram preparados semanalmente. Utilizou-se Erlenmeyers de 250 mL para
adicdo de 100 mL de meio de cultura, volume representado pelo meio de cultura
Alaban + substrato. Para as amostras de CB controle utilizou-se a quantia de 100 mL
de meio de cultura padréo Alaban em Erlenmeyers de 250 mL. J4 para as amostras
de CBB20, 80mL de Alaban e 20mL de substrato de Aloe vera, amostras de CBB40,
60mL de Alaban e 40mL de substrato de Aloe vera, amostras de CBB60, 40mL de
Alaban e 60mL de substrato de Aloe vera e amostras de CBB80, 20mL de Alaban e
80mL de substrato de Aloe vera. A certificacéo da distribuicdo das fragcdes dos meios
e dos substratos de maneira homogénea foi realizada utilizando-se de provetas

graduadas. .

A Tabela 4 apresenta a forma com que o meio de cultura padrédo Alaban foi
fracionado em porcentagens de 100 %, 80 %, 60 %, 40 % e 20 % e inseridos o

substrato Aloe vera.

Tabela 4 — Fracdes do substrato Aloe vera no meio de cultura padréao

Alaban
Fracses Membranas de celulose bacteriana (CB)
Alaban Aloe vera
CB 100 % 100 mL 0O mL
CBB20 20 % 80 mL 20 mL
CBB40 40 % 60 mL 40 mL
CBB60 60 % 40 mL 60 mL
CBB80 80 % 20 mL 80 mL

Fonte: Elaborada pela autora.

Os frascos, agora com o meio de cultivo padréo Alaban e o substrato alternativo
de Aloe vera, nas devidas propor¢des, foram fechados com bonecas e autoclavados
em autoclave vertical, temperatura de 121 °C, pressao 1,2 kgf/cm? por 15 min. Apds
serem resfriados em temperatura ambiente, foram para a capela microbiol6gica de
fluxo laminar vertical, j esterilizada com alcool 70 %. A luz UV foi ligada por 15

minutos a fim de garantir que ndo ocorresse contaminacao por outros organismos.
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Encerrado o tempo de esterilizacdo com a luz, iniciou-se o procedimento de

inoculacao.

A inoculacao foi feita a partir de uma membrana de celulose bacteriana crescida
em um Erlenmeyer com Alaban 100 % por 7 dias. Cortou-se as membranas em
guadrados de de 2 cm x 2 cm para inocular os novos frascos. Os frascos inoculados,
foram incubados em B.O.D (biochemical oxygen demand) com temperatura
determinada de 28 + 2 °C por cultivo estético durante 7 dias. A Figura 11 apresenta
as etapas de obtencdo das membranas de CB com diferentes incorporacdes do
substrato Aloe vera e a Figura 12 apresenta as membranas de CB enriquecidas com

diferentes porcentagens de substrato Aloe vera.

Figura 11 — Etapas para obtencéo das CB incorporadas com substrato Aloe

vera. A — Inoculacéo / B — Apos 7 dias de inoculagcdo / C — Membranas de CB

enriquecidas com diferentes porcentagens de Aloe vera
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Figura 12 — Membranas de CB enriquecidas com diferentes porcentagens de
Aloe vera ap0s 7 dias de crescimento. A—-CB/B-CBB20/C-CBB40/D -
CBB60/E - CBB80

*A — CB (100% Alaban) /B — CBB20 (80% Alaban e 20% Aloe vera) / C — CBB40 (60% Alaban e 40% Aloe vera) / D — CBB60
(40% Alaban e 60% Aloe vera) / E — CBB80 (20% Alaban e 80% Aloe vera).

Apbs o periodo de cultivo, as membranas formadas na interface ar/meio foram
retiradas dos frascos com auxilio de uma pingca esterilizada. Em seguida, as
membranas foram lavadas com agua destilada para remocé&o do excesso de meio de
cultivo e possiveis bactérias aderidas, preparando-as para 0 processo seguinte de
purificagéao.

4.6 Preparo do substrato vinhaca

A vinhaga utilizada na producdo de membranas de celulose bacteriana foi

doada gentilmente de um Alambique da regido de S&o Manuel - SP.

A separacdo da parte solida e detritos da parte liquida ocorreu por meio de
bombas a vacuo 122 BCP (Figura 13). Para preservacdo do material durante o
experimento, a vinhaca foi engarrafada e congelada em um ultra freezer CL580/86v a
— 40 °C.
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Figura 13 — Preparo da vinhacga para incorporagdo nos meios de cultura padréo

Alaban. A —Vinhaca obtida no engenho / B — Bombas a vacuo / C — Vinhaca no

filtro de papel / D — Vinhaca filtrada em Beckers

4.6.1 Incorporacéo do substrato vinhaga no meio de cultura Alaban

O meio de cultura padrao Alaban e o substrato vinhaca foram preparados
semanalmente. Para o preparo de amostras, foram dispensados em Erlenmeyers de
250 mL, uma vez determinado o volume final de 100 mL (meio de cultura Alaban +
substrato) a quantia de 100 mL de meio de cultura padréo Alaban, para as amostras
de CB controle, para amostras de CBV20, 80mL de Alaban e 20mL de substrato de
vinhaca, amostras de CBV40, 60mL de Alaban e 40mL de substrato de vinhaca,
amostras de CBV60, 40mL de Alaban e 60mL de substrato de vinhaca e amostras de
CBV80, 20mL de Alaban e 80mL de substrato de vinhaca. Utilizou-se provetas para a
certificacdo da distribuicdo das fracbes dos meios e dos substratos de maneira
homogénea. A Tabela 5 apresenta a forma com que 0 meio de cultura padréo Alaban
foi fracionado em porcentagens de 100 %, 80 %, 60 %, 40 % e 20 % e inseridos o

substrato vinhaca.
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Tabela 5 — Fragdes do substrato vinhaca no meio de cultura padréo Alaban

Membranas de celulose bacteriana (CB)
Fracdes :
Alaban Vinhaga
CB 100 % 100 mL 0 mL
CBV20 20 % 80 mL 20 mL
CBV40 40 % 60 mL 40 mL
CBV60 60 % 40 mL 60 mL
CBV80 80 % 20 mL 80 mL

Fonte: Elaborada pela autora.

Os frascos, agora com o0 meio de cultivo padréo Alaban e o substrato alternativo
de vinhaca, nas devidas proporc¢ées, foram fechados com bonecas e autoclavados em
autoclave vertical, temperatura de 121°C, presséo 1,2 kgf/cm? por 15 min, mesmo

procedimento realizado com a Aloe vera.

Ap6s serem resfriados em temperatura ambiente, foram para a capela
microbiolégica de fluxo laminar vertical, ja esterilizada com &lcool 70 %. A luz UV foi
ligada por 15 minutos a fim de garantir que ndo ocorresse henhuma contaminagao por
outros organismos. Encerrado o tempo de esterilizagdo com a luz, iniciou-se o

procedimento de inoculacao realizado da mesma forma que o meio com Aloe vera.

A Figura 14 apresenta as etapas de obtencdo das membranas de CB com

diferentes incorporagdes do substrato de vinhaca.

Figura 14 — Etapas para obtencao das CB incorporadas com substrato vinhaca.
A —Inoculacédo / B — Ap0s 7 dias de inoculacédo / C — Membranas de CB

enriqguecidas com diferentes porcentagens de vinhaca
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A Figura 15 apresenta as membranas de CB enriquecidas com diferentes

porcentagens de substrato vinhaca.

Figura 15 — Membranas de CB enriquecidas com diferentes porcentagens de
vinhaca apos 7 dias de crescimento. A-CB /B -CBV20/C-CBV40/D -
CBV60/ E - CBV80

*A — CB (100% Alaban) / B — CBV20 (80% Alaban e 20% vinhaca) / C — CBV40 (60% Alaban e 40% vinhaca) / D — CBV60
(40% Alaban e 60% vinhaca) / E — CBV80 (20% Alaban e 80% vinhaca).

ApoOs o periodo de cultivo, as membranas formadas na interface ar/meio
também foram retiradas dos frascos com auxilio de uma pinca esterilizada e

preparadas para o seguinte processo de purificacéo.

4.7 Purificagdo e neutralizagéo

Para eliminar quaisquer resquicios de bactéria e garantir a purificacdo, as
membranas de celulose bacteriana foram lavadas com solu¢cdo NaOH 4 % (m/v) a 60
°C por 1 hora em banho e, posteriormente, lavadas em agua destilada sucessivas
vezes até a neutralizacdo (CALDEIRA, 2013).

A Figura 16 apresenta as etapas do processo de purificagdo das membranas
de CB.
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Figura 16 — Etapas de purificacdo das CB. A — Membrana de CB antes da

purificacdo / B — Banho — Maria para purificacdo e neutralizacdo / C —

Membrana de CB depois da purificagcao

As membranas, depois de purificadas e neutralizadas, foram armazenadas de
forma hidratada, em agua destilada, em garrafas de vidro, sob refrigeracéo por um dia

para analises futuras e proximas etapas.

4.8 Secagem

A fim de caracterizar as membranas de CB, 0 processo de secagem ocorreu
em estufa, temperatura de 50 £ 2 °C por 10 h. As membranas foram colocadas em
placas de petri previamente forradas com papel do tipo manteiga ou papel absorvente
e uma outra placa foi colocada por cima, a fim de garantir que as CB secassem
esticadas. A cada 1 h, trocou-se as folhas de papel manteiga e/ou papel absorvente,

garantindo que as membranas nao grudassem.

Depois de secas, as membranas foram transferidas para as placas de petri
nomeadas e colocadas em dessecadores para futuras andlises. A Figura 17

apresenta as etapas do processo de secagem das membranas de CB.
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Figura 17 — Etapas para obtencdo das CB secas. A — Membrana de CB
purificada e neutralizada / B — Membrana de CB em placa de petri e envolvida
em papel manteiga/ C — Estufa/ D — Membranas de CB secas

4.9 Moagem

As membranas de celulose bacteriana, ja secas, foram moidas em moinho de
facas tipo Willey. Para padronizagdo do tamanho das particulas das amostras,
primeiramente passaram pela peneira de aco inox de 10 mesh e logo em seguida para
a peneira de 20 mesh. As CB em p6 foram armazenadas em tubos Falcon para futuras

andlises de caracterizacao.
As caracterizacdes realizadas com as membranas em p6 foram:
—> Difracao de raios-X (DRX).

- Espectroscopia na regido do infravermelho (IR).
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Figura 18 — Etapas para obtencdo das CB em p6. A — Membranas de CB secas /
B — Moinho de facas do tipo Willey / C — Amostras de CB em p6

-
CAN

\

4.10 Descricdo operacional das caracteriza¢des:

A Figura 19 esquematiza as etapas de caracterizacbes do meio de cultura
padrédo Alaban, dos substratos alternativos incorporados ao meio de cultura padréo e

das membranas de CB obtidas.

Figura 19 — Fluxograma experimental das etapas de caracterizacdes

Caracterizagoes
Meio de cultura padréo Substratos: Aloe vera e
(Alaban) Vinhaca Membranas de CB

4.10.1 Caracterizagdo do meio de cultura padrao Alaban

4.10.1.1 Curva de crescimento

Para determinar a curva de crescimento da Gluconacetobacter xylinus durante

21 dias utilizou-se a densidade 6tica (OD) do meio de cultivo. A concentracdo de
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células livres no meio foi medida pela absorbéancia em um espectrofotdmetro na regido

do UV-visivel, com comprimento de onda determinado de 600 nm.

A andlise foi realizada em triplicatas durante 21 dias consecutivos € como
referéncia (branco), utilizou-se o meio de cultura sem o inéculo. A curva foi gerada a

partir da média das triplicatas e desvio padrédo calculado no software Origin®.

4.10.1.2 Quantificacdo de agucares redutores

Os acucares redutores (AR) no decorrer do processo de formacdo das
membranas de CB foram quantificados pelo método do DNS (4cido 3,5 -
dinitrosalicilico), pela absorbancia em um espectrofotébmetro na regido do UV-visivel,

com comprimento de onda determinado de 546 nm (MILLER, 1959).

A andlise foi realizada a partir das aliquotas retiradas da amostra da curva de
crescimento, e como referéncia (branco) utilizou-se solucéo de agua destilada e DNS.

A curva foi gerada a partir da média das triplicatas no software Origin®.

4.10.2 Caracterizacdo dos substratos vinhaca e Aloe vera

4.10.2.1 Caracterizacédo da vinhaca

Cerca de 300 mL de vinhaga utilizados nas incorporacdes dos meios de cultura
para a producdo de celulose bacteriana foram necessarios para a caracterizacao no
Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos
Ambientais FCA/Unesp/Botucatu.

4.10.2.2 Caracterizacéo do solo: Aloe vera

O solo foi coletado aleatoriamente de trés pontos diferentes, com profundidade
de 0 - 20 cm. Para garantir homogeneidade da amostra de solo, o solo coletado foi
misturado mecanicamente, e seco em estufa a 40 °C por 3 dias. Em seguidaas
amostras foram peneiradas com peneira de 24 mesh e armazenadas em sacos de
papel para analise, conforme procedimento enviado pelo Departamento de Solos e
Recursos Ambientais FCA/Unesp/Botucatu. Estas analises de caracterizacao do solo
foram realizadas no Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de

Solos e Recursos Ambientais.as.
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4.10.3 Caracterizagdo das membranas de celulose bacteriana

As membranas de CB utilizadas para a caracterizacdo foram produzidas,

lavadas, purificadas e secas.

4.10.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O Microscopio Eletrénico de Varredura SEM 515 da Philips no Laboratério de
Microscopia da IB/Unesp/Botucatu foi utilizado para a analise morfologica das

amostras de CB.

As amostras de CB foram montadas em “stubs” de tamanho 2 cm x 2 cm,
metalizadas com uma fina camada de ouro no aparelho Emitech, modelo K450 e, em

seguida, encaminhadas para visualizacao no microscépio em diferentes aumentos.

4.10.3.2 Propriedades Mecanicas: Teste de tracéo

Para analise das propriedades mecanicas das membranas de celulose
bacteriana, foram realizados testes de tracédo, no equipamento EMIC, DL3000, do
Laboratério de Residuos Soélidos e Compositos da FCA/Unesp/Botucatu —
RESIDUALL.

Estes ensaios de tracdo foram realizados seguindo a norma ASTM D882 com
adaptacdes. Para isso, dez corpos de prova secos em estufa de cada fracdo, mantidos
em dessecador, foram cortados em 40 mm de comprimento, 15 mm de largura, e
médias da espessura medidas com paquimetro digital em trés pontos diferentes. Uma
célula de carga de 5000 N (500 Kgf) foi utilizada.

Foram pré-determinadas e padronizadas antes do ensaio no software Tesc a
velocidade de 5 mm/min e distancia entre garras inicial de 20 mm, medida utilizada

como comprimento inicial para calculo do alongamento percentual.

Posteriormente em planilhas no Excel, foram calculadas as médias de
Alongamento (%), Tensdo de ruptura (MPa) e o Modulo de elasticidade (MPa),
calculado a partir da inclinacdo da secéo inicial reta da curva deformacao versus

tensao obtida no ensaio de tracéo.
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4.10.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

As analises das estruturas quimicas das amostras de CB foram realizadas
utilizando um Espectrometro PerkinElImer® modelo Spectrum Two, do Nucleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia (Nupam) da FCA/Unesp/Botucatu.

A técnica determina as caracteristicas estruturais das CB, os grupos funcionais
e ligacBes presentes. As amostras foram secas, moidas e armazenadas em tubos
Falcon. Para a leitura, foi determinada a faixa de 400 a 4.000 cm'* Os dados gerados

foram tratados no software Origin®.

4.10.3.4 Difratdbmetro de Raio — X (DRX)

Para a analise de cristalinidade das membranas de celulose bacteriana, as
amostras foram processadas em um difratdmetro de raio — X (D2 Phaser) de bancada
do laboratério multiusuario do Campus de Londrina da Universidade Tecnologica do
Parana (UTFPR).

As amostras foram secas, moidas e armazenadas em tubos Falcon. A andlise
foi realizada nas 9 amostras em p6 de CB nos parametros: Cu-Ka (A = 1,5406 A), slit
0,2 mm + faquinha (Air Anti — scattering Screen — AAS) de 3 mm. A varredura de cada

amostra foi entre 5° e 40° na faixa 26 e velocidade de varredura de 0,02°/min.

Os dados gerados, foram exportados para planilhas do Excel e os gréaficos

gerados no software Origin®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do meio de cultura Alaban

5.1.1 Curva de Crescimento

O crescimento bacteriano pode ser estimado pela absorbancia ou densidade
oOptica (OD). O método considera a presenca e 0 aumento de numero de células livres
do microrganismo em relagcdo ao branco, ou seja, o quanto de luz é absorvida

determina o aumento de células livres.

Para a obtencéo da curva de crecsimento, foram analisadas triplicatas do meio
de cultura Alaban modificado com inéculo e como amostra referéncia, o meio de
cultura Alaban modificado sem inoculagéo. Para a producdo das membranas de CB
neste trabalho, foi determinado o tempo de crescimento de 7 dias.

A Figura 20 mostra o crescimento de Gluconacetobacter xylinus durante 21

dias.

Figura 20 — Curva de crescimento do in6culo de Gluconacetobacter xylinus em

meio de cultura Alaban
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As condi¢gBes como fonte de carbono, temperatura, disponibilidade de oxigénio
e pH influenciam no crescimento e produtividade do microrganismo. A curva

demonstra a atividade bacteriana no decorrer de 21 dias.

O aumento dos valores de absorbancia (OD) esta relacionado a uma maior
turbidez do meio e, consequentemente, um aumento da quantidade de bactérias
presentes (SIJABAT et al., 2020). O crescimento bacteriano pode ser dividido em
guatro fases: fase lag ou de laténcia, fase log ou exponencial, fase estacionaria e fase
de declinio (SUSHIL, 2018).

Pode-se observar, entre os dias O e 4, a fase lag ou laténcia, caracterizada pela
adaptacdo ao novo ambiente do microrganismo; no terceiro dia, visualmente observa-

se 0 aparecimento de membrana fina na interface ar — liquida.

Na fase log ou exponencial, correspondente aos dias 5 a 17, ocorre um
crescimento rapido e elevado, presenca de consumo de substrato e producédo de

subprodutos.

Entre os dias 17 e 18, denominada fase estacionaria, o crescimento microbiano
e de subprodutos cessa, a quantidade de nutrientes no substrato € considerada

limitante e a taxa de multiplicacdo da bactéria também diminui.

A partir do dia 19, percebe-se a reducdo de crescimento, esgotamento de
substrato, ou seja, a fonte de carbono disponivel no meio de cultivo diminui.

Resultando na diminuicao de células livres, fase também caracterizada como declinio.

A curva apresenta, entre os dias 6 a 16, o rapido crescimento da bactéria
Gluconacetobacter xylinus, gerando subprodutos sem que ocorra morte do
microrganismo, mostrando também a flexibilidade de produzir membranas de CB néo

somente nos 7 dias iniciais.

O gréafico demonstra também entre os dias 13 a 15, que 0 microrganismo
continua em fase de crescimento e consequentemente produzindo -celulose
bacteriana. Podendo assim, estender o periodo de incubacdo de 7 dias para 14 dias
e obté-las mais espessas. Esta diferenca do periodo de incubacado vai depender da

finalidade a que se destinara as CB.

Na literatura, encontra -se inoculagdo de microrganismo de duas formas: por

corte de membranas de CB e inoculacéo por aliquota.
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A Figura 21 apresenta a comparacdo do crescimento bacteriano quando

inoculada com 10 % da aliquota e quando inoculada com um corte da membrana de
CB2cmx2cm.

Figura 21 — Curva de crescimento de ino6culo de Gluconacetobacter xylinus em

relacdo ao corte de uma membrana 2 cm x 2 cm de CB
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Comparando o crescimento da bactéria quando inoculada com 10 % da
aliquota e quando inoculada com um corte da membrana de CB 2 cm x 2 cm, € notéria
a diferenca do crescimento bacteriano quando nas mesmas condi¢coes de fonte de

carbono, disponibilidade de oxigénio, temperatura e pH.

A fase lag, entre os dias 0 e 10, na inoculagéo por cortes de membrana,
estende—se por um maior tempo em relagdo a inoculacdo por aliquota, ou seja, as
células livres, ainda aderidas ao corte de CB e a ambientacdo ao novo substrato
levaram um periodo maior quando comparadas as ceélulas livres na aliquota.
Consequentemente, as demais fases iniciaram tardiamente.

Pode—se concluir que, para os meios de cultura para producdo de CB, com

diferentes incorporacdes de fontes de carbono, a inoculag&o por corte de membrana
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2 cm x 2 cm possibilita que o microrganismo tenha uma faixa de maior adaptacao até

liberacéo de células livres ao meio e producédo de novo subproduto.

5.1.2 Quantificacdo de acucares redutores

A partir da curva padrdo de glicose, em apéndice A, ja adotada pelo laboratério

RESIDUALL, foram gerados os dados da curva de consumo de acgUcares redutores

(AR).

Figura 22 — Curva de consumo de agucares em meio de cultura Alaban em

relacdo a curva de crescimento com o indculo
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A quantificacdo pelo método de Miller 1959 demonstra o comportamento da

bactéria quando inserida ao substrato rico em fonte de carbono.

O gréfico, de caracteristica inversamente proporcional, no decorrer dos 21 dias,

apresenta o crescimento da bactéria, consequente producdo de membranas de CB e

a queda dos acgucares, confirmando o consumo das fontes de carbonos presentes nos

substratos no decorrer do tempo.
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Entre os dias 16 e 19, podemos identificar um aumento na concentracao de
possiveis outros acgUcares, que pode ser resultado da presenca do subproduto, a

celulose.

A cadeia da celulose possui uma terminacdo redutora e nado-redutora. A
terminacao redutora, com um grupamento OH, em equilibrio com a estrutura de um
aldeido ou élcool, explica o aumento significativo nos dias finais da leitura dos AR
(CLARO, 2017). Portanto, fica evidente que a Gluconacetobacter xylinus utiliza das

fontes disponiveis no meio para produzir celulose.

Figura 23 — Estrutura molecular da celulose: terminacéo redutora e ndo —

redutora

OH oH &
HO HO
HO H
© OH
OH n2 OH
terminacéo nao redutora AGU terminacéo redutora

Fonte: CLARO, 2017.

O dissacarideo, sacarose, € um acucar nao redutor, quando hidrolisado resulta
na formacado de um grupo funcional aldeidico de uma molécula de glicose e o grupo
funcional cetdnico de uma molécula de frutose, tipo de “agucar invertido” (DEMIATE
et al., 2002). O que explicaria os altos niveis de concentracdo (mg/mL) no inicio do
gréfico, uma vez que o meio quando autoclavado, poderia ocasionar a quebra da

sacarose em glicose + frutose, detectando logo no dia O e 1 da analise.
5.2 Caracterizacdo das membranas de celulose bacteriana
Todas as analises foram realizadas em comparacdo com membranas de

celulose bacteriana controle. As CB foram caracterizadas através das propriedades

morfologicas, quimicas e mecanicas.
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5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura examinou a morfologia da rede das CB
Uumidas produzidas. Foram visualizadas em aumentos de 300 x e 600 x conforme

apresentadas nas figuras 24 e 25.
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Figura 24 — Micrografias de CB obtidas a partir do meio de cultura padréo
Alaban enriquecido com substrato Aloe vera. A—CB /B -CBB20/C -CBB40/
D-CBB60/E -CBB80

300x 600x
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Figura 25 — Micrografias de CB obtidas a partir do meio de cultura padréo
Alaban enriquecido com substrato vinhaca. A—-CB /B -CBV20/C-CBV40/D
- CBV60/E -CBV80
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Observam-se na Figura 24 diferengcas morfologicas nas densidades das fibras
das membranas de celulose bacteriana, conforme o enriquecimento do substrato de

Aloe vera nos meios de cultura.

Nas micrografias A, B, C e D, as estruturas morfolégicas das nanofibras sao
organizadas, entrelacadas entre si e apresentadas sem padrao nas disposicdes. Ha
regides com aglomerados maiores de fibras (D) e regides com fibras mais dispersas

(B).

Na amostra CBB80 (E), nota-se a presenca de gel por toda a superficie,
tornando-a menos uniforme, quando comparada aos outros enriquecimentos.
Segundo Saibuatong e Phisalaphong, (2010), em condicbes de CB hidratadas, a
presenca de gel em toda a superficie da membrana de CB reduz a densidade da rede
de nanofibrilas, o que explica as micrografias das membranas de celulose bacteriana
CBB80 (E).

Nas micrografias da Figura 25, obtidas das incorporacdes de vinhaca ao meio
de cultura e tempo de incubacao de 7 dias, observa-se alta densidade das nanofibras.
Uma rede interligada, sobreposta e agregada sem qualquer orientacdo especifica,
aproximando-se das membranas cultivadas em meio Alaban — CB (A). Se comparados
os diferentes enriquecimentos de vinhaca (B, C, D e E) em relacdo & membrana
controle (A), morfologicamente, as CB produzidas a base de cana—de-acuUcar

possuem uma rede de fibrilas mais densas.

Sabendo que o meio deve conter, no minimo, fonte de carbono, fonte de
nitrogénio, e outros macro e micronutrientes necessarios para o crescimento do
microrganismo, tais como sais de fésforo, enxofre, potassio e magnésio (CHAWLA et
al., 2009; JOZALA et al.,, 2016; MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015) a
vinhaca apresentou potencial como meio de cultura alternativo para a producao de
CB.

As micrografias tanto das CB enriquecidas com Aloe vera, como das CB
enriquecidas com vinhaga, também evidenciaram a auséncia de contaminantes,
podendo ser a presenca de outros microrganismos ou até mesmo a propria bactéria
Gluconacetobacter xylinus, demostrando a eficicia do processo de purificacdo (NaOH

4 %) e neutralizacdo das membranas antes do armazenamento para futuras andlises.
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5.2.2 Propriedades Mecéanicas: Teste de tracao

A umidade relativa das membranas de CB foi pré-estabelecidasentre 85 + 10%,
mesmo depois de secas, seguindo a ASTM D882 adaptada. As CB foram cortadas
nas medidas determinadas e separadas em placas de petri. Apés realizar as medidas
dimensionais e inseri-las no software, fixou-se a amostra nas garras do equipamento
com o auxilio de lixas P220. Utilizou-se lixas para garantir a fixacdo e o nao
escorregamento das CB durante o ensaio. Para cada incorporagao foram realizadas
dez repeticdes de ensaios de tragdo, garantindo um valor médio representativo e 0s
desvios padrédo (DP) das propriedades de interesse. A Figura 26 é uma imagem da
amostra de CB fixa na garra do equipamento com auxilio das lixas, representativa

para todas as incorporagoes.

Figura 26 — Amostra de CB fixada na garra com auxilio das lixas P220

""b

A curva de comportamento das membranas de CB obtidas a partir do
enriguecimento do meio de cultura padréo Alaban modificado com substratos de Aloe

vera e vinhaca sdo demonstradas nas figuras 27 e 28.

As figuras 27 e 28 representam a curva de comportamento das membranas de
CB enriquecidas com substrato Aloe vera e vinhagca. Em ambos os enriquecimentos,
CBB80 (80 mL Aloe vera e 20 mL meio de cultura) como o CBV80 (80 mL vinhaca e
20 mL meio de cultura), apresentaram um valor para tensdo maxima (MPa) alto, se

comparados com o desempenho das demais incorporagoes.
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Figura 27 — Curva de comportamento das membranas de celulose bacteriana a
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Figura 28 — Curva de comportamento das membranas de celulose bacteriana a

partir do meio de cultura enriquecido com vinhaca
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As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados obtidos do ensaio de tracdo em meios
de cultura padrao Alaban enriquecidos com substrato Aloe vera e substrato vinhaca.
Tabela 6 — Propriedades mecéanicas das membranas de CB obtidas a partir

daincorporacdo de substrato Aloe vera no meio de cultura
padrao Alaban

Médulo de Tensao Alongamento | Espessura

CB Elasticidade Maxima (%) (mm)

(MPa) (MPa)

CB 13,05 £ 5,69 2,32 +1,23 33,7+£9,02 0,66 + 0,13
CBB20 595+ 2,10 0,91 +0,24 351+8,21 0,57 +0,14
CBB40 4,87 £ 1,02 0,91 £ 0,05 34,4 + 6,55 0,45 + 0,02
CBB60 3,41 +£ 0,59 0,91 +£0,26 45,7 £ 705 0,50 + 0,06
CBB80 10,83 + 7,27 1,91 £0,58 36,5+ 12,39 0,20 £ 0,01

*A — CB (100% Alaban) /B — CBB20 (80% Alaban e 20% Aloe vera) / C — CBB40 (60% Alaban e 40% Aloe vera) / D — CBB60
(40% Alaban e 60% Aloe vera) / E — CBB80 (20% Alaban e 80% Aloe vera).

Tabela 7 — Propriedades mecéanicas das membranas de CB obtidas a partir
da incorporagéo de substrato vinhaga no meio de cultura
padrdo Alaban

Médulo de Tensao Alongamento Espessura
CB Elasticidade Méaxima (%) (mm)
(MPa) (MPa)
CB 13,05 £ 5,69 2,32 +1,23 33,7+£9,02 0,66 £ 0,13

CBV20 5,98 +1,38 0,78 +0,15 36,9 + 4,62 0,65 + 0,06

CBV40 13,42 + 2,26 1,61 +0,22 28,9 + 6,23 0,37 £ 0,05

CBV60 10,15+ 4,42 1,12 + 0,42 33,4+7,17 0,35+ 0,05

CBV80 6,79 + 1,96 1,76 £ 0,56 47,9 £ 9,05 0,19 + 0,02

*A — CB (100% Alaban) / B — CBV20 (80% Alaban e 20% vinhaga) / C — CBV40 (60% Alaban e 40% vinhaga) / D — CBV60
(40% Alaban e 60% vinhacga) / E — CBV80 (20% Alaban e 80% vinhaga).

Os valores das propriedades mecéanicas estao relacionados com a quantidade
de agua presente nas membranas de CB. A tensdo pode ser afetada em relacdo a
espessura das amostras, devido as ligagcdes inter e intramoleculares na membrana e

a orientacao das fibrilas.
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As CB umidas, em geral, possuem valores de médulo de elasticidade em torno
de 1,5 £ 0,3 MPa e alongamento de 49,0 + 3,6 %. Para as CB secas, o0 valor do modulo
de elasticidade chega a 428,0 + 24,1 MPa e um alongamento reduzidoa 7,5 + 0,4 %
(POGORELOVA et al., 2020).

As diferentes incorporagdes com o substrato Aloe vera apresentaram variagdes
da tensdo maxima de 0,91 a 2,32 MPa, de alongamento de 33,7 a 45,7% e de mddulo
de elasticidade de 3,41 a 13,05 MPa. Quando comparada com a CB controle, a CBB80
apresentou maiores valores de modulo de elasticidade, tensdo maxima e

alongamento.

Os diferentes enriquecimentos com o substrato vinhagca apresentaram
variacdes da tensdo maxima de 0,78 a 1,76 MPa, de alongamento de 28,9 a 47,9% e
do médulo de elasticidade de 5,98 a 13,42 MPa. Quando comparada com a CB
controle, a CBV40 apresentou maior médulo de elasticidade e a CBV80 maiores

valores de alongamento (%) e tensdo maxima (MPa).

Com a adicdo do gel de Aloe vera 80 % ao meio de cultura, a CBB80 produzida
gerou valores muito semelhantes aos valores das membranas CB (controle), enquanto

a CBV40, produzida a partir da vinhaga, apresenta valores semelhantes aos da CB.

Os valores baixos das propriedades mecéanicas podem ser atribuidos ao
tratamento alcalino (NaOH), onde a base causa um rearranjo das fibras de celulose,
ou seja, a quebra das ligacdes intermoleculares, devido ao intumescimento, causando
assim a ordenacdao das fibras (COLLA, 2014). As membranas de CB nao tratadas com
NaOH possuem os valores das propriedades mecanicas mais elevados
(RECOUVREUX, 2008).

O indice de cristalinidade também € um fator que influencia nas propriedades
mecanicas das CB. A presenca de celulose do tipo Il pode estar relacionada a uma
menor resisténcia a tracdo (CLARO 2017). A fonte de carbono também pode
influenciar as propriedades mecanicas das membranas de CB, embora ndo afete a
estrutura quimica (MOHD NADZIR et al., 2021).

Portanto, os fatores citados acima, combinados entre si ou isolados, podem
contribuir e/ou explicar a reducao das propriedades mecanicas das membranas de CB

incorporadas com Aloe vera e vinhaga.
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5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

As espectroscopias de infravermelho (IR) foram realizadas a fim de identificar
a ocorréncia de novas bandas, ou qualquer mudanca que pudesse ser relacionada as
interagdes entre a celulose bacteriana e o meio de cultura enriquecido com o substrato
Aloe vera e a celulose bacteriana e o meio de cultura enriquecido com o substrato

vinhacga.

Os espectros de IR das membranas de CB obtidas por meio do enriquecimento
do meio de cultura Alaban com os substratos Aloe vera e vinhaca sdo apresentados

nas Figuras 29 e 30.

Figura 29 — Espectros de IR de CB obtidos das incorporacdes com substrato
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*A — CB (100% Alaban) / B — CBB20 (80% Alaban e 20% Aloe vera) / C — CBB40 (60% Alaban e 40% Aloe vera) / D — CBB60
(40% Alaban e 60% Aloe vera) / E — CBB80 (20% Alaban e 80% Aloe vera).
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Figura 30 — Espectros de IR de CB obtidos das incorporagdes com substrato

vinhaca
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*A — CB (100% Alaban) / B — CBV20 (80% Alaban e 20% vinhaca) / C — CBV40 (60% Alaban e 40% vinhacga) / D — CBV60
(40% Alaban e 60% vinhaca) / E — CBV80 (20% Alaban e 80% vinhaca).

Conforme aumenta a diluigdo dos componentes, em relacado ao meio, percebe—
se que algumas bandas especificas ainda estdo presentes, mesmo que menos

acentuadas e outras bandas de absorcédo aparecem.

Em relacdo ao espectro dos enriquecimentos com Aloe vera, a banda na regiao
de comprimento de onda entre 3352 — 3246 cm, em CB, CBB20, CBB40, CBB60 e
CBB80, esta relacionada a vibracdo de alongamento de grupos de hidroxila (OH) e é
caracteristica de celulose do tipo | (REVIN et al., 2020). A banda em 2894 cm,
presente na CBB20, corresponde a vibracdo de alongamento assimétrico da ponte de
metileno (-CH) presente em celuloses (REVIN et al., 2020). A banda 1538 cm, na
incorporacdo CBB20 e CBB40, pode ser atribuido aos grupos amino, demostrando
uma notavel interacdo da CB com o gel de Aloe vera (SAIBUATONG;
PHISALAPHONG, 2010).
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A banda entre 1625 - 1645 cm™ é relacionada ao estiramento da ligacdo O-H,
referente a 4gua absorvida pela membrana (ANDRITSOU et al., 2018; GASC et al.,
2018). A banda em 1315 cm™ presente na CB, CBB20 e CBB40 e CBB60, sugere
regibes cristalinas, ou seja, regibes caracteristicas de membranas de formacgéo
bacteriana, uma vez que a cristalinidade € um dos fatores imprescindiveis na
caracterizacdo das amostras de CB, mesmo que existam regiées ndo cristalinas numa
mesma CB (ZHONG, 2020).

As bandas 1055 e 1161 cm™! estdo relacionadas a vibracdo de deformacéo C-
O-C e anel C-C (HE et al., 2020). As bandas em 1160 - 1161 cm™ sé&o atribuidos os
alongamentos assimétricos C-O-C (ANDRITSOU et al., 2018). A absor¢cao em 1036
cm* pode estar associada as vibracdes de alongamento ao C-OH de carboidratos e
alongamento de SO (HE et al., 2020). A presenca das bandas na faixa de 1200 a 1000
cm? é caracteristica de alcoois primarios (C6) e secundarios (C2 e C3)
(POGORELOVA et al., 2020).

Ja em relacdo ao espectro dos enriguecimentos com vinhaca, a regidao do
espectro entre 3352 — 3246 cm™ representa a vibracédo de alongamento de grupos de
hidroxila (OH), caracteristicos de celulose do tipo | (REVIN et al., 2020). A banda em
2917 cmt, presente em todas as amostras, corresponde ao alongamento simétrico e
antissimeétrico dos grupos funcionais CH de CH2 e CHs, presente apenas na CBV20
(PACHECO et al., 2018). A banda em 1645 cm™ e 1637 cm, presente em todas as
incorporagbes com vinhaca, estiq relacionado ao estiramento H-O-H de &gua
absorvida (SALARI et al., 2019).

A banda em 1315 cm presente na CB e CBV20 sugere regifes cristalinas na
membrana, uma vez que a cristalinidade é um dos fatores imprescindiveis na
caracterizacdo das amostras de CB, mesmo que existam regiées nédo cristalinas numa
mesma CB (HE et al., 2020; ZHONG, 2020). As bandas 1055 e 1161 - 60 cm™ estdo
relacionadas a vibracdo de deformacédo C-O-C e anel C-C, presentes na CB e na
CBV20 (HE et al., 2020).

Na regido 1200 — 1000 cm* correspondem as vibracdes de alongamento de
ligacbes C-O-C e C — C de pontes glicosidicas, identificadas em todas as amostras
(ANDRITSOU et al., 2018). Nao foram identificados bandas entre 710 e 750 cm™,
caracteristico de celulose Ip e celulose la (POGORELOVA et al., 2020).
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Ha fatores que podem contribuir para a modificagdo da membrana, como o
tempo de fermentacéo, a fonte de carbono disponivel, os processos de purificacdo e
secagem. Essas modificacbes acarretam mudancas nas ligacbes quimicas e nas

caracteristicas estruturais das membranas de CB (ANDRITSOU et al., 2018).

Segundo (STANISLAWSKA; STAROSZCZYK; SZKODO, 2020) os espectros
de IR das CB podem também variar em relacdo a cepa aplicada, a posicao e a

intensidade das bandas.

Os espectros de IR mostraram que as diferentes incorporacdes, tanto de
vinhaca como de Aloe vera, apresentaram semelhancas entre si, com mudancas em
relacdo ao tamanho e intensidade dos espectros, principalmente na presenca das
bandas relacionadas a celulose do tipo |, caracteristicas de CB (GUZEL; AKPINAR,
2020).

5.2.4 Difratdmetro de Raio — X (DRX)
A técnica por Difratdbmetro de Raio — X (DRX), resulta da interagdo entre as

ondas de radiacdo eletromagnética (raio — X) com os elétrons dos atomos das

membranas de CB, identificando assim, a cristalinidade da amostra.

As figuras 31 e 32 apresentam os difratogramas obtidos das membranas de CB

enriquecidas com os substratos Aloe vera e vinhaga.
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Figura 31 — Difratogramas de DRX de CB obtidos a partir das incorporacdes

com substrato Aloe vera
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*A — CB (100% Alaban) / B — CBB20 (80% Alaban e 20% Aloe vera) / C — CBB40 (60% Alaban e 40% Aloe vera) / D — CBB60
(40% Alaban e 60% Aloe vera) / E — CBB80 (20% Alaban e 80% Aloe vera).

A celulose | é uma mistura de duas formas cristalinas, a la e a . A celulose la
(triclinica), é predominante em algas e bactérias e celulose IB (monoclinica),
caracteristico da celulose vegetal, encontrados em plantas e tunicados. A celulose |,
pode ser convertida em celulose 1l e lll. A celulose Il, material polimorfo da inddstria,
€ considerada a forma mais estavel. A diferenca entre a celulose | e Il estd na
orientacao atbmica, a direcao no sentido paralelo da celulose | é oposto ao da celulose
[l (SOUZA et al., 2020a).

A figura 31 apresenta os difratogramas das membranas de CB obtidas a partir
do enriquecimento com a Aloe vera, os padrées de DRX de todas as amostras,
apresentaram difratogramas em picos diferentes como 20 = 12°, 14°, 16°, 20° e 22°
caracteristicos de celulose | e Il (BARSHAN et al.,, 2019; THORAT; DASTAGER,
2018).
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Em todas as amostras CB, CBB20, CBB40, CBB60 e CBB80, foram
identificados, no segundo pico, regidao do angulo 286 = 14, celulose I. Nas amostras
enriguecidas com substrato Aloe vera, a CBB20, CBB40 e CBB60 apresentaram picos
predominantemente na regido de 12,2° e 20,5°. O pico no angulo 20 = 12° e 20° séo
caracteristicos de celulose IlI, apresentando arranjo antiparalelo (THORAT,;
DASTAGER, 2018).

A celulose Il, pode ser obtida a partir da celulose | quando expostas a
tratamento alcalino (NaOH), método conhecido como mercerizacdo. O reagente
adentra na estrutura da celulose, desfazendo as ligacBes intermoleculares
(LENGOWSKI et al., 2013; SOUZA et al., 2020b). Nao foram encontrados no
enriquecimento de meio de cultura com substrato vinhaga estes picos (ALEMAM et
al., 2021).

Para o processo de formagéo de CB em meios enriquecidos com Aloe vera,
uma planta medicinal, o fato de a conformacdo da celulose bacteriana possuir
caracteristicas de celulose Il (presentes em plantas) pode ser devido ao processo de
purificagédo e neutralizacdo que as CB’s s&o sujeitas, a fim de eliminar contaminantes
e microrganismos. Na amostra CBB80, foram encontrados picos na regiao 13,8°, 16°

e 21,9°, picos caracteristicos de celulose |.
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Figura 32 — Difratogramas de DRX de CB obtidos a partir das incorporacdes

com substrato vinhaca
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*A — CB (100% Alaban) / B — CBV20 (80% Alaban e 20% vinhaga) / C — CBV40 (60% Alaban e 40% vinhaga) / D — CBV60
(40% Alaban e 60% vinhacga) / E — CBV80 (20% Alaban e 80% vinhaca).

A celulose | € uma mistura de duas formas cristalinas, a la e aIp. A celulose la
(triclinica), é predominante em algas e bactérias e celulose I (monoclinica),
caracteristico da celulose vegetal, encontrados em plantas e tunicados. A celulose I,
pode ser convertida em celulose 1l e lll. A celulose II, material polimorfo da industria,
€ considerada a forma mais estavel. A diferenca entre a celulose | e Il estd na
orientacdo atbmica, a direcdo no sentido paralelo da celulose | € oposto ao da celulose
Il (SOUZA et al., 2020a).

A figura 31 apresenta os difratogramas das membranas de CB obtidas a partir
do enriquecimento com a Aloe vera, os padroes de DRX de todas as amostras,
apresentaram difratogramas em picos diferentes como 206 = 12°, 14°, 16°, 20° e 22°
caracteristicos de celulose | e Il (BARSHAN et al.,, 2019; THORAT; DASTAGER,
2018).
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Em todas as amostras CB, CBB20, CBB40, CBB60 e CBB80, foram
identificados, no segundo pico, regidao do angulo 26 = 14, celulose I. Nas amostras
enriguecidas com substrato Aloe vera, a CBB20, CBB40 e CBB60 apresentaram picos
predominantemente na regido de 12,2° e 20,5°. O pico no angulo 20 = 12° e 20° séo
caracteristicos de celulose IlI, apresentando arranjo antiparalelo (THORAT,;
DASTAGER, 2018).

A celulose Il, pode ser obtida a partir da celulose | quando expostas a
tratamento alcalino (NaOH), método conhecido como mercerizacdo. O reagente
adentra na estrutura da celulose, desfazendo as ligacBes intermoleculares
(LENGOWSKI et al., 2013; SOUZA et al., 2020b). Nao foram encontrados no
enriquecimento de meio de cultura com substrato vinhaga estes picos (ALEMAM et
al., 2021).

Para o processo de formagéo de CB em meios enriquecidos com Aloe vera,
uma planta medicinal, o fato de a conformacdo da celulose bacteriana possuir
caracteristicas de celulose Il (presentes em plantas) pode ser devido ao processo de
purificacdo e neutralizacdo que as CB’s sao sujeitas, a fim de eliminar contaminantes

€ microrganismos.

Na amostra CBB80, foram encontrados picos naregido 13,8°, 16° e 21,9°, picos
caracteristicos de celulose I.

Na figura 32, é apresentado os difratogramas das membranas de CB a partir
do enriquecimento com substrato vinhaca, os padroes de DRX de todas as amostras
apresentaram trés picos nos angulos 20 = 14°, 16° e 22° que sao caracteristicos de
celulose I, apresentando arranjo paralelo (BARSHAN et al.,, 2019; GHOZALI,
MELIANA; CHALID, 2021; LI et al., 2019).

A variacao das intensidades, principalmente entre o angulo 26 = 16°, podemos
relacionar com as mudancas na cristalinidade da celulose ( celulose cristalina e
amorfa), associado também com as diferentes incorporacdes de vinhaca ao meio de
cultura (GHOZALI; MELIANA; CHALID, 2021), provocando uma possivel alteracdo na

conformacéo da celulose.

Percebe-se que, o enriquecimento CBV80, com proporcao de 80% de vinhaca

inserida ao meio de cultura, o pico proximo a 16°, se faz menos acentuado, uma



79

possivel cristalinidade menor, quando comparado por exemplo, com o0 enriquecimento
CBV20, que apresenta cerca de 20% de vinhaca ao meio de cultura, amostra com

possivel alta cristalinidade, que se assemelha com a CB controle.

A intensidade do pico = 14° no substrato vinhaca (CB, CBV20, CBV40, CBV60
e CBV80), foram maiores quando comparados a intensidade no pico = 16°, apontando
principalmente a presenca de celulose la (triclinica) (HE et al., 2020). As maiores
intensidades de picos, podem ser resultados de uma densa estrutura das membranas
de CB (SAIBUATONG; PHISALAPHONG, 2010).

Alguns processos envolvidos na producdo de CB podem influenciar na
cristalinidade destas membranas, séo eles: 0 meio de cultivo (estatico ou dinamico),
a fonte de carbono, pH do meio, temperatura, tempo de crescimento, método de
secagem e método de obtencéo das CB em pé (liofilizador, moinho de bolas, moinho
de facas, entre outros) (KHAN et al., 2021).
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6 CONCLUSOES

A analise de IR possibilitou avaliar os grupos funcionais presentes e as
modificagcdes nas membranas devido as diferentes incorporagdes ao meio de cultura,
concluindo que ocorreram alteracfes quimicas nas estruturas da CB incorporadas
com Aloe vera, devido a presenca da banda 1538 cm-?, caracteristico de interacédo do
grupo amino e da regido entre 3352 — 3246 cm™, caracteristico de celulose tipo I, ja
nas incorporagées com vinhaca, presenca de bandas 1315 cm?, caracteristicas de

regides cristalinas e de bandas caracteristicas de celulose tipo I.

Na andlise de DRX, foi possivel identificar picos 20 = 14°, 16° e 22,
caracteristicos de celulose | nos enriquecimentos com vinhaca (CBV20, CBV40,
CBV60 e CBV80) e exclusivamente no enriquecimento CBB80 e picos 20 = 12° e 20°
caracteristicos de celulose Il nos enriquecimentos com Aloe vera (CBB20, CBB40 e
CBB60).

Mecanicamente, a CBB80 de Aloe vera demonstrou semelhanca nos valores
de mddulo de elasticidade (MPa), tensdo maxima (MPa) e alongamento (%) quando
comparadas as membranas CB (controle) enquanto, que a CBV40 demonstrou
semelhanca nos valores de modulo de elasticidade (MPa), tensdo maxima (MPa) e
alongamento (%).

Morfologicamente, as CB incorporadas com vinhaca, apresentaram uma rede
de microfibrilas densa e sem padréo de disposicdo muito semelhante as membranas
controle. Nas incorporacfes com Aloe vera, a CBB80 demonstrou uma rede de
microfibrilas com gel de Aloe vera aderidas na superficie e as demais incorporacdes

CBB20, CBB40 e CBB60 apresentaram semelhanga com as membranas controles.

Pensando na aplicabilidade das membranas de celulose bacteriana (CB), as
incorporagbes que demonstraram maior resisténcia mecanica, podem ser
aproveitadas na area de alimentos, como em embalagens, na area médica, na

producdo de vasos sanguineos sintéticos, em bioimpressdes 3D.

As incorporacfes que apresentaram desempenho inferior nos ensaios de
tracdo, podem ser utilizadas, em p0, na area dos cosméticos, uma vez que as CB

possuem caracteristicas de alta absor¢céo e adeséao.
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O trabalho apresenta o potencial uso da vinhaca e Aloe vera como substratos
alternativos ao meio de cultura. O uso da vinhaca, promove a reducéo dos altos custos
envolvidos na producéo de CB e a valorizacdo do uso de residuos agroindustriais no
processo de producdo de CB. O uso da Aloe vera, com propriedades terapéuticas
e/ou medicinais, conhecidas e descritas na literatura, possibilita além da redugéo dos
custos na producdo de CB, como também aplicacdo nas mais diversas areas, como

médicas, cosméticas e farmacéuticas.
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APENDICE A - Curva de calibrac&o acglUcares
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ANEXO A — Script do ensaio de tracéo

el e e e Programa Tesc — Esbogo de= Jcript
e e e e e ] Método Membrana jessyca
e e e S Data: 01,701,705

##4 VARIAVEIS DE ENTRADA

§f# Zecglio 2 comprimento base:
Larg -> "Largura™, 17.00 m=, Ent, Ees, BEel, Edi
Esape=zs -> "Espe=zaura™, 2.00 =m, Ent, Bes=s, Rel, Edi
Delta L -» "DL™, 0.0 mm, Ent, Res, Bel, Edi
ComprBase =% "Compr. Ba==", I0 mm, Ent, Edi

## Toilizadams now comandos
Cmd VE ~-3» "Velocidade de sn=zic”, S.000 =m/min, Con=t
Cmd VB -3 "Velocidade de retorne™, 0,000 meimin, Cons=t
Cmd LF -3 “Limite de forga™, 45.000 kgf, Const
Cmd LI -3 “Limite de deformacdo”, £00.000 =m, Const
Cmd FR ~-> "Fenmibilidade de debe:-;!u-:r de roptura™, 0 , Const

2 VARIAVEIZ aTRIEUIVEIZ
f# Bezultados desesjados:
Tl - "Tenmfioc->@forca Max.™, MFa, FRe=, H=l
Alongamento =% "Along”, %, RAm=s, Rel
MEL -» "Mod. Eli=tic.™, MBa
Fmax ~-» "Fmax", M, Bm=, E=l1

#¥4 EVENTOZ

& Eventos correspondentes ao=r resultados desejados:
Eforca Mam. -3 "%, Vis=
ERuptura -> T", Wism

#f4 HETAS
Bemtallamt -»> "7, Vis

$§# ATRIEUICOES
& Secodo = comprimento hame:

=I5 AEFL = ARER RETANG( Larg: Espmss |
313 CCMPR_EBAIE = PIZ{ ComprBa=e )
£& Beta mli=tica:
BetaBlast = BETA_TINICIALL +=+; 242
£& Be=ultado=s des=jado=:
Eforca Max. = ECORCA MARX( 1]
Tl = TENSAO( @Fozca Max. ]
Alongaments = DIV Delta Lrf ComprBEase |
Fmax = FORGA( EForga Max. )

gf# MEN3JAGENS

Magl ~-» Emnmaioc finmalizado por scio de fim de= cor. ..
Mag?Z - Enmaioc fimalisado por limite de forga.

M=ag2 -¥ Emmaic fimalisado por limite de deformag. ..

#¥4 COMAHDOS
SJLLVAR P03 IL’,‘.F.E_IHICI.F.L[ ]
ATTVAR _LIMITE FORCA( Cmd LF )
ATIVAR LIMITE DEFCHEM{ Cmd LD ]
SOEIR COM VELOC COH3T( Cmd WE )
AGTUERDAR CHEGZRDE( |
BIP( —-Z.000 ]
DIZPARAR MEWIAGEM ([ M=gl: 0.0000 = )
FIHNALIZAE EMIAIC( ]

£& Ha ocorrfncia de limite de fu-:l:-;a:
EM _LIMITE_FCRCA([ )
PRERA ABBUPTAMEMTED |
EIP( —-1.000 ]
DISFARAR MEWNIRACEM[ M=gZ: 0.0000 = )
FIMALIZAE EWILTCI ]

£ Ha ocorrdncia de limite de deformaglo:
EM LIMITE_DEFCRM{ |
PLBRLE ABRETUPTRAMENTE! |
EIP( —-1.000 ]
DIZPARAR MEWIAGEM ([ M=gia: 0.0000 = )
FINALIZAR EMIAIC( ]
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ANEXO B - Grafico gerado no programa Tesc: Amostra CBB80

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Relatdrio de Ensaio

Maguina: Emic -  Célula: Trd 24  Extensémetro: Trd 15 Data: 01/01/2009  Hora: 05:02:57  Trabalho n® 1472

Programa’ Tesc versio 3.01 Método de Ensaio: Membrana_jessyca

[dent. AMOStra: ==5srserer s s e e s e s e e r e e e s r P s E R P P PR P F F IR R R R IR R R R R R E P E R E R F R R PR s r e > COBA0:

Corpo de Largura Espessura DL Tensao Along Fmax
Prova {@Forca Max.
(mm) (mm) (mm) (MPa) (%) (N)
CP1 15.00 0.20 7.4 2.49 37.0 7.438
CcP2 15.00 0.22 6.2 0.98 31.0 323
CP3 15.00 0.21 19 211 19.5 6.63
CP4 15.00 0.20 30 221 15.0 6.63
CP5 15.00 0.19 8.3 2.57 41.5 7.31
CP& 15.00 0.22 9.2 2.78 46.0 9.18
CPT 15.00 0.21 8.2 1.94 41.0 6.12
CP8 15.00 0.21 5.8 1.35 29.0 4.25
CP39 10.00 0.19 9.5 2.24 47.5 4.25
CP10 15.00 0.20 11.5 1.25 575 374
Forca (N)
10.00
I I—Ill'f"\.l
8.00 ":
| J-'.'F-, I|I
a |
6.00 . . |
] "
1 A A L \
| Pl I
A V= .
4.00 P! ' S e
P T|J“ f ra \ TLF- A M _'"_,.'._ .
£l A r']rll A , fj{ L \ Y
2.00 4 — i AL T | R \
P T
J I Il 1lJ 4 I_m—"r r o uu | " .
| \ f;l,ur"fr..-,, N S - P~
0.00 _i"l! Fr " VoL : \
0.00 240 4.30 720 9.60 12.00

Deformacao (mm)
\cr1 |cP2 |cp3 |crs |cps (cpé |cp7 |crps |cro |crio

Observacio: AMOSTRA CBBSO0 - 30 ML de ALOE
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ANEXO C - Grafico gerado no programa Tesc: Amostra CBV40

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Relatdrio de Ensaio

Maguina: Emic -  Célula: Trd 24 Extensémetro: Trd 15 Data: 01/01/2009  Hora: 03:24:55  Trabalho n® 1465

Programa: Tesc versio 3.01 Método de Ensaio: Membrana_jessyca

[dent. AMOSira: == s s e s e e e e r s e s e s r e p E s E P B e e r e B E P B P P B R P F R IR R B R R B IR E R R R E e e 2 CEVAD:

Corpo de Largura Espessura DL Tensdo Along Mod.Elastic. Fmax
Prova @Forca Max.
{mm) (mm) {(mm) (MPa) (%) (MPa) (N)
CP1 15.00 0.43 8.7 0.66 43.5 * 4.76
CP2 15.00 041 7.0 1.05 350 * 6.46
CP3 15.00 0.45 6.7 1.39 335 * 9.35
CP4 15.00 0.39 5.5 151 275 * 5.54
CP5 15.00 0.55 49 0.72 245 * 5.95
CP& 15.00 0.39 5.4 1.40 270 * 3.16
CR7 15.00 0.33 5.5 192 275 * 9.52
CP8 15.00 0.29 5.2 1.64 26.0 * 7.14
CP9 15.00 0.30 44 1.85 22,0 * 3.33
CP10 15.00 0.27 4.6 1.43 23.0 * 5.78
Forca (N)
10.00
8.00 al |
|i- lll} _I.'., I |
AL
FF LAY
6.00 s LR S
AT
I Y oA HI"'L"I.
T .J l‘: f ¥ |I1 | IJ. T
A F LY || |
100 Al W 0 L S S .
x L i f I\ Ir | I kl\ [ RTR
R A AR T \/ |
. W 3 | j‘ﬂ -.,\1 r Pf i
: A l T , \
2.00 [ o ff ;f 7 R '
7 |f Ir(‘ II‘]’ 'II Fl |
|y : LI i R ALY B
000 = F"JJ ;‘f‘ L’F .IF‘i j"f — Y L
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Deformacao (mm)
\cPI |cP2 |cP2 (cP4 |cP5 |cPé |cP7 |cPs (cPo |cPin

Observacio: AMOSTRA CBV40 - 40%devinhaca
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ANEXO D - Caracterizagao da vinhaca

LABORATORIO DE FERTILIZANTES E CORRETIVOS
#RESULTADOS DE ANALISES DE MATERIAL ORGANICO #

INTERESSADO: Jessyca de Araujo Borro - Bioprocessos
MATERIAL: Vinhaca
DOC: 10520
METODOLOGIA: Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizantes e Corretivos, Brasiia DF, 2014
AMOSTRA®)| N ' PO; KO Ca Mg S MO C g [N« B Cu F M Zn . CondEL Dems

Labor. Interes. gL mg/L mS/em  kg/my
r
220 1 042 021 367 056 047 109 30 17 45 92 4 ND 32 12 1 401 9 1020
ND: Niio detectado
Ohs.: Amostras eoletadas pelo interessado
Adriana Papa Prof. Dr. Roberto Lyra Villas Boas

Botucatu, 04 de dezembro de 2020. Analista Resp.p/ Laboratério



ANEXO E - Caracterizagéo do solo
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— FCA -UNESP %% FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS | ——

DEPARTAMENTO DE SOLOS E RECURSOS AMBIENTAIS
CAMPUS DE BOTUCATU
DOC: 10918 RESULTADOS DE ANALISE DE S0LO
INTERESSADO: Jessyea de Araujo Boro
PROCEDENCLY:
AMOSTRA(S) o pH MO P, A HeAl Na K C Mg $B CIC V% S B Cu Fe M 7n
Laboratirio It Faz.  Prof CaCh Ho gdo’ mgd’ ------------------ 0L/ o mmmmmmmmnmme | mmmmmmmmmmeen P —
TU 268 1 6,1 - 18 17 0 12 - 1,7 45 & 52 e4 82 - 0,15 1,7 € 2,3 2,5
Botucatu, 27 de novembro de 2020
Classe P resina Al 5 K Ca Iy H i B Cu Fe In n
Teores Florestais ~~ Perenes  Anuais Homaligas  KCI CalHPOi: Fesinatiocadora de fons CaCl hguaquene DTPA  DTPA  DTPA  DTPA
M, Baivn 0-2 05  0-6 010 0o-07 M43 0-25 Prof. Dr. Leonardo Theodoro Billl
Baivn 35 f-12 715 105 <5 04 0845 0.3 0.4 44-50 26-50 000-020 00-02 0-4 00-12 00-05 Prof. Dr. Dircen Maximing Femandes
Média -1 133 1640 A-f0 510 16-30 4.7 &8 51-55 BI-70 020-060 03-08 B-12 13-50 0612 Responsdveis
At 0.0 A0 8.8 6120 5 Al 31-ED 0 Y »8 5E-B0 T1-30 G0RD 0B 12 RO 12 Metodolagia - “Andlise Quimica para Avaliago da
W, At ] 360 S ] 360 B0 %0 Fertiidade de Solos Tropicais Rai' et al. (2001180, 2050
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