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RESUMO

Estima-se que cerca de 1/3 da producao de alimentos é desperdicado entre a cadeia
produtiva até o consumo, o que acarreta em problemas econdmicos, sociais e
ambientais. Deste modo, tecnologias que venham aumentar o tempo de prateleira dos
alimentos € indispensavel e urgente, o que poderia reduzir o apelo constante por maior
producdo. Com base nessas probleméticas, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a producdo de celulose bacteriana em diferentes meios de cultivo para,
posteriormente, desenvolver uma blenda polimérica de celulose bacteriana e pectina
para a aplicacdo e analise preliminar em morangos, visando revestir, proteger e
aumentar a vida de prateleira da fruta. Para o desenvolvimento do trabalho, foi
utilizada a bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 (antigo Acetobacter
xylinus Yamada) para a producdo da celulose em diferentes meios de cultivo e
condicBes de agitacdo. As melhores producdes de celulose foram alcancadas nos
meios Hestrin e Schramm (HS) modificados com diferentes fontes de carbono, tais
como: caldo de cana, como substituinte da glicose, (concentragéo de celulose igual a
38,8 £ 15,4 g. L™ ', em base seca); HS suplementado com etanol, (concentragdo de
celulose de 33,4 £4,4 g. L™ ', em base seca) e a 100 rpm de rotacao orbital; e suco
de laranja, como substituinte da glicose, (concentragéo de celulose de 27,2 £ 9,4 g. L~
1, em base seca) e, em meio estatico. O cultivo de celulose bacteriana decorreu pelo
periodo de 14 dias. Com os resultados obtidos, foi possivel determinar a melhor
estratégia para a producédo de celulose bacteriana para o uso no desenvolvimento do
revestimento bioplastico, que foi elaborado com base na blenda polimérica de celulose
bacteriana e pectina. Outra blenda foi desenvolvida a partir da introducao do material
hidrofébico 6leo de coco, visando possivelmente melhoria no revestimento com
caracteristicas hidrofilicas. Na avaliacdo sobre as caracteristicas mecanicas do
biomaterial, foi possivel determinar que o revestimento bioplastico de celulose
bacteriana e pectina apresentou maior permeabilidade ao vapor de &gua, maior
resisténcia a tracdo e menor deformacao que o revestimento bioplastico com o aditivo
de 6leo de coco. No entanto, ambas amostras mostraram alta solubilidade em agua.
Com a investigacao, foi plausivel determinar que o revestimento a base de celulose
bacteriana e pectina e a blenda de celulose bacteriana, pectina e 6leo de coco
aplicado sobre 0 morango evitou a senescéncia precoce e preservou a fruta, evitando
perda de massa de 39% no revestimento de celulose bacteriana e pectina e 61% no
revestimento bioplastico de celulose bacteriana, pectina e 6leo de coco.

Palavras-Chave: Bioplastico; Pectina; Celulose bacteriana; Komagataeibacter
hansenii; Morango; Revestimento.



ABSTRACT

It is estimated that about 1/3 of food production is wasted between a production chain
and consumption, which leads to economic, social and environmental problems, thus,
technologies that will increase the shelf life of food are indispensable and urgent, which
would reduce the constant call for more production. Based on these issues, this study
aimed to evaluate the production of bacterial cellulose in different culture media to
further develop a polymer blend of bacterial cellulose and pectin for application and
preliminary analysis in strawberries, aiming to coat, protect and increase life of fruit
shelf. For the development of the work, the bacterium Komagataeibacter hansenii
ATCC 23769 (formerly Acetobacter xylinus Yamada) was used for the production of
cellulose in different culture media and agitation conditions. The best cellulose
productions were achieved in Hestrin and Schramm (HS) media modified with different
carbon sources: such as sugarcane juice as a glucose substitute, (cellulose
concentration equal to 38.8 £ 15.4 g. L™ ', on a dry basis); HS supplemented with
ethanol, (cellulose concentration of 33.4 + 4.4 g. L™, on a dry basis), at 100 rpm of
orbital rotation; and orange juice as a replacement for glucose (concentration of
cellulose of 27.2 £ 9.4 g. L™ ", on a dry basis), in a static medium. The bacterial cellulose
culture was carried out for a period of 14 days. With the results obtained, it was possible
to determine the best strategy for the production of bacterial cellulose for use in the
development of the bioplastic coating, which was elaborated based on the polymeric
blend of bacterial cellulose and pectin. Another blend was developed, with the
introduction of the hydrophobic material coconut oil, possibly aiming to improve the
coating with hydrophilic characteristics. In the evaluation of the mechanical
characteristics of the biomaterial, it was possible to determine that the bioplastic
coating of bacterial cellulose and pectin had greater permeability to water vapor,
greater tensile strength and less deformation than the bioplastic coating with the
additive of coconut oil. However, both samples showed high solubility in water. With
the investigation, it was plausible to determine the coating based on bacterial cellulose
and pectin and the blend of bacterial cellulose, pectin and coconut oil applied on the
strawberry avoided premature senescence and preserved the fruit, preventing a 39%
loss of mass in the coating. bacterial cellulose and pectin and 61% in the bioplastic
coating of bacterial cellulose, pectin and coconut oil.

Keywords: Bioplastic; Pectin; Bacterial cellulose; Komagataeibacter hansenii;
Strawberry; Coating.
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1 INTRODUCAO

A perda e o desperdicio de alimentos sdo um grande 6nus a toda sociedade,
podendo incidir por descaso, mal acondicionamento, manuseamento, transporte
inadequado, alta perecibilidade entre outros fatores.

No Brasil, o problema de perdas e desperdicios de frutas ocorre devido a
fatores como manipulacéo inapropriada e ma conservacao do alimento — que podem
acontecer em etapas distintas do processo. Estima-se que, durante a colheita, séo
perdidos cerca de 10% das frutas; 30% do desperdicio ocorre durante 0 manuseio e
transporte; cerca de 50% sao perdidas nos centros de distribuicdo; e os 10% restantes
se dividem entre supermercados e consumidores (FAO, 2017).

Neste contexto, a Assembleia Geral das Nag¢des Unidas criou a colegéo de 17
metas globais a serem alcancadas até o ano de 2030, chamada ODS (Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel), entre 0s objetivos estdo: consumo e producao
responsaveis, agricultura sustentavel, inovacdo, acdo contra a mudanca global do

clima, estes s&o alguns dos objetivos do movimento, conforme exemplifica a Figura 1.

Figura 1 — Objetivos da ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel)

@ OBIJETIVE.3S SUSTENTAVEL
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Fonte: PLAN INTERNATIONAL (2017, s./p.)
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Conforme a FAO (2017), a problematica da perda e o desperdicio de alimentos
chegam, aproximadamente, a um tergo do alimento produzido no mundo, ou seja, 1,3
bilhdo de tonelada anual - o que torna as a¢bes que resultam na reducéo de perdas
de alimentos imprescindiveis.

Assis e Britto (2014) descrevem que os revestimentos e embalagens para frutas
apresentam um grande potencial de conservacdo destes alimentos, o que reduz o
desperdicio, uma vez que o0s revestimentos tém como papel colaborar para a
preservacao organoléptica do alimento, preservar o valor nutricional, evitar ganho
excessivo de 4gua e impedir trocas gasosas que podem acelerar sua degradacao.

Muitos materiais plasticos petroquimicos foram desenvolvidos e direcionados
para a aplicacdo no setor alimenticio, porém, foi inegavelmente ignorado por muito
tempo o impacto ambiental negativo que toda essa cadeia semeava, desde a extracédo
do recurso natural ndo renovavel até a aplicacdo e uso dos seus derivados.

No entanto, nos ultimos tempos, novos materiais plasticos promissores e
ecologicamente corretos estdo se tornando destaque como no caso dos bioplasticos
— materiais que derivam de fontes renovaveis de biomassa e que tém sido uma
alternativa aos plasticos obtidos de derivados do petroleo, que € uma fonte “ndo
renovavel e nao sustentavel” (MCLELLAN et al., 2019).

O biopléastico pode ser utilizado para os mais diversos fins, destacando-se como
material para revestimentos alimenticios, como em frutas e vegetais, ja que essa
aplicacao pode agir beneficamente na manutencdo dos alimentos, evitando perdas
prematuras (ORTIZ et al., 2012).

De acordo com a European Bioplastics (2020), do total de material bioplastico
produzido, 53% (1,14 milhdo de tonelada) foram destinados ao mercado de
embalagens alimenticias, sendo o maior seguimento do setor. A Figura 2 mostra as

principais fontes para obtencao de polimeros biodegradaveis.
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Figura 2 — Principais polimeros biodegradaveis disponiveis atualmente

Polimeros

Biodegradaveis

Fontes Renovaveis Microrganismos . .
l I Biotecnologia l
T T
| Prolicaprolactonas
(PCL)
T

Petroquimicos

I

Polihidroxialcanoato

Polissacarideos

T (PHA) Poliacido latico
l arrils . L) Co-poliésteres
I Polihidroxibutirato alifaticos
(PHB) 1
Celulose Polihidroxidobutirato
. Gl Co-poliésteres
Proteinas e
l Lipidios (PHBV) ) aromaticos

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al. (2016, p. 18).

A Figura 2 mostra que a celulose pode ser uma das fontes biodegradaveis, o
que a torna um material viavel para a producdo de bioplastico. Dentre os tipos de
celulose em ampla pesquisa no mundo cientifico, destaca-se a celulose bacteriana
sintetizada por bactérias.

Para a producao de celulose bacteriana, utiliza-se meios de cultivos contendo
fonte de carbono e outros nutrientes que sdo necessarios para a sintese de celulose
através de cultura bacteriana. O meio padréo para a producao de celulose bacteriana
foi desenvolvido por HESTRIN e SCHRAMM, em 1954. Este meio sustenta alta
producdo de celulose bacteriana, porém é considerado ainda de alto custo, o que
acaba por influenciar nas despesas do processo de produgdo. Sendo assim, o
desenvolvimento de meios de cultivos de baixo custo para a producdo de celulose
bacteriana se faz necessario. Uma alternativa para isso € o uso de fontes de nutrientes
originarios de produtos e subprodutos da agroinddstria, que séo baratos e suportam

uma boa producgéo de celulose bacteriana (CARNEIRO, 2015).
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A celulose bacteriana pode ser misturada com outros polimeros, visando a
producdo de um material adequado para uma determinada aplicacdo. Logo, outro
material que pode ser utilizado para a formulacao do bioplastico é a pectina, polimero
de carboidratos.

Segundo Canteri et al. (2012), a pectina possui alta capacidade de formacao
de gel e pode ser utilizada tanto como plastificante como para a formagao de filmes
biodegradaveis. Desse modo, uma blenda contendo celulose bacteriana e pectina
para a formulacéo de revestimento bioplastico para frutas se mostra uma alternativa
interessante por envolver neste estudo o aspecto tecnoldgico, a preservagcdo de
recursos ambientais e a preocupacéao social.

Portanto, a utilizacdo de plasticos derivados de biomassa para revestimentos
ou embalagens para frutos preserva o alimento e se mostra também uma alternativa

ambientalmente interessante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a melhor forma de obtencédo de celulose bacteriana em laboratorio,
para, posteriormente, desenvolver blendas poliméricas a base de celulose bacteriana

e pectina, para aplicacdo preliminar em morangos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a composi¢cdo do meio de cultivo com diferentes substratos para a
producdo de celulose bacteriana, a partir da utilizacdo da bactéria
Komagataeibacter hansenii, e determinar a melhor frequéncia de agitacéo
orbital para o cultivo;

e Produzir blendas poliméricas a base de celulose bacteriana e pectina e
adicionar 6leo de coco como composto;

e Caracterizar fisico-quimica e mecanicamente as blendas poliméricas;

e Avaliar a influéncia das blendas poliméricas no tempo de prateleira de

morangos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLASTICOS

Plasticos sdo denominados polimeros, ou seja, pequenas moléculas
interigadas em cadeia, constituindo uma molécula de alta massa molar. Essas
interligacdes monoméricas originam um material rigido e estavel, podendo ser
aplicado na modelagem de uma gama de produtos (FRIDOVICH, 2020).

Atualmente, os plasticos mais utilizados sao derivados do petroleo, sendo em
sua maior parte um material ndo degradavel por microrganismos, 0 que ocasiona
grave problema ambiental (TSANG et al., 2019). Sendo assim, esse material, apesar
de util, € considerado nocivo ao meio ambiente devido aos residuos acumulativos e
descartados de forma inadequada apés seu uso (FABJOLA et al., 2018).

De acordo com Coelho (2020), o Brasil é o 4° pais que mais gera lixo plastico
no mundo e recicla apenas 1% dos residuos, ficando apenas atras dos Estados

Unidos, China e india, como exibe a Tabela 1.

Tabela 1 — Producéo e tratamento de lixo plastico por pais

Pais Total de lixo Total Total Relacdo produgdo e
pléstico gerado | incinerado reciclado reciclagem

Estados Unidos 70.782.577 9.060.170 24.490.772 34,60%
China 54.740.659| 11.988.226 12.000.331 21,92%
india 19.311.663 14.544 1.105.677 5,73%
Brasil 11.355.220 1] 145.043 1,28%
Indonésia 9.885.081 1] 362.070 3,66%
Rissia 8.948.132 1] 320.088 3,58%
Alemanha 8.286.827 4.876.027 3.143.700 37.94%
Reino Unido 7.994.284 2.620.394 2.513.850 31,45%
Japdo 7.146.514 6.642.428 405.834 5,68%
Canada 6.696.763 207.354 1.423.139 21,25%

Fonte: COELHO (2020, s./p.) apud WWF.
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Coelho (2020) relata a necessidade de uma parceria com as industrias para o
desenvolvimento de novas tecnologias que venham trazer solugcbes para a reducao
de descarte de plasticos, aléem de, imprescindivelmente, estimular a conscientizacao
das empresas que utilizam embalagens plasticas quanto a necessidade do
acompanhamento do produto e seus residuos em todo seu ciclo de vida. Além disso,
a mesma autora descreve a necessidade de implantacdo de politicas publicas
adequadas que estimulem a reciclagem em larga escala e a educacdo ambiental do
consumidor.

Apesar de o plastico derivado do petrdleo ser o mais utilizado, fontes de origem
de recursos renovaveis podem ser utilizadas para a obtencdo de um material melhor
ou similar. Essas fontes sdo chamadas de biomassa e delas pode ser originado o

bioplastico.

3.2 BIOPLASTICO

O bioplastico € um polimero obtido a partir de fontes renovaveis ou do petréleo
fonte ndo renovavel, sendo este algumas vezes denominado bioplastico devido a
injecdo de aditivos pro-degradantes que proporcionam rapida degradacao fisico-
quimica do material. O material obtido de forma renovavel é considerado sustentavel
e ambientalmente correto, sendo, por isso, uma opcao para substituir o plastico
derivado do petréleo, fonte ndo renovavel. Em pesquisas prévias, o uso de certos
bioplasticos em algumas aplicacdes j& se mostra mais vantajoso em relacdo ao
plastico petroquimico (READE, 2018).

Desse modo, o bioplastico é considerado, de acordo com a European
Bioplastics (2020), uma evolu¢do dos plasticos convencionais, pois economiza
recursos fésseis, emprega na sua producdo biomassa que regenera o ambiente e
ajuda a manter o equilibrio do ciclo de carbono, sem promover o acimulo de diéxido
de carbono na atmosfera.

Porém, alguns materiais podem levar o nome bioplastico e ndo serem
degradados por microrganismos, ndo sendo considerados, portanto, biodegradaveis,
tais como os plasticos de origem petroquimica aditivados para degradacdo. Para o

plastico ser considerado bioplastico biodegradavel, ha a necessidade de que pelo
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menos uma etapa do processo de sua degradacdo seja biolégica, além de outros
fatores fisico-quimicos (SASAKI; MACRI, 2019; ALBUQUERQUE, 2019).

Devido a um aumento na preocupacao causada pelo efeito estufa e das mortes
de animais aquaticos pela elevada poluicdo de materiais plasticos, esta ocorrendo um
aumento na conscientizacdo de pessoas e empresas sobre a necessidade de
preservacdo do meio ambiente. Por isso, ha a necessidade de se optar pela utilizagéo
e producdo de materiais biodegradaveis e sustentaveis (SASAKI; MACRI, 2019).

Para que a producao de bioplastico tenha um custo competitivo, uma estratégia
é utilizar substratos de origem agroindustrial. Atualmente, a producéo de bioplastico
em escala industrial emprega substratos de cultura sustentavel, como a cana-de-
acucar e o milho. Além disso, ja se analisa o0 emprego de residuos da agroinddstria
para a obtencdo deste material, visando diminuir o descarte de residuos com alta
carga organica e obter um processo de baixo custo (READE, 2018).

Conforme a European Bioplastics (2020), a producéo industrial deste material
também pode ser realizada pelo uso de culturas ndo alimentares, como a celulose,
gue apresenta um grande potencial na producdo de novos biopolimeros.

Devido ao desenvolvimento de tecnologia voltada ao processo de producgéo de
bioplastico, este material estd se tornando competitivo economicamente perante o
plastico petroquimico, pois a energia empregada para a producdo de bioplastico é
menor, em torno de 57 MJ Kg~ 1, em comparacdo ao plastico produzido a partir de
origem fossil, que chegaa 77 MJ Kg™ ' (TSANG et al., 2019). Em virtude de a producédo
de bioplasticos ser ainda recente e a producdo ocorrer em pequena escala em
comparacao ao plastico derivado do petréleo, seu custo econémico acaba por ser
relativamente maior. Em contrapartida, a aceitacdo desse material esta relacionada
aos valores intangiveis que estao agregados a ele, pois sua producdo fundamenta-se
na sustentabilidade, aspecto que lhe confere relevancia superior ao fator econémico
(RICCHINI, 2013).

Outro fato a ser destacado, conforme aponta Jones (2020), é o aumento da
demanda por produtos biodegradaveis, principalmente na Europa. Segundo o autor,
em 2019, a produgdo mundial de bioplastico foi de 2,11 milhdes de toneladas, como
mostra a Figura 3. Em 2023, a previsdo de mercado é chegar a U$ 1,7 bilhdo para o
comércio europeu, o que corresponde a aproximadamente 55% da demanda por
biodegradaveis no mundo, fator atribuido aos regulamentos ambientais que sao mais

rigidos no continente. Outras regides do mundo que contribuiram para a demanda de
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produtos biodegradaveis sdo a Asia, Australia e Nova Zelandia, com cerca de 25%,
seguida da América do Norte, com cerca de 19% (READE, 2018).
Figura 3 — Capacidade global de producao de bioplasticos: producéo e perspectivas
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Fonte: Adaptado de JONES (2020, p.76).

Assim, a producdo e comercializacdo de bioplasticos agrega, além de valor
financeiro, valor intangivel ao meio ambiente, as pessoas e, consequentemente, as
empresas, que acarreta diminuicdo de custos e marketing positivo. Segundo Willard
(2002), a empresa que adota valor intangivel de sustentabilidade tem potencial de
aumentar seu valor de mercado em 12%, aumento de lucro de até 38% e
produtividade em até 8%.

Portanto, corporacfes que visam a responsabilidade socioambiental em toda
cadeia de suprimento dissemina comportamento sustentavel e aumenta os ganhos
dentro da cadeia produtiva (WILLARD, 2002).
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3.3 REVESTIMENTOS BIOPLASTICOS

Revestimentos sdo coberturas de fina camada aplicadas diretamente na
superficie do alimento e possuem a funcdo de proteger o alimento. O uso de
revestimento vem como uma tecnologia de grande potencial, sendo utilizado de forma
emergencial na conservagao de frutas tropicais intactas ou minimamente processadas
apos a colheita. Podendo ser formulado a base de polissacarideos, proteinas e
lipidios, os revestimentos podem ser utilizados para inibir a migracdo de umidade,
oxigénio, aromas e lipidios, atuando como transportadores de aditivos antioxidantes e
antimicrobianos (KROCHTA; MULDER-JOHNSTON, 1997; LEITE et al.,, 2015).
Revestimentos ndo tém como obijetivo inicial substituir as embalagens convencionais,
sua finalidade é a funcionalidade de preservacédo contra fatores relacionados a perda
ou a ganho excessivo de agua, preservacao de textura e valor nutricional (ASSIS;
BRITTO, 2014). Apesar de a preservacao da qualidade ser a finalidade principal,
pesquisas indicam que o consumidor da énfase aos aspectos visuais do alimento
(ASSIS et al., 2008).

De acordo com Assis et al.,, (2008), h4 uma tendéncia em classificar os
materiais empregados na formulacdo do revestimento como hidrofilico ou hidrofébico.
Esses materiais podem apresentar afinidade ou ndo pela agua, proporcionando,
assim, caracteristicas distintas ao material final, como alta ou baixa solubilidade e
transmissao de vapor de agua, facilitando, pois, o direcionamento do emprego do
material a certos tipos de alimentos com caracteristicas similares. Segundo os
autores, os polissacarideos sdo materiais hidrofilicos, portanto, afincos a agua, devido
a predominancia de grupos polares como hidroxilas e amino, os lipidios e proteinas
por sua vez se caracterizam como materiais hidrofébicos que agem como
controladores de umidade, oxigénio, dioxido de carbono, atuando, portanto, no
controle da deterioracéo natural. Porém, os filmes de proteinas se apresentam frageis,
possuindo baixa flexibilidade.

Nesse contexto, as coberturas hidrofilicas sdo recomendadas genericamente
para a aplicacdo em frutas com caracteristicas brilhantes e de alta molhabilidade, por
preservar o0 aspecto hidratado; ja os revestimentos com caracteristicas hidrofébicas
sao indicados para frutas com alta taxa de transpiracdo nas quais a deterioracao
ocorre pela perda de agua (ASSIS; BRITTO, 2014).
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3.4 PECULIARIDADES NA PRODUCAO DE BIOPLASTICO

Conforme Garcia et al. (2004), a utilizagdo de diferentes materiais com
caracteristicas distintas pode ser interessante para a producdo de bioplastico;
contudo, a compatibilidade entre os materiais é de essencial importancia para a
obtencdo de um material com propriedades mecanicas e de barreira (transferéncia de
gases e protecdo mecanica) adequada a sua aplicacéo.

A propriedade de barreira a compostos externos interfere na vida util de um
produto, portanto, propriedades como difusdo, permeabilidade e solubilidade devem
ser atributos importantes para uma aplicabilidade eficiente ao alimento destinado.

Os filmes formulados para embalagens ou revestimentos alimenticios exigem
integridade ao exterior e ndo devem ser solUveis em meio aquoso. Dessa forma,
polissacarideos unidos com ions divalentes podem proporcionar baixa solubilidade
em virtude das fortes ligagdes tridimensionais (ZACTITI; KIECKBUSCH, 2006).

Para evitar a fragilidade do material formado, pode-se usar um plastificante. O
plastificante a ser utilizado deve ser compativel com o polimero e o solvente utilizado
no desenvolvimento do filme, possuindo, preferencialmente, estrutura similar ao
polimero, facilitando a miscibilidade e ndo a separacdo de fases (SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2005).

Uma das técnicas utilizada para a obtencdo de um filme com espessura
uniforme é a “casting”, que se baseia em verter a massa sobre a placa de secagem.
A espessura é um fator importante, visto que o aumento da espessura do filme
aumenta linearmente & permeabilidade ao vapor de dgua (PARK; CHINNAN, 1995).
Deve-se considerar os efeitos da temperatura na espessura do filme, sendo que, de
acordo com Kayseriliuglu et al. (2003), o aumento da temperatura tende a diminuir a
espessura do filme.

O grau de intumescimento do material a ser utilizado é uma propriedade
importante a ser avaliada, pois pode levar a modificacdo da matriz polimérica, o que
pode facilitar a propagacdo de microrganismos na estrutura do filme devido a
penetracdo de agua que hidrata as moléculas, reduzindo as forgas intermoleculares
(SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2008).

Os trabalhos de Martins et al. (2009); Woehl et al. (2010) e Cordeiro (2015)

relatam que a utilizagdo de maiores quantidades de celulose bacteriana, como reforgo
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na producao de bioplastico a base de amido, obteve um aumento na tenséo de ruptura
e no médulo Young, responsavel pela caracterizacdo da rigidez do material.

A celulose bacteriana € um Otimo material para o preparo de compdsitos,
devido a caracteristicas de suas propriedades. Assim, quando outros materiais sao
combinados a ela, tanto in situ como ex situ, ha a formacdo de um material com
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas que pode ser diferente dos materiais
utilizados para a sua formacéo. Tal possibilidade mostra a importancia de avaliacéo
das caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo de uma blenda polimérica entre

celulose bacteriana e pectina.

3.5 CELULOSE BACTERIANA

A celulose (CeH1005)n se destaca em abundéancia e disponibilidade frente a
outros polimeros. Formada por unidades de glicose ligadas entre si, como se ilustra
na Figura 4, ela pode ser encontrada em vegetais, animais, em algumas espécies de
algas, na parede celular de fungos e, também, pode ser sintetizada por algumas
bactérias (HEINZE et al., 2018).

Figura 4 — Representagao da Estrutura Molecular da Celulose
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Os materiais lenhosos destacam-se por serem o0s mais utilizados nos
processos de obtencao da celulose, mas trazem consigo desvantagens, tais como: o

desiquilibrio do meio ambiente, devido ao desmate para utilizacdo da madeira ou
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mesmo quando em cultura plantada, j& que podem causar problemas associados ao
solo, além de que o processo para a extracao da celulose desta fonte exige demasiado
tratamento quimico em virtude da impureza adjunta a celulose. Sendo assim, a
utiizacdo de reagentes quimicos nesse processo € altamente poluente
(RECOUVREUX, 2004).

No entanto, a celulose produzida por via bacteriana vem se destacando e
ganhando espaco dentre as celuloses obtidas de outras fontes, devido as suas
propriedades e a sua pureza. Hoje, a celulose bacteriana € amplamente pesquisada
na utilizagédo para engenharia de tecidos, medicina, cosméticos, mineragéo, refinaria,
inddstrias téxteis, equipamentos eletrénicos e alimentos.

A comparacao entre o uso de celulose vegetal ou bacteriana gera discussoes.
A esse respeito, Donini et al. (2010) discorrem sobre o assunto e afirmam que,
hipoteticamente, com o uso de 1 hectare de eucalipto com incremento médio anual de
50 m3 e densidade de 500 Kg por m3, tem-se o incremento médio de 25 toneladas por
hectare anual; logo, com um plantio de 7 anos com teor de cerca de 45% de celulose
se obtém o rendimento de 80 toneladas de celulose por hectare. Dessa forma, os
autores afirmam ser possivel alcancar o mesmo resultado em produc¢éo obtendo-se o
rendimento de 15 gramas por litro em 50 horas, em um biorreator de 500 m3 com
tempo de producéo de 22 dias.

Contudo, embora a celulose bacteriana possua propriedades Unicas, 0
processo de producdo em grande escala ainda € limitado quando o processo ocorre
em meio estatico, pois proporciona baixo rendimento na producédo de CB, acabando
por encarecer o processo. No entanto, quando a CB € cultivada em meio agitado, a
producdo em grande escala é beneficiada, mas pode ocorrer um énus nNo processo e,
possivelmente, acontecer mutacdo gradual celular, tornando-as espécies nao
sintetizadoras de celulose (ISLAM et al., 2017; SINGHSA et al., 2018; WANG et al.,
2019; MARESTONI et al., 2020).

Segundo Lee et al. (2014), o que difere a celulose bacteriana da celulose
vegetal é seu grande potencial. Devido a sua estrutura nanomeétrica, alta cristalinidade
e pureza, a celulose bacteriana possui fibras naturalmente porosas e a sua estrutura
pode sustentar diferentes particulas, com isso, ela pode atuar como um material de
reforco ou material compoésito, podendo o material ser utilizado para diversas

aplicacoes.
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Na Tabela 2 sdo elencadas algumas pesquisas recentemente publicadas que

comprovam a vasta aplicabilidade da celulose bacteriana.

Tabela 2 — Recentes publicacdes avaliando a aplicacdo da celulose bacteriana

Tematica Autores

Alimentos (Lin et al., 2020).

Bioplastico (Silva et al., 2020).

Biossensor (Guohui et al., 2016).

Condutores (Ma et al., 2016).

Curativos (Cacicedo et al., 2020); (Gupta et al., 2020).

Estrutura de Tecidos

(Anju et al., 2020).

Enxerto para Timpano

(Silveira et al., 2016).

Regeneragdo Ossea

(Olyveira, 2016).

Nanocompdsito Adsorvente Fotocatalitico

(Luyu et al., 2020).

Supercapacitor (Yu et al., 2020).

Fonte: Prépria autora (2020).

A biossintese da celulose bacteriana ocorre principalmente em bactérias Gram-
negativas e em poucas Gram-positivas. As principais cepas bacterianas que
produzem celulose durante o seu crescimento celular sdo as bactérias pertencentes
aos géneros Acetobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina
(BODIN et al., 2011; HEINZE et al., 2018).

A sintese ocorre em bactérias com o operon definida “celulose sintese ou bcs
(bacterial cellulose synthase) ”, no qual o operon bcs codifica e associa proteinas e
enzimas individuais originando a polimerizacéo da glicose e a formacéo de celulose
bacteriana (RECOUVREUX, 2004).

A celulose é sintetizada nos complexos terminais da célula bacteriana (TCs)
que incidem em torno de quatro subunidades. Duas subunidades, AxCeSA
(subunidade A da celulose sintase) e a subunidade AxCeSB (subunidade B da
celulose sintase), sendo elas responsaveis por catalisar e regular a polimerizacéo da

cadeia glucana. As outras duas subunidades, AxCeSC (subunidade C da celulase
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sintase) e AxCeSD (subunidade D da celulase sintase), sdo responsaveis por extrudir
e cristalizar a cadeia glucana (HU et al., 2010).

Conforme Hu et al. (2010), essas subunidades sdo codificadas por genes que
compde o operon celulose sintase, sendo os codigos: (axcesAB, axcesC e axcesD)
ou (axcesA axcesB, axcesC e axcesD).

A matriz extracelular, também denominada como EPS (Substéncias
Poliméricas Extracelulares), é autoproduzida pela bactéria, sendo de extrema
necessidade para sobrevivéncia celular. Em alguns casos, a matriz extracelular pode
ser formada por polissacarideos, como o caso da celulose bacteriana. Essa matriz
celulésica é formada, sobretudo, por “polissacarideos”, representando cerca de 90%
da massa aparente, e formada também por microrganismos, que representam os 10%
restantes. Essa estrutura celuldsica atua como um suporte de agregado microbiano e
na ligacao fisica ar-liquido, facilitando o acesso do microrganismo ao oxigénio
(FLEMMING; WINGENDER, 2010; RAMOS, 2017).

O processo de sintetizacdo de cadeias de celulose ocorre, inicialmente, quando
as moléculas de D-glicose séo polimerizadas, formando ligagdes (glicosidicas p-1,4)
entre as membranas externa e citoplasmatica no espacgo periplasmatico da
membrana. Aproximadamente, de 10 a 15 cadeias paralelas formam uma subfibrila
de 1,5 nm de largura. ApGs essa etapa, varias protofibrilas sdo agregadas formando
as nanofibrilas (2 a 4 nanbmetros de diametro) que se agregam por meio da
cristalizacdo das cadeias de glucano adjacentes e, com isso, formam uma grande fita
de celulose (com larguras menores do que 130 nm). O material formado é secretado
para o meio em que se encontra a bactéria (ANDRADE et al., 2010; CASTRO et al.,
2011; SAXENA; BROWN JUNIOR, 2012; BOLDRIN, 2015).

Segundo Boldrin (2015), a formacao estrutural da celulose bacteriana ocorre
devido a interligacdo das tiras expelidas com os grupos hidroxilas. Essa estrutura
proporciona ao material algumas carateristicas importantes, tais como,
biodegradabilidade, afinidade do material pela agua (hidrofilicidade) e alta capacidade
para a modificacdo quimica. Para o autor, a estrutura da celulose bacteriana
apresenta 6tima propriedade mecanica, elevado grau de pureza, cristalinidade, poder
de absorcdo de agua, resisténcia a tracao, baixo grau de polimerizacdo e melhor

adaptabilidade bioldgica.
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De acordo com Flemming e Wingender (2010) e Ramos (2017), a arquitetura
estrutural do biofilme bacteriano pode ser influenciada por fatores que incluem
concentracdo de nutrientes, mobilidade celular, comunicacao intracelular, condicbes
hidrodinamicas.

Os trabalhos realizados por Lee et al. (2014) e Duarte et al. (2019) mostram
que as condigcbes mecanicas deste biomaterial, quando cultivados em laboratorio,
variam de acordo com algumas condi¢cdes de processos, tais como: linhagem de
microrganismo utilizado no cultivo, condicdo fisiologica (pH e temperatura),
composicdo do meio de cultura e condicao de agitacéo e aeragao do processo.

A matriz extracelular, no entanto, é naturalmente produzida por estas bactérias
com intuito de proteger os organismos nela presentes contra males causados pela
radiacdo ultravioleta, dissecacao, biocidas, cations nocivos e antibioticos. A estrutura
age também como um sistema digestivo externo, mantendo as enzimas proximas as
células a fim de metabolizar os nutrientes presentes na fase aquosa. Além disso, a
matriz extracelular de celulose bacteriana opera como um reservatorio de genes e um
meio para comunicagdo celular, sendo essencial para a producédo das cadeias de
celulose e para o controle de toda funcéo fisiolégica (RECOUVREUX, 2004; DUARTE
et al., 2019).

Conforme Donini et al. (2010), a celulose bacteriana pode ser produzida 365
dias por ano, independente das condicdes climaticas ou ambientais, pois a producéo
pode ocorrer em biorreatores e as condices de cultivo controladas durante o

processo de producéo.

3.5.1 PRODUCAO DE CELULOSE POR Komagataeibacter hansenii

Dentre as bactérias sintetizadoras de celulose mais utilizadas se destaca a
bactéria Acetobacter xylinus, sendo referenciado como um dos melhores produtores.
Atualmente, essa espécie € conhecida como Komagataeibacter hansenii, esta
bactéria é capaz de oxidar etanol em &acido acético, portanto sendo conhecidas
também como bactérias do acido acético.

Na ultima década o género Komagataeibacter foi diferenciado
taxonomicamente do género Gluconactobacter, sendo este mével e produtor de um

pigmento marrom. No entanto o género Komagataeibacter ndo produz pigmento
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marrom e é imovel, sendo esse, 0 motivo da mudanca e subdivisdo em grupos
distintos (YAMADA et al., 2012).

O microrganismo denominado anteriormente Acetobacter xylinus foi
caracterizado por Brown, em 1886, e descrito por Swings (1992) como sendo
encontrado na forma de bastonetes, Gram-negativo ou variaveis, aerdbio estrito e ndo
movel, medindo 0.5-0.8 x 1.0-3.0 um e produz &cido acético a partir do etanol. Além
disso, possui a capacidade de sintetizar celulose a partir de uma fileira de sitios ao
longo do eixo longitudinal da célula, formando a pelicula celulésica (BROWN, 1886;
YAMADA et al., 2012).

O género Komagataeibacter pode ser encontrado naturalmente sozinho, em
pares, em cadeia ou em pequenos aglomerados podendo ser isolados a partir de
alimentos fermentados, como o vinagre (YAMADA et al., 2012).

A sintese de celulose nestas bactérias ocorre entre a membrana externa e a
membrana citoplasmatica pela celulose-sintase, que esta associada aos poros da
superficie bacteriana. Durante o crescimento celular, as células se juntam com as
nanofibrilas de celulose para formar um biofiime (GARRITY, 2005; DONINI, et al.,
2010; SILVA et al., 2014; COIMBRA, 2016).

A sintetizacao de celulose ocorre em trés etapas: a polimerizacéo dos residuos
de glicose em cadeias Bi-4-glucana; secregcdo extracelular das cadeias lineares e
organizacao; e cristalizacdo das cadeias glucanas, por meio de fortes ligacdes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals (ROSS et al., 1991). A sintetizac&do pode ocorrer
em dois formatos, no formato | em fita dotada de um Unico eixo, onde as forcas de
Van der Waals atuam entre as moléculas mantendo-as unidas ou formato tipo Il em
gue a celulose é sintetizada amorficamente e suas moléculas séo unificadas por um
grande numero de ligacfes de hidrogénio (SPINOSA, 2002; CLEENWERCK, 2008).

Ambos os formatos de celulose possuem caracteristicas mecéanicas como:
resisténcia a tracdo de 200-300 MPa, mddulo Young de 15-35 GPa e estabilidade
térmica superior a 100°C, podendo suas estruturas serem afetadas devido a forma de
cultivo, como em caso de cultivo em modo estatico ou agitado (CACICEDO et al.,
2016).

De acordo com Donini et al. (2010), a via das pentoses e o ciclo de Krebs sao
as vias anfibdlicas utilizadas pela bactéria, sendo assim, a via das pentoses é
responsavel pela oxidacdo dos carboidratos e o ciclo de Krebs responsavel pela

oxidacao dos acidos organicos.
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De acordo com 0s mesmos autores, a sintese da glicose é direcionada para o
citoplasma da bactéria, onde ocorre a catalisacdo por enzimas, tal como mostrado
pela Figura 5. As enzimas envolvidas nesse processo sdo: Glicoquinase, responsavel
pela fosforilagdo do carbono 6 da glicose; Fosfoglicomutase, responsavel pela
catalisacéo da reacéo e isomeros da glicose-6-fosfato para glicose-1-fosfato; UDPG
pirofosforilase, que sintetiza a UDP-glicose; e a enzima Celulose Sintase, que produz

celulose a partir da UDP-glicose.



Figura 5 — Representacéao hipotética da rede metabdlica central de Komagataeibacter
hansenii no consumo de glicose (GCL) manitol (MANND) e glicerol (GLYC).
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3.5.2 PRODUCAO DA CELULOSE EM LABORATORIO

As bactérias do género Komagataeibacter utilizam como principal fonte de
carbono a glicose, podendo se reproduzir em pH inferior a 5,0 estando a taxa 6tima
de temperatura de 15 e 34°C e temperatura 6tima de inativagdo entre 65 a 70°C
(MADALOZZO, 2008).

De acordo com Swings (1992) e Spinosa (2002), a bactéria ndo cresce em leite,
nao hidrolisa lactose, dextrina ou amido e ndo metaboliza proteina.

O meio para fermentacdo mais utilizado em laboratério para a producdo da
celulose bacteriana € o (HS). Este meio foi desenvolvido por Hestrin e Schramm
(1954) e possui a seguinte composicao: glicose, 20 g.L™"; peptona de carne, 5 g.L™ ",
extrato de levedura, 5 g.L'; Na2HPO4, 2,7 g.L%; e acido citrico, 1,15 g.L™.

Outro meio de cultivo definido para o cultivo de celulose bacteriana é o meio
ALABAN, desenvolvido por Alaban (1962), e contém a seguinte composicao: 2,50 g.L~
'de extrato de levedura; fosfato acido de potassio, 5,00 g.L™"; sacarose, 100,00 g.L™;
sulfato de aménio, 0,60 g.L™"; e sulfato de magnésio, 0,20 g.L™".

Os meios de cultivo padrdes utilizados sao considerados de alto custo. A
possibilidade de aproveitamento de diferentes fontes de nutrientes por bactérias deste
género permite a utilizacdo de variados elementos provenientes da agroinddstria,
como produtos, subprodutos e residuos, sendo que tal estratégia possibilita a reducéo
de custos para a producdo de celulose bacteriana (ROSS et al., 1991;
ALBUQUERQUE, 2019).

Alguns trabalhos ja avaliaram determinadas fontes de origem agroindustriais
como meios complexos de cultura alternativa para a producédo de CB, como mostra a
Tabela 3.

Com o uso de estratégias empregando recursos ou até mesmo 0s residuos
gerados pela prépria industria, € possivel viabilizar o processo na producdo de
celulose bacteriana, evitando o descarte inadequado de residuos, aproveitando os
proprios recursos para obter um processo de baixo custo e, consequentemente,
podendo alcancar ganhos econdmicos e intangiveis, como a sustentabilidade de

processos casados com manutengao ambiental.



Tabela 3 — Fontes agroindustriais utilizadas como meio de cultivo (CB)
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Agua de Coco

(Hungund, 2013).

Aguas Residuais Pés Fermentaco Lipidica

(Huang et al., 2016)

Amido Hidrolisado

(Hungund, 2013).

Caldo de Cana

(Castro et al., 2011).

Casca de Aveia

(Skiba et al., 2020).

Casca de Durian

(Luo et al., 2017).

Efluente de Destilaria

(Jahan et al., 2020 ).

Extrato Aquoso de Suco de Uva

(Jozala et al., 2015); ( Carreira et al., 2009).

Glicerol Bruto

(Jozala et al., 2015); ( Carreira et al., 2009).

Levedura de Cerveja

(Lin et al., 2014).

Licor de Polpa de Sulfito

(Jozala et al., 2015); ( Carreira et al., 2009).

Melaco

(Cakar et al., 2014).

Soro de Queijo

(Jozala et al., 2015); ( Carreira et al., 2009).

Suco de Abacaxi

Kongruang, 2008).

Suco de Coco

(Kongruang, 2008).

Suco de Frutas

(Jozala et al., 2015); ( Carreira et al., 2009).

Vinhacga

(Semjonovse et al., 2017).

Xarope de Bordo

(Zeng et al., 2011).

Fonte: Prépria autora (2020).

3.6 PECTINA

Pectina € um polimero de interesse e faz parte do grupo das substancias

pécticas, polimeros de carboidratos que sdo componentes da parede celular e da

lamela média de vegetais, como mostra a Figura 6. Esse polimero atua como um

adesivo extracelular ente as paredes primarias celular dos vegetais superiores

(UENOJO, 2007).
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Figura 6 — Esquema Representativo da Parede Celular de Frutas e Vegetais
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Fonte: SILBERMAN (2015 apud MORAES et al., 2017, p.68).

Com intuito de padronizar a nomenclatura e fazer entender, em 1944 o comité

da American Chemical Society classificou as substancias pécticas como:

* Protopectinas: encontradas no tecido nativo de frutas e vegetais, sdo as
Unicas substancias pécticas insollUveis em agua e, em condi¢édo de
hidrélise especifica, resulta em pectina ou acidos pécticos;

« Acido péctico: substancias pécticas compostas por acidos galacturonicos,
nos quais grupos de carboxilas se encontram livres de grupos de metil
éster, sendo seus sais neutros ou acidos; estes sais sdo chamados de
pectatos;

« Acido pectinico: considerado como substancias coloidais, formado por
cadeia contendo acido poligacturénico com poucos grupos de metoxilas no
formato de éster;

» Pectina ou galmeturonato de polimetil: classificados como materiais
poliméricos, soluveis em agua, com alto poder de formacgéo de géis, devido
ao grau variavel de grupos metil éster e grau de neutralizagéo, sendo que

75% dos seus grupos carboxilas das unidades de galacturonatos podem
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ser esterificados com metanol (JAYANI, et al. 2005; UENOJO; PASTORE,
2007).

A pectina € outro biopolimero interessante para a obtencéo de bioplastico, por
ser biodegradavel, barato e biocompativel. A pectina € um heteropolissacarideo
presente nas paredes celulares dos tecidos vegetais, podendo também ser
encontrada nas sementes, raizes, folhas, flores e frutos (SRIAMORNSAK, 2003).

De acordo com Canteri et al. (2012), as pectinas podem ser formadas por mais
de 17 monossacarideos diferentes, sistematizando polissacarideos diferenciados e
gue formam ramificagbes. Esses carboidratos podem ser encontrados na forma de
furanosidicas ou piranosidicas, com diferentes anémeros (a ou ) e variados tipos de
ligacdes entre os monémeros a (1—4), a (1-5), B (1—3) e B (1—4) e B (1—6).

Segundo os autores, as pectinas sdo macromoléculas de alta complexidade,
com mais de 20 tipos de ligacdes glicosidicas, e que sdo formadas por &cidos
urénicos, hexoses, pentoses e metilpentoses.

Na natureza, a pectina, juntamente com a celulose, hemicelulose e lignina,
compde a matriz da parede celulésica vegetal (PCEL). Com isso, a pectina colabora
para adesdao celular, firmeza e resisténcia mecanica ao tecido vegetal (MOREIRA et
al., 2008).

A pectina, em sua forma mais simples, pode ser vista como um copolimero
dibloco, possuindo dois segmentos dominantes: o (HG) homogalacturonano e o (RGI)
ramnogalacturonano.

O segmento HG um &cido linear (1— 4) ligado (D — GalA) com grau variavel de
metilesterificacdo do grupo de carboxila na posicdo C6, podendo, de acordo com sua
origem, apresentar ésteres acetilicos nas posi¢cdes 0-2 ou 0-3 de GalA.

O segmento RGI é formado por unidades alternadas de ramnose (Rha) e &cido
galacturénico [a— (1—2) — D —GalA— a— (1—4) —L-Ra]n, sendo (n) na maioria das
vezes maior que 100. Os residuos de ramnose constantemente se ramificam nas
posi¢cdes 0-4 ou 0-3, gerando agucares neutros como D-galactose, D-arabinose, D-
fucose e outros, tal como no exemplo da Figura 7. Essa caracteristica delimita o
tamanho das zonas de jungéo, consequentemente, limitando a geleificagédo (CANTERI
et al., 2012; ALBA et al., 2018).



35

Figura 7 — Cadeia Estrutural da Pectina
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Fonte: BARROS ALEXANDRINO et al. (2017, p. 193).

Determinados grupos de carboxila pécticas se encontram na forma metilada,
livre ou sais de sodio, amonio ou potassio. Esses grupos séo classificados em funcéo
do grau de esterificacdo ou metoxilacdo, que relaciona a quantidade de &acidos
galacturénicos esterificados por unidade de acido galacturénico total. Os graus de
metoxilagao dividem as pectinas como pectinas de alta metoxilacdo (ATM), com grau
de 50% ou mais, sendo comercializada com grau de metoxilagdo entre 55 a 75%;
pectinas com baixo grau de metoxilacdo (BTM), possuindo porcentagem inferior a
50% e sendo comercializadas com grau de metoxilacdo entre 15 e 45%; e pectinas
amidadas de 10 a 25%, onde os grupos carboxilicos sdo encontrados na forma amida,
possuindo baixo teor em grupamento metoxilicos. O grau de metilacao influéncia nas
particularidades das condicbes do processamento de cada pectina, como a
temperatura de trabalho, condicbes de solubilizacdo e geleificacdo do material
(BRANDAO; ANDRADE, 1999).

A pectina € um material que apresenta grande potencial de aplicabilidade
devido aos grupos hidroxila, carboxila e acucares neutros presentes em suas cadeias
laterais. Nesse contexto, estudos mostram que a pectina é utilizada em uma ampla
gama de materiais, garantindo sistemas seguros para uso alimenticio e farmacéutico,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas ( CHEN et al., 2015; XIAO-
HONG et al., 2017). Outra caracteristica importante da pectina deve-se a sua alta
capacidade de formacao de gel em razdo a quantidade de grupos polares livres, sendo

inclusive comparada com o amido (CANTERI et al., 2012).


https://www.tandfonline.com/author/Chen%2C+Jun
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A pectina € comumente utilizada como aglutinante ou espessante pela inddstria
alimenticia. Além dessas aplicacdes, também é frequentemente utilizada como agente
plastificante, filme biodegradavel e material para implantes (CANTERI et al., 2012).

Segundo Brandao e Andrade (1999), os géis mais fortes sdo alcancados de
pectinas ATM e o pH 3,0 € considerado o ideal para o preparo da solucdo de pectina
deste tipo, pois nesse pH ocorre a reducao da viscosidade e da quantidade de cadeias
por meio das ligacbes de hidrogénio e interacBes hidrofébicas; em relacdo a
temperatura, quanto maior for mais favorecidas serdo as ligacées de hidrogénio e
interacdo hidrofobicas da molécula.

As pectinas ATM criam estruturas de menor tamanho fractal, resultando em
empacotamento com menor eficiéncia das correntes, em oposicdo as partes lineares
(ALBA et al., 2018).

Em relacdo a custo, segundo (Reuters, 2021), 1Kg de pectina pode custar no
mercado internacional de US$15 e US$ 20.

3.7 OLEO DE COCO

O Gleo de coco é extraido a partir da copra, e contém lipidios de baixo peso
molecular, além de apresentar acidos, como: caprilico, miristico, linoleico, oleico,
palmitico e laurico. Apresenta também em menor concentracdo outros compostos
como monoglicerideos, diglicerideos, fosfatideos, pigmentos, ceras e outros (MARINA
et al., 2009; ARAUJO 2009).

O dleo de coco, é considerado uma importante fonte de &cido laurico que possui
atributos tensoativos, bactericida, germicida, espumante, biodegradavel e apresenta
grande potencial de mercado (CUENCA, 2013).

Os lipidios possuem, na maior parte das vezes, alta hidrofobicidade e, quando
utilizado em filmes, impede transporte de umidade, provocando redugao de impactos
gue poderiam danificar o alimento durante o manuseio e transporte (KESTER,;
FENNEMA, 1986).

Oliveira et al. (2012) observaram em seus estudos um aumento da espessura
em seus filmes de gelatina de 0,1467 mm e reducéo na permeabilidade de vapor de
agua de 17,04 g.mm/dia. KPa.m2 com o acréscimo de 12,5% de 6leo de coco na

formulacéo.
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A adicdo de compostos lipidicos pode melhorar a barreira de umidade (ZIANI
et al., 2008; AMARANTE; BANKS, 2001)

Filmes com baixa permeabilidade a a4gua séo indicados para alimentos de alta
umidade, pois evitam desidratacdo da superficie, perda de peso e preserva as
caracteristicas organolépticas do alimento (ALMEIDA et al., 2013; DEBEAUFORT et
al., 1998.

De acordo com Brainer e Ximenes (2020), no mercado externo os valores
cobrados por um pais pelo kg de 6leo de coco pode variar de US$ 1,27 até US$ 47,37.
Essa variagcdo esta relacionada as diferentes fracdes de refino. J& no Brasil, no ano
de 2021, o preco do 6leo de coco em estado bruto variou em torno de R$ 9,45 o kg
no més setembro (ABISA, 2021).

Portanto, a natureza hidrofilica de alguns compostos como o glicerol, pectina e
celulose é um dos fatores que limitam os filmes comestiveis em relagéo a barreira de
permeabilidade ao vapor de dgua. Sendo assim, a opcao de utilizacdo de compostos
hidrofébicos como o 6leo de coco gerou o intuito de possiveis melhorias, tais: como
aumentar a barreira de permeabilidade, melhorar a resisténcia mecanica e espessura
do filme, bem como propiciar possivelmente agao germicida, conciliando ainda com a

utilizagdo de um composto relativamente barato.

3.8 GLICEROL

Glicerol, 1,2,3-propanotriol,1,2,3 trihidroxipropano, trihidroxipropano, glicel,
gliceril e glicil alcool sdo algumas formas de nomeacdo deste composto que possui
férmula molecular C3HsOs3 e trés grupos de hidroxila, sendo um material hidrofilico, ou
seja, suas moléculas possuem afinidade pela 4gua. Esse material pode ser obtido por
via quimica ou fermentativa, e ocorre no processamento de 6leos e gorduras animais
ou vegetais, mas também pode ser obtido pela via petroguimica ou sintetizada em
laboratorio (MOTA et al., 2009).

Em trabalhos anteriores, ha o relato que a pectina e o polimero celuldsico ndo
possuem elasticidade adequada para aplicacdo isolada para a formacéo de
bioplastico. A pectina, na presenca de ions divalentes, gera um filme resistente

quebradico e insolivel. Dessa forma, a utilizacao de glicerol na obtencao do filme é
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de extrema importancia, pois sua funcao plastificante melhora a processabilidade,
alongamento e flexibilidade do material (BIERHALZ et al., 2009).

A massa molecular do glicerol € menor em relacdo ao polimero péctico, mesmo
assim, é possivel, através da mistura dos dois compostos, obter de um material
claramente homogéneo, macio, flexivel e de facil de processamento (SCHLEMMER
et al., 2009).

Ja o preco deste material no mercado interno brasileiro no més de setembro de
2021 estad em torno de R$ 3,90/Kg para o glicerol 80% e R$ 6,30/Kg para o glicerol
refinado, j& com os impostos inclusos (ABISA, 2021).

Sendo assim, a proposta de confec¢cao de um novo material se fundamenta na
mistura de celulose bacteriana, pectina e glicerol. Essa mistura visa a obtencédo de um
bioplastico com as caracteristicas ideais para ser utilizado como material na producao

de filmes como revestimento de frutas e vegetais.

3.9 MORANGO

O morango do género Fragaria L. fruta do morangueiro, pertence a familia das
rosaceas e € uma fruta (psedofruto) nao-climatérica de clima temperado. Muito
apreciado em todo o mundo, possui aspecto atrativo devido a sua cor vermelho-
brilhante e fornece nutrientes como magnésio (Mg), potassio (K), célcio (Ca), zinco
(Zn) e vitaminas como B2, B6, C e outras, além disso, possui uma caracteristica
refrescante, pois apresenta cerca de 90-95% de agua em sua CcOmMpOSIGao
(GEBHARDT et al., 2002).

De acordo com Antunes e Bonow (2020), dentre as pequenas frutas, 0 morango
€ a mais produzida, sendo seus maiores produtores a China, seguido da Polbnia,
Russia e Estados Unidos. O Brasil fica em décimo terceiro em producdo no ranking
de maiores produtores, como mostra a Figura 8, produzindo cerca de 165.000
toneladas. Segundo os autores, a produg¢ao mundial desta fruta chegou de 7.879.108
toneladas em 2013 para 9.223.815 toneladas no ano de 2017, ou seja, cresceu 17%
em 5 anos. Os ganhos em producéo ocorreram devido a maior eficiéncia provinda da

parte agricola e da tecnologia implantada nos sistemas de producéo.
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Figura 8 — Cultivo de morangos por producéo e area (ha)
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Fonte: Adaptado de ANTUNES; BONOW (2020), p.89.

A colheita desta pequena fruta é realizada de forma manual, no ponto de 50 a
75% de sua cor vermelha para comercializa¢do in natura, e madura para destinacao
industrial, guando colhida imatura ndo ocorre progresso nas propriedades comestiveis
(CANTILLANO, 2005).

A grande dificuldade enfrentada, tanto pelos produtores quanto por toda cadeia
envolvida, até o consumo € a alta perecibilidade que a fruta possui, causada
geralmente pelo desenvolvimento fangico, desidratacdo devido & sua alta taxa
respiratoria, perda de agua, perda de firmeza da fruta, além de outros fatores como a
alta fragilidade que a fruta possui a impactos e lesdes (AVILA et al. 2012).

No entanto, algumas providéncias costumam ser utilizadas para minimizar os
danos que possam levar a perda precoce do morango apos a colheita, especialmente
no que se refere a utilizacdo de embalagens apropriadas e refrigeracao.

A embalagem € muito importante para o transporte do morango até o

consumidor. As mais comumente utilizadas costumam ser as caixetas de madeira, de
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papeldo ou de poliestireno com capacidade de 200-800 gramas de frutas. Em
supermercados € habitual encontra-los protegidos por embalagens plésticas de base
de poliestireno e filme polimérico (CANTILANO; SILVA, 2010).

Segundo Tanada-Palmu e Grosso (2005), o morango deve ser refrigerado logo
apos a colheita, em temperatura de 4 a 5 °C, o que pode manter suas caracteristicas
por 6 ou 7 dias. Rodrigue e Notteboom (2009) citam que, apesar de a refrigeracao ser
mais indicada entre 4 a 5 °C, ndo é algo que costuma ocorrer mesmo em paises
desenvolvidos.

A refrigeragéo retarda as alteragdes que ocorrem na fruta in natura, mas nao
exclui totalmente as alteragées que ocorrem durante o armazenamento, como perda
de massa, firmeza, aroma, sabor, teores de solidos sollveis (SS), dos CV e das
caracteristicas sensoriais entre outros (AVILA et al., 2012; AMAL et al., 2010;
PELAYO-ZALDIVAR et al., 2005).

No Brasil, cerca de 30% da producédo de morangos é perdida, ou seja, 10 mil
toneladas, o que leva a necessidade da implantacdo de novas tecnologias que se
conciliem com as ja existentes na manutencéao da fruta (SCHMIDT; EFRAIM, 2016).

Uma alternativa de protecdo aos morangos pos-colheita seria 0 uso de
revestimentos, sendo revestimento definido como uma camada fina e comestivel
aplicada diretamente sobre o produto, empregada com o intuito de proteger o alimento
e estender a vida de prateleira. Esse material protetor pode ser formulado com base
em polissacarideos ou proteinas (LEITE et al., 2015; VU et al. 2011; KROCHTA,;
MULDER-JOHNSTON, 1997).

Portanto, a implementacao de revestimento a fruta vindo em conjunto a outros
métodos ja utilizados, poderia prospectar aumento de vida de prateleira deste

alimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS PARA O PROCESSAMENTO DA BLENDA

A celulose bacteriana utilizada foi sintetizada pelos microrganismos no
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia (DEBB) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

A pectina foi doada pela Mariana Pereira, do Controle de Qualidade da Minerva
Foods e Mestra em Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos pela FCF/UNESP,
enquanto os demais materiais foram cedidos pelo Grupo de Bioengenharia e
Biomateriais da FCF/UNESP.

4.2 ESPECIFICACOES DOS MORANGOS PARA ANALISES

Morangos do género (Fragaria) foram utilizados para andlise de efetividade dos
revestimentos a base de celulose bacteriana e pectina. Os morangos, produzidos na
cidade de Ribeirdo Preto/ SP por Coluci Frutas, foram adquiridos ho mesmo dia da
colheita em um supermercado da cidade de Guariba/SP. As frutas possuiam
aparéncia aproximada de 50 a 75% de sua totalidade com coloracdo avermelhada e
Brix de 6,9. As frutas ndo apresentavam danos fisicos ou incidéncias fungicas. Os
morangos possuiam tamanho entre 4,8 a 6 cm e massa média de 16,01 + 0,18 gramas
para os morangos que foram revestidos com CB + Pectina; 20,77 £ 0,8 gramas para
0s morangos revestidos com CB + Pectina + Oleo de coco e 19,74 + 1,6 gramas para

0S morangos usados como controle de processo como podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9 — Morangos selecionados para analise e comparacao de resultados

Fonte: Prépria autora (2021).

Os testes foram realizados em triplicata e usou-se morangos com O peso e
tamanho o mais aproximado possivel diante dos frutos que foram adquiridos. Os
testes foram realizados sob temperatura aproximada de 25°C.

As frutas foram lavadas em &gua corrente e secas em papel toalha. Apés isso,
foram imersas em solucdo filmogénica de pectina e celulose bacteriana, assim
também foi feito em morangos utilizando solucdo composta de pectina, celulose

bacteriana e 6leo de coco, conforme mostra a Figura 10.

Figura 10 — Imersao de morango em revestimento

Fonte: Prépria autora (2021).
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4.3 PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA

A producao de celulose bacteriana utilizando diferentes fontes de carbono foi
conduzida no Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia (DEBB),
enguanto sua caracterizacao foi realizada no Grupo de Bioengenharia e Biomateriais

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCF-UNESP).

4.3.1 MICRORGANISMO PARA SINTETIZACAO DA CB

O microrganismo utilizado nos cultivos para obtencdo da celulose bacteriana
foi 0 Komagataeibacter hansenii ATCC 23769, antigo Acetobacter xylinus (Yamada et
al.,, 2012), proveniente da colecdo de cultura (ATCC) American Type Culture

Collection.

4.3.2 MEIO DE CULTURA

A manutencao da bactéria Komagataeibacter hansenii foi realizada em &gar
manitol, composto por D-manitol, 25 g.L™"; peptona, 3 g.L™"; extrato de levedura, 5 g.
L™, e &gar bacteriologico, 15 g.L™ ", de acordo com a ficha do produto da ATCC (ATCC,
2015).

O meio padréao utilizado para a producéo de celulose foi o caldo HS (HESTRIN;
SCHRAMM, 1954), composto por: glicose, 20 g.L™'; peptona de carne, 5 g.L™"; extrato
de levedura, 5 g.L™'; NazHPO4, 2,7 g.L™"; e acido citrico, 1,15 g.L™".

4.3.3 MEIOS DE CULTIVO ALTERNATIVOS

Para avaliacdo de meios alternativos, foi substituida a glicose por outras fontes
de carbono para a sintese de celulose bacteriana; assim, foram empregados para a
avaliacéo: glicerol, etanol 96%, suco de laranja e caldo de cana-de-agucar. Para isso,
0os meios HS foram modificados com as diferentes fontes de carbono, sendo que a
guantidade de 20 gramas litro de glicose utilizada no meio padréo foi substituida por

10 mL das outras fontes de carbono; portanto, todos os meios de cultivo totalizaram
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50 mL. Outra alternativa avaliada foi o cultivo em meio tradicional (HS) suplementado
com etanol 96%. Nesse caso, foram acrescidos 10 mL de etanol em meio HS padréo.

Todos os meios foram ajustados em seu pH e o Brix do caldo de cana-de-
acucar e do suco de laranja foi medido para analise da quantidade de acucares

presente nestes liquidos.

4.3.4 PREPARO DAS PLACAS COM MICRORGANISMO

A metodologia de cultivo do microrganismo para a producdo de celulose foi
baseada na tese de Coimbra (2016). Na preparacdo dos inéculos, a cultura de
Komagataeibacter hansenii foi utilizada em meio HS.

Incialmente, inoculou-se certa quantidade de bactéria, previamente conservada
em placa de Petri com meio HS sélido a 4 °C, em um frasco Erlenmeyer de 1 Litro
contendo 200 mL de meio HS liquido. Os frascos foram mantidos a 30 °C a uma
rotacdo de 150 rpm por 48 horas. Apos esse tempo, 200 pL desta cultura foram
semeados em placas de Petri com 90 mm de diametro contendo HS solido (obtido
pela adicdo de agar bacteriolégico a 15 g.L™ " ao caldo HS), distribuindo-se o volume
por toda a superficie do meio com o auxilio de uma algca de Drigalski. As placas foram
incubadas por cinco dias a 30 °C para crescimento da massa celular na superficie do
meio de cultivo. Os microrganismos dessas placas foram utilizados para os testes de
producao de celulose bacteriana.

4.3.5 PREPARO DO INOCULO

Os meios de cultivo foram preparados e autoclavados a 121 °C por 20 minutos;
0s microrganismos foram inoculados no meio de cultivo em temperatura ambiente
laboratorial de 20 °C e em local com assepsia (Cabine de seguranca biologica classe
II'A 1, marca Filterflux, modelo SBIIA1-1266/4). Cada frasco Erlenmeyer de 250 mL
continha 50 mL de meio para cultivo, a ndo ser os meios com HS padrdo
suplementados com 10 mL de etanol 96%, totalizando 60 mL.

Sendo assim, nos ensaios cada frasco Erlenmeyer recebeu microrganismos
contidos em duas placas de Petri, de 90 mm de diametro, que foram retirados com
auxilio de alca de platina e inoculados ao meio de cultivo para a producao de celulose.
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Logo apos, todos os Erlenmeyers passaram por agitacdo para soltar os grumos. Os
frascos foram mantidos em mesa incubadora rotativa a 30 °C por 14 dias sob 3
diferentes condicdes de agitacdo (0, 100 + 1 rpm e 200 £ 1 rpm). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Apbs 14 dias de producéo, o conteudo dos frascos de cada meio de cultivo e
de diferente rotacdo foi utilizado para analise de concentracdo de substratos e

concentracdo de celulose bacteriana.

4.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS DA PRODUCAO DA CB

Os procedimentos analiticos da producdo da celulose bacteriana foram
realizados no Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia (DEBB)
da FCF/UNESP.

4.4.1 DETERMINACAO DO BRIX

Os Brix do caldo de cana-de-acUcar e suco de laranja foram aferidos antes de
serem inseridos nos meios de cultivo. Foi utilizado para a mensuracéo o refratbmetro
Vodex (VX2540), assim o caldo de cana-de-acUcar apresentou Brix de 18% e o suco

de laranja apresentou o Brix de 11%.

4.4.2 pH

O pH de todos os meios foi ajustado para 6 no inicio do processo com o uso de
NaOH ou H2SOa4. Para a medida do pH, foi utilizado um pHmetro de bancada (Medidor

de pH Tecnal com eletrodo Kasvi).

4.4.3 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE CELULOSE BACTERIANA

A concentracgdo de celulose bacteriana foi determinada em base seca. Para a

determinacdo da concentracdo de celulose em base seca, a celulose bacteriana
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obtida foi lavada em &gua destilada e depois deixada em solu¢cdo 5 mL NaOH 0,5
mol/L por dois dias, para purificacdo da celulose bacteriana. Apds esse periodo, a
amostra foi novamente lavada em agua destilada até ser totalmente retirado o
hidréxido de sodio.

A membrana de celulose foi levada a secagem em estufa a 50 °C, até o peso
constante. Cada amostra foi pesada novamente para a determinacédo da massa, com

isso, foi possivel determinar a concentracdo de celulose em base seca.

4.4.4 ANALISES ESTATISTICAS DA PRODUCAO DE (CB)

A producéo foi avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA). Os célculos
da média, desvio padrdo e intervalo de confianca de 95% foram realizados pelo
software Excel 365 MSO.

4.4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO

O consumo dos substratos pelas bactérias foi analisado mediante a coleta de 2
mL do meio de cultivo no inicio e no final do processo. Esses caldos foram
centrifugados e o sobrenadante retirado para analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Para essa analise, utilizou-se um sistema de CLAE da Shimadzu contendo
bombas (modelo LC-20A), sistema de controle de temperatura e detector de indice de
refracdo. Para a andlise, foi utilizada a coluna Shodex KS-801 e, como eluente, agua
ultrapura a uma vazao de 1 mL por minuto. A temperatura da coluna foi controlada em
30 °C para analisar a concentragdo inicial e o consumo dos compostos sacarose,
glicose, frutose, etanol e glicerol contidos no meio de cultivo.

Com os resultados obtidos, determinou-se o consumo de substrato em termos

de converséo, tal como definido pela Equacgéao 1.

Equacéo 1:

CI-CF
CcI

¢s = (£55) /7 100%
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Onde: CS € a conversao do substrato no cultivo (%), Cl é a concentracao inicial
de substrato e CF € a concentracéo final do substrato.

4.4.6 AVALIACAO DE CUSTO DA PRODUCAO DA CELULOSE BACTERIANA

A analise de custo da producdo da celulose bacteriana constituiu em fazer
estimativa do gasto envolvido para a formulacdo do meio para a execucdo do

bioprocesso.

4.5 PROCESSO DE CONFECCAO DO REVESTIMENTO BIOPLASTICO

A composicao do revestimento bioplastico foi composta por 25% de celulose
bacteriana Umida triturada, 75% de pectina de alto teor de metoxilagdo (ATM), acido
acético até o pH 3 para 100 mL de agua destilada aquecida e 30% de glicerol sobre a
guantidade total dos polimeros celulose bacteriana e pectina.

Para a comparacao, foi produzida uma segunda formulagédo na qual foram
acrescentados 12,5% de 6leo de coco na propor¢cdo sob a massa de celulose
bacteriana e pectina, com intuito de avaliar o desempenho do filme com a introducéo
de um material hidrofébico, a fim de comparacéo e avaliacdo do melhor desempenho
entre as membranas como revestimento para aplicacao inicial em morangos. O custo
do revestimento bioplastico usando os materiais sem o acréscimo do 6leo de coco
ficou em R$ 0,58 centavos e o revestimento com a adicdo do 6leo de coco o custo
dos materiais ficou R$ 0,59 centavos para a propor¢do de 100 mL. O fluxograma do

processo é mostrado na Figura 11.



Figura 11 — Fluxograma da produc¢é&o do revestimento bioplastico
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Fonte: Prépria autora (2021).

4.6 CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA E MECANICA DO REVESTIMENTO
BIOPLASTICO

48

Os filmes foram caracterizados por analises de ensaio mecéanico (tragdo versus

deformacéo), realizados em setuplicada. Ensaios de espectroscopia no infravermelho,

permeabilidade de vapor de agua e solubilidade em agua foram realizados em

triplicata.

4.6.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

A finalidade da técnica foi constatar a existéncia de solventes e possiveis novas

ligacBes entre os polimeros que possam influenciar nas propriedades mecanicas. 1sso

€ possivel, pois a técnica analisa a relacdo da radiacdo infravermelha com os

movimentos vibracionais intermoleculares da mistura.

Determinados valores de absorbancia a serem detectados em funcdo de

diferentes frequéncias indicardo a existéncia de grupos cromoéforos como aminas,
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amidas, alcoois e outros. Assim, as analises espectroscopicas foram obtidas
submetendo as amostras seca ao teste pelo método ATR (Refletancia Total Atenuada)
no espectrometro FTIR — TENSOR 27 / BRUKER (4000 e 400 cm™ "), com fonte laser
HeNe, detector DLaTGS, resolucéo de 4 cm™' e 32 varreduras localizado no Grupo de
Bioengenharia e Biomateriais da FCF/UNESP.

4.6.2 ENSAIO MECANICO (TESTE DE TRACAO versus DEFORMACAOQ)

Os ensaios de tracdo versus deformacdo dos revestimentos bioplasticos foram
realizados em setuplicada até sua ruptura e analisados o limite de resisténcia a tracao
e o alongamento do material. Este ensaio permitiu verificar as propriedades do
material e a avaliacdo do comportamento do material sob determinada condicdo de
trabalho, o ensaio foi realizado em uma maquina (EMIC) DL-2000, como mostra a
Figura 12, com uma célula de carga de 50 kgf, com uma velocidade de (0,83 mm/seg.),
e a temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 12 — Maquina universal de ensaio EMIC — Modelo DL-2000

Fonte: Prépria autora (2021).

Com proposito de andlise das propriedades mecénicas, corpos de prova
retangulares com dimensdes padronizadas (largura 20,0 mm e comprimento de 70,0
mm) e espessura de (0,27 mm para CB + PEC e 0,31 mm CB + PEC + O. C) foram
avaliados. Para a mensuracdo da espessura do bioplastico, foi utilizado um
micrometro Gauge digital com faixa de medicdo de (0-12.7mm / 0-0.5 polegadas e
precisdo de 0.1mm/0.004 polegada). Ja a largura e comprimento foram medidos com
paquimetro digital (precisdo de 0,01 mm, marca Homes). Os valores foram
convertidos em curvas de tensdo-deformacéo e o médulo de elasticidade foi calculado
a partir da parte linear inicial (0-5% de alongamento). Os calculos foram realizados de

acordo com as Equacoes: (2, 3 e 4).

Equacéao 2:

- F
Tensao = "
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Equacéao 3:

(L-L0O)

Alongamento =
Lo

Equacéo 4:

Modulo Young = Tensao

Alongamento

Sendo, portanto, F: a forca (N), A: area da sec¢do transversal da amostra (mm?2),
L: comprimento final (mm) e LO: comprimento inicial da amostra (mm). Os dados foram

analisados no software grafico e de anélise de dados Origin.

4.6.3 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

Os ensaios de permeabilidade ao vapor de agua foram realizados para avaliar
a estabilidade do revestimento em passagem de umidade e gases. O método
(seguindo a normativa ASTM UNE 92226 EXP) se fundamentou na analise em
triplicata da perda de massa do conjunto dessecante composto pela silica (ativada a
105 °C por 24 horas, com UR = 0%), em uma vidraria de 56 mm de altura e diametro
da area da rosca de 18 mm, com capacidade de 10 mL. Para isso, foram adicionados
5 mL de agua deionizada, (100% de Umidade Relativa (UR)) e uma tampa com
abertura entre a parte superior do frasco e da tampa, para inserir a embalagem, onde
foram inseridas as amostras com diametro de 18 mm e espessura do filme (CB +
Pectina 0,25 mm) e (CB + Pectina + Oleo de Coco 0,21 mm).
A andlise incide na fixacdo da embalagem na parte superior da tampa do frasco,
de modo que apenas a parte da tampa coberta pela embalagem ficasse exposta.
Cada conjunto foi pesado e colocado em um dessecador de silica em gel (0% de
Umidade Relativa), sendo avaliada a alteragédo da massa em intervalos regulares de
24 horas até completarem 240 horas, para analise da perda de massa em relagédo ao
tempo. Para determinar a Permeabilidade de Vapor d’agua (PVA), foi utilizada a

Equacéao 5:
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Equacéo 5:

TTVA .x

PVA= ——
APO (UR{—UR)

Onde:

PVA = permeabilidade de vapor de 4gua (g. mm/dia. KPa. m2);
TTVA = taxa de transmissao de vapor de agua;

x = espessura do filme (mm);

A = &rea da pelicula exposta & permeabilidade (m?2);

PO = presséao de vapor d’ agua pura (3,159 KPa a 25° C);
(UR1-UR2) = gradiente de UR.

4.6.4 SOLUBILIDADE EM AGUA

A solubilidade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Gontard et al. (1994), com modificagées. A amostra foi cortada em 3 discos de 2 cm
de didmetros e pesadas, antes da imersdo em 50 mL de dgua destilada. A solubilidade
dos filmes foi determinada apds 10 horas de imersdo sem agitagéo e a 25 °C.

O material foi entéo filtrado e pesado e, em seguida, desidratado em estufa a
100 °C por 24 h para determinacdo do peso da matéria seca nao dispersa em agua.

Foram realizadas triplicatas para cada formulacdo. A solubilidade foi calculada, como
mostra a equacao 6:

Equacéo 6:

Solubilidade (%) = (“=+L) / 100

mi
Onde:

mi : massa da amostra inicial (g);
mf: massa da amostra seca, apos dispersado durante 24 horas de imersdo em
agua(g).
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4.7 AVALIACAO VISUAL DAS FRUTAS

O teste (shelf life) teve a finalidade de avaliar se houve ou ndo aumento da vida
atil das frutas com o uso de revestimento, comparando-as com frutas controles sem
revestimento, sob as mesmas condicfes ambientais. A avaliacao foi feita a partir de
acompanhando visual das mudancas de aspectos nas frutas em triplicata a cada 24
horas por 8 dias.

4.7.1 ANALISE DA PERDA PERCENTUAL DE MASSA DOS MORANGOS

A analise de perda de massa foi feita pesando as frutas a cada 24 horas até
serem consideradas visualmente impréprias ao consumo. Foi feita a média de massa
inicial (mi) dos morangos e subtraida pela média final da massa das frutas (mf). O
resultado foi dividido pela massa inicial (mi). Para expressar o resultado em

porcentagem (%), dividiu-se por 100. O célculo estd exemplificado na Equacéo 7:

Equacéo 7:

m=""220 7100

m
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Os microrganismos mantidos em cultura em meio estatico produziram peliculas
gelatinosas de celulose bacteriana inteiricas, evidenciando uma estrutura nanofibrilar
bem definida. A Figura 13 (a) mostra uma foto da celulose bacteriana produzida em
cultivo estatico na qual é possivel observar um alto poder de absorcéo de liquidos.

Os microrganismos mantidos em cultura agitadas, tanto a 100 rpm quanto em
200 rpm, produziram celulose bacteriana com aparéncia disforme, conforme se pode
observar na Figura 13 (b). Através de uma analise visual desta Figura, foi possivel
observar um material com menor rigidez em sua estrutura e mais gelatinosa que o

material obtido através de cultura estatica.

Figura 13 — Celulose uniforme obtida em meio estético (a) e celulose em grumos
obtida em meio agitado (b)

Fonte: Prépria autora (2020).



55

Em relacdo ao aspecto de celulose em base seca, observa-se, pela Figura 14,
que o material formado aparentemente possui maior fragilidade em relacao a celulose

no estado umido.

Figura 14 — Celulose bacteriana purificada seca em estufa

Fonte: Prépria autora (2020).

Em relacéo aos valores da concentracéo de celulose em base seca, através da
determinacao do intervalo de confianga com nivel de significancia de 95%, observou-
se baixos valores de dispersédo. A Figura 15 mostra os resultados de valores da

concentracéo de celulose obtida em cada uma das frequéncias de todos os testes.
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Figura 15 — Média de valores da concentracédo de celulose obtida em cada uma das
frequéncias de agitacao avaliadas
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Neste grafico, pode-se observar que, em meios de cultivo estatico, 0 meio
contendo suco de laranja produziu a maior concentracao de celulose bacteriana (27,2
+ 9,4 g.L "), seguido pelo HS+ etanol (26,6 + 7,4 g.L™ "), HS tradicional contendo
(glicose) (17,0 £ 2,0 g.L™ "), caldo de cana-de-acgucar (16,6 + 2,2 g.L™ "), etanol (3,0
2,2 gL " e glicerol (baixa producdo de celulose bacteriana). Apesar disso,
estatisticamente a producdo do meio HS + Etanol foi o Unico superior aos demais
meios, exceto ao meio com suco de laranja. Apesar de o meio contendo suco de
laranja apresentar a maior média, ele teve um alto desvio, 0 que estatisticamente
mostra que ele é igual aos meios HS + Etanol, HS tradicional e ao meio contendo
cana-de-agucar. Em relagdo aos menores valores, o meio contendo etanol e glicerol

foram inferiores estatisticamente em relacdo aos demais meios.
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Nos cultivos em que se manteve os frascos a uma frequéncia de agitagao orbital
de 100 rpm, o melhor resultado obtido foi em caldo de cana-de-agucar (38,8 + 15,4 g.
L™ "), seguido por HS+ etanol (33,4 + 4,4 g. L™ "), suco de laranja (20,18 + 13,4 g.L™ "),
HS tradicional contendo (glicose) (20 £ 12,4 g. L™ "), glicerol e etanol produziram pouca
celulose bacteriana. Apesar de o maior resultado ser obtido no cultivo com caldo de
cana-de-acucar, estatisticamente somente os meios de cultivo contendo glicerol e
etanol foram inferiores aos demais.

E, por fim, em relagdo aos cultivos nos quais se manteve a frequéncia de
agitacao orbital em 200 rpm, a melhor producéo de celulose bacteriana foi em meio
contendo como substrato suco de laranja (18,6 + 6 g.L™ "), seguida por HS + Etanol
(11,6 £+ 4,8 g. L™ "), caldo de cana-de-acucar (9,2 £ 0,4 g.L™ "), HS tradicional (8,4t 5,2
g. L™ "), glicerol e etanol ndo produziram significativamente. Considerando a andlise
estatistica, os cultivos com os meios contendo glicerol e etanol apresentaram
resultados inferiores aos demais cultivos com 0s outros meios. Além disso, o cultivo
com meio contendo suco de laranja em sua composi¢cdo apresentou uma producao
maior que o0 meio contendo caldo de cana-de-agucar.

Sendo assim, considerando apenas as médias das concentracdes de celulose
obtidas nos experimentos, o cultivo com meio de cultura contendo caldo de cana-de-
acucar em agitacdo orbital a 100 rpm foi a melhor condigé&o observada.

Em meios sob efeito de velocidade, foi possivel notar claramente a influéncia
deste efeito na producdo de celulose pelas bactérias, principalmente no meio com
caldo de cana-de-acucar como fonte de carbono. Devido a diferenca do resultado
apresentado, é possivel verificar a diferenca nas concentracdes de celulose obtidas.
Em relacdo a média de todos os experimentos para cada condi¢cdo de agitacéo,
observa-se que o maior valor foi obtido quando o cultivo foi realizado a uma agitacao
de 100 rpm. Também é possivel observar que, para a maioria dos casos, as maiores
producdes de celulose bacteriana ocorreram quando o cultivo foi mantido a uma
agitacao orbital de zero ou 100 rpm.

Desse modo, tanto a fonte de carbono e a oferta de oxigénio influenciaram na
producéo de celulose bacteriana. Nesse contexto, 0 meio estatico pode ter produzido
em menor quantidade que a 100 rpm, possivelmente, devido a falta de oxigenacéo no
meio, impedindo maior reproducéo celular e, consequentemente, maior producédo de
celulose bacteriana; enquanto o meio a 200 rpm pode ter produzido bem menos,

possivelmente devido a formacgédo de cepas ndo produtoras de celulose, como ja foi
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descrito por Kim et al. (2007): que o excesso de oxigenacdo pode converter cepas
produtoras de celulose em cepas negativas, ndo produtoras de celulose, devido a
ocorréncia de mutacao.

Diante desses aspectos, os meios de cultivo contendo HS modificado com
caldo cana-de-agucar e meio HS suplementado com etanol, estatisticamente,
obtiveram a mesma produc¢ao, sendo, portanto, considerados os melhores meios para
cultivo de celulose bacteriana, seguido pelo meio contendo suco de laranja, todos em
agitacao orbital de 100 rpm.

Quando comparado os resultados obtidos neste trabalho aos da literatura, a
guantidade de celulose bacteriana obtida no meio a 100 rpm se mostrou melhor neste
estudo, diferenciando-se da analise de Coimbra (2016), na qual se observou o melhor
desempenho em producdo de celulose em cultivo estatico. O resultado obtido pelo

mesmo autor para cultivo estatico foi similar ao obtido neste trabalho.

5.2 AVALIACAO DO CONSUMO DE SUBSTRATO

Os resultados das andlises de concentracdo de substratos nos experimentos
realizados estdo inseridos nas Figuras 16 a 21, nas quais se pode observar a
diminuicdo da concentracédo da fonte de carbono devido ao consumo pelas bactérias
nas diferentes condi¢des avaliadas.
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Figura 16 — Consumo dos compostos encontrados no HS complexo contendo caldo
de cana-de-acgucar como fonte de carbono
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Fonte: Prépria autora (2020).

No meio de cultivo contendo caldo de cana-de-acucar, houve consumo quase
total da sacarose e em todas as modalidades 0, 100 e 200 rpm, 0 que evidencia a
forte atuacdo da enzima invertase. Isso mostra a capacidade do microrganismo em
assimilar a sacarose e 0s seus monossacarideos, tais como descrito em literatura por
Kornmann et al. (2003); e Coimbra (2016).
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Figura 17 — Consumo dos compostos encontrados no HS suplementado com etanol
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O meio HS padréo suplementado com etanol foi bem aceito como fonte de
carbono, sendo possivel observar que as bactérias, além de consumirem toda a
glicose do meio, consumiram também todo o etanol que se apresentava em maior
guantidade em relacdo a glicose. Sendo assim, é possivel observar o consumo do
etanol e da glicose como fonte de carbono. Hutchens et al. (2007) descreve que o
manitol, por ser um alcool de acucar, fornece elétrons para o metabolismo das
bactérias, resultando em maior producdo de celulose. Sendo o etanol também

derivado do agucar, observamos, portanto, a possibilidade de ter ocorrido 0 mesmo.
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Figura 18 — Consumo dos compostos encontrados no HS complexo contendo suco
de laranja como fonte de carbono
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Fonte: Prépria autora (2020).

Na Figura 18, € possivel observar uma diminuicdo na concentracdo de
substratos (sacarose, glicose, frutose e etanol), o que indica que houve consumo dos
substratos encontrados nos meios de cultivo contendo suco de laranja. Foi observado
esse comportamento em todas as condi¢des de agitacdo, sendo possivel notar uma
diminuicdo da quantidade de sacarose em relacéo a frutose e glicose. Essa alteracao
na quantidade final de sacarose pode ser decorrente do aquecimento ao esterilizar o
meio — ou seja a sacarose sofreu hidrolise, aumentando a propor¢cao de frutose e
glicose do meio, 0 que evidencia que a glicose e a frutose unidas como fontes de
carbonos vém acrescer o potencial energético obtido pelas bactérias, aumentando a

producéo de celulose.
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Yang (1998) obteve resultados favoraveis utilizando frutose em comparacao a
glicose e descreve que, devido ao fato de n&o ocorrer a metabolizacéo de frutose em
acido, a fermentacéo de frutose foi direcionada ao crescimento populacional celular e

a producéo de celulose.

Figura 19 — Consumo dos compostos encontrados no HS padrédo contendo (glicose)
como fonte de carbono
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Fonte: Prépria autora (2020).

A Figura 19 mostra o consumo de substrato do meio padrdo contendo o
monossacarideo glicose. Observa-se que, em todas as condi¢cfes avaliadas, houve o
consumo de todo o substrato. Tal resultado ja era esperado, uma vez que, de acordo
com a literatura Santos et al. (2013), foi afirmado que a glicose foi consumida
rapidamente em relacdo as outras fontes de carbono, o que influenciou na baixa

producéo de celulose pelo microrganismo.
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Figura 20 — Consumo dos compostos encontrados no HS complexo contendo etanol
como fonte de carbono
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Fonte: Prépria autora (2020).

Na Figura 20, observa-se o bom consumo do etanol sozinho como fonte de
carbono e, mesmo consumindo o etanol em todas as condicfes, houve baixa
producdo de celulose, isso mostra que essa fonte de carbono para a producéo de
celulose ndo é boa ja que a fonte acaba sendo convertida em acido acético pelas

bactérias, como ja afirmava a literatura descrita por Brown (1886).
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Figura 21 — Consumo dos compostos encontrados no HS complexo contendo
glicerol como fonte de carbono
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A Figura 21 revelou que o consumo de glicerol foi baixo em qualquer uma das
condicBes avaliadas. Tal resultado mostra que a concentracdo de 10mL de glicerol foi
exorbitante para a quantidade de 50mL de meio de cultivo, sendo a quantidade acima
de 1,2% toxica para as células, o que retardou o processo fermentativo e ndo
favoreceu a producao de celulose bacteriana.

Contudo, calculou-se a consumo de cada um dos substratos nas condicdes

avaliadas, e seus resultados estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Percentual de consumo de substratos pelas bactérias em diferentes

meios
Caldo de cana-de-agtcar HS + etanol Suco de laranja
Rotacio 0 100 RPM 200 RPM 0 100 RPM 200 RPM 0 100 RPM 200 RPM
SACAROSE 58% 4% 97% .= - - B7% 98% 100%
GLICOSE 94% 63% 71% 95% 58% 98% 53% 83% 100%
FRUTOSE 95% 93% 87% - - - B7% 92% 74%
ETANOL 91% - 599% 100% 100% 100% 100% 58% 100%
GLICEROL 95% 95% 93% - - - 0% 0% 0%
Etanol Glicose (HS padrio) Glicerol
Rotacio 0 100 RPM 200 RPM 0 100 RPM 200 RPM 0 100 RPM 200 RPM
SACAROSE 95% B7% 82% 42% 41% - 68% 91% 100%
GLICOSE 14% - 73% 98% 98% 76% B7%  100%  100%
FRUTOSE 0 0 67% - - - - - -
ETANOL 100% 100% 100% - N 100% - - 100%
GLICEROL 33% - 0% - - - - 20% -

Os resultados anulados apresentaram baixo nivel de concentragéo, impedindo o célculo correto da porcentagem.

Fonte: Prépria autora (2020).

Na tabela 4, pode-se observar que a frequéncia de agitacdo afetou o
comportamento da bactéria em relacédo a preferéncia do nutriente a ser metabolizado,
sendo possivel observar uma maior conversao da maioria do substrato a medida que
a frequéncia de agitacédo dos frascos aumentava. Isso indica que, na presenca de uma
maior disponibilidade de oxigénio, ha preferéncia pelo crescimento microbiano do que
para a producao de celulose.

Ressalta-se também que a maior média de concentracéo de celulose em base
seca foi obtida quando a frequéncia de agitacdo orbital foi mantida em 100 rpm,
mostrando que ha um valor 6timo na frequéncia de agitacdo. No cultivo em que os
frascos foram mantidos (a 200 rpm), houve pouca producdo de celulose, apesar de
ter ocorrido consumo dos nutrientes (sendo as maiores conversdes de substrato

nessa condigdo).
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5.3 AVALIACAO DO CUSTO DA PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Neste estudo, pesquisou-se a substituicdo da glicose por outras fontes de
carbono, mas mantendo os outros nutrientes ja utilizados no meio HS descrito por
Hestrin e Schramm (1954). Com isso, conclui-se que foi possivel substituir alguns dos
componentes do meio de cultivo, através da utilizacdo de fonte de carbono de origem
agroindustrial. Sendo assim, houve a necessidade de avaliar o custo do meio de
cultivo para a producdo da celulose bacteriana para comparacdo de quantidade de
producéo e custo.

Para a estimativa de custo do meio de cultivo, foram feitas cotacdes dos
subprodutos agroindustriais que mais renderam em celulose bacteriana, sendo as
fontes principais cana-de-acgUcar e suco de laranja. Com isso, a cotacdo do ATR, no
més de julho de 2020, fechou em R$ 0,6588/ Kg (ATR a capacidade da cana em ser
convertida em acucar e alcool); o etanol foi cotado para o més de setembro de 2020
a R$1,8151 litro; e o suco de laranja concentrado fechou, no més de novembro de
2020, em R$ 646,30 a tonelada (NOTICIAS AGRICOLAS, 2020).

Sendo assim, foi calculado que para o meio HS modificado com caldo de cana-
de-acUcar, o custo para preparar 1 litro foi avaliado em R$13,15, como se mostra na
Tabela 5. Com isso, estima-se que o custo na elaboracao do meio, avaliando somente
0 custo do substrato para a quantidade de 1 litro e usando como fonte de carbono
alternativa o caldo de cana-de-acucar com a producédo de 38,8 gramas de celulose,
ficou no valor de R$ 0,34 por grama. Nao foi encontrada na literatura nenhuma cotacéo
detalhada sobre os custos de meio de cultivo para celulose bacteriana, entretanto, foi
desenvolvido um estudo pela Embrapa no qual se afirma que o custo da producéo de
celulose bacteriana pode ser barateado em até 70% ao se substituir o meio sintético
por melago de soja (PEREIRA, 2019).



Tabela 5 — Pre¢co médio utilizando diferentes fontes industriais

Meios de cultivo Custo do meio | Concentragao | Custo da
de cultivo por | maxima obtida | producao
litro de celulose de celulose

bacteriana em | bacteriana
grama por grama

HS Tradicional RS 14,74 20,00 RS 0,73

HS modificado com caldo de cana-de-agticar | RS 13,15 38,8 RS 0,34

HS suplementado com etanol RS 14,76 33,4 RS 0,44

HS modificado com suco de laranja RS 13,32 20,18 RS 0,66

Fonte: Prépria autora (2020).

5.4 CARACTERIZACAO DO REVESTIMENTO BIOPLASTICO
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Com o uso de propor¢cdes misturadas de 25% de celulose bacteriana, 75% de

pectina e 30% de glicerol com base na massa total de polimeros para 100 mL de agua

e ajuste de pH para 3 com o uso de &cido acético, foram obtidas solu¢bes sob a

temperatura de 70° C, como mostra a Figura 22(a), e com a adicao de 12,5% de 6leo

de coco, conforme ilustra a Figura 22(b). Apds a obtencao das solucdes filmogénicas,

porcdes foram colocadas em suportes para a evaporacao do solvente em posteriores

analises de espectroscopia no infravermelho, permeabilidade ao vapor de agua,

solubilidade e tracdo versus deformacao. Algumas amostras dos filmes bioplasticos

obtidos sdo demonstradas na Figura 23.



Figura 22 (a, b) — Revestimentos bioplasticos a base de cb e pectina
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Fonte: Prépria autora (2021).

Figura 23 — Bioplasticos a base de celulose bacteriana e pectina

Fonte: Prépria autora (2021).
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5.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi realizada para
identificacdo dos principais grupamentos quimicos pertencentes aos filmes compostos
por celulose bacteriana, pectina, acido acético e glicerol; e ao filme de mesma
composi¢do com o adicional de 6leo de coco. Assim, a Figura 24 apresenta 0s
espectros encontrados nos materiais de partida, servindo de base para comparacao

com os filmes poliméricos elaborados.

Figura 24 — Materiais de partida identificados em espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier
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Fonte: Prépria autora (2021).

Y

As principais bandas de absorcdo pertinentes a celulose bacteriana se
encontram situadas nas regides de: 3500 cm™ ' - estiramento OH; 2900 cm™ ' —
estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CH; 2700 cm™ — estiramento

simétrico CHz; 1600 cm™ ' deformacao OH; 1400cm™ ' — deformacdo CH2; 1370 cm™"
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deformagéo CHs; 1340 cm™ ' — deformacdo OH e 1320-1030 cm™ ' deformagcao CO
(BARUD, 2006).

Os espectros da pectina séo evidenciados nas bandas de absorc¢éo localizados
na regido: 3385 cm™ ', referentes ao estiramento de grupos hidroxila (O-H), estando
associadas a presenca de agua, bem como as interagcdes de hidrogénio inter e
intramoleculares das unidades de acido galacturdnico; 2936 cm™ ' (PC), bandas
correspondentes ao estiramento C-H de grupos CHz; 1747 e 1641cm™ ' (PC) séo
atribuidas aos estiramentos de grupos carboxilicos metil esterificados (C=0) e aos
grupos carboxilatos (COO-), respectivamente; 1440 cm™ ' (CJSD) e 1423 cm™ ' (PC),
correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo carboxila
(KAMNEV et al., 1998; GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000). Segundo Kamnev
et al. (1998), as regides 1136, 1053 e 995 cm™ ' (PC) referem-se a regido denominada
‘impressao digital” de polissacarideos (abaixo de 2000 cm™). Segundo
Gnanasambandam e Proctor (2000), a regido da impresséao digital estaria entre 1300
a 800cm~"; j& para Manrique e Lajolo (2002), a regido seria entre 1200 a 950 cm~".

Os espectros do glicerol puro sdo demonstrados nas bandas de absorgéao
localizadas na regido de 800 cm~ " até 1500 cm™ ', onde cinco picos correspondem as
vibracdes das ligagdes C-C e C-0O. Os picos em 850 cm™", 925 cm™' e 995 cm™ ' séo
atribuidos a vibracdo do esqueleto C-C; a banda em 1045 cm~ ' est4 associada ao
alongamento da ligacdo C-O em Cz1e Cs; e aquele em 1117cm™ ' esté relacionado ao
alongamento de C-O em C2 (GUERRERO et al., 2010).

Ja os dados espectrais encontrados para a amostra de 6leo de coco revelam
bandas localizadas na regido: faixa 4000-1650 cm™ 1. Nas bandas 2853-2925 cm™
foram encontrados estiramentos referente a alcanos CH2; em 1744, 1750,1720 cm™'
foi observado o estiramento carbonila C=0. A regido 1650 e 500 cm~' € considerada
a impresséo digital e os picos em evidéncia nesta regido foram identificados como os
picos 850 e 1423 cm™ . Entre a regido 722-723 cm™" foi identificado um pico referente
a deformacédo assimétrica de CH tipico de cadeias de hidrocarbonetos, assim como
nos estudos de Cidreira et al., (2019) nos quais se utilizou 6leo de congo.

Segundo Guan et al. (1998), quando ocorre a combinagdao de duas ou mais
substancias, essas combinacfes podem ser refletidas por alteragbes distintas nas

bandas espectrograficas.
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Foram analisados os espectros obtidos, conforme mostra a Figura 25 e se
constatou que a combinacao das substancias ndo alterou os rearranjos espaciais dos

atomos (conformacéo quimica), de tal modo que os revestimentos bioplasticos obtidos
detiveram a integridade quimica.

Figura 25 — Identificacdo dos grupos funcionais nos revestimentos bioplasticos por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
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Fonte: Propria autora (2021).

5.6 ENSAIO MECANICO (TESTE DE TRACAO versus DEFORMACAO)

Considerando o ensaio mecéanico realizado, foi avaliado o comportamento
mecanico das blendas polimérica contendo CB + Pectina; CB + Pectina + Oleo de

coco. A Figura 26 evidencia a representacao de tensdo e deformacao especifica dos
filmes.
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Figura 26 — Curva de tensao versus deformacao do filme de (CB + PEC; CB + PEC +
OLEO DE COCO)
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Fonte: Prépria autora (2021).

Podemos observar na Figura 26 a diferenca que houve entre os filmes de
celulose bacteriana e pectina e o filme com a adicao de 6leo de coco. Os filmes de CB
+ Pectina apresentaram maior resisténcia a tracdo, sendo assim, sua intensidade de
forca foi maior que o flme composto por 6leo de coco. Ja na elongacéo, o filme que
teve a adicao de 6leo de coco apresentou maior deformacao, diferenciando em 16%
em relacao ao filme sem 6éleo, portanto, houve maior mudanca em seu comprimento.
No modulo Young, o filme CB + Pectina apresentou maior rigidez, como pode ser
observado na Tabela 6.

Segundo Guhados et al. (2005), alguns estudos colocaram um limite superior a
resisténcia mecéanica em torno de 130 -170 GPa, contudo, o valor real é definido em
funcdo do grau da cristalinidade da amostra de celulose bacteriana. De acordo com
0s autores, o valor encontrado em seus estudos utilizando nanofibras individuais foi

de 78 = 17 GPa e constatado por refracdo de raio-x 60% de cristalinidade da
membrana.
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Cordeiro (2015) identificou em seu estudo que a adicao de celulose bacteriana
nao influenciou a elongacéo de seus filmes.

Chen et al. (2016) adicionaram nanoelmulsdo de 6leo de canela em filmes de
quitosana e os valores de tensédo e médulo Young foram inferiores aos filmes que nao
receberam a nanoemulsao de 6leo de canela. Pelissari et al. (2009) e Galindo (2017),
utilizando 6leo de orégano, também obtiveram em seus filmes de quitosana maior
elongacdo e menor resisténcia a tensdo e modulo Young em contrapartida aos filmes

gue néo receberam 6leo, assim como este estudo.

Tabela 6 — Resultados dos ensaios mecanicos realizados nos revestimentos

bioplasticos.
Mddulo Tensao de ruptura Alongamento
de Young | (MPa) maximo (mm)
(GPa)
CB + PEC 93,73 1,39 E+07 +(2,23E +06) 1,50 = 0,29
CB + PEC+ OLEO DE COCO 51,60 9,06 E+06 +(2,11E+06) 1,75 + 0,36

Fonte: Prépria autora (2021).

5.7 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

A Figura 27 mostra a variacdo de massa ocorrida em 10 dias de avalicdo, sendo
a média de cada teste da triplicata utilizada para os calculos de taxa de transmissao
de vapor de agua (TTVA) — taxa definida como a quantidade de 4gua que permeia
através de uma unidade de area, por unidade de tempo, no estado estacionario, sob
condi¢Oes de ensaio (SARANTOPOQULOS et al., 2002).
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Figura 27 — Variacdo de massa durante andlise de permeabilidade de agua
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Fonte: Prépria autora (2021).

As massas das membranas de celulose bacteriana e pectina apresentaram
constancia em intumescimento, alterando constantemente para mais em relacdo a
massa inicial. Ja a massa das membranas de celulose bacteriana, pectina e 6leo de
coco variavam pouco e logo retornavam ao peso de massa inicial.

Espitia et al. (2014) obtiveram em filmes de pectina com puré de acai o PVA de
(2,56 g.mm.h 1. kPa .m2), bem préximo ao obtido com o uso de pectina e celulose
bacteriana neste estudo, como se pode observar na Tabela 7.

Analisando a Tabela 8, pode ser observado que a adi¢cao de 12,5% de 6leo de
coco nas membranas de celulose bacteriana e pectina reduziu a permeabilidade em
relacdo ao filme sem a incorporacéo de 6leo de coco, confirmando a afirmativa de
Oliveira et al. (2012), que mostrou em seu estudo que obteve no filme de gelatina
reducgéo progressiva de permeabilidade com o aumento de concentragéo de oOleo de

coco.
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Ahmad et al. (2012) e Bertan et al. (2005) demonstraram em seus estudos que
a adicdo de compostos lipofilicos reduziu a permeabilidade ao vapor de agua, com o
aumento da concentragdo. Peng et al. (2014) concluiu em seus estudos que a
utilizacao de nano emulsao de 6leo essencial de limdo em filmes de quitosana podem
ter contribuido para o alcance de menores taxas de vapor de agua, ja que a quitosana
e o glicerol s&do materiais hidrofilicos, assim como os componentes base deste estudo,

tais como, celulose, pectina e glicerol.

Tabela 7 — Resultados dos ensaios de permeabilidade de vapor de agua

TTVA (g*dia) TVA (g*mm/dia*KPa*m?)
CB + PEC 0,063 £ 0,0115 2,77
CB + PEC + OLEO DE COCO 0,033 £ 0,0057 0,12

Fonte: Prépria autora (2021).

5.8 SOLUBILIDADE EM AGUA

Os testes de solubilidade foram realizados utilizando discos de membrana
bioplastica (soluto) introduzida no solvente (dgua); amostras de filmes de celulose
bacteriana e pectina; celulose bacteriana, pectina e 6leo de coco. Foram analisadas,
como mostra a Figura 28 (a) CB e Pectina e Figura 28 (b) CB, Pectina e Oleo de coco
em situacao estatica em ponto inicial, ambas amostras se manifestaram altamente
solaveis. A Figura 29 (a) CB e Pectina e Figura 29 (b) CB, Pectina e Oleo de Coco
mostra a dissolucdo quase completa do material no solvente, que apresentou

pequenas particulas ainda por dissolver, isso apos 10 horas.
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Figura 28 — Solubilizacéao inicial sem agitacao do revestimento bioplastico em agua

(@) (b)

Fonte: Prépria autora (2021).

Figura 29 — Solubilizagdo apds 10 horas sem agitacdo do revestimento bioplastico
em agua

Fonte: Propria autora (2021).

Essas amostras foram imersas em agua para determinacdo da perda de massa

do material, entretanto, devido ser um material hidréfilo interagiu bem com o liquido o
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que levou a uma rapida degradacdo do material. Pelo fato de as membranas serem
formadas em sua maior parte por compostos hidrofilicos, ndo foi possivel fazer a
verificacdo de massa, ja que ndo era possivel a captura da membrana no meio
aguoso, como pode ser visto na Figura 29. Gontard et al. (1994) relatam em seus
estudos que, mesmo com a adi¢do de cera de abelha, um material (hidrofébico), em
seus filmes compostos de gluten de trigo, o filme se desintegrava facilmente quando
submerso em agua, assim como os filmes deste trabalho.

Dias et al. (2008), em seus filmes elaborados a base de farinha de arroz
acrescidos com fibras de celulose, atribuem a solubilidade do seu filme a caracteristica
hidrofilica do amido de arroz, sendo esta também uma caracteristica da pectina,
celulose, acido acético e glicerol.

Segundo Pola (2017), os filmes de pectina sdo comestiveis e proporcionam boa
barreira a gases, sendo considerados aliados na manutengcdo e preservacao do
alimento, colaborando com a reducéo da desidratagcéo; entretanto, a capacidade de
atuacao frente a umidade é relativamente baixa. Porém, afirma que os polimeros séo
moléculas de elevada massa molar e, para a assimilacdo destes compostos pelos
microrganismos, é necessaria a ocorréncia de hidrolise, uma forma de alteracdo do
material na qual suas moléculas sdo quebradas em contato com a &gua. Por
ocorréncias quimicas, portanto, a falta de resisténcia a umidade ndo é de um todo
ruim, pois ela pode atuar beneficamente, hidrolisando o material em pequenas
particulas e faciltando a assimilagdo por microrganismos, acelerando sua

biodegradacéo.

5.9 TESTE SENSORIAL VISUAL DOS MORANGOS

Os morangos foram avaliados a cada 24 horas, durante o periodo de 8 dias.
Visualmente, analisando os morangos revestidos, tanto os de celulose bacteriana e
pectina (CB + PEC) quanto os revestidos de celulose bacteriana, pectina e Oleo de
coco (CB + PEC + OLEO C.), verificou-se que eles apresentaram leve deformac&o na
camada superficial devido a secagem do revestimento. Contudo, a firmeza de ambos
nao foi afetada, ja que nos dois casos a vermelhidao inicial foi mantida, sem alteracdes

para mais ou para menos.
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Os morangos sem revestimentos (CONTROLE) apresentaram mais 95% de
sua totalidade cobertas pela tonalidade vermelha apés 24 horas, diferenciando-se,
neste quesito, em relacdo dos demais morangos revestidos. Apdés 48 horas, os
morangos revestidos (CB + PEC) ja se mostraram mais maduros em relagcéo ao inicio
e aparentaram um tamanho menor e com aparéncia enrugada. As frutas revestidas
com (CB + PEC+ OLEO C.) mantiveram-se com 0 mesmo aspecto das 24 horas
anteriores.

Os morangos (CONTROLE) possuiam cor vermelho intenso em toda a fruta e
exibiam pequenas marcas de decomposicdo. Com 72 horas, os morangos (CB + PEC)
apresentaram perda de firmeza, principalmente na parte inferior da fruta, e a
vermelhiddo ainda estava contida, modificando lentamente a fruta; no entanto, a fruta
tinha auséncia de brilho. As frutas com (CB + PEC+ OLEO C.) mantiveram-se
resistentes a vermelhidao, ndo exibindo modificagBes bruscas, porém apresentaram
pequenas evidéncias de murchamento na parte inferior e leve auséncia de brilho. As
frutas (CONTROLE) apresentaram, em 72 horas, em sua totalidade, a cor vermelha
escura, perda de firmeza e sinais evidentes de degradacao.

Estudos de Maftoonazad e Ramaswamy (2005) mostraram que a detencao da
firmeza pode ser devida a lenta degradacdo de protopectinas insollveis em &cido
péctico mais soluvel e pectina. Todo o processo de mudanca visual de 0 até 72 horas

pode ser visto na Figura 30.
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Figura 30 — Avaliacdo das mudancas visuais dos morangos de 0 até 72h
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Fonte: Propria autora (2021).

Com 96 horas, as frutas revestidas com (CB + PEC) apresentavam pequena
diminuicdo no tamanho e as cores se mantiveram em relacdo as 24 horas anteriores.
Das frutas revestidas com (CB + PEC + OLEO DE COCO), apenas uma evidenciou
um leve rubor; as demais caracteristicas se mantiveram. Os morangos (CONTROLE),
em 96 horas, mostravam perda de liquido visivel e incidéncia fungica de cor

acinzentada para preta em duas de suas frutas.
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Em 120 horas, os morangos revestidos por (CB + PEC) exibiram em duas frutas
maior grau de maturacdo e sua superficie mostrava maior rugosidade. As frutas
revestidas por (CB + PEC + OLEO DE COCO) apresentaram maior rugosidade na
parte inferior das frutas. Dois dos morangos (CONTROLE) ja se encontravam em
estado final de deterioracdo fungica, ndo sendo apropriados para consumo humano.

Com 144 horas, as frutas revestidas por (CB + PEC) apresentaram fungos na
parte de tras da fruta, que se encontrava encostada na grade. Os revestidos por (CB
+ PEC + OLEO DE COCO) mantinham a mesma aparéncia das horas anteriores.
Apenas uma fruta (CONTROLE) se manteve vermelha em tom intenso e sem fungos.

Com 168 horas, as frutas revestidas por (CB + PEC) diminuiam seu tamanho
constantemente; contudo, com crescimento fangico lento. As revestidas por (CB +
PEC + OLEO DE COCO) e frutas (CONTROLE) mantiveram-se sem mais alteracdes
visuais. As imagens referentes ao periodo de teste das frutas, entre 96 e 168h, podem

ser vistas na Figura 31.
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Figura 31 — Avaliacdo das mudancas visuais dos morangos de 96 até 168h
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Fonte: Prépria autora (2021).

Com 192 horas, todos 0os morangos mantiveram a mesma aparéncia visual das
24 horas anteriores, conforme ilustra a Figura 32. Todos 0s morangos revestidos
evidenciaram pouca vermelhiddo internamente, evidenciando que os revestimentos
diminuiram a taxa respiratoria das frutas, e o processo enzimatico, portanto, retardou
0 amadurecimento das frutas, evitando que estragassem precocemente.

Acerca disso, Fan et al. (2009) relatam que o aumento da vermelhidao na fruta
pode ser causado pela reducéo na taxa respiratoria ou a processos enzimaticos que

ocorreram com o passar do tempo — 0 que acarreta no escurecimento da fruta.
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Figura 32 — Avaliagdo das mudancas visuais dos morangos apos 192h
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Fonte: Prépria autora (2021).

Com este estudo, foi possivel observar a protecdo evidente que o0s
revestimentos proporcionaram as frutas, levando a conclusdo que revestimentos
hidrofilicos a base de celulose bacteriana e pectina atuaram fortemente na prote¢éo
do morango. Silva (2015) confirmou que o uso de revestimento de hanocompdésitos
de pectina reforcados com nanocristais de celulose foi benéfico, atuando como
barreira protetiva em morangos.

Assis e Britto (2008) afirmam que a pectina empregada como revestimento atua
na manutencao da firmeza, acdo antifingica e proporciona barreira a gases. Almeida

(2010) obteve resultados favoraveis utilizando blenda de fécula de batata e celulose



83

bacteriana como filme sobre refrigeracao (7°C), contribuindo para a manutencéo dos
morangos cv. Festival.

Foi possivel observar que o acréscimo de Oleo de coco no revestimento
formulado neste estudo evitou a senescéncia precoce do morango, mantendo a
firmeza e protegendo as frutas de ataques fungicos. Tanada-Palmu (2005) obteve
efeito favoravel na retencdo de firmeza utilizando revestimento em bicamada de glaten
e lipidios de trigo (cera de abelha, acido esteéarico e palmitico) em relacéo as frutas
controle. Amal et al. (2010) também obtiveram menor firmeza nas frutas controle e
maior firmeza nas frutas revestidas com soja ou gldten mais tratamentos com timol.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Haertel (2013) ao utilizar
como revestimento gelatina, xantana, sorbitol e 6leo de canola, assim como este

estudo ao fazer uso do 6leo de coco.

5.10 PERDA DE MASSA DOS MORANGOS

Os morangos foram perdendo massa gradativamente durante o periodo de 8
dias ou 192 horas, como pode verificar na Figura 33, que evidencia a perda de massa
em cada amostra da triplicata.

O gréfico das frutas revestidas de (CB+ PEC) apresentou o calculo mostrando
a seguinte equacao: y=-1,3182x + 17,226 (R- Square: 0,9953); neste caso, o modelo
linear explicou 99,53% dos dados. A equacao obtida do revestimento com (CB +PEC+
OLEO DE COCO) foiy=-1,0268x + 22,7 (R Square: 0,9972) explica 99,72% dos dados
no modelo linear. E as amostras sem revestimentos apresentou a equagao y= -1,64x
+ 22,137 (R Square:0,9722), sendo, neste caso, 97,22%. Considerando que quanto
maior o coeficiente angular da reta ajustada maior a perda de massa, observa-se que
a menor perda de massa € quando se utilizou o revestimento contendo CB + PEC +
OLEO DE COCO.
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Figura 33 — Avaliacéo grafica das alteracdes massicas dos morangos apés 192h
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Fonte: Prépria autora (2021).

As frutas apresentaram uma percentagem de perda de massa diferenciada em
cada caso. Os morangos revestidos com celulose bacteriana e pectina apresentaram
perda de massa de 61%, enquanto os morangos revestidos de celulose bacteriana,
pectina e 6leo de coco apresentaram uma perda de massa diferenciada dos demais
na medida de 39%. Os morangos controle apresentaram perda de massa de 67%. A
perda de massa dos morangos esta apresentada na Tabela 8.

A esse respeito, Trevind-Garza et al. (2015) relatam que a perda de peso
acontece devido ao fator de transferéncia de umidade, oxidacdo e processos
respiratorios. Vargas et al. (2006) pontuam que os revestimentos aplicados nos
morangos sob armazenamento refrigerado promoveram protecéo as frutas avaliadas
em seu estudo, melhorando a resisténcia a transmissao do vapor de agua, sendo

esses aspectos mais intensos com revestimentos com &acido oleico em sua
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composicao. Velickova et al. (2013) dissertam que a incorporacao de cera de abelha
em seus revestimentos para morango a base de quitosana reteve cor e reduziu

significativamente a taxa respiratéria e perda de peso da fruta, assim como neste

estudo.

Tabela 8 — Perda de massa gradativa dos morangos em 8 dias

) ) PERDA DE
REVESTIMENTOS MEDIA PESO INICIAL MEDIA PESO FINAL PESO
CB + PEC 16,0 6,2 61%
CB + PEC + OLEO COCO 20,7 12,6 39%
SEM REVESTIMENTO 19,7 6,6 67%

Fonte: Prépria autora (2021).
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6 CONCLUSAO

Nos testes efetuados, chegou-se a conclusdo de que a realiza¢édo do cultivo de
celulose bacteriana em condic&o estatica ou até em baixa rotacdo promoveu a melhor
producéo de celulose bacteriana, utilizando a bactéria Komagataeibacter hansenii.

Além disso, em termos de producdo de celulose bacteriana, é possivel
constatar que a substituicdo da glicose do meio HS por caldo de cana-de-agUcar ou
suco de laranja se mostrou bem promissora e que o acréscimo de etanol ao meio
padrao foi favoravel.

Um importante fato a comentar em relacédo a utilizacdo ao caldo de cana-de-
acucar e do suco de laranja € o baixo custo desses substratos. Com isso, foi possivel
elaborar meios de cultivos de baixo custo e, desse modo, viabilizar a producéo de
celulose bacteriana.

O presente estudo deu ainda continuidade a andlise apds os resultados de
sintetizac&o da celulose bacteriana com a formulacao e elaboracédo de um biomaterial,
utilizando as membranas celuldsicas obtidas no bioprocesso. Com isso, foi alcangado
um revestimento bioplastico de alto valor agregado e baixo custo, que apresentou
grande potencial de aplicabilidade em morangos que proporcionou a manutencao das
caracteristicas pés-cultivo da fruta, mantendo a firmeza, controle de rubor precoce e
proliferacdo fldngica, evitando alteracdes degradantes sem a presenca de

refrigeracao.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

+ Como perspectiva futura, sugere-se avaliar o uso do suco de laranja e do
caldo de cana separadamente ou até o uso de outros compostos de baixo
custo que possam ser utilizados, dentre outros, como fonte de nitrogénio na
prospeccao de celulose bacteriana.

* Analisar a quantidade necessaria de blenda polimérica para revestir uma
determinada quantidade de morangos, avaliar por microscopia eletrénica de
varredura o revestimento aplicado na fruta e avaliar a espessura do
revestimento apds a aplicacao.

» Caracterizar 0 morango com parametros laboratoriais de soélidos solUveis
finais, colorimetria e firmeza, andlise de vitamina C, microbioldgica além de
realizar estatisticas de aceitacdo da fruta levando-se em consideracdo o
aspecto visual e avaliacdo de possiveis mudancas no sabor na fruta devido

ao uso de revestimento.
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