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RESUMO

A celulose, polissacarideo de origem vegetal, é um biopolimero abundante encontrado na natureza e, portanto,
de grande valia para a ciéncia dos materiais em aplicagbes na area médica, cosmética, refinaria e outros.
Como alternativa a producdo tradicional de celulose, tem-se a via microbiana, que resulta numa fibra de
carater nanométrico e com boas propriedades mecanicas. Dentre os diversos micro-organismos que
produzem celulose bacteriana (CB), e que apresenta resultados satisfatérios destaca-se a bactéria estritamente
aerdbica e Gram-negativa conhecida como Gluconacetobacter hansenii (ATCC - 23769). Esse biopolimero
apresenta enorme potencial de aplicacdo devido as suas propriedades térmicas, mecanicas e
biocompatibilidade. Muitas pesquisas estdo sendo realizadas para otimizar os processos produtivos de CB,
resultando em maiores conversdes com um menor custo produtivo. O presente trabalho teve como objetivo,
produzir as membranas de celulose bacteriana em meio de manitol (C-MM) ou Hestrin e Schramm (C-MH),
e também caracteriza-las por meio de analises de espectroscopia de infravermelho (IV), termogravimétrica
(TGA), e difracdo de raios X (DRX). Como principais resultados, as celuloses produzidas apresentaram
imagens morfoldgicas similares, mas no meio de manitol apresentou maior rendimento (2,09 g.L™) na
producéo de CB, quando comparado ao Meio Hestrin e Schramm (HS) (1,15 g.L™"). Além disso, a celulose
bacteriana produzida no meio de manitol apresentou maior cristalinidade (78%) que a produzida no meio de
Hestrin e Schramm (HS) (65%). Através da andlise de 1V, foi possivel confirmar os grupos funcionais
existentes na celulose bacteriana sem a presenca de quaisquer contaminantes oriundo do processo de
producdo. Ja com relagdo a andlise termogravimétrica, o polimero formado a partir do meio de manitol
apresentou maior estabilidade térmica. Desta forma, os biofilmes produzidos nos diferentes meios
apresentaram propriedades diferentes, revelando que as caracteristicas poliméricas sdéo modificadas em
funcdo do meio de crescimento bacteriano.
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ABSTRACT

The cellulose, polysaccharide of vegetable origin, is an abundant biopolymer found in nature and, therefore, a
valuable tool for the science of materials applications in the medical, cosmetic, refinery, and other areas. As
an alternative to traditional cellulose production, we have the microbial path, which results in a nanometric
fiber with good mechanical properties. Among the several microorganisms that produce bacterial cellulose
(BC), the one that presents very satisfactory results is the strictly aerobic and Gram-negative bacteria known
as Gluconacetobacter hansenii (ATCC - 23769). This biopolymer presents enormous application potential
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due to its thermal, mechanical and biocompatibility properties. Many researches are being developed to
optimize the productive processes of BC, resulting in greater conversions with a lower production cost. This
work aimed to produce the cellulose membranes obtained in mannitol (C-MM) or Hestrin and Schramm (HS)
(C-MH) medium and to characterize them through infrared spectroscopy (IR), thermogravimetric (TGA) and
X-ray diffraction (XRD) analyses. The celluloses produced presented similar morphological images, but the
mannitol medium had a higher yield (2.09 g. L™) in the BC production when compared to the Hestrin and
Schramm medium (HS) (1.15 g. L™). In addition, the bacterial cellulose produced in medium containing
mannitol presented higher crystallinity (78%) than that produced in Hestrin e Schramm (HS) (65%). Through
the IR analysis, it was possible to confirm the functional groups present in the bacterial cellulose without any
contaminants from the production process. Regarding the thermogravimetric analysis, the polymer formed
from the mannitol medium presented higher thermal stability. Finally, the biofilms produced in the different
medium had different properties, revealing that the polymeric characteristics change according to the
bacterial growth medium.

Keywords: Bacterial cellulose, Glucanoacetobacter hansenii, Mannitol, Glucose.

1. INTRODUCAO

As microfibrilas da Celulose Bacteriana (CB), apresentam as unidades de celobiose dispostas em paralelo,
conferindo a molécula de celulose uma orientagdo plana, além disso, sdo aproximadamente 100 vezes mais
finas que as da celulose vegetal, tornando-a um material de alta porosidade com excelentes propriedades
mecanicas. Outra caracteristica desse biopolimero é sua elevada cristalinidade, alto grau de polimerizacéo,
alta forca de tensdo e grande capacidade de hidratagdo [1]. Ainda nesta comparacdo, esse biomaterial, ndo
produz reacdes tdxicas ou imunolégicas quando inserido ou em contato com tecidos vivos [2].

Dentre as diversas culturas que produzem CB, a bactéria estritamente aerébica e Gram-negativa
conhecida como Gluconacetobacter hansenii merece destaque [3]. Dependendo do processamento da sintese,
0 polimero formado pode ter diferentes propriedades como cristalinidade, temperatura de degradacéo,
mdbdulo de elasticidade, entre outras [4]. Quando o processo se da de forma estacionéria, uma membrana
espessa e gelatinosa de celulose acumula-se na superficie do meio de cultura. J& quando se tem condices de
cultura agitada, a CB pode ser sintetizada na forma de uma suspensdo fibrosa ou esferas [5]. A celulose
bacteriana formada funciona como mecanismo de flotacdo para 0s micro-organismos que permanecem na
interface ar/liquido para obter oxigénio mais facilmente [6].

Mesmo com enorme potencial de aplicacdo devido as suas caracteristicas, a viabilidade produtiva e
econdmica da sintese por via microbioldgica pode ser melhorada. Além disso, acredita-se que diferentes
propriedades da CB estdo associadas a fonte de carbono no meio de producdo [7]. Frente a isso, torna-se
importante otimizar os processos produtivos de CB, resultando em maiores conversdes e identificando as
principais propriedades do biopolimero em func¢do do meio de producéo [8 e 9].

O presente trabalho possui como principal objetivo, produzir e avaliar as propriedades da celulose
bacteriana, em cultivo estatico, utilizando o Meio Hestrin e Schramm (HS) ou Meio de manitol, pela bactéria
Gluconacetobacter hansenii ATCC — 23769.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo Gluconacetobacter hansenii utilizado para a realizagdo dos experimentos é classificado
como uma linhagem de referéncia ATCC-23769 (American Type Culture Collection, USA), que foi
adquirido pela Cole¢do de Culturas Tropical — CCT da Fundacdo Tropical de Pesquisa Tecnologica Andre
Tosello.

2.2. Meio para conservacgao da cultura

O meio de cultura utilizado para a conservagdo da bactéria foi o Hestrin e Schramm (HS) modificado [10]. O
mesmo foi preparado com a seguinte composicéo: glicose (CgH1,0g 30 g.L™), peptona (5 g.L™), extrato de
levedura (5 g.L™"), fosfato dissodico (Na,HPO,. H,O 5,1 g.L™?), 4cido citrico (CeHgO- 1,15 g.L™) e 4gua. O
pH do meio foi corrigido para o intervalo de 5 a 6 utilizando-se solucfes de &cido citrico 0,1M ou de
hidréxido de sodio 0,1M. Por fim, os meios foram esterilizados em autoclave vertical (marca Prismatec e
modelo CS), de 15 a 20 minutos a 121 °C e 1 atm.
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2.3. Preparacéo do inéculo

Dois in6culos foram preparados em frascos de Erlenmeyer (125mL), ambos contendo 50 mL de meio Hestrin
e Schramm (HS) (glicose 30 g.L ™, peptona 5 g.L™, extrato de levedura 5 g.L™, fosfato dissédico 5,1 g.L™?,
4cido citrico 1,15 g.L™ e agua destilada) e meio de manitol (manitol 25 g.L™, peptona 3 g.L™, extrato de
levedura 5 g.L™ e 4gua destilada), respectivamente. Para cada meio, foram transferidas trés alcadas de
bactérias crescidas no meio de conservagdo e finalmente incubados por 3 dias a 30 °C.

2.4. Producdao dos filmes poliméricos

Para a realizag8o do estudo foram preparados 200mL de meios manitol e Hestrin e Schramm (HS), que foram
distribuidos em 4 Erlenmeyers, sendo dois para cada meio, com volume (til de 50 mL. Os Erlenmeyers
contendo os meios de cultura foram esterilizados em autoclave durante 15 min a 121 °C e 1 atm.

De cada in6culo, conforme descri¢do do item acima, foi transferido 10% (V/V) para cada um dos 4
Erlenmeyers, os quais foram incubados & 28 °C por um periodo de 14 dias. As coletas dos biofilmes
formados foram realizadas por filtracdo, em papel de filtro faixa branca da marca Schleicher&Schill com
125mm de didmetro.

As membranas produzidas foram purificadas por um tratamento a quente em banho-maria a 80 °C por
20 minutos com a solu¢do de hidréxido de sédio 0,1M. Apo6s o tratamento, as peliculas de CB foram lavadas
com 4gua destilada e armazenadas em placas de Petri abertas e dispostas em freezer a -2 °C por 72 horas.
Para estabilizacdo da umidade, os polimeros foram postos em dessecador para perda maxima de agua e
acompanhamento da massa por pesagem para possibilitar andlise de produtividade (Equacgdo 1) entre os
meios estudados.
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2.5. Difratometria de Raios X (DRX)

Para identificacdo das fases cristalinas da membrana de celulose, utilizou-se a técnica de difratometria de
raios X. Os filmes foram analisados por um difratdmetro Rigaku com tubo de cobre em 40 kV e 20 mA,
escala de 26 com intervalo entre 5° e 55° com velocidade de varredura de 0,5°/min. Na Equacédo 1, método de
calculo foi desenvolvido por SEGAL et al. [11] que se baseia na diferenca da intensidade entre os picos de
maior e menor intensidade, foi utilizado para determinacao do percentual de celulose cristalina (% C).

Cristalinidade (%) = ':'"Iﬁxm-:]

’ O]

Com I, igual a intensidade maxima da difracdo de rede, € I, sendo a intensidade do pico em 26 = 18°,
que representa a parte amorfa da celulose. A intensidade dos picos foi medida como o valor maximo obtido
para o pico levando em conta uma linha de base [11].

2.6. Espectroscopia de Infravermelho (IV)

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para caracterizar a estrutura quimica da membrana de
celulose bacteriana. Esta analise foi realizada no equipamento Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer da
marca Perkin Elmer com o acessério UATR Spectrum 100. As amostras analisadas correspondiam as
membranas coletadas com 14 dias de incubacdo, obtendo-se uma média de trés espectros por amostra, com a
finalidade de realizar a analise de componentes principais que foi desenvolvida no software The Unscrambler
utilizando os dados brutos de cada espectro obtido.

2.7. Analise Termogravimétrica (TGA)

A temperatura caracteristica de degradacdo (T,) das membranas de celulose foi definida através de andlise
termogravimétrica realizada na faixa de temperatura de 30 °C a 600 °C, com uma taxa de aquecimento de
30 °C por minuto. A analise foi realizada no equipamento Simultaneos Thermal Analyzer — STA 6000 da
marca Perkin Elmer, a partir de aproximadamente 20mg de amostra.
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2.8. Microscopia Optica

Para a obtencdo de mais detalhes morfoldgicos da superficie da membrana celul6sica utilizou-se um
microscépio LEICA DM750, a visualizagdo foi feita com lentes objetivas para a ampliacdo de 10x da
imagem original.

3. RESULTADOS

3.1. Producéo e caracterizagdo morfolégica dos filmes poliméricos
As bactérias acéticas produtoras de celulose bacterianas, quando utilizam o manitol como fonte de carbono,
metabolicamente converte esse carboidrato em frutose para depois direcionar para produgdo de celulose.
Enquanto a glicose é transportada através da membrana celular e incorporada a biossintese da celulose [12].
Esse fato pode estar associado ao maior rendimento obtido pelo meio de manitol na producdo de CB (2,09
g.L™"), quando comparado ao meio Hestrin e Schramm (HS) (1,15 g.L™%).

Na Figura 1 estdo apresentadas imagens macrograficas e de microscopias dpticas das peliculas de

celulose bacteriana (CB), apds o processo de purificagdo e secagem. Ambas as celuloses produzidas, C-MM
(Figura 1A e 1B) e C-MH (Figura 1C e 1D) apresentaram morfologias similares, caracterizando filmes
homogéneos (Figura 1A e 1C), como também € possivel visualizar pela microscopia Optica as rugosidades
oriundas do processo de secagem (Figura 1B e 1D).

Figura 1: Celulose bacteriana C-MM (A e B) e C-MH (C e D). As microscopias dpticas com ampliagéo de 10x.

3.2. Difrac&o de Raios-X (DRX)
A Figura 2 mostra os difratogramas de raios X referentes as biomembranas estudadas.
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Figura 2: Difratogramas das CB obtidas nos diferentes meios.

A partir do comportamento ilustrado acima, pode-se observar que ambas as membranas apresentaram
picos caracteristicos de celulose bacteriana que s@o os picos de difragdo 26 em 14,7°, 14,9°, 22,9° ¢ 23,2°, oS
quais sdo normalmente atribuidos a distancia existente entre os planos cristalograficos tipicos das fases I, e Ig
da estrutura cristalina [13 e 14].

Como a celulose ndo é um material completamente cristalino (semi-cristalino), os difratogramas
apresentam picos largos e como os biopolimeros foram produzidos a partir de meios diferentes, percebem-se
diferencas entre as intensidades e configuragdes desses picos. Mas, ambas as celuloses podem ser
caracterizadas por picos que as classificam em tipos | e Il, cujas diferencas estdo descritas na Tabela 1 [6 e
15].

Tabela 1: Picos caracteristicos de celulose dos tipos | e 11 [6 e 15]

Celulose Regido amorfa Regido cristalina
Tipo | 18°<20<19° 22°0<20<23°
Tipo 1l 13°<20<15° 18°<20<22°

O grau de cristalinidade para as celuloses foi de 65% e 78% para a C-MH e C-MM respectivamente.
A literatura relata que o indice de cristalinidade da CB encontra-se ente 60 e 95%, colocando, portanto, 0s
resultados das analises das membranas formadas, de ambos os meios, dentro dos limites de alta cristalinidade,
como esperado [16]. Outros autores como Mikkelsen et al., [12] também encontraram valores de
cristalinidade (90 + 5%) superiores para CB cultivadas em meio contendo manitol, quando comparado a
cristalinidade do meio contendo glicose como fonte de carbono (80 + 5%). Comparando esses resultados com
0s obtidos nesse trabalho, a Bactéria Gluconacetobacter hansenii produziu uma CB com percentuais de
cristalinidade inferiores, mantendo a mais alta cristalinidade para o meio contendo manitol. A composi¢éo do
meio contendo o agUcar poliol (manitol) atuou ndo somente como fonte de energia, mas também como
precursor para a biossintese da CB com percentual maior organizacdo das cadeias, originado uma
biomembrana mais cristalina.

3.3. Espectroscopia de Infravermelho (V)

Os espectros de infravermelho foram realizados com a finalidade de determinar os picos caracteristicos das
bandas de celulose e verificar a possivel ocorréncia de novos picos inerentes a alguma interagdo entre a
celulose e os componentes do meio, principalmente a presenca de fonte de carbono residual. Os espectros dos
biofilmes estdo apresentados na Figura 3, e mostram semelhancas entre as celuloses produzidas nos dois
meios, além da confirmacdo dos grupos vibracionais pertencentes a estrutura da celulose bacteriana em
ambos 0s espectros.
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Figura 3: Espectros de infravermelho das CB obtidas nos meios Hestrin e Schramm (C-MH) e manitol (C-MM).

Na literatura sdo encontradas caracterizaces das estruturas quimicas por infravermelho das celuloses
bacterianas, entre os estudos podemos destacar o de Saska e seus colaboradores que produziram membranas
de celulose bacteriana utilizando a linhagem Gluconacetobacter xylinus ATCC-23769 em meio Hestrin e
Schramm (HS) modificado e glicose como principal fonte de carbono. A produgéo de CB foi desenvolvida de
forma estética por 120 horas a 28 °C [14]. Na Tabela 2, estdo dispostas as principais bandas caracteristicas da
celulose bacteriana, com seus respectivos grupos funcionais que foram encontrados nas celuloses produzidas
nos dois meios (C-MH e C-MM). Essas bandas vibracionais foram também identificadas nos trabalhos de
Saska et al., Gea et al. e Pecoraro et al., que produziram essas membranas de celulose, caracterizando grupos
funcionais do carboidrato, como unidade monomérica do polimero de celulose, similares as encontradas
nesse estudo [14, 17 e 18].

Tabela 2: Frequéncias tipicas de absorcédo no Infravermelho da celulose produzida para a CB [14, 17 e 18].

NUmero de onda

Faixa de
; o 3 encontrada na Celulose
numero de Caracteristica e grupo responséavel .
1 produzida
onda (cm™)
C-MH C-MM

Banda forte e larga, resultante de associagoes
3400-3200 poliméricas do estiramento do grupo 3286 3348
Hidroxila (OH)

Estiramento de CH de alcanos e estiramento

2960-2850 . 2921 2912
assimétrico CH,

1680-1620 Deformacédo de CH,-OH 1639 1648
1430-1330 Deformagéo C-OH e CH 1399 1367
1320-1030 Deformagédo C-O 1033 1044
1200-1000 Estiramento C-O (-C-O-H) 1034 1051
1160-1146 Estiramento (C-O-C); deformacdo CH 1154 1158

700-400 Deformacéo fora do plano -OH 669 607

Desta forma, por meio da analise de 1V, foi possivel confirmar os grupos funcionais existentes na
celulose bacteriana, bem como identificar que o processo de purificacdo foi eficiente, ndo deixando
componentes residuais do meio de producdo ou presenca de outros metabdlitos na matriz polimérica [17 e
18].
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3.4. Analise dos Componentes Principais (PCA)

A anélise de componentes principais foi utilizada com o intuito de observar se ha alguma diferenga quimica
vibracional das estruturas de CB produzidas pelos meios Hestrin e Schramm (HS) e manitol. A Figura 4
mostra o grafico da analise de componentes principais dos espectros de Infravermelho das celuloses
bacterianas produzidos nos dois meios de produgdo em estudo. Observa-se que as componentes PC1, PC2 e
PC3 explicaram, respectivamente, 80%, 15% e 3% das informagdes referentes as diferencas das vibragdes
estruturais da celulose. Desta forma, pode-se constatar que ha caracteristicas quimicas vibracionais distintas
para os biofilmes C-MH e C-MM. As celuloses bacterianas C-MH encontram-se agrupadas, mostrando
estruturas semelhantes entre si. O mesmo pode ser observado para as C-MM, que estruturalmente s&o
semelhantes. Logo, esse agrupamento revela a similaridade vibracional de todas as membranas produzidas
pelo meio de manitol, como também todas as vibragdes semelhantes das membranas produzidas pelo meio
Hestrin e Schramm (HS).
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Figura 4: Andlise dos componentes principais das amostras de CB para o0 meio de Hestrin e Schramm e manitol.

3.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

Analisando o termograma das celuloses bacterianas (Figura 5a e 5b) e a Tabela 3, pode-se observar uma
diminuigdo da perda de umidade em temperaturas proximas a 100 °C para as C-MH e C-MM. Nessa
temperatura, as membranas produzidas nos meios C-MH e C-MM tiveram perdas de aproximadamente 7,4%
e de 4,8% de agua, respectivamente. O fato de a perda de agua ter sido menos acentuada na C-MM pode ser
explicado pela dificuldade da eliminacdo da agua que estava nos dominios cristalinos da estrutura durante a
etapa da secagem da membrana, uma vez que esse biopolimero apresentou um percentual de cristalinidade
maior.
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Figura 5: a. Termograma da TGA e b. curvas DTG das CB para cada celulose produzida.

DTG (%/°C)

A medida que a temperatura aumenta, a massa foi diminuindo, entrando na faixa de degradacio da
celulose bacteriana, caracterizada por uma diminui¢do em torno de 64% da massa da C-MH e 50% da C-MM,
respectivamente. Acima de +350 °C pode-se observar um novo comportamento térmico, indicativo da
degradacdo termo-oxidativa que estabilizou a massa da celulose em torno de 33% e 41% da inicial para as
amostras C-MH e C-MM, respectivamente.

Tabela 3: Dados da temperatura e perda de massa das C-MM e C-MH.

Andlise Termogravimétrica - TGA
Perda de umidade (até 100 °C)

Amostra Miniciar (MQ) Msina (MQ) Perda %
C-MM 15,46169 14,71292 4,842751
C-MH 12,74588 11,80688 7,367084

Faixa degradativa (até +/- 350 °C)

Amostra Miniciar (MQ) Méinar (MQ) Perda %
C-MM 14,71292 7,314253 50,28688
C-MH 11,80688 4,141081 64,92654

Degradacéo termo-oxidativa (> 350 °C)

Amostra Miniciar (MQ) Msinar (MQ) Perda %
C-MM 7,314253 4,311073 41,05929
C-MH 4,141081 2,740677 33,81737

Estudos que avaliam a estabilidade térmica da CB por termogravimetria trazem perfis de degradacéo
semelhantes aos encontrados experimentalmente neste trabalho [13 e 17]. De acordo com as curvas e dados
referentes as temperaturas (Tonset €/0U Tray) (Figura 5 e Tabela 4), existem dois eventos principais, o primeiro
correspondente a perda de massa pela desidratacdo da pelicula (100 °C) e o outro refere-se as degradacGes
térmicas e oxidativa na faixa de 250 a 400 °C. Entretanto, a membrana C-MH apresentou um inicio de
degradacdo em 261,5 °C e temperatura maxima de degradacdo de 335 °C, conferindo maior estabilidade
térmica ao polimero. Os resultados obtidos também mostraram que a C-MM apresentou perfil de degradacéo
diferente, com temperatura inicial de degradacdo e temperatura maxima de degradacdo menores que a
membrana C-MH. A temperatura maxima de decomposicdo é um critério de estabilidade térmica e tais
comportamentos sdo afetados por alguns parametros, como estrutura molecular, cristalinidade e orientacdo
das fibras [19 e 20].
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Tabela 4: Dados das temperaturas inicias (Tonset), temperaturas finais (Totst) € Temperaturas maximas de degradagédo
(Timax) das C-MH e C-MM.

1° Estagio 2° Estagio
Amostras  Tonset  Torset  Tmax | Tonset Tofset Tmax Residual
o) co (o &) o) ) (%)
C-MH 30,0 91,5 56,5 2615 400,0 3352 21,5
C-MM 30,0 1125 66,6 245,0 327,3 300,0 279

Em Resumo, a analise térmica confirma o que foi visto pela PCA e pelo DRX, que as celuloses
bacterianas apresentaram propriedades térmicas, fisicas e quimicas diferentes, em funcéo do tipo de meio que
foram produzidas.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a avaliagdo da producdo de celulose bacteriana, um material polimérico,
biocompativel e biodegradavel, a partir de dois meios de cultura estudados (Hestrin e Schramm (HS) e
manitol), cujas respectivas fontes de carbono so glicose e manitol. A caracterizagdo das membranas baseou-
se em analises de difracdo de raios X, infravermelho e andlise termogravimétrica que possibilitaram constatar
que a bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC — 23769 é capaz de produzir nanofibras de celulose com
propriedades diferentes em funcdo da mudanca na fonte de carbono. Desta forma, 0 meio contendo o manitol,
como principal fonte de carbono resultou num polimero com maior percentual de cristalinidade e maior
estabilidade térmica. As andlises de infravermelho e o PCA permitiram concluir a existéncia de grupos
funcionais pertencentes a estrutura quimica da biomembrana, bem como identificar diferencas entre os filmes
de CB provenientes de cada meio de cultura.
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